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1 Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit beschªftigt sich mit zwei Regulatoren der Mitose in der Bªckerhefe: der 
Kinase Cdc5 und dem APC-Speziýtªtsfaktor Hct1.
Cdc5 gehºrt zur Familie der Polo-Kinasen. Namensgebend f¿r diese Familie von 
Proteinkinasen ist Polo aus der Fruchtþiege Drosophila melanogaster. Polo-Kinasen ýnden 
sich in hochkonservierter Form in den verschiedensten Organismen bis hin zum Menschen 
und erf¿llen vielfªltige Funktionen in der Mitose. So spielen sie beispielsweise eine wichtige 
Rolle bei der Reifung und Separation der Centrosomen und sind beteiligt an der Aktivierung 
der Ubiquitin-Ligase APC (anaphase promoting complex). Zudem kommt ihnen eine wichtige 
Funktion bei der Regulation der Zytokinese zu. Cdc5 ist die einzige Polo-Kinase in der 
Bªckerhefe Saccharomyces cerevisiae. CDC5 ist ein essentielles Gen. Mutanten arretieren am 
Ende der Mitose mit replizierter DNA, elongierter Spindel und hohen Mengen des mitotischen 
B-Typ Zyklins Clb2. Cdc5 ist Teil eines Signaltransduktionsnetzwerkes, das am Ende der 
Mitose zur Inaktivierung der zyklinabhªngigen Kinase (CDK) f¿hrt. Erhºhte Aktivitªt von 
Cdc5 induziert dabei die Degradation des B-Typ Zyklins Clb2 und die Bildung des CDK 
Inhibitors Sic1. F¿r den geordneten Ablauf des Teilungszyklus ist es deshalb notwendig, dass 
Cdc5 in seiner Aktivitªt genauestens reguliert ist.
Ein Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich deshalb mit der Regulation der Cdc5-Aktivitªt 
durch zyklinabhªngige Kinasen. Cdc5 besitzt f¿nf Konsensusstellen f¿r Phosphorylierung durch 
CDKs. Durch ortsspeziýsche Mutagenese und in vitro Kinaseassays konnte gezeigt werden, 
dass Cdc5 tatsªchlich ein Substrat f¿r Komplexe aus Cdc28 mit B-Typ Zyklinen ist. Es ergaben 
sich weiterhin Hinweise darauf, dass die Phosphorylierung von Cdc5 durch CDK positiv auf die 
Cdc5-Kinaseaktivitªt wirkt. Zudem zeigt Cdc5 eine intermolekulare Autophosphorylierung. Der 
Austausch der dritten Cdc28-Konsensusstelle zu einer nicht-phosphorylierbaren Aminosªure 
hat einen kompletten Funktionsverlust des resultierenden Proteins zur Folge. Es ist allerdings 
nicht geklªrt, ob diese Stelle in vivo tatsªchlich phosphoryliert wird, oder ob sie beispielsweise 
aus strukturellen Gr¿nden wichtig ist f¿r die Enzymaktivitªt von Cdc5.
Der zweite Teil der Arbeit beschªftigt sich mit der Regulation des APC-Speziýtªtsfaktors Hct1. 
Hct1 vermittelt am Ende der Mitose die ubiquitinabhªngige Degradation von Clb2, indem 
es dieses bindet und an den APC rekrutiert. Der APC ist eine multimere Ubiquitinligase und 
vermittelt die Polyubiquitinierung seiner Substrate. Die Bindung von Hct1 an den APC wird 
von zyklinabhªngiger Kinase negativ reguliert. Hct1 besitzt elf Konsensusstellen f¿r eine 
Phosphorylierung durch Zyklin-Cdc28-Komplexe. Ein Derivat, in dem alle elf Stellen nicht 
mehr phosphorylierbar sind, ist hyperaktiv. Es sollte nun im Detail geklªrt werden, welchen 
Beitrag die einzelnen Konsensusstellen zur Inaktivierung von Hct1 leisten. Untersucht wurde 
die Lebensfªhigkeit der Zellen nach ¦berproduktion verschiedener Hct1-Derivate und deren 
Fªhigkeit zur Degradation von Clb2. Zudem wurde das Laufverhalten der verschiedenen 
Proteine im Western Blot untersucht. Es ergab sich, dass keine der untersuchten Stellen alleine 
eine vollstªndige Inaktivierung von Hct1 bewirken kann. Es konnten allerdings Positionen 
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identiýziert werden, die einen stªrkeren Einþuss auf die Hct1-Aktivitªt haben als andere. 
Besonders die vier Konsensusstellen im N-Terminus von Hct1 scheinen efýzient phosphoryliert 
zu werden. Aber auch Stellen, die f¿r sich alleine keinen Effekt auf die Hct1-Aktivitªt haben, 
bewirken in Kombination mit anderen Positionen eine Inhibierung von Hct1.
Hct1 ist aber nicht nur ein Substrat f¿r CDK, sondern auch f¿r Cdc5-Kinase. Die 
¦berproduktion von Cdc5 bewirkt eine Hyperphosphorylierung von Hct1, die von den ersten 
vier Cdc28-Konsensusstellen in Hct1 abhªngig ist. Zudem interagiert Cdc5 prªferentiell mit 
phosphorylierten Formen von Hct1. In in vitro Kinaseassays ist unphosphoryliertes Hct1 ein 
sehr schlechtes Substrat f¿r Cdc5. Liegt Hct1 allerdings nach Behandlung mit zyklinabhªngiger 
Kinase in phosphorylierter Form vor, wird es ein deutlich besseres Substrat f¿r Cdc5. Diese 
Ergebnisse belegen, dass beide Gruppen mitotischer Kinasen, zyklinabhªgige Kinasen und 
Polo-Kinasen, bei der Regulation von Hct1 kooperieren.
Weiterhin konnten in dieser Arbeit neue Interaktionspartner von Cdc5 identiýziert werden. 
So interagiert Cdc5 mit dem Anaphaseinhibitor Pds1. Pds1 wird am Metaphase/Anaphase-
¦bergang APC-abhªngig degradiert. Dieser Prozess ist abhªngig von Cdc20, neben Hct1 ein 
weiterer mitotischer Speziýtªtsfaktor des APC. Es konnte nun gezeigt werden, dass erhºhte 
Mengen an Cdc5 die APCCdc20-abhªngige Pds1-Degradation in Metaphase-arretierten Zellen 
induzieren. Eine kinase-inaktive Mutante von Cdc5 zeigt diesen Effekt nicht mehr. Gleichzeitig 
scheint Pds1 aber auch ein Aktivator von Cdc5 zu sein, da die Deletion von PDS1 die Wirkung 
der ¦berexpression von CDC5 auf Clb2 und Sic1 negativ beeinþusst.
Cdc5 interagiert auÇerdem mit Lte1. Lte1 ist der GEF (guanine nucleotide exchange factor) des 
G-Proteins Tem1 und aktiviert dieses durch den Austausch von gebundenem GDP zu GTP. Auf 
diese Weise stimuliert Lte1 den Austritt aus der Mitose. Lte1 zeigt eine zellzyklusabhªngige 
Phosporylierung und obgleich vornehmlich phosphorylierte Formen von Lte1 mit Cdc5 
interagieren, ist Cdc5 nicht direkt f¿r die Phosphorylierung von Lte1 verantwortlich.
Ein weiterer bisher unbekannter Interaktionspartner von Cdc5 ist Rad9. Rad9 ist Teil eines 
Kontrollsystems, das bei einer Beschªdigung der genomischen DNA zu einem Zellzyklusarrest 
vor dem Beginn der Anaphase f¿hrt. Dadurch bleibt der Zelle Zeit, den Schaden zu reparieren 
bevor sie sich erneut teilt. Ein derartiger Kontrollmechanismus gewªhrleistet die Integritªt des 
genetischen Materials, das an die Nachkommen weitergegeben wird. Erhºhte Mengen an Cdc5 
beeinþussen die Modiýkation von Rad9. AuÇerdem bewirken sie, dass Zellen, die aufgrund 
eines DNA-Schadens in der Metaphase arretiert sind, teilweise ihre Kerne teilen und die 
Spindel auþºsen. Dies ist begleitet von einer Degradation von Pds1. Erhºhte Cdc5-Aktivitªt 
kann den durch einen DNA-Schaden induzierten Metaphase-Arrest also ¿berwinden. Es konnte 
somit gezeigt werden, dass Cdc5 zu mehreren Zeitpunkten im Teilungszyklus eine wichtige 
Rolle spielt.
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2 Zusammenfassung in englischer Sprache
This work deals with two mitotic regulators in budding yeast: the kinase Cdc5 and the APC-
speciýcity factor Hct1.
Cdc5 is a member of the polo-kinase family that is named after Polo of the fruit þy Drosophila 
melanogaster. Polo-kinases are highly conserved from yeast to man and fulýl various functions 
during mitosis. They play a crucial role in maturation and separation of the centrosome and 
contribute to the activation of the ubiquitin ligase APC. Furthermore, they are important for 
the regulation of cytokinesis. Cdc5 is the only member of the polo-kinases in the budding yeast 
Saccharomyces cerevisiae. Cdc5 function is essential for the cells to survive. Mutants arrest 
their cell cycle at the end of mitosis with duplicated DNA, an elongated spindle and elevated 
levels of Clb2 suggesting a mitotic exit defect. Cdc5 is part of a signal transduction network 
that inactivates cyclin-dependent kinases at the end of mitosis. Elevated levels of Cdc5 induce 
the degradation of the B-type cyclin Clb2 and the accumulation of the CDK (cyclin-dependent 
kinase) inhibitor Sic1. Therefore itôs most important that Cdc5 itself is regulated in a strict 
manner.
This work tried to get insights into the regulation of Cdc5 activity by cyclin-dependent kinases. 
Cdc5 has ýve consensus sites for phosphorylation by cyclin-dependent kinases. Site-speciýc 
mutagenesis and in vitro kinase assays revealed that Cdc5 is in fact a substrate for Cdc28-cyclinB 
complexes. The data indicate that Cdc5 activity is positively regulated by phosphorylation by 
CDK. Besides, Cdc5 autophosphorylates itself in an intermolecular fashion. Mutation of the 
threonine in the third Cdc28-consensus site in Cdc5 results in a loss-of function phenotype of 
the protein. Itôs not yet clear if this site is phosphorylated in vivo or if the threonine is important 
for the overall structure of the protein.
A second part of the work is dealing with the regulation of Hct1, a substrate recognition factor 
of the APC. Hct1 mediates the ubiquitin-dependent degradation of Clb2 at the end of mitosis. 
Hct1 binds to Clb2 and recruits it to the ubiquitin ligase APC. Binding of Hct1 to the APC is 
negatively regulated by cyclin-dependent kinases. There are eleven sites for phosphorylation by 
CDK in Hct1. A derivative of Hct1 lacking all these sites is hyperactive. So, the impact of single 
sites on the inactivation of Hct1 was analysed in detail. Induction of Clb2-degradation and 
survival of the cells after overexpression of various constructs were investigated. The mobility 
of the different proteins was analysed in western blot experiments. None of the single sites were 
able to inactivate Hct1 completely. But clearly some sites have a stronger inþuence on Hct1 
inactivation than others. Especially the four Cdc28-consensus-sites in the N-terminal part of 
Hct1 seemed to be efýciently phosphorylated. Sites, which do not have any inþuence on Hct1 
activity on their own, contribute to the inactivation of Hct1 in combination with other sites.
Additionally, Hct1 is a substrate for Cdc5. Overproduction of Cdc5 causes a hyperphosphorylation 
of Hct1 that is dependent on the ýrst four Cdc28-consensus sites. Cdc5 interacts preferentially 
with phosphorylated species of Hct1. Hct1 is a very poor substrate for Cdc5 in vitro, but 
phosphorylation is strongly enhanced when Hct1 was phosphorylated by CDK. So cyclin-
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dependent kinases and polo-kinase clearly cooperate in the regulation of Hct1.
In this work new interaction partners of Cdc5 were identiýed. Cdc5 interacts with the anaphase 
inhibitor Pds1. Pds1 is degraded at the metaphase to anaphase transition in an APCCdc20-
dependent manner. Like Hct1 Cdc20 is a mitotic substrate recognition factor of the APC. It 
was shown that elevated levels of Cdc5 induce the APCCdc20-dependent degradation of Pds1 in 
metaphase-arrested cells. For this, kinase activity of Cdc5 is necessary. At the same time Pds1 
seems to by an activator of Cdc5 because deletion of PDS1 inþuences the ability of Cdc5 to 
phosphorylate Clb2 and to up regulate the levels of Sic1.
Besides, Cdc5 interacts with Lte1. Lte1 is the GEF (guanine nucleotide exchange factor) of 
the G-protein Tem1. It converts GDP-bound Tem1 to GTP-Tem1 thereby activating Tem1 and 
stimulating the exit of mitosis. Lte1 is phosphorylated in a cell cycle-dependent manner. Though 
Cdc5 interacts with phosphorylated Lte1 it seems not to be responsible for the phosphorylation 
of Lte1.
Another so far unknown interaction partner of Cdc5 is Rad9. Rad9 is part of a surveillance 
mechanism that delays the cell cycle in metaphase in response to DNA damage giving the cell 
time to repair the damage. This ensures the integrity of the genomic material propagated to the 
daughter cell. Elevated levels of Cdc5 inþuence the modiýcation of Rad9. Furthermore, elevated 
Cdc5 activity promotes nuclear division and disassembly of the spindle in cells arrested due to 
DNA-damage. This is accompanied by degradation of Pds1. Therefore ectopic expression of 
CDC5 can override the DNA-damage induced metaphase arrest.
In summary, it was shown that Cdc5 plays an important role at various stages in the cell division 
cycle.
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3 Einleitung

3.1 Der Zellteilungszyklus der Hefe Saccharomyces cerevisiae
Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ein einzelliger eukaryotischer Organismus und gehºrt 
zur Gruppe der Ascomyceten, da die vier haploiden Meioseprodukte, auch Sporen genannt, 
von einem Ascus umgeben sind. Die Bªckerhefe ist ein beliebter Modellorganismus, da sie 
sehr schnell wªchst und einfach zu handhaben ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass seit 
1996 ihre komplette Genomsequenz bekannt ist. Dies und die Tatsache, dass Hefe sich leicht 
genetisch manipulieren lªsst, macht es mºglich, in kurzer Zeit Stªmme mit den gew¿nschten 
genetischen Eigenschaften herzustellen.
Die Bªckerhefe vermehrt sich durch Knospung, was sie von anderen Eukaryoten unterscheidet. 
Dabei entsteht eine grºÇere Mutter- und eine kleinere Tochterzelle. Ihr Zellteilungszyklus 
kann aber wie der anderer Eukaryoten auch ganz allgemein in eine Interphase, wªhrend der 
die Zellbestandteile verdoppelt werden, und in eine M-Phase, wªhrend der die verdoppelten 
Zellbestandteile auf die Mutter- und die Tochterzelle verteilt werden, gegliedert werden. Die 
Interphase kann weiter in die S- oder Synthese-Phase, in der die DNA repliziert wird, und die 
G1- bzw. G2-Phase unterteilt werden, die der S-Phase vorausgehen bzw. ihr folgen (Lew et al., 
1997). Hat die Zelle einen bestimmten Punkt in der spªten G1-Phase, den sogenannten START, 
¿berschritten, folgen unweigerlich alle Ereignisse, die mit dem folgenden Zellzyklus verbunden 
sind. Die Zelle bildet eine Knospe und dupliziert ihre Spindelpolkºrper, die mikrotubuli-
organisierenden Zentren der Hefe. Die Spindelpolkºrper werden in der S-Phase, in der die 
chromosomale DNA repliziert wird, bereits separiert und es bildet sich eine kurze bipolare 
Mikrotubulispindel. In der G2/M-Phase wandert der Kern dann zur ¦bergangsstelle zwischen 
Mutter- und Tochterzelle und es kommt schlieÇlich zur Kernteilung mit anschlieÇender 
Zytokinese. In der Bªckerhefe ist es schwierig, G2- und M-Phase klar voneinander zu 
trennen, da die Kernh¿lle in der Mitose nicht aufgelºst wird, man spricht daher auch von einer 
Endomitose, und die kondensierten Chromosomen f¿r eine mikroskopische Beobachtung zu 
klein sind. So kann der genaue Zeitpunkt des Einsetzens der Mitose nicht festgelegt werden und 
man spricht deshalb von einer G2/M-Phase. Eindeutig festgelegt werden kann aber der Beginn 
der Anaphase mit der Trennung der Schwesterchromatiden und der Elongation der Spindel.
Vor ¦berschreiten von START, also in der fr¿hen G1-Phase, sind die Zellen noch in der 
Lage, auf Umwelteinþ¿sse zu reagieren. Bei Nªhrstoffmangel arretieren diploide Zellen 
ihren Zellzyklus und f¿hren eine meiotische Teilung durch, bei der vier haploide Sporen 
entstehen. Treffen haploide Zellen in der Prª-START-Phase auf das Paarungspheromon des 
entgegengesetzten Paarungstyps, f¿hrt das ebenfalls zu einem G1-Arrest und die Zelle bereitet 
sich auf die Paarung vor, durch die wiederum diploide Zellen entstehen. In ihrer nat¿rlichen 
Umgebung kommt die Bªckerhefe als diploider Organismus vor. Im Labor ýnden hingegen 
hauptsªchlich haploide Stªmme Verwendung.
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3.2 Die Gruppe der CDC-Gene
Um Gene zu identiýzieren, die am Fortschreiten des Zellteilungszyklus beteiligt sind, 
wurde nach konditional letalen Allelen gesucht, die unter restriktiven Bedingungen zu einer 
einheitlichen terminalen Morphologie f¿hren. Diese Gene wurden als CDC-Gene (cell division 
cycle) bezeichnet. In Hefe sind ¿ber siebzig solcher Gene bekannt. Der Arrestphªnotyp 
liefert einen Hinweis auf den Zeitpunkt im Zellzyklus, zu dem das Gen aktiv sein muss, 
um ein Fortschreiten des Zellzyklusses zu ermºglichen. Dieser Zeitpunkt ist aber nicht 
notwendigerweise identisch mit dem Auftreten des Arrestes, sondern kann zeitlich auch vor 
diesem angesiedelt sein. Spªte Ereignisse im Zellzyklus sind auf die erfolgreiche Beendigung 
fr¿herer Ereignisse angewiesen. So kann z. B. keine Mitose stattýnden, wenn zuvor nicht die 
DNA repliziert wurde und die Spindelpolkºrper verdoppelt wurden (Hartwell et al., 1974). Da 
die CDC-Gene essentiell f¿r das ¦berleben der Zellen sind, ist es notwendig, Bedingungen zu 
ýnden, unter denen die Mutanten wachsen kºnnen. Die meisten Mutanten des Zellzyklus sind 
temperatursensitive Mutanten, in denen das mutierte Protein bei niedriger Temperatur noch 
seine Funktion erf¿llt, bei hoher Temperatur aber inaktiviert wird.

3.3 Zyklinabhªngige Kinasen
Zyklinabhªngige Kinasen ( cyclin dependent kinases, CDKs) bestehen aus zwei Komponenten: 
der katalytischen Untereinheit, die alleine keine Kinaseaktivitªt besitzt, und einem 
aktivierenden Zyklin (Morgan, 1997). Zykline haben ihren Namen aufgrund ihres typischen 
zellzyklusabhªngigen Expressionsmusters erhalten (Koch und Nasmyth 1994, Murray 1995). 
Allen Mitgliedern der Zyklin-Familie ist ein bestimmtes Sequenzmotiv, die sog. cyclin-box 
gemein, die f¿r die Interaktion mit der Kinaseeinheit nºtig ist (Poon und Hunter, 1995). CDKs 
phosphorylieren ihre Zielproteine an Serin- und Threoninresten innerhalb einer bestimmten 
Sequenzumgebung, sogenannter Konsensussequenzen, die aus einem Serin/Threonin gefolgt 
von einem Prolin bestehen. In der Bªckerhefe gibt es f¿nf verschiedene zyklinabhªngige 
Kinasen, aber nur Cdc28 kommt eine essentielle Rolle bei der Regulation des Zellteilungszyklus 
zu. Cdc28 kann mit neun verschiedenen Zyklinen assoziieren (Andrews und Measday, 1998). 
Je nachdem mit welchem Zyklin Cdc28 assoziiert ist, erf¿llt es andere Aufgaben im Zellzyklus. 
Der Komplex aus Cdc28 mit den Zyklinen Cln1-3 erf¿llt seine Funktionen in der G1-Phase 
(Richardson et al., 1989). Cln-Cdc28-Kinaseaktivitªt ist ab START nachweisbar und ist 
essentiell f¿r die Bildung der Knospe, die Duplikation der Spindelpolkºrper, die Aktivierung 
G1-speziýscher Transkription, die Inaktivierung der Proteolyse der B-Typ-Zykline und die 
Aktivierung der Sic1-Degradation. Die B-Typ Zykline Clb5 und Clb6 sind notwendig f¿r die 
Replikation der DNA in der S-Phase (Epstein et al., 1992). Die mitotischen B-Typ Zykline 
Clb1-4 sind schlieÇlich nºtig f¿r die CDK-Aktivitªt in der Mitose (Nasmyth,1996). Zellen ohne 
Clb1-4 kºnnen keine bipolare mitotische Spindel bilden und arretieren in der G2-Phase. Die 
Cdc28-Kinase ist also zu fast jedem Zeitpunkt im Zellzyklus mit einem Zyklin assoziiert, nur 
beim Austritt aus der Mitose und in der fr¿hen G1-Phase, wenn die mitotischen Zykline bereits 
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degradiert sind und die G1-Zykline noch nicht synthetisiert sind, kann keine CDK-Aktivitªt 
gemessen werden.
Neben der positiven Regulation der Cdc28-Kinase durch Zykline existiert auch eine negative 
Regulation durch sogenannte CKIs (cyclin dependent kinase inhibitor). Diese binden an 
den Zyklin-Cdc28-Komplex und inhibieren so dessen Kinaseaktivitªt. In Hefe sind die drei 
Inhibitoren Far1, Sic1 und Cdc6 bekannt. Far1 bindet an den Komplex aus Cln-Cdc28-Kinase 
und f¿hrt zu einem G1-Arrest in Antwort auf Paarungspheromon (Peter und Herskowitz, 
1994). Sic1 ist dagegen ein Inhibitor von Zyklin B-Cdc28-Komplexen (Mendenhall, 1993). 
Sic1 ist von der spªten M- bis zur fr¿hen S-Phase in der Zelle vorhanden. Durch Inhibition der 
Clb5/Clb6-Cdc28-Komplexe in der G1-Phase verhindert Sic1 eine vorzeitige Replikation der 
DNA (Schwob et al., 1994). Zellen ohne Sic1 sind zwar lebensfªhig, zeigen aber eine Reihe 
von Phªnotypen, die darauf hinweisen, dass Sic1 eine Rolle in der Mitose spielt (Donovan et 
al., 1994). Es wird postuliert, dass zwei Mechanismen zur Inaktivierung der Cdc28-Kinase am 
Ende der Mitose existieren. Zum einen die Degradation der mitotischen B-Typ Zykline und 
zum anderen die Inhibition der Kinase durch Sic1. Daf¿r spricht unter anderem der Befund, 
dass eine Deletion von HCT1 synthetisch letal ist mit der von SIC1 (Schwab et al., 1997). 
Zusammen mit Sic1 trªgt Cdc6 zur Inaktivierung der zyklinabhªngigen Kinase am Ende der 
Mitose bei. Cdc6 ist ein DNA-Replikationsfaktor, der essentiell ist f¿r die Bildung von Prª-
Replikations-Komplexen an den Replikationsurspr¿ngen. Seine Transkription hªngt wie die 
von Sic1 von dem Transkriptionsfaktor Swi5 ab. Cdc6 besitzt an seinem N-Terminus eine 
Domªne, die die Bindung an CDK-Komplexe vermittelt (Elsasser et al., 1996, Calzada et al., 
2000). Wird diese Domªne deletiert, f¿hrt dies zu einem verzºgerten Austritt der Zellen aus 
der Mitose. Die Deletionsmutante von Cdc6 zeigt synthetische Letalitªt mit der cdc23-1- und 
der cdc14-1-Mutante. Sie ist aber ebenfalls synthetisch letal mit einer sic1-Deletionsmutante. 
Dies weist darauf hin, dass Cdc6 in Kooperation mit Sic1 eine Funktion bei der Inhibition der 
zyklinabªngigen Kinase spielt (Calzada et al., 2001).
Zyklinabhªngige Kinasen werden aber nicht nur durch Assoziation mit bestimmten Zyklinen 
und Inhibitoren reguliert, sondern auch durch kovalente Modiýkation. Dabei handelt es 
sich um reversible Phosphorylierung, die am Beispiel des Cdc28-Homologen Cdc2 aus 
Schizosaccharomyces pombe nªher beschrieben werden soll (Gould et al., 1991). Cdc2 besitzt 
drei Stellen f¿r reversible Phosphorylierung. Die Phosphorylierung am Threoninrest an Position 
161 ist dabei essentiell f¿r die Aktivitªt des Zyklin-Cdc2-Komplexes. Die entsprechende 
Position in S. cerevisiae Cdc28 ï T169 ï muss ebenfalls phosphoryliert sein, damit der Zyklin-
CDK-Komplex aktiv sein kann. Die Kinase, die diese Phosphorylierung ausf¿hrt, ist CAK 
(cyclin dependent kinase activating kinase). Neben der aktivierenden Phosphorylierung an 
T161 gibt es zwei Positionen, T14 und Y15 (entspricht Y19 in Cdc28), die bei Phosphorylierung 
zur Inhibition der Kinase f¿hren. Y15 wird von Wee1, T14 von Myt1 phosphoryliert. Die 
Phosphatase f¿r beide Positionen ist Cdc25.
Die Rolle der Phosphorylierung auf den Aktivierungszustand der Cdc28-Kinase der Bªckerhefe 
ist nicht so genau untersucht. Es ist allerdings bekannt, dass eine Phosphorylierung an Y19 f¿r 
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ein inaktivierendes Signal des Morphologiekontrollsystems wichtig ist (Lew und Reed, 1995). 
Diese Phosphorylierung inhibiert die CDK im Fall einer stressbedingt gestºrten Knospenbildung. 
Dadurch wird verhindert, dass es zu einer Trennung der Kerne kommt, bevor eine Knospe 
gebildet wurde, was zur Bildung von Zellen mit zwei Kernen f¿hren w¿rde. Verantwortlich f¿r 
diese Modiýzierung der Cdc28-Kinase ist Swe1, das Homologe des S. pombe Proteins Wee1 
(Booher et al., 1993). Die Phosphatase f¿r diese Position ist das Cdc25-Homologe Mih1. Im 
Gegensatz zu Cdc25 in S. pombe ist Mih1 nicht essentiell f¿r den Zellzyklus der Bªckerhefe 
(Giaever et al., 2002).

3.4 Proteolyse treibt den Zellteilungszyklus an
Proteindegradation ist ein weit verbreiteter Mechanismus, um die Menge von Proteinen zu 
regulieren, da sie sehr schnell ablªuft, unidirektional und irreversibel ist. Bei drei wichtigen 
Prozessen im Zellteilungszyklus spielt speziýsche, zeitlich geordnete Proteolyse eine 
entscheidende Rolle (King et al., 1996). Zum einen am G1/S-¦bergang, zum anderen in der 
Mitose bei der Initiation der Trennung der Schwesterchromatiden am Metaphase-/Anaphase-
¦bergang und schlieÇlich beim Austritt aus der Mitose. Proteine, die f¿r den Abbau bestimmt 
sind, werden mit einer Polyubiquitinkette versehen und dann vom 26S Proteasom degradiert 
(Hochstrasser, 1995, Weissman, 2001). Die Ubiquitinierung von Proteinen erfordert drei 
verschiedene Enzymaktivitªten. Das erste Enzym in dieser Reihe ist ein Ubiquitin-aktivierendes 
Enzym oder E1. Es katalysiert unter Hydrolyse eines ATPs die Bildung einer Thioesterbindung 
zwischen einer SH-Gruppe in seinem aktiven Zentrum und dem Carboxyterminus des 
Ubiquitins. Das so aktivierte Ubiquitin wird dann auf ein E2 Enzym, ein sogenanntes 
Ubiquitin-konjugierendes Enzym, ¿bertragen. Vom E2 Enzym wird das Ubiquitin entweder 
direkt oder ¿ber eine Ubiquitinligase auf einen Lysinrest des Substrates ¿bertragen. Dieser 
Prozess wiederholt sich mehrmals, so dass eine Polyubiquitinkette entsteht.
Zwei groÇe Ubiquitinligasen sind in der Hefe an der Regulation des Zellzyklus beteiligt und 
werden im Folgenden beschrieben.

3.4.1 Der SCF-Komplex
Der SCF-Komplex ist nach seinen drei Hauptbestandteilen bezeichnet: Skp1, Cdc53/cullin und 
F-box Proteine (Tyers und Jorgensen, 2000, Weissman, 2001). Das Cullin Cdc53 bildet das 
Ger¿st f¿r die weiteren SCF-Komponenten. Daran binden Skp1 und das RING-Finger Protein 
Rbx1. Rbx1 ist ein essentieller Bestandteil des SCF und enthªlt eine RING-H2-Domªne, die 
zwei Zink-Ionen komplexiert. F¿r die Degradation von SCF-Substraten ist auÇerdem Cdc34 
notwendig, das als E2- oder ubiquitin-konjugierendes Enzym mit den Kernbestandteilen des 
SCF-Komplexes kooperiert und das aktivierte Ubiquitin schlieÇlich auf die Substrate ¿bertrªgt. 
F-box Proteine kºnnen in zwei Subdomªnen untergliedert werden. Zum einen die F-box, eine 
konservierte Region bestehend aus ca. 50 Aminosªuren, die f¿r die Interaktion mit Skp1 nºtig 
ist, und zum anderen eine Domªne, die Protein-Protein-Wechselwirkungen vermittelt. In dem F-
box Protein Cdc4 wird diese Aufgabe von einer WD-40 Wiederholungssequenz wahrgenommen. 
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Verschiedene F-box Proteine erkennen unterschiedliche Substrate und bringen sie an den SCF-
Komplex. F¿r die Degradation der CDK-Inhibitoren Sic1, Far1 und Cdc6 ist beispielsweise 
das F-box Protein Cdc4 nºtig. Die G1-speziýschen Zykline Cln1 und Cln2 werden hingegen 
abhªngig von dem F-box Protein Grr1 degradiert, das statt einer WD40-Wiederholungssequenz 
eine LRR-Sequenz (leucin rich repeat) f¿r die Interaktion mit seinen Substraten besitzt. Alle 
SCF-Substrate sind Phosphoproteine. Anders als der APC, der im nªchsten Kapitel beschrieben 
wird, ist der SCF-Komplex zu allen Zeiten im Zellzyklus aktiv. Die Regulation der Degradation 
erfolgt auf Ebene der Substrate durch deren Phosphorylierung.
Der CDK-Inhibitor Sic1 wird am Ende der Mitose gebildet und vermittelt die Inhibition der 
CDK-Aktivitªt beim Austritt aus der Mitose. In der G1-Phase verhindert Sic1 durch Inhibition 
der Komplexe aus Clb5/Clb6-Cdc28 ein vorzeitiges Einsetzten der DNA-Replikation. Durch die 
zunehmende Aktivitªt von Cln-Cdc28-Komplexen in G1 wird Sic1 schlieÇlich phosphoryliert 
und damit ein Substrat f¿r die Ubiquitinierung durch den SCF und anschlieÇende Degradation 
durch das 26S-Proteasom (Verma et al., 1997). Dadurch kann die DNA-Replikation beginnen. 
Sic1 besitzt neun Cdc28-Konsensusstellen. Cdc28-Konsensusstellen sind aber schlechte 
Bindestellen f¿r das F-box Protein Cdc4. Deshalb m¿ssen mindestens sechs der neun Stellen 
phosphoryliert sein, damit Sic1 an Cdc4 binden kann. Bei niedriger Cln-Cdc28-Kinaseaktivitªt 
wird Sic1 nur unzureichend phosphoryliert und ist damit stabil. Erst wenn die Kinaseaktivitªt 
einen gewissen Schwellenwert ¿berschritten hat, wird Sic1 effektiv phosphoryliert, bindet an 
Cdc4 und wird damit instabil. Dieser Mechanismus gewªhrleistet einen scharfen zeitlichen 
Verlauf der Deaktivierung von Sic1 und des G1/S-¦berganges (Nash et al., 2001).

3.4.2 Der APC
Eine weitere Ubiquitinligase ist der in Hefe aus mindestens zwºlf Untereinheiten bestehende 
Anaphase Promoting Complex/Cyclosom (APC/C) (Zachariae et al., 1998). Wie sein Name 
schon andeutet, ist der APC notwendig f¿r den Beginn der Anaphase, APC-Aktivitªt wird 
aber auch f¿r den Austritt aus der Mitose benºtigt (Zachariae und Nasmyth, 1999, Tyers und 
Jorgensen, 2000). AuÇerdem ist der APC wªhrend der G1-Phase daf¿r verantwortlich, dass 
die CDK-Aktivitªt Prª-START niedrig bleibt. Die meisten Untereinheiten des APC besitzen 
ein Gegenst¿ck in Vertebraten. Strukturell ist der APC verwandt zum SCF-Komplex. Wie 
Cdc53 im SCF gehºrt Apc2 zur Familie der Cullin-Proteine. Apc11 besitzt wie Rbx1 eine 
RING-H2-Domªne und interagiert mit Apc2. Der APC gehºrt wie der SCF also zur Familie der 
Cullin-RING-H2-Ubiquitinligasen. Drei der APC-Untereinheiten ï Cdc16, Cdc23 und Cdc27 - 
besitzen ein TPR-Motiv (Tetratricopeptid), das vermutlich Protein-Protein-Wechselwirkungen 
ermºglicht (Lamb et al., 1994). Cdc26 ist ein Hitzeschockprotein, das die Interaktion von 
Cdc16, Cdc27 und Apc9 mit den restlichen APC-Untereinheiten stabilisiert (Zachariae et 
al., 1996). Doc1/Apc10 hingegen ist nºtig f¿r die Prozessivitªt der Ubiquitinierungsreaktion. 
Indem Doc1 vermutlich die Afýnitªt des Substrates zum APC vergrºÇert, wird verhindert, 
dass das Substrat fr¿hzeitig dissoziiert. F¿r die Entstehung der Mulitubiquitinkette, die f¿r 
die proteasomabhªngige Degradation nºtig ist, muss das Substrat also nur einmal und nicht 
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mehrmals hintereinander an den APC binden (Carroll und Morgan, 2002).
Der APC-Kernkomplex assoziiert mit mehreren Mitgliedern einer Familie von WD40-
Proteinen, die als Substratspeziýtªtsfaktoren wirken. Diese interagieren wie die F-box Proteine 
mit bestimmten APC-Substraten und sorgen so f¿r die Speziýtªt der Ubiquitinierungsreaktion 
(Schwab et al., 2001). Durch die regulierte Interaktion der Speziýtªtsfaktoren Cdc20 und Hct1 
mit dem APC wird die korrekte zeitliche Reihenfolge der Ereignisse wªhrend der Mitose 
gewªhrleistet. Cdc20 ist wichtig f¿r die Degradation der fr¿hen APC-Substrate Pds1, Clb3 
und Clb5. Cdc20 ist selbst ein instabiles Protein und erreicht seine maximale Menge in der 
G2/M-Phase. Es interagiert nur dann mit dem APC, wenn dieser zuvor phosphoryliert worden 
ist. An dieser Phosphorylierung sind sowohl zyklinabhªngige Kinasen als auch Kinasen der 
Polo-Familie beteiligt (Kotani et al., 1999). Cdc20-Mutanten arretieren in der Metaphase 
mit hohen Mengen an Pds1. Ein Hefestamm, in dem gleichzeitig CDC20, PDS1 und CLB5 
deletiert sind, ist hingegen lebensfªhig. Folglich ist die einzig essentielle Aufgabe von Cdc20 
die Degradation von Pds1 und Clb5 (Shirayama et al., 1999). Durch die Degradation des 
Anaphaseinhibitors Pds1 (Securin) wird die Protease Esp1 (Separase) in die Lage versetzt, 
die Kohesin-Untereinheit Scc1 zu spalten. Diese dissoziiert dann vom Chromatin, was die 
Trennung der Schwesterchromatiden und somit den Beginn der Anaphase ermºglicht (Uhlmann 
et al., 2000). Cdc20-Substrate enthalten konservierte Sequenzmotive, sogenannte Ădestruction 
boxesñ (Glotzer et al., 1991), die f¿r die Erkennung durch Cdc20 essentiell sind. Ein anderes 
Mitglied der WD40-Familie ï Hct1 ï erkennt seine Substrate anhand eines Sequenzmotives, 
das aufgrund einer bestimmten Aminosªureabfolge als KEN-box bezeichnet wird (Pþeger und 
Kirschner, 2000). Dementsprechend interagiert Hct1 auch unabhªngig von deren Ădestruction 
boxñ Sequenzen mit seinen Substraten Clb2 und Cdc5 (Schwab et al., 2001). Die Menge von 
Hct1 wªhrend des Zellzyklus schwankt nicht entscheidend. Die Interaktion mit dem APC wird 
durch Phosphorylierung des Proteins negativ reguliert. In G1-Zellen ist Hct1 unphosphoryliert, 
wird aber schon am G1/S-¦bergang von zyklinabhªngigen Kinasen phosphoryliert. 
Phosphoryliertes Hct1 kann nicht mit dem APC interagieren. Erst wenn Hct1 am Ende der 
Anaphase dephosphoryliert wird, kann es die Degradation seiner Substrate vermitteln. Hct1-
Mutanten, bei denen sukzessive Sequenzmotive f¿r die Phosphorylierung durch Cdc28-Kinase 
entfernt worden sind, zeigen entsprechend eine zunehmend verstªrkte Clb2-Degradation 
(Zachariae et at., 1998). Die Phosphorylierung von Hct1 bewirkt auÇerdem dessen aktiven 
Transport aus dem Kern. Zwischen der S-Phase und dem Ende der Mitose beýndet sich Hct1 
im Zytoplasma (Jaquenoud et al., 2002). Dies entspricht dem Zeitraum, zu dem keine APCHct1-
abhªngige Degradation stattýndet. Die Phosphorylierung von Hct1 durch zyklinabhªngige 
Kinasen f¿hrt also auf zwei Wegen zum Abschalten der APCHct1-Aktivitªt: zum einen verhindert 
sie die Bindung an den APC, zum anderen trennt sie Hct1 rªumlich vom APC.
Sowohl Cdc20 als auch Hct1 sind keine integralen Bestandteile des APC, sondern interagieren 
mit dem APC in substºchiometrischen Mengen. Die ¦berproduktion beider Proteine f¿hrt zur 
Degradation ihrer jeweiligen Substrate in allen Stadien des Zellteilungszyklus, was zeigt, dass 
sie die APC-Aktivitªt limitieren.
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Ein weiteres Mitglied dieser Familie von Speziýtªtsfaktoren ist Ama1. AMA1 wird speziýsch 
in der Meiose exprimiert und ist in der Meiose vermutlich notwendig f¿r die Degradation von 
Clb1 (Cooper et al., 2000).

3.5 Das ñmitotic exit networkò ï MEN
Ein entscheidender Schritt im Zellteilungszyklus ist das Ende der Mitose. Eine Reihe von 
Genen ist an der Aufgabe beteiligt, den ¦bergang von der Telophase in die nªchste G1-Phase 
zu ermºglichen. Temperatursensitive Mutanten dieser Gene arretieren am Ende der Mitose mit 
groÇer Knospe, elongierter Spindel, getrennten Kernen und hohen Clb2-Mengen. Da dieser 
Arrestphªnotyp demjenigen gleicht, der durch die ¦berexpression einer nicht degradierbaren 
Form von Clb2 hervorgerufen wird (Surana et al., 1993), liegt die Vermutung nahe, dass alle 
diese Proteine an einem Signaltransduktionsweg beteiligt sind, der am Ende der Mitose zum 
Abbau von Clb2 und zur Inaktivierung der Cdc28-Kinase f¿hrt. Daf¿r spricht auch, dass in 
diesen spªten mitotischen Mutanten Genprodukte defekt sind, die in Signaltransduktionswegen 
regulatorische Aufgaben erf¿llen kºnnen. Es handelt sich dabei um Kinasen wie Cdc5 (Kitada 
et al., 1993), Cdc15 (Schweizer et al., 1991) und Dbf2/20 (Johnston et al., 1991), das mit Dbf2 
interagierende Protein Mob1 (Luca und Winey, 1998), die Phosphatase Cdc14 (Wan et al., 
1992), das Spindelpolprotein Nud1 (Gruneberg et al., 2000) und die GTPase Tem1 (Shirayama 
et al., 1994b). Tem1 wird positiv reguliert durch den GDP/GTP-Austauschfaktor (GEF) Lte1 
(Shirayama et al., 1994a) und negativ durch das aus zwei Komponenten bestehende GTPase-
aktivierende Protein (GAP) Bub2/Bfa1 (Furge et al., 1998, Geymonat et al., 2003) (Abb1). 
Entsprechende Mutanten zeigen auÇerdem ausgeprªgte genetische Interaktionen (Jaspersen et 
al., 1998), die die Existenz eines Signaltransduktionsweges am Ende der Mitose unterst¿tzen.
Das Ziel des MEN ist die Inaktivierung der zyklinabhªngigen Kinase am Ende der Mitose, was 
die Voraussetzung f¿r den Abbau der mitotischen Spindel und f¿r die anschlieÇende Zytokinese, 
das heiÇt die physikalische Trennung von Mutter- und Tochterzelle, ist. AuÇerdem kºnnen sich 
nur nach Abschalten der Kinase Prª-Replikationskomplexe an den Replikationsurspr¿ngen 
bilden. Die DNA-Replikation setzt allerdings erst ein, nachdem wieder CDK-Aktivitªt in 
Verbindung mit den B-Typ Zyklinen Clb5 und Clb6 vorliegt. Da sich Prª-Replikationskomplexe 
nur unter Bedingungen niedriger Kinaseaktivitªt bilden und Replikation nur unter Bedingungen 
hoher CDK-Aktivitªt stattýndet, wird gewªhrleistet, dass die DNA erst dann verdoppelt wird, 
wenn zuvor eine Mitose stattgefunden hat.
Tem1 steht vermutlich in diesem Signaltransduktionsweg ganz oben. Es ist ein kleines G-
Protein der Ras-Superfamilie und wird vermutlich von Lte1 positiv reguliert, indem dieses 
den Austausch von GDP durch GTP katalysiert. Lte1 ist nicht essentiell f¿r das ¦berleben 
der Zellen, Mutanten zeigen jedoch einen kªltesensitiven Phªnotyp (Shirayama et al., 1994a). 
Dieser Effekt kann sowohl durch die ¦berexpression von TEM1 als auch die von CDC15 
supprimiert werden. Dies deutet darauf hin, dass die entsprechenden Genprodukte unterhalb 
von Lte1 ihre Funktion im MEN erf¿llen. 
Die ¦berexpression von CDC14 rettet sowohl die cdc15-2, als auch die cdc5-1 und die tem1-
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3-Mutante (Jaspersen et al. 1998). Cdc14 wirkt also unterhalb all dieser Genprodukte. Cdc14 
ist eine Phosphatase, deren ¦berproduktion zur Degradation von Clb2 und zum Anstieg von 
Sic1 f¿hrt (Visintin et al., 1998). Cdc14-Aktivitªt ist somit limitierend f¿r die Inaktivierung der 
zyklinabhªngigen Kinase. Cdc14 ist das Ziel des Ămitotic exit networksñ. Das Signal, das durch 
das MEN weitergeleitet wird, f¿hrt schlieÇlich zur Freisetzung von Cdc14 aus dem Nucleolus, 
wo es an Net1 gebunden im RENT-Komplex (regulator of nucleolar silencing and telophase) 
vorliegt. Net1 verankert Cdc14 aber nicht nur im Nucleolus, sondern inhibiert auch dessen 
Enzymaktivitªt (Shou et al., 1999). Eine Mutation in NET1 supprimiert den letalen Phªnotyp 
der tem1-, cdc15-, mob1- und dbf2/dbf20-Mutanten. Dies deutet darauf hin, dass die einzige 
essentielle Funktion dieser Gene die Freisetzung von Cdc14 ist (Shou und Deshaies, 2002). 
Cdc14 ist wªhrend des gesamten Zellzyklus im Nucleolus und verteilt sich erst in der Anaphase 
im Kern und im Zytoplasma. Dort dephosphoryliert es dann seine Substrate Hct1, Sic1 und 
Swi5 (Visintin et al., 1998, Jaspersen et al., 1999). Dephosphoryliertes Hct1 kann dann an den 
APC binden und die Degradation von Clb2 vermitteln. Der Anstieg der Sic1-Menge wird auf 
zwei unabhªngigen Wegen durch Cdc14 verursacht. Zum einen f¿hrt die Dephosphorylierung 
von Swi5 dazu, dass es vom Zytoplasma in den Kern gelangen und dort seine Rolle als 
Transkriptionsfaktor von Sic1 erf¿llen kann (Toyn et al., 1997). Zum anderen f¿hrt die 
Dephosphorylierung von Sic1 selbst zu einer Stabilisierung des Proteins, da es nur in seiner 
phosphorylierten Form ein Substrat f¿r den SCF-Komplex ist. Cdc14 aktiviert also zwei Wege, 
die zusammen zum Abschalten der zyklinabhªngigen Kinase am Ende der Mitose f¿hren: die 
Degradation der mitotischen Zykline durch Hct1 und die Inhibition der CDK durch Sic1.
Neben dem MEN wurde ein weiterer Weg beschrieben, der f¿r die Freisetzung von Cdc14 
aus dem Nucleolus in der fr¿hen Anaphase verantwortlich ist. Dieser Weg wurde f¿r Cdc14 
(fourteen) early anaphase release (Stegmeier et al., 2002) mit FEAR bezeichnet. An diesem 
Weg beteiligt sind die Separase Esp1, die Polo-Kinase Cdc5, das Kinetochorprotein Slk19 
und Spo12. Die Aktivitªt dieser Proteine f¿hrt in der fr¿hen Anaphase zu einer transienten 
Freisetzung von Cdc14 aus dem Nucleolus. Damit Cdc14 in der Anaphase und Telophase 
freigesetzt bleibt, wird jedoch das MEN benºtigt. Das in der fr¿hen Anaphase ohne Mitwirkung 
der MEN-Gene CDC15, DBF2 und TEM1 freigesetzte Cdc14 bindet ¿ber die Wechselwirkung 
mit Bub2/Bfa1 und Tem1 an den Spindelpol und bewirkt eine Aktivierung des MEN. Mit 
dem Austritt aus der Mitose dephosphoryliert Cdc14 Bfa1, was zur Aktivierung des GAP-
Komplexes und damit zur Inaktivierung von Tem1 und des MEN f¿hrt. Cdc14 stimuliert in der 
fr¿hen Anaphase also seine eigene Freisetzung durch Aktivierung des MEN und inaktiviert das 
MEN am Ende der Mitose auch wieder, so dass die MEN-Aktivitªt auf einen kurzen Zeitraum 
in der Anaphase beschrªnkt bleibt (Pereira et al., 2002). Die Hct1-abhªngige Degradation des 
MEN-Aktivators Cdc5 (Charles et al., 1998) f¿hrt ihrerseits zur Inaktivierung des MEN. Cdc5 
muss im nªchsten Zellzyklus erst wieder synthetisiert werden, um das MEN wieder aktivieren 
zu kºnnen. Ein weiterer Mechanismus zur Inaktivierung des MEN ist auf die Tochterzelle 
beschrªnkt. Dort wird speziýsch das Protein Amn1 exprimiert. Amn1 konkurriert mit Cdc15 
um die Bindung an Tem1. Dies f¿hrt zu einer Auþºsung des Komplexes aus Tem1 und Cdc15 



Einleitung16 Einleitung 17

Tem1Bub2 Bfa1 Lte1

Cdc5
Cdc15

Dbf2 Mob1

Net1Cdc14 Cdc14

P

P
PHct1 Hct1

CDK

P
PP

Swi5
Swi5

CDK

CDK

P
P

PSic1
CDK

Sic1

Abb. 1 Modell des ñmitotic exit networksò (MEN). Ein Pfeil reprªsentiert die Aktivierung 
einer Komponente, eine Inhibierung wird durch einen Balken dargestellt. Ein P in einem Kreis 
bedeutet eine Phosphorylierung
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und damit zu der Inaktivierung des MEN. Amn1 selbst ist ein instabiles Protein und erreicht 
sein Maximum in der spªten M- bzw. G1-Phase (Wang et al., 2003).
Die Polo-Kinase Cdc5 ist nicht nur Teil des FEAR-Signalweges, sondern ist auch ein integraler 
Bestandteil des MEN. Cdc5 phosphoryliert Bfa1, was die Funktion des Bfa1/Bub2-Komplexes 
als GAP von Tem1 beeintrªchtigt. Auf diese Weise f¿hrt Cdc5 zu einer Aktivierung des MEN 
(Hu et al., 2001, Geymonat et al., 2003). Cdc5 kann aber auch Net1 phosphorylieren. Das hat in 
vitro eine Auþºsung des RENT-Komplexes zur Folge (Shou et al., 2002). Cdc5 phosphoryliert 
in vitro aber nicht nur Net1, sondern auch Cdc14 (Albert Neutzner, pers. Mitteilung). 
AuÇerdem f¿hrt die ¦berexpression von CDC5 zur verfr¿hten Freisetzung von Cdc14 aus dem 
Nucleolus (Shou et al., 2002, Albert Neutzner pers. Mitteilung). Cdc5 scheint die Freisetzung 
von Cdc14 also auf mindestens zwei unabhªngigen Wegen  zu stimulieren. Zum einen durch 
die Aktivierung des MEN ¿ber die Phosphorylierung und damit verbundene Inaktivierung von 
Bfa1 und zum anderen direkt durch die Verringerung der Stabilitªt des RENT-Komplexes.
Viele der MEN-Komponenten haben auch eine Funktion in der Zytokinese. Die Kinasen Cdc5 
(Song et al., 2000), Cdc15 (Xu et al., 1999) und Dbf2 (Frenz et al., 2000) lokalisieren spªt 
in der Mitose nicht nur am Spindelpolkºrper, sondern wandern auch an die ¦bergangsstelle 
von Mutter- zu Tochterzelle. Diese Relokalisation von Dbf2 ist abhªngig von den MEN-
Komponenten Cdc5, Cdc15, Cdc14 und Mob1. In dbf2-Mutanten ist bei restriktiver Temperatur 
die Bildung des Actinrings zwischen Mutter- und Tochterzelle beeintrªchtigt, was auf eine 
gestºrte Zytokinese hindeutet. Von CDC15 existieren ebenfalls Mutanten, die den Austritt aus 
der Mitose bewerkstelligen kºnnen, dann aber keine Zytokinese durchf¿hren (Menssen et al., 
2001). Es scheint also ein weit verbreiteter Mechanismus zu sein, dass die selben Gene am 
Austritt aus der Mitose und an der Zytokinese beteiligt sind. Da die Zytokinesefunktion von 
der Ămitotic exitñ Funktion abhªngt, wird die korrekte zeitliche Reihenfolge der Ereignisse 
gewªhrleistet. Das bedeutet, die Zelle macht erst dann eine Zytokinese, wenn zuvor das 
genetische Material auf Mutter- und Tochterzelle verteilt worden ist.

3.6 Kontrollsysteme
F¿r das ¦berleben der Zelle ist es essentiell, dass bei der Weitergabe der genetischen 
Information an ihre Nachkommen deren Integritªt bewahrt bleibt. Bestimmte Kontrollsysteme, 
auch Ăcheckpointsñ genannt (Hartwell und Weinert, 1989), ¿berwachen den korrekten 
zeitlichen Ablauf der Ereignisse, so dass spªte Ereignisse wie beispielsweise die Trennung der 
Schwesterchromatiden verzºgert werden, solange fr¿he Ereignisse wie die DNA-Replikation 
noch nicht abgeschlossen sind (Clarke et al., 2000). Auf diese Weise wird verhindert, dass 
Verªnderungen an die Nachkommen weitergegeben werden oder es zur Aneuploidie kommt.

3.6.1 Das Spindelkontrollsystem
Das Spindelassemblierungskontrollsystem sorgt daf¿r, dass die replizierten Chromosomen 
korrekt mit der mitotischen Spindel verbunden sind bevor sie in der Anaphase auf die Mutter- 
und Tochterzelle verteilt werden. Es verzºgert den Metaphase-/Anaphase-¦bergang so lange, 
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bis alle Schwesterchromatiden ¿ber ihre Kinetochoren mit entgegengesetzten Polen der Spindel 
verbunden sind. Dieser Weg wurde urspr¿nglich durch Mutationen deýniert, die es der Zelle 
erlauben, in Gegenwart der spindeldepolymerisierenden Substanzen Nocodazol oder Benomyl 
in ihrem Zellzyklus fortzuschreiten. Diese Mutanten, BUB1 und BUB3 (budding uninhibited 
by benzimidazol, Hoyt et al., 1991) sowie MAD1, MAD2, MAD3 (mitotic arrest deýcient, 
Li und Murray, 1991) und MPS1 (Weiss und Winey, 1996), arretieren bei Behandlung mit 
diesen Benzimidazolverbindungen nicht wie der Wildtyp vor Beginn der Anaphase als Zelle 
mit groÇer Knospe, ungeteiltem Kern und hoher Cdc28-Kinaseaktivitªt, sondern bilden ohne 
vorhergehende Zytokinese neue Knospen und replizieren erneut ihre DNA, was schlieÇlich letal 
ist. Keines dieser Gene auÇer MPS1 ist essentiell f¿r das ¦berleben der Zelle unter normalen 
Bedingungen. Mps1 ist eine Kinase, deren ¦berproduktion zu einer konstitutiven Aktivierung 
des Kontrollsystems f¿hrt (Hardwick et al., 1996). Bub1 ist ebenfalls eine Kinase und kann in 
vitro Bub3 phosphorylieren (Roberts et al., 1994). Die Vertebraten-Homologe von Mad1, Mad2, 
Mad3, Bub1 und Bub3 lokalisieren in der Prophase und in der Prometaphase an Kinetochoren, 
die nicht mit der mitotischen Spindel verbunden sind. Das Ziel des Kontrollsystems ist Cdc20 
(Wassmann und Benezra, 2001). In der Hefe wird nach Aktivierung des Kontrollsystems 
vermehrt ein Komplex aus Mad2, Mad3, Bub3 und Cdc20 beobachtet (Fraschini et al., 2001). 
Mad1 und Mad2 lokalisieren normalerweise am Kernporenkomplex. Nach Aktivierung des 
Kontrollsystems wird Mad2 freigesetzt und akkumuliert an den unbesetzten Kinetochoren (Iouk 
et al., 2002). Die derzeitigen Modelle schlagen vor, dass Mad2 an unbesetzten Kinetochoren 
aktiviert wird und dann ein frei diffundierbares Stop-Signal f¿r den Beginn der Anaphase bildet 
(Shah und Cleveland, 2000). Die Inaktivierung des APCCdc20 durch dieses Stop-Signal f¿hrt 
schlieÇlich zur Stabilisierung von Pds1, wodurch die Zellen in der Metaphase arretieren. Pds1 
ist aber auch ein Inhibitor der Zyklin-Degradation am Ende der Mitose. Hohe Mengen an nicht 
degradierbarem Pds1 verhindern die Clb2-Degradation, indem sie die Dephosphorylierung von 
Hct1 verhindern. Indem ein fr¿hes Substrat wie Pds1 die Degradation eines spªten Substrates 
wie Clb2 verhindert, wird gewªhrleistet, dass Zellen erst aus der Mitose austreten, wenn zuvor 
die Chromosomen auf die Nachkommen verteilt wurden (Cohen-Fix und Koshland, 1999).
Ein weiteres Gen, das urspr¿nglich von Hoyt et al. ebenfalls aufgrund der Tatsache entdeckt 
wurde, dass seine Deletion die Zellen hypersensitiv gegen geringe Mengen von spindeldepo-
lymerisierenden Substanzen macht, ist BUB2. Genetische Studien deýnierten zwei Epistasis-
Gruppen. Der einen gehºren die MAD-Gene sowie BUB1, BUB3 und MPS1 an, die andere 
besteht aus BUB2 und BFA1 (Li, 1999, Fraschini et al., 1999, Alexandru et al., 1999). Das 
Kontrollsystem, das von Bub2 und Bfa1 gebildet wird, verhindert durch Inhibition von APCHct1 
den Austritt aus der Mitose solange, bis ein Spindelpol in die Tochterzelle eingewandert ist. Erst 
wenn die Tochterzelle ein  quivalent des genetischen Materials erhalten hat, kommt es zum 
Austritt aus der Mitose und zur Zytokinese. Dadurch wird die Entstehung einer Aneupoidie 
verhindert. Der zugrunde liegende Mechanismus beruht auf der speziellen Lokalisation der 
beteiligten Proteine. Tem1, Bub2 und Bfa1 lokalisieren an der zytoplasmatischen Seite des 
Spindelpols, der in die Tochterzelle einwandert (Bardin et al., 2000, Pereira et al., 2000). Bub2/
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Bfa1 bilden das GAP f¿r Tem1. Solange also Tem1 mit Bub2/Bfa1 assoziiert ist, beýndet es sich 
in seiner GDP-gebundenen Form und ist inaktiv. Das putative GEF von Tem1, Lte1, beýndet 
sich ausschlieÇlich in der Knospe, wobei es an deren Kortex angereichert ist. Wandert nun der 
Spindelpolkºrper in der Anaphase in die Tochterzelle ein trifft Tem1 auf sein GEF Lte1. Dies 
f¿hrt zu einem Austausch von GDP zu GTP an Tem1 und somit zu dessen Aktivierung. Aktives 
Tem1 aktiviert das MEN, was schlieÇlich zur Freisetzung von Cdc14 f¿hrt. SchlieÇlich m¿ndet 
das Signal in der Inaktivierung der zyklinabhªngigen Kinase (Hoyt, 2000).

3.6.2 Das DNA-Schadenskontrollsystem
So wie das Spindelkontrollsystem den Beginn der Anaphase verzºgert, wenn die mitotische 
Spindel beschªdigt oder nicht richtig orientiert ist, f¿hrt auch ein DNA-Schaden zu einem 
Arrest der Zellen in der Metaphase. Dieser Mechanismus gewªhrleistet ebenfalls die Intaktheit 
des genetischen Material, das an die Nachkommen weitergegeben wird. Ausgelºst wird dieses 
Kontrollsystem durch einzelstrªngige DNA (Zhou und Elledge, 2000, Clarke und Gim®nez-
Abi§n, 2000). In Hefe ist schon ein einzelner Doppelstrangbruch ausreichend, um das DNA-
Schadenskontrollsystem auszulºsen. Durch die Verzºgerung des Zellzyklus in der Metaphase 
gewinnt die Zelle Zeit f¿r die Reparatur des Schadens bevor sie in der Anaphase die DNA auf 
die Mutter- und Tochterzelle verteilt. Es gibt Gene wie z. B. RAD9 in Hefe, deren Deletion die 
ĂCheckpointñ-Antwort komplett aufheben. Bei einem DNA-Schaden schreiten diese Zellen ohne 
zeitliche Verzºgerung durch den Zellzyklus. Die Deletion anderer Gene bewirkt hingegen eine 
partielle Verzºgerung der Anaphase. Das derzeit favorisierte Modell beruht auf verschiedenen 
genetischen und physiologischen Experimenten (Abb.2). Danach gibt es zwei Gruppen von 
Sensoren, die den DNA-Schaden erkennen und ein Signal an ĂCheckpointñ-Kinasen weiterleiten. 
Die eine Gruppe von Sensoren besteht aus Rad9, die andere besteht aus Rad17, Rad24, Ddc1 
und Mec3. Mec1 ist eine Proteinkinase aus der Familie der PI-Kinase-verwandten Kinasen. Ihr 
Funktionsverlust ist wie der von Rad9 mit einem kompletten Ausfall der ĂCheckpointñ-Antwort 
verbunden. Rad53 und pds1-Mutanten kºnnen den Beginn der Anaphase partiell verzºgern, 
Doppelmutanten zeigen hingegen ebenfalls einen vollstªndigen Verlust des Kontrollsystems. 
Beide Genprodukte wirken in parallelen Wegen. Die Anaphase wird schlieÇlich verhindert, 
indem die APCCdc20-abhªngig Degradation des Anaphaseinhibitors Pds1 verhindert wird. Pds1 
inhibiert die Separase Esp1, die zu Beginn der Anaphase das Kohesin Scc1 spaltet, das dann 
vom Chromatin dissoziiert und so die Trennung der Schwesterchromatiden erlaubt. In Antwort 
auf einen DNA-Schaden wird Pds1 hyperphosphoryliert. Pds1 wird sowohl in vitro (Sanchez et 
al., 1999) als auch in vivo (Wang et al., 2001) von Chk1 phosphoryliert. Die Chk1-abhªngige 
Phosphorylierung von Pds1 f¿hrt zu einer Stabilisierung des Proteins.
In Sªugern sind ATR und ATM die strukturellen und funktionellen Homologe zu Mec1. ATM 
ist bei der Krankheit Ataxia Telangiectasia (AT) mutiert. AT-Patienten leiden unter anderem 
an einer erhºhten Anfªlligkeit f¿r Krebserkrankungen und an einer extremen Sensitivitªt 
gegen¿ber Strahlung. Das Homologe zu Rad53, Chk2, wird in Antwort auf einen DNA-
Schaden ATM-abhªngig phosphoryliert. Chk2 seinerseits kann Cdc25C phosphorylieren und 
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Abb. 2 Modell des DNA-Schadenskontrollsystems. Ein Pfeil reprªsentiert die Aktivierung 
einer Komponente, eine Inhibierung wird durch einen Balken dargestellt. Ub in einem Kreis 
steht f¿r ein Ubiquitin. Die mitotische Spindel wird durch schwarze Balken dargestellt, rote 
Kreise reprªsentieren den Kohesin-Komplex, der die Schwesterchromatiden (grau) verbindet
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damit inaktivieren. Cdc25C ist eine Phosphatase und aktiviert Zyklin B-Cdc2-Komplexe durch 
Entfernung eines inhibitorischen Phosphatrestes. In Sªugern scheint der mitotische Arrest also 
direkt durch Inhibition der zyklinabhªngigen Kinase bewerkstelligt zu werden und nicht durch 
Verhinderung der Anaphase durch die Stabilisierung von Securin.

3.7 Die Familie der Polo-Kinasen
Namensgebend f¿r diese Gruppe von Proteinkinasen ist das polo Gen aus Drosophila 
melanongaster. Polo-Kinasen zeichnen sich durch eine konservierte Kinasedomªne am 
N-Terminus und eine regulatorische Domªne am C-Terminus aus. Diese besteht aus zwei 
konservierten Motiven, den Polo-Boxen. Die Polo-Kinase der Bªckerhefe, Cdc5, weist an 
ihrem N-Terminus zusªtzlich zwei Ădestruction-boxñ Motive auf, die f¿r die APC-abhªngige 
Degradation des Proteins essentiell sind. In Sªugern gibt es mehrere verschiedene Polo-
Kinasen. Dabei ist Plk1 am ªhnlichsten zu polo aus Drosophila. Daneben existieren noch 
Snk (Plk2) und Fnk/Prk (Plk3), die ebenfalls die strukturellen Charakteristika der Polo-
Kinasen aufweisen. Sak (Plk4) hingegen besitzt nur eine Polo-box (Leung et al., 2002). Abb. 
3 zeigt einen Sequenzvergleich der Polo-Kinasen aus S. cerevisiae (Cdc5), S. pombe (Plo1), 
D. melanogaster (Polo), X. laevis (Plx1) und dem Menschen (Plk1). Die  hnlichkeit der 
verschiedenen Mitglieder der Polo-Kinasen wird durch die Tatsache unterstrichen, dass Plk1 
aus der Maus beispielsweise den Defekt der cdc5-1-Mutante der Hefe komplementieren kann 
(Lee und Erikson, 1997). Hierzu ist eine intakte Polo-box essentiell (Lee et al., 1998).
Polo-Kinasen sind Serin/Threonin-Kinasen, die MPM-2-Epitope erzeugen kºnnen (Logarinho 
und Sunkel, 1998). Alle Polo-Kinasen haben ein konserviertes Threonin (Position 238 
in Cdc5 und 210 in Plk1) innerhalb der Kinasesubdomªne VIII (T-loop, activation loop 
zwischen den konservierten Bereichen DFG und APE), dessen Phosphorylierung essentiell 
ist. Der Austausch des Threonins an Position 210 gegen ein Aspartat in Plk1 erhºht dessen 
Kinaseaktivitªt mehrfach. Die ¦berexpression dieser Mutante in Hefe f¿hrt zur Akkumulation 
von Zellen in der G1-Phase. AuÇerdem entstehen Zellen mit elongierter Knospe, in der mehrere 
Septinringstrukturen auftreten. Dies ist nicht der Fall, wenn der C-Terminus mit der Polo-box 
deletiert ist (Lee und Erikson, 1997). In der cAMP-abhªngigen Proteinkinase cAPK entspricht 
das Threonin 210 Threonin 197, das in einer Autophosphorylierungsreaktion phosphoryliert 
wird. Wie alle bekannten Kinasen, die durch Phosphorylierung im Aktivierungsloop aktiviert 
werden, gehºren auch die Polo-Kinasen zu der Gruppe der RD-Kinasen. Dem katalytischen 
Aspartat geht also ein Arginin voraus (Johnson et al., 1996).
In Xenopus wurde eine Kinase identiýziert, die Plx1 phosphorylieren und aktivieren kann. 
Diese Kinase, xPlkk1 (polo-like kinase kinase1) wird wiederum selbst durch Phosphorylierung 
aktiviert. In Xenopus existiert also eine Kinasekaskade, die letztendlich zur Aktivierung der 
Phosphatase Cdc25C und damit zur Aktivierung von Cdc2-Zyklin B f¿hrt (Qian et al., 1998). 
 hnliches scheint f¿r Sªuger zu gelten. In der Maus phosphoryliert und aktiviert SLK (Ste20-
like kinase) Plk1.
Polo-Kinasen zeigen ein zellzyklusabhªngiges Expressionsmuster. Plk1 wird am S/G2-
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Abb. 3 Die Familie der Polo-Kinasen. Gezeigt ist ein Sequenzvergleich der Polokinasen der 
Bªckerhefe Saccharomyces cerevisiae (S.c.), Cdc5, der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe 
(S.p.), plo, der Fruchtþiege Drosophila melanogaster (D.m.), polo, dem Frosch Xenopus 
laevis (X.l.), Plx1 und dem Menschen (Plk1). Hochkonservierte Positionen sind schwarz 
hinterlegt, schwªcher konservierte sind fett dargestellt. Ein konserviertes Threonin in der 
Kinasesubdomªne VIII, das f¿r die Aktivierung von Polo-Kinasen essentiell ist, ist mit einem 
* gekennzeichnet. Die Sequenzdaten stammen aus Genbank (http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/). 
Das Alignment wurde mit MultAlin (http://W3.toulouse.inra.fr/multalin/) erstellt.
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¦bergang gebildet, erreicht ein Maximum am G2/M-¦bergang und verschwindet am Ende 
der Mitose wieder (Lee et al., 1995).  hnliches gilt f¿r die Polo-Kinase der Hefe, Cdc5. Das 
Protein akkumuliert am Ende der S-Phase, erreicht sein Maximum in der Mitose und wird 
am Ende der Anaphase wiederum degradiert. Parallel dazu steigt auch die Kinaseaktivitªt an, 
erreicht ebenfalls in der Mitose ihr Maximum und fªllt am Ende der Mitose steil ab (Shirayama 
et al., 1998, Cheng et al., 1998). Die Kinaseaktivitªt von Plk1 persistiert in der Mitose dabei 
lªnger als die von Cdc2-Zyklin B (Lee et al., 1995). Entsprechend ihrem Aktivitªtsmuster 
erf¿llen Polo-Kinasen ihre verschiedenen Funktionen in der Mitose (Glover et al., 1998, Nigg, 
1998, Donaldson et al., 2001, Nigg, 2001).
Am G2/M-¦bergang stimuliert Plx1 durch Phosphorylierung und Aktivierung von Cdc25C 
eine positiven Ăfeedback-loopñ, der letztendlich zur Aktivierung von Cdc2-Zyklin B und damit 
zum Eintritt in die Mitose f¿hrt. Plk1 phosphoryliert in der Prophase Zyklin B1 innerhalb seiner 
Kernexportsequenz. Dies hat die Akkumulation von Zyklin B1 im Kern zur Folge (Toyoshima-
Morimoto, 2001).
Polo-Kinasen spielen zudem eine wichtige Rolle bei der Separation und Reifung der Centrosomen 
(Dai et al., 2002). Polo-Mutanten kºnnen keine mitotische Spindel ausbilden, sondern weisen 
stattdessen eine monopolare Spindel auf. Plk1 scheint die Assoziation zwischen Centrosomen 
und Mikrotubuli zu stimulieren. Daf¿r spricht auch die Tatsache, dass Plk1 in einem Komplex 
mit a-, b- und g-Tubulin vorliegt und alle drei Tubuline in vitro phosphorylieren kann (Feng 
et al., 1999). Polo interagiert auÇerdem mit dem mikrotubuli-assoziierten Protein Asp. Asp 
wird von Polo phosphoryliert und dadurch zu einem MPM-2-Epitop. Vermutlich steigert die 
Phosphorylierung von Asp dessen mikrotubuli-organisierende Aktivitªt (Avides et al., 2001).
Weiterhin ist die Aktivitªt von Polo-Kinasen mit entscheidend f¿r den Metaphase/Anaphase-
¦bergang. Durch die APC-vermittelte Degradation von Securin wird Separase in die Lage 
versetzt, Untereinheiten des Kohesinkomplexes proteolytisch zu spalten und dadurch die 
Kohesion zwischen den Schwesterchromatiden aufzuheben. Polo-Kinasen sind an der 
Aktivierung des APC beteiligt. So kann Plk1 aus der Maus verschiedene APC-Untereinheiten 
in vitro phosphorylieren, was zu einer Erhºhung der APC-Aktivitªt f¿hrt (Kotani et al., 1998). 
AuÇerdem scheinen Polo-Kinasen direkt die Aktivitªt des Proteasoms zu beeinþussen. Plk1 
interagiert mit verschiedenen Untereinheiten des 20S-Proteasoms und phosphoryliert zumindest 
zwei davon auch in vivo. Die Phosphorylierung des Proteasoms durch Plk1 erhºht dessen 
proteolytische Aktivitªt (Feng et al., 2001). In der Bªckerhefe bewirkt die ¦berexpression 
von CDC5 ebenfalls eine erhºhte APC-Aktivitªt und eine verstªrkte Degradation des B-Typ 
Zyklins Clb2. Cdc5 ist f¿r den Metaphase/Anaphase-¦bergang aber nicht essentiell. Die 
¦berexpression von CDC5 hat keinen EinþuÇ auf die Menge des Securins Pds1 (Charles et al., 
1998) und im cdc5-Arrest ist Pds1 bereits degradiert (Shirayama et al., 1998). Dennoch spielt 
Cdc5 eine Rolle am Beginn der Anaphase. Am Metaphase/Anaphase-¦bergang phosphoryliert 
Cdc5 die Kohesin-Untereinheit Scc1, was diese anfªlliger f¿r die Spaltung durch Separase 
macht (Alexandru et al., 2001).
Polo-Kinasen kommt zudem eine wichtige Funktion bei der Regulation der Zytokinese zu. 
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S. pombe plo1-Mutanten zeigen einen starken Zytokinesedefekt. Es entstehen multinukleªre 
Zellen, da trotz stattýndender Kernteilung weder ein Aktinring noch ein Septum ausgebildet 
werden. Die ¦berexpression von plo1 induziert in allen Zellzyklusstadien multiple Septa. 
In S. pombe ist die Zytokinese durch ein Signaltransduktionsnetzwerk, das als SIN (septum 
initiation network) bezeichnet wird, reguliert (Bardin und Amon, 2001, McCollum und Gould, 
2001). Viele der daran beteiligten Genprodukte sind homolog zu Bestandteilen des MEN in S. 
cerevisiae. So steht an dessen Spitze das G-Protein Spg1, das Homologe zu Tem1. Reguliert 
wird dieses durch das aus zwei Komponenten bestehende GAP Cdc16/Byr4, was dem Komplex 
aus Bub2/Bfa1 entspricht. Spg1 in seiner GTP-gebundenen Form aktiviert die Kinase Cdc7, das 
verwandte zu Cdc15 aus der Bªckerhefe. Plo1 aktiviert auf bisher noch unverstandene Art und 
Weise diesen Signalweg. In der Bªckerhefe induziert die ¦berexpression von CDC5 Zellen mit 
elongierter Knospe. In dieser Knospe ýnden sich zusªtzliche Septinringstrukturen (Song et al., 
2000). AuÇerdem f¿hrt die ¦berproduktion einer N-terminal verk¿rzten Variante von Cdc5 zu 
einem dominant-negativen Zytokinesedefekt (Song und Lee, 2001).
Die vielfªltigen Funktionen der Polo-Kinasen in der Mitose werden durch ihr komplexes 
Lokalisationsmuster widergespiegelt. In der Prometaphase lokalisieren sie an den Centrosomen 
und an den Kinetochoren. Die Lokalisation an den Centrosomen bleibt bis zur Metaphase 
aufrechterhalten. In der spªten Anaphase lokalisieren Polo-Kinasen dann in der Mitte der 
mitotischen Spindel. Wªhrend der Telophase bzw. der Zytokinese ýndet man sie schlieÇlich an 
der Spaltungsfurche (Nigg, 2001). Die Polo-Kinase der Bªckerhefe, Cdc5, lokalisiert an den 
Spindelpolkºrpern, dem Hefeªquivalent des Centrosoms, und an der ¦bergangsstelle von der 
Mutter- zur Tochterzelle. Dort interagiert es mit den Septinringkomponenten Cdc11 und Cdc12. 
Die subzellulªre Lokalisation von Cdc5 ist Polo-box-abhªngig (Song et al., 2000, Song und 
Lee, 2001). Auch f¿r Plk gilt, dass der C-Terminus mit den Polo-Box Motiven f¿r die korrekte 
Lokalisation des Proteins benºtigt wird. AuÇerdem scheint der C-Terminus durch Bindung an 
die katalytische Domªne die Kinaseaktivitªt von Plk negativ zu regulieren. Dieser inhibitorische 
Effekt wird durch den Austausch des Threonins an Position 210 gegen ein Aspartat aufgehoben 
(Jang et al., 2002).
Die Wirkungsweise der Polo-box wurde k¿rzlich aufgeklªrt. Bei ihr handelt es sich um eine 
Domªne, die speziýsch Phospho-Serin und Phospho-Threonin Motive, die meist von einem 
Prolin gefolgt werden, erkennt und daran bindet. Solche Sequenzmotive werden unter anderem 
von zyklinabhªngigen Kinasen generiert. Auf diese Weise wird die subzellulªre Lokalisation 
von Plk reguliert und die Erkennung der Substrate gewªhrleistet. So wird die Lokalisation 
am Centrosom beispielsweise durch Zugabe eines optimalen Peptidliganden f¿r die Polo-box 
inhibiert. Neben der Lokalisation wird aber auch die Erkennung von Substraten reguliert (Elia 
et al., 2003, Sillj® und Nigg, 2003).
Polo-Kinasen spielen weiterhin eine wichtige Rolle beim DNA-Schadenskontrollsystem. 
Dieses Kontrollsystem ist verantwortlich f¿r die Aufrechterhaltung der genomischen Integritªt. 
In Antwort auf eine Schªdigung der DNA wird der Zellzyklus in der Metaphase arretiert und 
der Zelle vor der Teilung somit Zeit f¿r die Reparatur des Schadens gegeben. Kann ein DNA-
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Schaden nicht repariert werden, so schreiten Hefezellen nach einem verlªngerten Arrest vor der 
Anaphase dennoch in ihrem Zellzyklus fort. Dieses Phªnomen wird als Adaptation bezeichnet. 
Eine Mutation in CDC5 (cdc5-ad), die den Austausch eines Leucins an Position 251 gegen ein 
Tryptophan (L251W) zur Folge hat, bewirkt, dass die Zellen adaptationsdefekt sind und somit 
permanent vor Beginn der Anaphase arretieren (Toczyski et al., 1997). Die ¦berproduktion von 
Cdc5L251W in asynchronen Zellen f¿hrt wie die des Wildtypproteins zu einer Aktivierung des 
APC. Im Nocodazol-Arrest und im cdc13-1-Arrest stimuliert Cdc5L251W die APC-Aktivierung 
allerdings weitaus inefýzienter, obwohl die in vitro Kinaseaktivitªt gegen¿ber dem k¿nstlichen 
Substrat Casein erhºht ist (Charles et al., 1998). Vermutlich besitzt die cdc5-ad-Mutante normale 
Kinaseaktivitªt ist aber in der Erkennung bestimmter Substrate eingeschrªnkt. In Antwort auf 
einen DNA-Schaden wird Cdc5 abhªngig von den ĂCheckpointñ-Genen RAD53, MEC1 und 
RAD9 posttranslational modiýziert (Cheng et al., 1998). Das derzeitig vorgeschlagene Modell 
ordnet Cdc5 dem Rad53-Zweig des DNA-Schadenskontrollsystems zu. Der Funktionsverlust 
von Cdc5 kann den Prªanaphasearrest in rad53-Mutanten teilweise wiederherstellen, was 
darauf hindeutet, dass Rad53 Cdc5 inhibiert. Die ¦berexpression von CDC5 im cdc13-1-Arrest 
f¿hrt zu Zellen mit elongierten Spindeln. Die Cdc5-Aktivitªt ist in Ăcheckpointñ-arretierten 
Zellen demnach limitierend f¿r den Eintritt in die Anaphase (Sanchez et al., 1999).
Die Aktivitªt des humanen Ortolog von Cdc5, Plk1, wird in Antwort auf einen DNA-Schaden 
sowohl in der G2-Phase als auch in der Mitose inhibiert (Smits et al., 2000). Vermutlich trªgt 
dies zum Zellzyklusarrest bei, indem dadurch die Aktivierung von Cdc25C verhindert wird, an 
der Polo-Kinase zumindest in Xenopus laevis maÇgeblich beteiligt ist (Qian et al., 2001). Die 
durch einen DNA-Schaden induzierte Inhibition von Plk1 ist abhªngig von den ĂCheckpointñ-
Kinasen ATM und ATR (van Vugt et al., 2001). Polo-Kinasen spielen demnach eine wichtige 
Rolle bei der ¦berwindung eines Arrestes in Folge von DNA-Schªden.
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4 Material

4.1 Bakterienstªmme

4.1.1 E. coli DH5
Wirt f¿r E. coli- bzw. Hefeshuttlevektoren war der E. coli Stamm DH5a
Genotyp: supE44 DlacU169(f80lacZDM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
F¿r die heterologe Expression von Proteinen in E. coli wurde der Stamm XL1blue mit dem 
Plasmid pUBS520 eingesetzt.

4.2 Saccharomyces cerevisiae Stªmme
Stamm Relevanter Genotyp
3E2 MATa CLB2HA3

K6213 MATa cdc5::CDC5HA3-URA3
K6390 MATa cdc5::CDC5Myc15-URA3
K699 MATa ade2-1 can1-100 his3-11,-15 leu2-3,-112 ssd1-d trp1-1 ura3-2
W1010 MATa ura3::GAL1CLB3HA3-URA3
W1500 MATa cdc23-1
W1502 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1-TRP1
W1555 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3 CLB2HA3

W1559 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3 CLB2HA3

W1619 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3
W1621 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1-TRP1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3
W1648 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3
W1660 MATa cdc5::GAL1-Myc3CDC5-URA
W1715 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3
W1739 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+0-TRP1
W1757 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+0 -TRP1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3
W1791 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL1-Myc3HCT1+4/5/6/7/

8/9/10/11 -TRP1
W1792 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1
W1799 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL1-Myc3HCT1+5/6/7/8/

9/10/11-TRP1
W1800 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+5/6/7/8/9/10/11-TRP1
W1801 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL1-Myc3HCT1+8/9/10/

11-TRP1
W1802 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+8/9/10/11-TRP1
W1803 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL1-Myc3HCT1+9/10/11-

TRP1
W1804 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+9/10/11-TRP1
W1805 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL1-Myc3HCT1+10/11-

TRP1
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W1806 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+10/11-TRP1
W1809 MATa cdc5::CDC5HA3-URA3 bar1- ::HIS3
W1854 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9
W1855 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9 ura3::GAL1-

HA3CDC5-URA3 
W1874 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL1-Myc3HCT1T157A-TRP1
W1875 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1T157A-TRP1 
W1930 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5 N70-URA3
W1931 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1-TRP1 ura3::GAL1-HA3CDC5 N70-

URA3
W1955 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1+0-TRP1 ura3::GAL1-HA3CDC5 N70-

URA3
W1960 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3 pds1- 1::HIS3 clb2::CLB2HA3-TRP1
W1997 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5 N70-URA3 CLB2HA3

W1998 MATa cdc27::CDC27HA3-TRP1
W2020 MATa ura3::GAL1-PDS1HA3-URA3 cdc5::GAL1-MYC3CDC5-URA
W2026 MATa cdc27::CDC27HA3-TRP1 ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3
W2028 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m2-URA3 CLB3HA3

W2029 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m1-URA3 CLB3HA3

W2030 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m1/2-URA3 CLB3HA3

W2031 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m3-URA3 CLB3HA3

W2032 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m1/2/3-URA3 CLB3HA3

W2038 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m4-URA3 CLB2HA3

W2039 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m5-URA3 CLB2HA3

W2149 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m4/5 CLB2HA3

W2151 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5T245D-URA3 CLB2HA3

W2153 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5L251W-URA3 CLB2HA3

W2156 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m1/2/4/5-URA3 CLB2HA3
W2219 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m1/2/3/4-URA3 CLB2HA3

W2220 MATa ura3::GAL1-Myc3CDC5-m1/2/3/4/5-URA3 CLB2HA3

W2730 MATa lte1::GAL1-HA3LTE1-HIS5s.p.
W2798 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1 1-74-TRP1
W2799 MATa cdc23-1 trp1::GAL1-Myc3HCT1 1-74-TRP1 ura3::GAL1-HA3CDC5-

URA3
W2971 MATa cdc23-1 trp1::GAL-Myc3HCT1+0 A42D-TRP1
W2972 MATa cdc23-1 trp1::GAL-Myc3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11A42D-TRP1
W2973 MATa cdc23-1 trp1::GAL-Myc3HCT1+0A157D-TRP1
W2974 MATa cdc23-1 trp1::GAL-Myc3HCT1+5/6/7/8/9/10/11A157D-TRP1
W2975 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL-Myc3HCT1+0A42D-

TRP1
W2976 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL-Myc3HCT1+4/5/6/7/8/

9/10/11A42D-TRP1
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W2985 MATa scc1::SCC1HA3-HIS5 S.p.
W2987 MATa scc1::SCC1HA14-HIS5 S.p.
W2988 MATa scc1::SCC1Myc13-HIS5 S.p.
W3014 MATa rad9::RAD9Myc13-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3016 MATa rad9::RAD9Myc13-HIS5 S.p. pep4- ::URA3 bar1- 2::LEU2
W3017 MATa scc1::SCC1HA3-HIS5 S.p bar1- 2::LEU2
W3019 MATa cdc5::CDC5HA3-URA3 scc1::SCC1Myc13-HIS5 S.p.
W3020 MATa cdc5::CDC5 Myc15 -URA3 scc1::SCC1HA14-HIS5 S.p.
W3024 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL-Myc3HCT1+0A157D-

TRP1
W3025 MATa cdc23-1 ura3::GAL1-HA3CDC5-URA3 trp1::GAL-Myc3HCT1+5/6/7/8/9/

10/11A157D-TRP1
W3078 MATa scc1::SCC1HA3-HIS5 S.p. ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3
W3079 MATa scc1::SCC1HA3-HIS5 S.p. ura3::GAL1-Myc3CDC5L251W-URA3
W3080 MATa rad9::RAD9HA14-HIS5 S.p. pep4- ::URA3 bar1- 2::LEU2
W3085 MAT cdc13-1
W3086 MATa cdc13-1 ura3::GAL1-MYC3CDC5-URA3
W3087 MATa rad9::RAD9Myc13-HIS5 S.p. pep4- ::URA3 ura3::GAL1-Myc3CDC5-

URA3
W3089 MATa scc1::SCC1HA3-HIS5 S.p. cdc5::cdc5L251W-LEU2 bar1- ::HIS3
W3091 MATa cdc4-3 rad9::RAD9HA14-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3093 MATa cdc13-1 rad9::RAD9HA14-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3094 MATa cdc14-3 rad9::RAD9HA14-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3095 MATa cdc5-1 rad9::RAD9HA14-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3096 MATa cdc28-4 rad9::RAD9HA14-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3125 MAT leu2::GAL1-Pds1HA3-LEU2 cdc16-1
W3138 MATa ura3::GAL1-MYC3CDC5L251W-URA3 cdc13-1
W3139 MATa cdc5::CDC5HA3 -URA3 lte1::LTE1Myc13-HIS5 S.p. pep4- ::URA3
W3142 MATa lte1::LTE1Myc13-HIS5 S.p. bar1- 2::LEU2
W3144 MATa cdc5::CDC5HA3 -URA3 lte1::LTE1Myc13-HIS5 S. p. bar1- 2::LEU2 

pep4- ::URA3
W3193 MATa lte1::LTE1Myc13-HIS5 S.p. cdc5-1 bar1- 2::LEU2
W3252 lte1::LTE1Myc13-HIS5 S.p. cdc5- 1::HIS5 S.p. ura3::GALL-CDC5-

URA3 bar1- 2::LEU2
W3296 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+9/10/11-TRP1
W3300 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+10/11-TRP1
W3310 MATa trp::GALL-HA3HCT1+0-TRP1
W3314 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+8/9-TRP1
W3319 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7/8/9/10/11-TRP1
W3325 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9-TRP1
W3330 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3-TRP1
W3333 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3
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W3335 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-CDC5-URA3
W3352 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1 >1 Integration
W3358 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1
W3362 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/8/9-TRP1
W3407 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/10/11-TRP1
W3426 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7-TRP1 >1 Intrgration
W3530 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-CDC5-URA3 hct1- 1::LEU2
W3532 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-Myc3CDC5K110M-URA3
W3544 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3545 MATa trp::GALL-HA3HCT1+0-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3547 MATa trp::GALL-HA3HCT1+8/9-TRP1clb2::CLB2MYC12-URA3
W3548 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3549 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/8/9-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3551 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3552 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3553 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+9/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3554 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-

URA3
W3558 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3/4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1
W3559 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1 
W3560 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1 >1 Integration
W3561 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7/8/9/10/11-TRP1
W3562 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7/8/9/10/11-TRP1 >1 Integration
W3563 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+8/9/10/11-TRP1
W3564 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1-TRP1 >1 Integration
W3565 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1-TRP1
W3566 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+2-TRP1 >1 Integration
W3567 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+2-TRP1
W3568 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3-TRP1
W3569 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4-TRP1 >1 Integration
W3570 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+8-TRP1 >1 Integration
W3582 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7/8/9/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3583 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3/4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-

URA3
W3584 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3585 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+8/9/10/11-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3589 trp1::GALL-HA3HCT1+1-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3591 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+2-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3592 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3610 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3/4-TRP1
W3611 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3Asp/4Asp-TRP1
W3613 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2-TRP1
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W3614 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/3-TRP1
W3615 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+2/3-TRP1
W3617 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3/4-TRP1
W3640 MATa cdc16-1 pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-CDC5-URA3
W3641 MATa cdc23-1 pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-CDC5-URA3
W3642 MATa cdc20-3 pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-CDC5-URA3
W3646 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2/3/4 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3650 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/2 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3651 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+1/3 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3652 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+2/3-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3654 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+3/4-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3688 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7-TRP1
W3690 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4-TRP1
W3691 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7/8-TRP1
W3692 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+5/6/7/8-TRP1clb2::CLB2MYC12-URA3
W3693 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+4-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3699 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 GAL1-Myc3CDC5L251W

W3700 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 ura3::GAL1-CDC5-URA3 cdc13-1
W3701 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 cdc13-1
W3711 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+8-TRP1
W3712 MATa trp1::GALL-HA3HCT1+8-TRP1 clb2::CLB2MYC12-URA3
W3830 MATa pds1::PDS1HA6-HIS3 cdc13-1 ura3::GAL1-MYC3CDC5L251W-URA3
W3897 MAT lte1::GAL1-HA3LTE1-HIS5 S.p. ura3::GAL1-Myc3CDC5-URA3
W413 MATa ura3::GAL-CLB2HA3-URA3
W792 MATa ura3::GAL1-PDS1HA3-URA3
W814 MATa ura3::GAL1-CLB5HA3-URA3

Tab. 1 Hefestªmme. Die genannten Hefestªmme wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet 
bzw. hergestellt.

4.3 Vektoren und Plasmide
Plasmidname Beschreibung
pFA6a-13Myc-
His3MX6

Konstrukt f¿r PCR-vermittelte Epitopmarkierung mit 13Myc 
(Longtine et al. 1998)

pFA6a-3HA-
His3MX6

Konstrukt f¿r PCR-vermitteltes Epitopmarkierung mit 3HA 
(Longtine et al. 1998)

pFA6a-His3MX6 Konstrukt f¿r PCR-vermittelte Deletion mit dem HIS-Marker 
(Longtine et. al. 1998)

pFA6a-His3MX6-
pGAL1-3HA

Konstrukt f¿r PCR-vermittelte Fusion mit dem GAL1-Promotor und 
einem 3HA-Tag (Longtine et al. 1998)

pJOE2955 Expressionsvektor f¿r MBP-Fusionsproteine unter Kontrolle des 
Rhamnosepromotors (von Josef Altenbuchner)
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pUBS520 Helferplasmid f¿r Proteinexpression mit Arg4 tRNA
pWO139 Konstrukt zur Deletion von PEP4 mit URA3
pWS1038 GAL1-Myc3HCT+0 A157D mit TRP1
pWS1039 GAL1-Myc3HCT+5/6/7/8/9/10/11 A157D mit TRP1
pWS1040 GAL1-Myc3HCT+0 A42D mit TRP1
pWS1041 GAL1-Myc3HCT+4/5/6/7/8/9/10/11A42D mit TRP1
pWS1135 GALL-HA3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11 mit TRP1
pWS1136 GALL-HA3HCT1+5/6/7/8/9/10/11 mit TRP1
pWS1137 GALL-HA3HCT1+8/9/10/11 mit TRP1
pWS1138 GALL-HA3HCT1+9/10/11 mit TRP1
pWS1139 GALL-HA3HCT1+10/11 mit TRP1
pWS1140 GALL-HA3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9 mit TRP1
pWS1148 GALL-HA3HCT1+1/2/3 mit TRP1
pWS1155 GALL-HA3HCT1+0 mit TRP1
pWS1156 GALL-HA3HCT1+1/2/3/4/5/6/7/8/9/10/11 mit TRP1
pWS1157 GALL-HA3HCT1+8/9 mit TRP1
pWS1174 GALL-HA3HCT1+1/2/8/9 mit TRP1
pWS1175 GALL-HA3HCT1+1/2/10/11 mit TRP1
pWS1177 GALL-HA3HCT1+5/6/7 mit TRP1
pWS1198 GALL-HA3HCT1+3/4/5/6/7/8/9/10/11 mit TRP1
pWS1201 GALL-HA3HCT1+1 mit TRP1
pWS1202 GALL-HA3HCT1+2 mit TRP1
pWS1203 GALL-HA3HCT1+3 mit TRP1
pWS1204 GALL-HA3HCT1+4 mit TRP1
pWS1205 GALL-HA3HCT1+8 mit TRP1
pWS1206 GALL-HA3HCT1+5/6/7/8 mit TRP1
pWS1213 GALL-HA3HCT1+1/2/3/4 mit TRP1
pWS1219 GALL-HA3HCT1+1/2 mit TRP1
pWS1220 GALL-HA3HCT1+1/3 mit TRP1
pWS1221 GALL-HA3HCT1+2/3 mit TRP1
pWS1222 GALL-HA3HCT1+3/4 mit TRP1
pWS250 GAL1-Myc3-Vektor mit URA3
pWS429 Konstrukt f¿r C-terminales Tagging von CLB2 mit HA3 und TRP1-

Marker
pWS433 GAL1-Myc3CDC5 mit URA3
pWS434 GAL1-Myc3HCT mit TRP1
pWS448 GAL1-HA3CDC5 mit URA3
pWS500 GALL-Vektor mit URA3
pWS526 GAL1-Myc3HCT1+0 mit TRP1
pWS539 GAL1-Myc3HCT1+4/5/6/7/8/9/10/11 mit TRP1
pWS598 GAL1-Myc3HCT1+5/6/7/8/9/10/11 mit TRP1
pWS599 GAL1-Myc3HCT1+8/9/10/11 mit TRP1
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pWS600 GAL1-Myc3HCT1+9/10/11 mit TRP1
pWS601 GAL1-Myc3HCT1+10/11 mit TRP1
pWS604 CDC5K110M in pJOE2955. Expression von MBP-Cdc5K110M unter 

Kontrolle des Rhamnosepromotors
pWS605 GAL1-Myc3CDC5K110M mit URA3
pWS614 GAL1-Myc3HCT+1/2/3/4/5/6/7/8/9/11 mit TRP1
pWS615 GAL1-Myc3HCT+1/2/3/4/5/6/7/8/9 mit TRP1
pWS622 GAL1-Myc3HCT1+1/2/3/5/6/7/879/10/11 mit TRP1
pWS641 GAL1-Myc3CDC5m2 mit URA3
pWS667 GAL1-Myc3CDC5DN70 mit URA3
pWS668 GAL1-HA3CDC5DN70 mit URA3
pWS690 GAL1-Myc3CDC5m1 mit URA3
pWS691 GAL1-Myc3CDC5m1/2 mit URA3
pWS706 GAL1-Myc3CDC5m3 mit URA3
pWS707 GAL1-Myc3CDC5m1/2/3 mit URA3
pWS715 GAL1-Myc3CDC5m4 mit URA3
pWS716 GAL1-Myc3CDC5m1/2/3/4 mit URA3
pWS721 GAL1-Myc3CDC5m5 mit URA3
pWS722 GAL1-Myc3CDC5m1/2/3/4/5 mit URA3
pWS745 CDC5m1/2K110M in pJOE2955. Expression von MBP-Cdc5-m1/

2K110M unter Kontrolle des Rhamnosepromotors
pWS746 CDC5m1/2/3/4/5K110M in pJOE2955. Expression von MBP-Cdc5-

m1/2/3/4/5K110M unter Kontrolle des Rhamnosepromotors
pWS747 CDC5m3K110M in pJOE2955. Expression von MBP-Cdc5-m3K110M 

unter Kontrolle des Rhamnosepromotors
pWS772 GAL1-Myc3CDC5T245D mit URA3
pWS774 GAL1-Myc3CDC5L251W mit URA3
pWS792 GAL1-Myc3CDC5m4/5 mit URA3
pWS798 GAL1-Myc3CDC5m1/2/4/5 mit URA3
pWS799 CDC5m1/2/4/5K110M in pJOE2955. Expression von MBP-Cdc5-

m1/2/4/5K110M unter Kontrolle des Rhamnosepromotors
pWS990 GAL1-Myc3HCT1-D1-74 mit TRP1
pWS999 Konstrukt f¿r PCR-vermitteltes Tagging mit 14HA
pWZV38 Konstrukt f¿r C-terminales Tagging von CDC27 mit HA3 und 

TRP1-Marker (von Wolfgang Zachariae)
pZV77 Deletion von BAR1 mit LEU2

Tab. 2 Plasmide. Die genannten Verktoren und Plasmide wurden in der vorliegenden Arbeit 
verwendet bzw. hergestellt.
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4.4 Synthetische Oligonukleotide

Oligo Sequenz und Zweck
WS251 AATCTAGAATGTCGTTGGGTCCTCTTAA

5ËPrimer f¿r die Ampliýkation von CDC5, XbaI-Schnittstelle
WS252 AACTCGAGAATATTGGTTTAATCTACGGTAA

3ËPrimer f¿r die Ampliýkation von CDC5, XhoI-Schnittstelle
WS283 AAGGATCCATGTCGTTGGGTCCTCTTAA

5ËPrimer f¿r die Ampliýkation von CDC5, BamHI-Schnittstelle
WS284 AAAAGCTTAATATTGGTTTAATCTACGGTAA

3ËPrimer f¿r die Ampliýkation von CDC5, HindIII-Schnittstelle
WS306 CAGGCGAAATTTTTGCTGCCATGACAGTTGCTAAAGCCTCAAT

Mutagenese von CDC5 Austausch K110M, Einf¿hrung einer NlaIII-Schnittstelle
WS307 ATTGAGGCTTTAGCAACTGTCATGGCAGCAAAAATTTCGCCTG

Mutagenese von CDC5 Austausch K110M, Einf¿hrung einer NlaIII-Schnittstelle
WS312 AAAGTTATCAGCTTTGTGTAAAGCGCCACCTTCATTAATCAAAACA

Mutagenese von CDC5 Austausch T70A, Einf¿hrung einer HaeII-Schnittstelle
WS313 TGTTTTGATTAATGAAGGTGGCGCTTTACACAAAGCTGATAACTTT

Mutagenese von CDC5 Austausch T70A, Einf¿hrung einer HaeII-Schnittstelle
WS331 AAGAATTCATGCCACCTTCATTAATCAAA

Deletion der ersten 70 Aminosªuren von CDC5, mit EcoRI-Schnittstelle
WS341 CCGTGGAGAAGAAAGAACAGAGTAAGATCAAGTCGAATAAAGCTTGCCTCGTCCC

CGCC
Deletion von CDC5 mit dem pFA-System

WS342 GTAATTTCGTATTCGTATTTCTTTCTACTTTAATATTGGTGGATGGCGGCGTTAG
TATC
Deletion von CDC5 mit dem pFA-System

WS343 TGCATAGTCAAGTTTGTATAATTGAGCTGAG
5Ë upstream von CDC5, zur ¦berpr¿fung der Deletion von CDC5

WS352 CCGTTCCAAGTTAGTTCATGCCCCAATAAAGGGAAATAC
Mutagenese von CDC5 Austausch T23A

WS354 TAAATACACCATATGCGGAGCGCCTAATTACATCGCACCT
Mutagenese von CDC5 Austausch T245A

WS356 CCATTTTTACCACATTCTTTACGTCCTGGCGGGACGAAAC
Mutagenese von CDC5 Austausch S426A

WS358 GTAAATTGGTGACCTACATTGCGCCCTCCCATGAAAGCAC
Mutagenese von CDC5 Austausch S687A

WS586 CCCTTTAGCCCACCCCAACCGTACTCGTGTTATTCGCTCGTTGAATTCGAGCTCG
TTTAAAC
5ËPrimer f¿r die PCR-vermittelte GAL1-HA-Fusion von LTE1 mit dem pFA-
System

WS587 GGATGGAGTCGGGTAGTAATCTTTCTGGCTAAATATTTCCATGCACTGAGCAGCG
TAATCTG
3ËPrimer f¿r die PCR-vermittelte GAL1-HA-Fusion von LTE1 mit dem pFA-
System

WS660 TGAACTGGAACGAGTAAGCGACCCACCTCCTGAAGCTGC
Mutagenese von HCT1 Austausch A157D
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WS661 GCAGCTTCAGGAGGTGGGTCGCTTACTCGTTCCAGTTCA
Mutagenese von HCT1 Austausch A157D

WS662 GTCCGCCTCACTATTATCGGACCCCTCCAGGCGATCGAG
Mutagenese von HCT1 Austauch A42D

WS663 CTCGATCGCCTGGAGGGGTCCGATAATAGTGAGGCGGAC
Mutagenese von HCT1 Austauch A42D

WS685 AAAATAGACGCCAAACCTGCACTATTTGAAAGGTTTATCAATGCTCGG
Epitopmarkierung von SCC1 mit dem pFA-System

WS686 CAGCTTATTGGGTCCACCAAGAAATCCCCTCGGCGTAACTAGGTTGAA
Epitopmarkierung von SCC1 mit dem pFA-System

WS687 GGGCGAGAAGGGTCAATTGAAGAACCTG
5Ë upstream von SCC1, zur ¦berpr¿fung der Epitopmarkierung von SCC1

WS688 GATATTACGGACAATGATATATACAACACTATTTCTGAGGTTAGACGG
Epitopmarkierung von RAD9 mit dem pFA-System

WS689 AATCGTCCCTTTCTATCAATTATGAGTTTATATATTTTTATAATTGAA
Epitopmarkierung von RAD9 mit dem pFA-System

WS690 CCATCAAAGGGAGGAATCATTAAATCCAACA
5Ë upstream von RAD9, zur ¦berpr¿fung der Epitopmarkierung von RAD9

WS724 TATATTAGCACATTAACACAAGAAGAGATTAATGAACTATCCACACGG
Epitopmarkierung von LTE1 mit dem pFA-System

WS725 TTTTACAAGAGGAATTTGGGAACTGGAGGAAAGTGGCACAATACCGAA
Epitopmarkierung von LTE1 mit dem pFA-System

WS826 AGTCACATCAAGATCGTTTATGG
MAT-Lokus

WS827 GCACGGAATATGGGACTACTTCG
MAT-Lokus

WS828 ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG
MAT-Lokus

WS838 GAACCCATTCATGAATAATACGCCATCCAGTGCACCACTCAAG
Mutagenese von HCT1+0 zu Threonin an der ersten Cdc28-Konsensusstelle, 
Einf¿hrung einer FokI-Schnittstelle

WS839 CTTGAGTGGTGCACTGGATGGCGTATTATTCATGAATGGGTTC
Mutagenese von HCT1+0 zu Threonin an der ersten Cdc28-Konsensusstelle

WS840 GAATAATGCGCCTTCCAGTTCCCCACTCAAGGGTTCTG
Mutagenese von HCT1+0 zu Serin an der zweiten Cdc28-Konsensusstelle, 
Einf¿hrung einer ApaLI-Schnittstelle

WS841 CAGAACCCTTGAGTGGGGAACTGGAAGGCGCATTATTC
Mutagenese von HCT1+0 zu Serin an der zweiten Cdc28-Konsensusstelle

WS842 CATGAATAATACGCCATCCTCGAGCCCACTCAAGGGTTCTGAAAG
Mutagenese von HCT1+1 zu Serin an der zweiten Cdc28-Konsensusstelle, 
Einf¿hrung einer BanII-Schnittstelle

WS843 CTTTCAGAACCCTTGAGTGGGCTCGAGGATGGCGTATTATTCATG
Mutagenese von HCT1+1 zu Serin an der zweiten Cdc28-Konsensusstelle

WS844 CCGCCTCACTATTATCATCTCCATCCAGGCGATCGAGG
Mutagenese von HCT1+0 zu Serin an der dritten Cdc28-Konsensusstelle, 
Einf¿hrung einer FokI-Schnittstelle
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Tab. 3 Synthetische Oligonukleotide. Gezeigt ist der Name des Oligonukleotids, seine 
Sequenz und sein Zweck.

4.5 Nukleinsªuren, Enzyme, Antikºrper

4.5.1 Nukleinsªuren

1-kb-ladder Gibco BRL, Paisley (Schottland)
dNTPs Peqlab, Erlangen
Heringsspermien-DNA Roche Diagnostics
[g32]-ATP Amersham Pharmacia, Buckinghamshire 

(England)
Oligonukleotide MWG-Biotech, Ebersberg; Interactiva, Ulm

4.5.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase (shrimp) Roche Diagnostics
Lysozym Fluka, Buchs (Schweiz)
Novozym 234 NovoBiolabs, BagsvÞrd
Restriktionsendonucleasen Roche Diagnostics

New England Biolabs, Schwalbach
Pfu-Polymerase Stratagene

WS845 CCTCGATCGCCTGGATGGAGATGATAATAGTGAGGCGG
Mutagenese von HCT1+0 zu Serin an der dritten Cdc28-Konsensusstelle

WS846 CATGGTTATGAACTGGAACGAGTATCGACTCCACCTCCTGAAGCTG
Mutagenese von HCT1+0 zu Threonin an der vierten Cdc28-Konsensusstelle, 
Einf¿hrung einer MlyI-Schnittstelle

WS847 CAGCTTCAGGAGGTGGAGTCGATACTCGTTCCAGTTCATAACCATG
Mutagenese von HCT1+0 zu Threonin an der vierten Cdc28-Konsensusstelle

WS848 CAATCTCAATTTTTTGATTCCATGAGCCCAGTTAGGCCGGATTCC
Mutagenese von HCT1+0 zu Serin an der achten Cdc28-Konsensusstelle, 
Einf¿hrung einer BanII-Schnittstelle

WS849 GGAATCCGGCCTAACTGGGCTCATGGAATCAAAAAATTGAGATTG
Mutagenese von HCT1+0 zu Serin an der achten Cdc28-Konsensusstelle

WS871 GCTTCGCTGATTAATTACCCCAG
GAL-Primer f¿r Integrationszahlbestimmung von GAL-Konstrukten

WS872 GCTTGCACCATCCCATTTAACTG
Ampliýkation von ACT1, Referenzreaktion f¿r Integrationszahlbestimmung von 
GAL-Konstrukten mit dem Light cycler

WS873 GATTTAGGGTTCATTGGAGCTTCAG
Ampliýkation von ACT1, Referenzreaktion f¿r Integrationszahlbestimmung von 
GAL-Konstrukten mit dem Light cycler

WS885 TGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
LacZ-Primer f¿r Integrationszahlbestimmung von GAL-Konstrukten
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RNaseA Roche Diagnostics
T4-DNA-Ligase Roche Diagnostics
Taq-Polymerase Biomaster
l-Proteinphosphatase New England Biolabs, Schwalbach

4.5.3 Antikºrper

12CA5 Monoklonaler Mausantikºrper gegen das 
HA1-Epitop (Field et al. 1988)

9E10 Monoklonaler Mausantikºrper gegen das c-
myc-Epitop (Evan et al. 1985)

anti-Cdc28 Afýnitªtsgereinigtes Kaninchenantiserum 
gegen Cdc28 von Carl Mann 

anti-mouse-Alexa488 MoBiTec, Gºttingen
anti-mouse-IgG-AP-Konjugat Dianova, Hamburg
anti-mouse-IgG-HRP-Konjugat Dianova, Hamburg
anti-rabbit-IgG-HRP-Konjugat Dianova, Hamburg
anti-rat-Alexa546 MoBiTec, Gºttingen
anti-Sic1 polyklonales Kaninchenserum gegen Sic1 von 

Mike Tyers
anti-Tub2

YOL1/34

polyklonales Kaninchenserum gegen b-
Tubulin von Eurogentec
monoklonaler Ratteantikºrper

anti-Clb2 polyklonales Kaninchenserum gegen Clb2 
(Amon et al. 1994)

4.6 Chemikalien

1-Butanol Merck, Darmstadt
Acrylamid 30%/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
Adenin Fluka, Deisenhofen
Agarose ultra pure Gibco, Paisley (Schottland)
Aminosªuren Serva, Heidelberg
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Fluka, Deisenhofen
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt
Ampicillin Biomol, Hamburg
Benomyl Sigma-Aldrich



Material38 Material 39

Bacto Pepton Difco, Detroit
Bacto Trypton Difco, Detroit
Bacto Yeast Extract Difco, Detroit
b-Glycerophophat Fluka, Deisenhofen
b-Mercaptoethanol Fluka, Deisenhofen
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
Coomassie-Brilliant Blue G250 Serva, Heidelberg
DAPI Sigma, St. Louis
D-Galaktose Gerbu, Gaiberg
D-Glukose Merck, Darmstadt
Dimethylformamid (DMFA) Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol (DTT) Serva, Heidelberg
D-Rafýnose Serva, Heidelberg
D-Saccharose Roth, Karlsruhe
D-Sorbitol Serva, Heidelberg
Essigsªure Roth, Karlsruhe
Ethanol p.a. Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Gerbu, Gaiberg
Euroagar Difco, Detroit
Glycerin Roth, Karlsruhe
Glycin Merck, Darmstadt
Igepal Sigma, St.Louis
Isopropanol Roth, Karlsruhe
Kaliumacetat Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Fluka, Deisenhofen
Lithiumacetat Fluka, Deisenhofen
Magermilchpulver Nestl®, Frankfurt am Main
Magnesiumchlorid Sigma, St.Louis
Methanol Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe
Natriumþuorid Fluka, Deisenhofen
Natriumhydroxid 1M-Lºsung Merck, Darmstadt
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N,N,Nó,Nó,Tetramethylendiamin (TEMED) Fluka, Deisenhofen
Nocodazol Fluka, Deisenhofen
p-Phenylendiamin Sigma, St.Louis
Polyethylenglykol 3350 (PEG) Sigma, St.Louis
Ponceau S Fluka, Deisenhofen
Propidiumiodid Sigma, St.Louis
Salzsªure 1M Merck, Darmstadt
Tris-Base Roth, Karlsruhe
Tween 20 Fluka, Deisenhofen
Uracil Fluka, Deisenhofen
Xylen Cyanol Serva, Heidelberg
YeastNitrogenBase o.AS und o. NH4SO4 Difco, Detroit

4.7 Sonstige Materialien

Amylose-Resin New England Biolabs, Schwalbach
BM Chemiluminescence Blotting Substrate Roche Diagnostics, Mannheim
CEA RP Rºntgenýlme CEA, Strªngas (Schweden)
Diaýlm 400 ASA Elitechrom Kodak
Dialysemembran, Typ VS 0,025 Õm Millipore, Eschborn
ECF Substrat f¿r Western Amersham Pharmacia, Buckinghamshire 

(England)
Elektroporationsk¿vetten BioRad, M¿nchen
Filterpapier Schleicher&Schuell, Dassel
Glasperlen (0,45-0,5mm) Braun Biotech, Melsungen
Multiwellobjekttrªger ICN, Aurora (USA)
Nitrocelluloseýlter Schleicher&Schuell, Dassel
ProteinA-Agarose Santa Cruz
PVDF-Membran Hybond-P Amersham Pharmacia, Buckinghamshire 

(England)
Sterilýlter (0,2Õm) Schleicher&Schuell, Dassel
Tetenal Superýx S/W-Negativýxierer Tetenal, Norderstedt
Tetenal Ultraýn S/W-Filmentwickler Tetenal, Norderstedt
Ultrafree Centrifugal Filter & Tube, Biomax 
50K

Millipore, Bedford (USA)
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4.8 Kits

E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
JETsorb Kit Genomed, Bad Oeyenhausen
JETspin Plasmid Midiprep Kit Genomed, Bad Oeyenhausen
QIAquik PCR Puriýcation Kit QIAGEN, Uppsala, (Schweden)

4.9 Gerªte

DurchþuÇcytometer
CA-III

Partec

Elektroblotapparatur
Sammy Dry
Perfect Blue TM Elektroblotter

Schleicher & Schuell
Peqlab, Erlangen

Gelapparaturen f¿r Agarosegele
Modell HE33 Hoefer Scientiýc Instruments (USA)
Gelapparaturen f¿r SDS-Gele
MinigelTwin G42 BioMetra, Gºttingen
Heizblock
Bioblock Scientiýc Barnstead (USA)
Hochdruckhomogenisator
EmulsiFlex-C5 Avestin, Kanada
Kamera
Olympus E-10 Olympus
Mikromanipulator
MSM System Singer Instruments (England)
Mikroskope
Standard 25
Axioplan

Zeiss, Jena
Zeiss, Jena

Photometer
Biotech Ultraspec 3000 Pharmacia Biotech, Freiburg
Pipetten
Pipetman 20 200 1000
Labmate 20 200 1000

Gilson (Frankreich)
Abimed, Langenfeld

Retschm¿hle
MM2000
MM200

Retsch, Haan
Retsch, Haan
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Roller
Model TC-7 New Brunswick Scientiýc, Edison (USA)
Sonicator
W-385 Heat-Systems Ultrasonics, Inc., Farmingdale 

(USA)
Spannungsgerªte
GPS200/400
LKB

Pharmacia, Freiburg
Bromma (Schweden)

Thermocycler
Progene Techne
Thermosch¿ttler
Termomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
UV-Licht
UVT2035
Dark Reader

Herolab
Clare Chemical Research

Waagen
Universal
Research

Satorius, Gºttingen
Satorius, Gºttingen

Wasseraufbereitung
MilliQ Millipore, Bedford (USA)
Wasserbªder
Gyrotory G-76
Innova 3100

New Brunswick Scientiýc, Edison (USA)
New Brunswick Scientiýc, Edison (USA)

Wippe
Rocky Bachhofer
Zentrifugen
Centrifuge 5415C
Megafuge 1.0
Sorvall RC-5b
Biofuge pico
Biofuge fesco

Eppendorf, Hamburg
Hereaus, Gºttingen
Dupont Instruments, Bad Homburg
Hereaus, Gºttingen
Hereaus, Gºttingen

Phosphoimager
Storm 860

Molecular Dynamics, Amersham Bioscience, 
Freiburg

Light Cycler Roche Diagnostics, Mannheim



Material42 Material 43

4.10 Medien
Medien und Lºsungen wurden (wenn nicht anders angegeben) mit H2Omp angesetzt. Dabei 
handelt es sich um Wasser, das mit einer Milliporeanlage vollstªndig gesªubert und entsalzt 
wurde.

4.10.1 Bakterienmedien
LB-Fl¿ssigmedium  
   Bacto Trypton 10 g/l
   Bacto Yeast Extrakt 5 g/l
   NaCl   10 g/l
   NaOH   0,3 mM
LB-Agarplatten Zugabe von 17 g/l Euro-Agar

Zur Selektion auf ampicillinresistente Kolonien wurden 100 Õg Ampicillin pro ml LB-Medium 
aus einer 1000fach konzentrierten Stammlºsung zugegeben.

SOC
   Bacto Trypton 20 g/l
   Bacto Yeast Extract 5 g/l

NaCl   10 mM
Nach dem Autoklavieren: 
   KCl   2,5 mM
   MgCl2  10 mM
   Glucose  20 mM

TB-Medium
   Bacto Trypton 12 g/l
   Bacto Yeast Extract 24 g/l
   Glycerin  4 ml
   H2O   ad 900 ml
   autoklavieren
Nach dem Abk¿hlen sterile Zugabe von 100 ml 0,17 M KH2PO4/0,72 M K2HPO4
   KH2PO4  2,31 g
   K2HPO4  12,54 g
   H2O   ad 100 ml
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4.10.2 Hefemedien
Vollmedium (XY)   
   Bacto Pepton   20 g/l
   Bacto Yeast Extract  10 g/l
   Tryptophan   0,2 g/l
   KH2PO4   10 mM
   Adenin   0,1 g/l
   Zucker (nach Autoklavieren) 20g/l
XY-Agarplatten 
   Zugabe von 17 g/l Bacto Agar zu XY-Vollmedium

Selektivmedium
   10x YeastNitrogen 100 ml/l

Base
   10x Dropout -5 100 ml/l
   Zucker  20 g/l
Je nach Auxotrophiemarker der zu kultivierenden Stªmme wurden Adenin (50 mg/l), Histidin 
(50 mg/l), Leucin (100 mg/l) Tryptophan 100 mg/l) oder Uracil (50 mg/l) zugesetzt.

Selektivplatten 
   Zugabe von 17 g/l Bacto Agar zum Selektivmedium

Prª-Sporulationsmedium
   Bacto Yeast Extract 8 g/l
   Bacto Pepton  3 g/l
   Glucose  100 g/l
   Adenin  50 mg/l
Sporulationsmedium
   Kaliumacetat  10 g/l
   Bacto Yeast Extract 1 g/l
   Glucose  0,5 g/l
   10xDropout ++ 0,1x

Novozymmedium
   Sorbitol  1 M
   Tris/HCl, pH7,5 10 mM
   EDTA   1 mM
   Dithiothreitol  50 mM
   Novozym  2 mg/ml
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4.11 Lºsungen
Drop out -5
   Alanin    50 mg/l
   Arginin   50 mg/l
   Asparagin   50 mg/l
   Asparaginsªure      100 mg/l
   Cystein   50 mg/l
   Glutamin   50 mg/l
   Glutaminsªure   100 mg/l
   Glycin    50 mg/l
   (myo-)Inositol   50 mg/l
   Isoleucin   50 mg/l
   Lysin    50 mg/l
   Methionin   50 mg/l
   p-Aminobenzoesªure  5 mg/l
   Phenylalanin   50 mg/l
   Prolin    50 mg/l
   Serin    100 mg/l
   Threonin   100 mg/l
   Tyrosin   50 mg/l
   Valin     100 mg/l

20% Glucose
   Glucose   200 g
   H2O    ad 1 Liter
   autoklavieren
20% Galaktose
   Galaktose   200 g
   H2O    ad 1 Liter
   sterilýltrieren

10% Rafýnose
   Rafýnose   100 g
   H2O    ad 1 Liter

sterilýltrieren



Material44 Material 45

DAPI 
   Glycerin   900 mg/ml
   PBS    0,1% 
   p-Phenylendiamin  1 mg/ml
   DAPI    100 Õg/ml

Trenngel f¿r SDS-PAGE (2 St¿ck 9%ig)
   1,5M Tris/HCl pH8,8  3,0 ml
   10% SDS   0,12 ml
   30% Acrylamid-Mix  3,6 ml
   10% APS   73 Õl
   TEMED   7,3 Õl
   H2O    5,2 ml

Trenngel f¿r SDS-PAGE (2 St¿ck 7%ig)
   1,5M Tris/HCl pH8,8  3,5 ml
   10% SDS   0,14 ml
   30% Acrylamid-Mix  3,2 ml
   10% APS   80 Õl
   TEMED   10 Õl
   H2O    7,16 ml

Sammelgel f¿r SDS-PAGE (2 St¿ck)
   0,5M Tris/HCl pH6,8  1,25 ml
   10% SDS   50 Õl
   30% Acrylamid-Mix  670 Õl
   10% APS   100 Õl
   TEMED   5 Õl
   H2O    3 ml

Ponceau S  
   Ponceau S   1 g
   Eisessig   50 ml
   H2O    ad 1 Liter

1xTE/LiAc
   Tris/HCl, pH7,5  10 mM
   EDTA    1 mM
   Lithiumacetat, pH7,5  100 mM
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40% PEG in 1xTe/LiAc
   40% Polyethylenglykol 3350 in 1xTE/Lithiumacetat

Bradfordlºsung
   Coomassie-Brilliantblue G250 (100 mg/ml)
   in 2%iger Perchlorsªure

4.12 Puffer
10x TE
    Tris/HCl, pH 7,5 100 mM
   EDTA   10 mM

50x TAE
   Tris-Acetat, pH 8,0 2 M
   EDTA   50 mM
   HNaPO4  80 mM

Agarose-Gel-Ladepuffer
   Tris/HCl, pH 7,8 10 mM
   EDTA   1 mM
   Bromphenolblau 2,5 mg/ml
   Xylen Cyanol  2,5 mg/ml
   Glycerin  300 mg/ml

Puffer B
   Sorbitol  1,2 M
   in 100 mlM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5

Puffer 3
   NaCl    100 mM
   Tris/HCl, pH 7,5  50 mM
   NaF   50 mM
   EDTA   5 mM
   Igepal CA-630 0,1%
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2x Lªmmli-Puffer
   Tris/HCl, pH 6,8 120 mM
   SDS   40 mg/ml
   Glycerin  200 mg/ml
   Bromphenolblau 400 Õg/ml
   b-Mercaptoethanol 10%

10x LRB (pH 9,0)
   Tris-Base  250 mM
   Glycin  1,92 M

SDS   10 g/l
10x TBS
   Tris/HCl, pH 7,6 200 mM
   NaCl   1,37M

TBS-T
   10xTBS  100 ml
   10% Tween 20 10 ml
   H2O   ad 1Liter

EasyPrepPuffer
   Tris/HCl, pH8,0 10 mM
   EDTA   1 mM
   Saccharose  150 mg/ml
   Lysozym  2 mg/ml
   RNaseA  0,2 mg/ml
   BSA   0,1 mg/ml

Transferpuffer
   Glycin  2,9 g
   Tris-Base  5,8 g
   10% SDS  3,7 ml
   Methanol  100 ml
   H2O   ad 1 Liter
MBP-Sªulenpuffer
   Tris/HCl, pH 7,4 20 mM
   NaCl   200 mM
   EDTA   1 mM
   DTT   1 mM
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5 Methoden

5.1 Arbeiten mit Bakterien
F¿r Plasmidprªparationen aus Bakterien wurde der E. coli-Stamm DH5a verwendet. F¿r 
die heterologe Expression von Proteinen in E. coli wurde der Stamm XL1 blue mit dem 
Helferplasmid pUWS520 eingesetzt, das eine Kanamycinresistenz vermittelt und die 
Information f¿r zwei seltene tRNAs trªgt.

5.1.1 Kultivierung von Bakterien in Fl¿ssigmedium
E. coli DH5a wurde, sofern er ein Plasmid mit Ampicillinresistez trug, in LB-Medium mit 
100Õg/ml Ampicillin kultiviert. Die Anzucht erfolgte ¿ber Nacht in Reagenzglªsern im Roller 
bzw. in einem Einsatz auf dem Sch¿ttler oder in Schikanenkolben auf dem Sch¿ttler bei 37ÁC. 
E. coli XL1 blue mit pUBS520 wurde in LB-Medium mit 25 Õg/ml Kanamycin angezogen.

5.1.2 Transformation von E. coli

5.1.2.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen
Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde E. coli DH5a aus einer ¦bernachtkultur mit 
40 OD600 in 750 ml TB-Medium in 2-Liter Schikanekolben angeimpft. Die Kultur wurde bis zu 
einer OD600 von 0,5-1,5 auf einem Sch¿ttler bei RT inkubiert, was ungefªhr bis zum Mittag 
des folgenden Tages dauerte. Die Zellen wurden dann bei 3000 upm und 4ÁC f¿r 15 min in 
sterilen GSA-Bechern abzentrifugiert. AnschlieÇend wurde das Pellet mit 150 ml eisgek¿hltem 
Wasser gewaschen. Dabei wurden die Zellen nur durch vorsichtiges Schwenken resuspendiert. 
Nach einem zweiten, identischen Waschschritt, wurden die Zellen in 10 ml 10%igem 
glycerinsªurefreiem Glycerin resuspendiert und bei 3000 upm 10 min in der Hereaus Megafuge 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 10% Glycerin aufgenommen. Von dieser Suspension 
wurden 50 und 100 Õl Aliquots auf Trockeneis eingefroren und bei -70ÁC aufbewahrt.

5.1.2.2 Elektroporation
Bei der Elektroporation handelt es sich um eine Methode zur Transformation von Bakterien. Sie 
beruht auf der Tatsache, daÇ durch das kurzzeitige Anlegen einer hohen Spannung die Zellwand 
von Bakterien f¿r DNA permeabel wird.
Elektrokompetente E.coli-Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Die zu transformierende 
DNA (10 Õl gegen H2Omp dialysierter Ligationsmix) wurde in einem Eppendorf-ReaktionsgefªÇ 
vorgelegt und 50 Õl der Bakteriensuspension wurden zupipettiert. Dieser Mix wurde in eine 
Elektroporationsk¿vette ¿berf¿hrt. Die Elektroporation erfolgte bei einem Widerstand von 200 
W und einer Kapazitªt von 25 ÕF. Die Zellen wurden danach sofort in 1 ml SOC- Medium 
gegeben, das zuvor auf 37ÁC vortemperiert wurde. Diese Suspension wurde dann f¿r eine 
Stunde bei 37ÁC gerollert, damit sich die Ampicillinresistenz auf dem transformierten Plasmid 
etablieren konnte. Von diesem Transformationsansatz wurden Aliquots auf LB-Amp-Platten 
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ausplattiert und ¿ber Nacht bei 37ÁC inkubiert. Handelte es sich bei dem Plasmid um pUC- oder 
pBluescript-Derivate wurden f¿r eine blau-weiÇ-Selektion LB-Amp-Platten mit IPTG und X-
Gal verwendet.

5.1.3 Produktion von MBP-Fusionsproteinen in E. coli
F¿r die heterologe Produktion von MBP-Fusionsproteinen in E. coli wurde der Stamm XL1 
blue mit dem Helferplasmid pUBS520 verwendet. Dieses vermittelt eine Kanamycinresistenz 
und erhºht den Spiegel der Arg4 tRNA. Dadurch soll die Expression von Hefegenen in E. coli 
verbessert werden.
CDC5 oder mutierte Versionen von CDC5 wurden in den Expressionsvektor pJOE2955 hinter 
das Gen f¿r das Maltosebindeprotein kloniert. Das daraus resultierende Genprodukt wird 
unter Kontrolle eines rhamnoseinduzierbaren Promotors exprimiert. Das Plasmid wurde in 
elektrokompetente E. coli XL1 blue transformiert und auf Ampicillinplatten selektiert. Eine 
Vorkultur des E. coli Stammes wurde morgens in LB-Medium mit Kanamycin und Ampicillin
auf eine OD600 von 0,1 verd¿nnt und vier Stunden bei 25ÁC im Wasserbad inkubiert. Dann wurde 
zur Induktion des Promotors Rhamnose in einer Endkonzentration von 0,2% zugegeben. Um die 
Lºslichkeit von MBP-Cdc5 zu verbessern, wurde auÇerdem Ethanol in einer Endkonzentration 
von 2% zugesetzt. Die Zellen wurden am nªchsten Morgen geerntet (Sorvallzentrifuge GSA-
Rotor, 10 min, 5000 upm) und mit Wasser gewaschen. Die Zellen wurden entweder bei 
ï70ÁC gelagert oder direkt aufgeschlossen. Die Herstellung der Proteinextrakte erfolgte durch 
AufschluÇ der Zellen mit einem Hochdruckhomogenisator der Firma Avestin bei einem Druck 
von 1000-1200 kPa in MBP-Sªulenpuffer.
Alternativ wurde der AufschluÇ durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Zellen 
bewerkstelligt. Durch Bildung von Eiskristallen werden die Zellen dabei aufgebrochen. Hierf¿r 
wurde das Zellpellet nach dem Ernten auf Trockeneis eingefroren, mit Sªulenpuffer versetzt 
und dann wieder auf Eis aufgetaut. Die Zellsuspension wurde f¿r 30 min auf Eis mit Lysozym 
(10 mg/ml 1/30 des Gesamtvolumens) verdaut. Nach erneutem Einfrieren und Auftauen auf 
Eis wurde zusªtzlich zum Lysozym DNase und MgCl2/MnCl2 (Endkonzentration 10 mM 
bzw. 1 mM) zugegeben, um die genomische DNA zu verdauen, wodurch die Lºsung weniger 
zªhþ¿ssig wurde. Bei beiden AufschluÇmethoden wurde das Zelllysat durch Zentrifugation in 
der Sorvallzentrifuge (SS34, 9000 upm, 30 min) geklªrt.

5.1.4 Reinigung von MBP-Fusionsproteinen
Zur Reinigung von Fusionsproteinen mit dem Maltose-Bindeprotein (MBP) macht man sich die 
Tatsache zu Nutze, daÇ MBP mit hoher Afýnitªt an Maltose bzw. dessen Polymer, die Amylose, 
bindet. F¿r in vitro Tests wurden mit dieser Technik im Laufe der Arbeit verschiedene MBP-
Cdc5 Fusionsproteine aus E. coli gereinigt.
Der Proteingehalt der Bakterienlysate wurde mittels Bradfordmessung bestimmt und mit 
einer Eichgeraden aus BSA verglichen. Das Lysat wurde dann mit MBP-Puffer auf 2,5 mg/ml 
verd¿nnt bevor es auf eine Tropfsªule aus Amylose-Resin gegeben wurde. Diese wurde aus 
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aufgeschlªmmtem Amylose-Resin (Bindekapazitªt: 2-4 mg MBP/ml Bettvolumen) gepackt 
und oben und unten mit einer Fritte abgeschlossen. Die Sªule wurde vor Gebrauch mit dem 
8fachen Bettvolumen MBP-Puffer ªquvilibriert. Nachdem das ganze Lysat durch die Sªule 
gesickert war, wurde mit dem 12fachen Sªulenvolumen gewaschen. Die Elution von MBP-
Cdc5 erfolgte durch Zugabe von 8 ml Sªulenpuffer, der mit 10 mM Maltose versetzt war. Die 
Maltose verdrªngt die Amylose und setzt so das Protein von der Sªule frei. Das Eluat wurde 
in Fraktionen von 10 Tropfen gesammelt. Der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen wurde 
durch Bradfordmessung bestimmt. AnschlieÇend wurden die Proben mittels SDS-PAGE und 
Coomassiefªrbung untersucht, um die Reinheit des Fusionsproteins zu untersuchen. Die MBP-
Cdc5 Fusionsproteine hatten ihre hºchste Konzentration in den Fraktionen 2-4 und waren sehr 
sauber. Die einzelnen Fraktionen wurden entweder direkt bei ï20ÁC eingefroren oder ¿ber eine 
Ultraýltrationseinheit der Firma Millipore nach Angaben des Herstellers aufkonzentriert.

5.2 Arbeiten mit Hefe

5.2.1 Kultivierung von Hefen in Fl¿ssigmedium
Zur Kultivierung von Hefen wurden verschiedene Vollmedien verwendet. Als C-Quelle dienten 
Glucose, Rafýnose oder Sucrose (XYG, XYRaf oder XYSuc). Die Inkubation erfolgte bei 
temperatursensitiven Mutanten bei Raumtemperatur im Roller oder im Wasserbad bei 26ÁC. 
Nicht temperatursensitive Stªmme wurden auch bei 30ÁC inkubiert.

5.2.2 Aufbewahrung von Hefen
Hefekulturen wurden einige Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt. Auf Agarplatten wurden 
Hefestªmme ¿ber 6-8 Wochen im K¿hlraum gelagert. F¿r eine langfristige Konservierung 
wurden 2 ml einer dicht gewachsenen ¦bernachtkultur abzentrifugiert und in 1 ml 15% Glycerin 
resuspendiert. Diese Suspension wurde auf Trockeneis eingefroren und bei -70ÁC gelagert.

5.2.3 Kreuzung haploider Hefestªmme
Zur Erzeugung diploider Hefestªmme wurden haploide Stªmme unterschiedlichen 
Paarungstyps gekreuzt. Trugen die zu kreuzenden Stªmmme verschiedene Auxotrophiemarker, 
wurden je 5 Õl frischer ¦bernachtkulturen auf einer XYD-Platte ¿bereinander pipettiert. Am 
folgenden Tag wurde von der entstandenen Zellmasse ein Teil in Wasser resuspendiert und auf 
eine entsprechende selektive Minimalmediumsplatte ausgestrichen. Auf diese Weise konnte 
auf diploide Stªmme selektiert werden. War eine solche Selektion auf Diploide nicht mºglich, 
wurden einzelne Zellen beider Stªmme mit einem Mikromanipulator auf einer XYD-Platte 
direkt nebeneinander gelegt und f¿r ca. 3 Tage inkubiert.

5.2.4 Sporulation diploider Hefestªmme und Tetradenanalyse
Um aus diploiden Stªmmen wieder haploide mit den gew¿nschten Eigenschaften zu gewinnen, 
macht man sich die Tatsache zunutze, daÇ diploide Hefen, wenn sie unter Nªhrstoffmangel (z. 
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B. C- oder N-Mangel) geraten, eine Meiose durchlaufen, wªhrend der sie vier haploide Sporen 
bilden. Diese stellen Dauerformen dar, die schlechte Wachstumsbedingungen eine gewisse Zeit 
¿berstehen kºnnen. Sie werden von einem Ascus umschlossen und bilden eine sogenannte 
Tetrade. 
Um die Sporulation auszulºsen, wurden diploide Hefen in dem sehr nªhrstoffreichen PrªSpo-
Medium angeimpft und ¿ber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Roller inkubiert. Die Kultur 
wurde am nªchsten Morgen abzentrifugiert (2000 upm, 2 min) und in 1 ml Spo-Medium 
gewaschen. Dieses enthªlt im Gegensatz zu Prª-Spo-Medium sehr wenig Zucker und N-
Quellen, daf¿r aber Kaliumacetat zur Induktion der Sporulation. F¿r die Sporulation wurden 
die Zellen dann in 2 ml Spo-Medium aufgenommen und f¿r 3-4 Tage bei Raumtemperatur auf 
dem Roller inkubiert. F¿r die Tetradenanalyse wurden 100 Õl des Sporulationsansatzes mit 100 
Õl Novozymmedium gemischt und f¿r 18-20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde 
der Ascus verdaut und die Sporen zugªnglich. Jeweils vier zusammenhªngende Sporen aus 
einer Tetrade wurden mit dem Mikromanipulator auf einer Vollmediumsplatte vereinzelt. Die 
Sporen wuchsen im Verlauf von 3-4 Tagen zu Kolonien aus haploiden Zellen heran.

5.2.5 Transformation von Hefe nach der Lithiumacetatmethode
Durch Behandlung mit Alkaliionen kºnnen Hefezellen sehr effektiv dazu gebracht werden, 
DNA aufzunehmen. Bei der hier verwendeten Methode (nach Gietz et al. 1992) wurde Lithium 
in Form von Lithiumacetat eingesetzt.
Der zu transformierende Stamm wurde 1:20 aus einer ¦bernachtkultur in 20 ml XYD angeimpft 
und f¿r 3-5 Stunden inkubiert. Pro Transformationsansatz wurden 1*107 Zellen (1 OD600) 
geerntet und in 1 ml sterilem Wasser gewaschen. Danach wurden die Zellen in 1 ml 1xTE/LiAc 
gewaschen und in 50 Õl 1xTE/LiAc aufgenommen. Pro Ansatz wurden folgende Komponenten 
pipettiert:

50 Õl Zellen denaturierte Einzelstrang-DNA (Heringsspermien-DNA, 10mg/ml), 
 bis zu 10 Õl zu transformierende DNA (linearisierte Plasmid-DNA), 
 300 Õl 40% PEG in 1xTE/LiAc.

Der Ansatz wurde f¿r 20 min bei RT auf einem Rad inkubiert. AnschlieÇend wurden die 
Zellen bei 42ÁC f¿r exakt 15 min einem Hitzeschock ausgesetzt. Die Suspension wurde dann 
abzentrifugiert, in 150 Õl Wasser resuspendiert und auf einer entsprechenden Selektivplatte 
ausplattiert. Nach 2-4 Tagen Inkubation konnten Einzelkolonien von der Platte genommen 
werden.

5.2.6 Test des Wachstumsverhaltens von Hefestªmmen mittels 
Verd¿nnungsreihen

Dieser Test diente zur genaueren Ermittlung des Wachstumsverhaltens verschiedener Stªmme 
unter bestimmten Bedingungen. So wurde z. B. der EinþuÇ der ¦berexprssion eines Gens unter 
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Kontrolle des GAL-Promotors durch Verd¿nnungsreihen auf Vollmediumsplatten mit Glucose 
bzw. mit Galaktose als Zuckerquelle untersucht.. Dazu wurde die OD600 des zu untersuchenden 
Stammes bestimmt und mit Wasser auf 25000 Zellen/Õl eingestellt (1x107 Zellen entspechen 
ungefªhr 1 OD600). Diese Suspension wurde in einer Mikrotiterplatte f¿nf Mal 1:10 mit Wasser 
verd¿nnt, so daÇ im letzten well theoretisch 0,25 Zellen/Õl sein sollten. Von den einzelnen 
Verd¿nnungsstufen wurden jeweils 5 Õl auf eine entsprechende Agarplatte getropft. Nach dem 
Trocknen des Tropfens wurde die Platte unter den entsprechenden Bedingungen inkubiert, bis 
eventuelle phªnotypische Unterschiede sichtbar wurden.

5.3 Mikroskopie und Fªrbung von Hefezellen

5.3.1 Fixierung von Hefezellen
Um Hefezellen f¿r phªnotypische Untersuchungen lªngere Zeit aufbewahren zu kºnnen, wurden 
sie in 70% Ethanol ýxiert. Dazu wurden Hefen geerntet und in 150 Õl Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension wurden unter vortexen langsam 350 Õl 100% Ethanol zugetropft. Vor dem 
Mikroskopieren wurden die Zellen in 1 ml 50 mM Natriumcitrat gewaschen (3 min, 3000 upm) 
und anschlieÇend in 500 Õl Natriumcitrat aufgenommen. Um Zellaggregate aufzulºsen, wurden 
die Zellen mit sechs Ultraschallpulsen behandelt.
Um Zellen f¿r die Immunþuoreszenz zu ýxieren, wurden 4,4 ml der entsprechenden Kultur mit 
610 Õl 37% Formaldehyd versetzt (Endkonzentration 5% Formaldehyd) und im Roller inkubiert. 
Die Zeit der Fixierung variierte zwischen 10 min und 1 h abhªngig vom zu untersuchenden 
Protein. Danach wurden die Zellen in der Megafuge f¿r 2 min bei 2000 upm abzentrifugiert und 
in 1 ml Puffer B aufgenommen. Die Zellen konnten f¿r einige Tage im K¿hlschrank gelagert 
werden. 

5.3.2 Fªrbung von Hefezellen mit 4Ë,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
DAPI ist eine Substanz, die speziýsch an Nukleinsªuren bindet. Bei Anregung mit dem UV-
Licht einer Quecksilberdampþampe kommt es zu einer blauen Fluoreszenz. Auf diese Weise 
kºnnen DNA-haltige Organellen wie der Zellkern und die Mitochondrien in Hefezellen 
sichtbar gemacht werden. Dazu wurden 5 Õl ethanolýxierter Zellen, die zuvor in Natriumcitrat 
gewaschen worden waren, auf einen Objektrªger getropft und ausgestrichen. Nach kurzem 
Antrocknen wurden sie mit DAPI ¿berschichtet. Im Fluoreszenzmikroskop konnte dann die 
Morphologie des Zellkerns untersucht werden.

5.3.3 Immunþuoreszenz
Die Technik der Immunþuoreszenz wurde eingesetzt, um die subzellulªre Lokalisation 
von Proteinen zu untersuchen. Bei der indirekten Immunþuoreszenz verwendet man einen 
primªren Antikºrper, der gegen das interessierende Antigen gerichtet ist, und einen sekundªren 
Antikºrper, der gegen den primªren gerichtet ist und mit einem Fluorochrom gekoppelt ist. F¿r 
die Immunþuoreszenz wurden die Zellen mit Formaldehyd ýxiert und in PufferB aufgenommen. 
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Von einer 1:20 Verd¿nnung der Zellsuspension wurde die OD600 bestimmt und auf 1 OD600/ml 
mit PufferB eingestellt. Um die Zellwand f¿r den Antikºrper permeabel zu machen, wurde die 
Zellen mit Zymoylase (5 mg/ml, 25 mM DTT) f¿r 20-30 min bei 37ÁC auf dem Roller verdaut. 
Die Inkubationszeit hing dabei von dem Medium ab, in dem die Zellen gewachsen waren und 
war f¿r Zellen aus XYRafýniose/Galaktose grundsªtzlich lªnger als f¿r Zellen aus XYGlucose. 
Die verdauten Zellen wurden bei 2000 upm f¿r 2 min in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert 
und das Pellet wurde in 500 Õl PufferB aufgenommen. 40 Õl dieser Zellsuspension wurden 
auf einen Mulitwell-Objektrªger gegeben, der zuvor mit Polylysin (1mg/ml, MW>300000) 
beschichtet worden war. Hierf¿r wurden 10 Õl Polylysine auf den Objektrªger gegeben, nach 
kurzer Einwirkzeit wieder entfernt und getrocknet. ¦bersch¿ssiges Polylysin wurde dann in 
zwei Schritten abgewaschen. Zuerst wurde jedes Well dreimal mit 40 Õl Wasser gewaschen 
und danach wurde der ganze Objekttrªger in einem 50 ml Falconrºhrchen mit Wasser f¿r 
10 min auf dem Rad inkubiert, nachdem er zwischenzeitlich getrocknet worden war. Die 
Zellsuspension wurde dann wieder vom Objektrªger abpipettiert. Das getrocknete Prªparat 
wurde f¿r 6 min in eiskaltem Methanol inkubiert und f¿r 30 s in eiskaltem Aceton. Nach dem 
Trocknen wurde 40 Õl PBS/BSA (1 mg/ml) aufgetropft, um unspeziýsche Bindestellen f¿r den 
Antikºrper abzublocken. Der Antikºrper wurde ebenfalls in PBS/BSA verd¿nnt und zwar 1:
20 im Falle des 9E10-Kultur¿berstandes und 1:100 f¿r den anti-Tubulin-Antikºrper aus Ratte. 
Der Objektrªger wurde ¿ber Nacht in einer feuchten Kammer mit 10 Õl primªrem Antikºper 
inkubiert. Um nicht gebundenen Antikºrper abzuwaschen, wurde der Objektrªger 7 mal mit 
40 Õl PBS/BSA gewaschen. Dieser und alle weiter Waschschritte erfolgte immer well f¿r well, 
um ein Austrocknen des Prªparates zu verhindern. Der sekundªre Antikºrper, der mit Alexa-
Fluor488 bzw. AlexaFluor546 gekoppelt war, wurde 1:250 verd¿nnt und zwei Stunden im 
Dunkeln inkubiert. Nach dem Abwaschen des ¿bersch¿ssigen sekundªren Antikºrpers (7 mal, 
40 Õl) wurde 1 Õl DAPI pro well aufgebracht, der Objektrªger mit einem Deckglas bedeckt und 
mit Nagellack abgedichtet. Die Fluoreszenz wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. 
Zur Dokumentation wurde ein Kodak Elite Chrom 400 Diaýlm verwendet. Die Objekttrªger 
konnten in Alufolie eingewickelt bei ï20ÁC aufbewahrt werden.

5.4 Synchronisation von Hefekulturen
In einer asynchronen Hefekultur beýnden sich einzelne Zellen in unterschiedlichen Phasen des 
Zellteilungszyklus. Manchmal ist es allerdings notwendig, daÇ sich alle Zellen in der gleichen 
Zellzyklusphase beýnden. Man spricht dann von einer synchronen Kultur. Zur Synchronisation 
von Hefekulturen kann man sich verschiedener Substanzen bedienen, die die Zellen jeweils in 
einer anderen Zellzyklusphase arretieren.
Eine dieser Substanzen ist das Paarungspheromon a-Faktor, das Zellen des Paarungstyps 
MATa in der G1-Phase arretiert. Stªmme, die eine Deletion des BAR1-Gens enthielten, wurden 
mit 50 ng/Õl a-Faktor behandelt. Das BAR1-Gen kodiert f¿r eine extrazellulªre Protease, die 
das Paarungspheromon degradiert. Fehlt das Genprodukt, reagieren die Zellen auf geringe 
Konzentrationen von a-Faktor mit einem G1-Arrest. Hydroxyharnstoff (HU) ist ein Stoff, der 



Methoden54 Methoden 55

Zellen in der fr¿hen S-Phase arretiert. Er hemmt einen Schritt in der Nukleotidbiosynthese und 
f¿hrt so zu einem S-Phasen-Arrest. HU wurde in einer Konzentration von 100 mM eingesetzt. 
Um Zellen in der G2-Phase zu arretierten, behandelt man sie mit Nocodazol. Diese Substanz 
wirkt auf die Spindeln depolymerisierend und f¿hrt so zu einem mitotischen Arrest. Nocodazol 
wurde in einer Konzentration von 15 Õg/ml verwendet. Alle oben genannten Substanzen 
wurden zu exponentiell wachsenden Kulturen bei einer OD600 von 0,5-0,6 gegeben.

5.5 Molekularbiologische Methoden

5.5.1 Plasmidprªparation aus E. coli

5.5.1.1 Plasmidprªparation (Minilysate) nach der Kochlysatmethode
Diese Methode (nach Berghammer und Auer, 1993) wurde angewandt, wenn Plasmide mit 
hoher Kopienzahl wie pUC oder pUC-Derivate isoliert werden sollten. Die erhaltene DNA 
ist zwar noch mit Protein verunreinigt, kann aber ohne weiteres f¿r Restriktionsverdaus und 
Klonierungen eingesetzt werden.
Dazu wurden 2 ml einer ¦bernachtkultur in einem 2-ml-Eppendorf-ReaktionsgefªÇ in der 
Eppendorfzentrifuge f¿r 4 min bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert. Nach AbgieÇen 
des ¦berstandes wurde das Pellet in 40 Õl Lysis-Puffer durch Vortexen resuspendiert und 5 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Suspension f¿r 1 min im Wasserbad 
gekocht und sofort f¿r eine weitere Minute auf Eis abgek¿hlt. Der nach einer 20-min¿tigen 
Zentrifugation (14000 upm) bei Raumtemperatur erhaltene ¦berstand wurde dann direkt f¿r 
Restriktionsverdaus verwendet oder bei -20ÁC gelagert.

5.5.1.2 Plasmidprªparation mit dem JETspin-Kit
Mit dieser Methode kºnnen grºÇere Mengen reiner DNA prªpariert werden. Das Prinzip dieses 
Kits der Firma Genomed beruht auf alkalischer Lyse mit Isopropanol-Fªllung und Reinigung 
der Plasmid-DNA ¿ber Bindung an Anionenaustauschchromatographiesªulen.
Aus einer ¿ber Nacht gewachsenen Vorkultur wurden 100 ml LB-Amp-Medium 1:100 
angeimpft und ¿ber Nacht bei 37ÁC auf dem Sch¿ttler inkubiert. Diese Kultur wurde in 50-
ml- Falconrºhrchen in der Megafuge bei 5000 upm 10 min abzentrifugiert. Das erhaltene 
Pellet wurde in 4 ml F1-Lºsung resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 4 ml-F2-Lºsung 
(enthªlt NaOH und SDS) dazu gegeben und durch Invertieren gemischt. Zur Neutralisierung 
wurden 4 ml 3 M Kaliumacetat pH 5,0 zugef¿gt. Nach 30-min¿tiger Zentrifugation in der 
Megafuge (6000 upm) wurde der ¦berstand in SS34-Zentrifugenrºhrchen ¿berf¿hrt und mit 8 
ml Isopropanol versetzt. Nach 15 min Zentrifugation in der Sorvall-Zentrifuge bei 11000 upm 
befand sich die DNA im Pellet. Dieses wurde, nachdem es trocken war, in 2,4 ml TE gelºst und 
mit Lºsung F3 auf 4 ml aufgef¿llt. Die entstandene Lºsung wurde in zwei Schritten auf die 
mitgelieferten Sªulen aufgebracht, die auf Corex-Rºrchen aufgesetzt, bei 4300 upm f¿r 1 min 
in der Megafuge zentrifugiert wurden. Dabei band die DNA an das Sªulenmaterial. Die Sªulen 
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wurden dann mit 3 ml F4-Lºsung gewaschen (4300 upm, 5 min). Die DNA wurde anschlieÇend 
mit 800 Õl TE von der Sªule eluiert (4300 upm, 2 min).

5.5.2 DNA-Prªparation aus Hefe

5.5.2.1 Gesamt-Hefe-DNA-Prªparation
Die Isolierung genomischer DNA beruht bei dieser Methode (nach Fujimura & Sakuma, 
1993) auf der mechanischen Zerstºrung der Zellwand, anschlieÇender Zellyse durch 
Detergenzbehandlung und alkoholischer Fªllung der DNA. Die isolierte DNA kann f¿r die 
PCR-Ampliýkation bestimmter DNA-Fragmente verwendet werden.
Eine ¦bernachtkultur wurde geerntet, in 1 ml Wasser gewaschen und auf Glasperlen zentrifugiert. 
Zu diesem Ansatz wurden 100 Õl Tris/EDTA/SDS (Tris/HCl pH 7,5 50 mM; EDTA 20 mM; 
SDS 10 mg/ml) gegeben. Der AufschluÇ der Zellen erfolgte durch 5-min¿tige Inkubation des 
Ansatzes in der Retschm¿hle im K¿hlraum. Nach Zugabe von 500Õl Tris/SDS/EDTA wurde 
die Lºsung 10 min bei 70ÁC inkubiert. Die Lºsung wurde anschlieÇend durch Zugabe von 200 
Õl 5M Kaliumacetat neutralisiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis und 5 min Zentrifugation 
bei maximaler Geschwindigkeit in der Eppendorfzentrifuge wurde der ¦berstand in ein 2-ml-
EppendorfreaktionsgefªÇ ¿berf¿hrt und einer Ethanolfªllung unterzogen. Dazu wurde die DNA 
mit 1 ml 100% Ethanol versetzt und kurz abzentrifugiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde 
das Pellet 15 min getrocknet. AnschlieÇend wurde es in 300Õl 1xTE und 50Õl RNase A (1 
mg/ml) aufgenommen und bei 65ÁC 30 min inkubiert. Mit 500Õl 100% Isopropanol wurde die 
DNA wieder gefªllt, mit 70% Ethanol abgesp¿lt und getrocknet. Die DNA wurde schlieÇlich in 
50 Õl H2Omp oder TE gelºst.

5.5.3 Agarosegelelektrophorese
Durch Anlegen einer elektrischen Spannung kºnnen DNA-Fragmente in einem Agarosegel 
nach ihrer GrºÇe aufgetrennt werden. Dabei ist die Laufstrecke im Agarosegel umgekehrt 
proportional zur Lªnge der Fragmente. Zur ¦berpr¿fung einzelner Arbeitsschritte sowie zur 
Gewinnung bestimmter doppelstrªngiger DNA-Molek¿le wurden Gelelektrophoresen in 0,7 bis 
1,5%igen (w/v) Agarosegelen in 1x TAE-Puffer mit 0,5 Õg/ml Ethidiumbromid durchgef¿hrt. 
Dieses lagert sich an DNA an bzw. in DNA ein und kann durch Anregung mit UV-Licht sichtbar 
gemacht werden. Als Laufpuffer diente 1x TAE mit 0,5 Õg/ml Ethidiumbromid. Zur Auftrennung 
der Fragmente wurde eine Spannung von 80 V angelegt. Vor dem Auftragen wurden die Proben 
mit 0,1 Volumina 10x Agarose-Gel-Ladepuffer versetzt. Als GrºÇenstandard diente eine 1-kb-
Leiter von Gibco.

5.5.4 Gelelution aus Agarosegelen
Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der Jetsorb-Kit der Firma Genomed 
verwendet. Das Prinzip dieses Kits basiert auf der Fªhigkeit von Glasmilch, DNA unter hohen 
Salzkonzentrationen zu binden und bei niedrigen Salzkonzentrationen wieder freizusetzen. 
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Der Kit wurde nach Anweisung des Herstellers eingesetzt, wobei pro 100 mg Gel nur 5 Õl 
Glasmilch verwendet wurden.
Im Verlauf der Arbeit wurde dann zum E.N.Z.A Gel Extraction Kit der Firma Peqlab gewechselt, 
der ebenfalls nach den Anweisungen des Herstellers eingesetzt wurde. Bei diesem Kit tritt an 
die Stelle der þ¿ssigen Glasmilch eine Silikamembran, die sich in einer Sªule beýndet.

5.5.5 Klonierung von DNA-Fragmenten
Die Klonierung eines DNA-Fragments, d.h. den Einbau in einen Vektor und anschlieÇende 
Vermehrung, umfaÇt mehrere Schnitte. Zuerst wurden Insert- (PCR-Produkt oder Plasmid-
DNA) und Vektor-DNA mit Restiktionsenzymen geschnitten, die zueinander kompatible 
Enden erzeugten. Dem konnte eine Dephosphorylierung des Vektors folgen. Beide Fragmente 
werden anschlieÇend durch Agarosegelelektrophorese und Gelelution gereinigt. Es folgte nun 
die Ligation der beiden Fragmente und nach Dialyse gegen Wasser deren Transformation in 
elektrokompetente E. coli-Zellen. Aus den erhaltenen Transformanden wurde das Plasmid 
isoliert und durch Restriktionsverdau auf seine Richtigkeit ¿berpr¿ft.

5.5.5.1 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen vom Typ II erkennen eine bestimmte, meist palindrome, 
doppelstrªngige DNA-Sequenz und spalten innerhalb von dieser die DNA duch Hydrolyse von 
Phosphodiesterbindungen. Dabei entstehen ¿berstehende 3ó- oder 5ó-Enden oder auch glatte 
Enden.
F¿r den analytischen Verdau von 1,5-2 Õg Plasmid-DNA wurden 2-4 U Restriktionsenzym 
im vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer eingesetzt. Das Gesamtvolumen betrug 
dabei 10-15 Õl  und wurde mit Wasser aufgef¿llt. Die Inkubation erfolgte f¿r 1-2 h bei der 
f¿r das Enzym optimalen Temperatur. Wenn vom Hersteller angegeben, wurde BSA in einer 
Konzentration von 100 Õg/ml zugesetzt. F¿r prªparative Verdaus wurden ca. 5 Õg DNA mit 5-
10 U Restriktionsenzym 2-3 h verdaut. PCR-Fragmente mit einer Schnittstelle am Ende wurden 
immer ¿ber Nacht verdaut.

5.5.5.2 Behandlung mit alkalischer Phosphatase
Bei Klonierungen, bei denen der Vektor nur mit einem Restriktionsenzym verdaut wurde bzw. 
mit zwei Enzymen, die kompatible Enden erzeugten, wurde er vor der Ligation mit alkalischer 
Phosphatase behandelt, um so durch Entfernen des 5ó-Phosphatrestes Vektorreligationen 
vorzubeugen. Diese Reaktion wurde sofort nach dem Verdau des Vektors im gleichen Ansatz 
durchgef¿hrt. Dazu wurde 1 U alkalische Phosphatase aus arktischen Garnelen zu dem Verdau 
gegeben; zusªtzlich wurde die entsprechende Menge des vom Hersteller mitgelieferten zehnfach 
konzentrierten Reaktionspuffers zugef¿gt und das Gesamtvolumen mit Wasser aufgef¿llt. Der 
Ansatz wurde f¿r 10 min bei 37ÁC im Wasserbad inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms 
stellte man danach die Mischung f¿r 15 min in ein 65ÁC warmes Wasserbad.
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5.5.5.3 Ligation von Insert- mit Vektor-DNA
F¿r Ligationen wurden Insert- und Vektor-DNA in einem Verhªltnis von ungefªhr 2:1 eingesetzt. 
Um die jeweiligen Konzentrationen abzuschªtzen, wurden beide Fragmente nebeneinander 
auf ein Agarosegel aufgetragen. Das Gesamtvolumen eines Ligationsansatzes betrug 20 
Õl und setzte sich zusammen aus 1 U T4-DNA-Ligase, Insert- und Vektor-DNA, 2 Õl 10x 
Reaktionspuffer und Wasser. Die Ligationen wurden 3-4 h bei Raumtemperatur durchgef¿hrt.

5.5.6 Ampliýkation von DNA mittels PCR
Mit Hilfe der PCR (Ăpolymerase chain reactionñ) kºnnen speziýsche DNA-Fragmente 
exponentiell vermehrt werden. Der ampliýzierte Bereich wird dabei duch Oligonukleotidprimer 
festgelegt, die an der gew¿nschten Stelle an die Matrizen-DNA binden. Eine thermostabile 
DNA-Polymerase kann dann an die freien 3ó-OH-Enden der Primer Desoxyribonukleotide 
anhªngen, jeweils komplementªr zum Matrizenstrang. Bei einer PCR werden mehrere Zyklen 
durchgef¿hrt, wobei ein Zyklus aus der Denaturierung der Matrix-DNA, des Annealings des 
Primerpaares und der Kettenverlªngerung durch die DNA-Polymerase besteht.
Ein PCR-Ansatz setzte sich allgemein zusammen aus:

Template-DNA
5 Õl   10x PCR-Puffer
50 pmol Vorwªrtsprimer
50 pmol R¿ckwªrtsprimer
1,5Õl  3 mM MgCl2
10 pmol dNTP-Mix
3-6 U   Taq-Polymerase

Das Gesamtvolumen betrug 50 Õl und wurde mit H2Omp aufgef¿llt.
Die PCR wurde zur Klonierung von Fragmenten, der Epitopmarkierung bzw. Deletion von 
Genen aber auch zur ¦berpr¿fung von genomischen Integrationen eingesetzt.

5.5.6.1 Quantitative PCR
Zur Bestimmung der Integrationszahl von GAL-Konstrukten im Hefegenom wurde eine 
quantitative PCR mit dem Light cycler durchgef¿hrt. Der Light cycler ermºglicht es, die 
Zunahme eines PCR-Produkts wªhrend der Reaktion zu beobachten. F¿r die quantitative PCR 
mit genomischer Hefe-DNA wurde der LightCycler FastStart DNA Master SYBR GreenI Kit 
der Firma Roche verwendet. SYBR Green ist ein DNA-doppelstrang speziýscher Farbstoff, 
dessen Fluoreszenz stark erhºht wird, wenn er an doppelstrªngige DNA bindet. Wªhrend 
der PCR-Reaktion bindet der Farbstoff an das Amplikon, so daÇ dessen Zunahme durch die 
Messung der Fluoreszenzzunahme bestimmt werden kann. Die Speziýtªt der Reaktion wird 
durch die Analyse der Schmelzkurve des PCR-Produkts gewªhrleistet. Um die Bildung von 
Primer-Dimeren und anderen unspeziýschen PCR-Produkten zu minimieren, wird im FastStart 
Kit eine chemisch modiýzierte Taq-Polymerase eingesetzt, bei der einige Aminosªuren so 
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verªndert sind, daÇ sie bei Raumtemperatur inaktiv ist. Durch eine Vorinkubation bei hoher 
Temperatur werden die hitzelabilen ĂBlockingñ-Gruppen entfernt und das Enzym so aktiviert. 
Es handelt sich also um einen chemischen ĂHot startñ.
F¿r die Aufgabenstellung, die Zahl der Integrationen von GAL-Konstrukten im Genom zu 
bestimmen, wurden Primer im GAL-Promotor und im LacZ-Gen gewªhlt. Da der LacZ-Anteil 
von dem zu integrierenden Plasmid stammt und im Hefegenom nicht vorkommt, sollte ein 
PCR-Produkt nur entstehen, wenn das Konstrukt im Genom auch integriert worden ist. Mit den 
Primern WS885 (bindet im LacZ) und WS871 (bindet im GAL-Promotor) wurde ein 370 bp 
langes Fragment ampliýziert. Als interne Kontrolle wurde in einem separaten Ansatz mit den 
Primern WS872 und WS873 ein 664 bp langes Fragment des Actin-Gens ACT1 ampliýziert. 
Zur Bestimmung der Integrationszahl wurde der Quotient aus der GAL-Ampliýkation zu der 
entsprechenden Actin-Ampliýkation gebildet. Um eine Quantiýzierung der Ampliýkation mit 
der Light cycler Software 3.5 vornehmen zu kºnnen, wurde als Standard ein mit StuI linearisierter 
GAL-Vektor (pWS500) eingesetzt. Das Enzym wurde hitzeinaktiviert und der Ansatz wurde 
dialysiert. Dann wurde der Verdau auf 5 ng/Õl eingestellt, mit 0,5 Õl Heringssperma-DNA (10 
mg/ml) versetzt und anschlieÇend auf 0,5 pg/Õl bzw. 0,05 pg/Õl verd¿nnt. Diese Standards 
wurden willk¿rlich auf 10 bzw. 1 gesetzt. In den Light cycler Kapillaren wurden Ansªtze mit 
einem Gesamtvolumen von 20 Õl verwendet, die sich wie folgt zusammensetzten:
  
  11,6 Õl   H20 (PCR grade)
  2,4 Õl    MgCl2 (25 mM, ýnal 4 mM)
  1 Õl    WS872 bzw WS885 (10 pM)
  1 Õl   WS873 bzw. WS871
  2 Õl    LightCycler FastStart DNA Master SYBR GreenI
  2 Õl    Template

Als Template diente eine 1:100 Verd¿nnung einer Standard-Hefe-DNA (5.5.2.1).
Die Proben wurden folgendem Temperaturproýl unterworfen:
Programm1: Prªinkubation 1 Zyklus

95ÁC, 10ô, 20.0 ÁC/s
Programm2: Ampliýkation 45 Zyklen, Quantiýzierung
  95ÁC, 10ôô, 20.0 ÁC/s
  56ÁC, 5ôô, 20.0 ÁC/s
  72ÁC, 26ôô, 20.0 ÁC/s
Programm3: Schmelzkurve 1 Zyklus
  95ÁC, 0ôô, 20.0 ÁC/s
  65ÁC, 15ôô, 20.0 ÁC/s
  95ÁC, 0ô, 0,1 ÁC/s

Von allen Proben wurden Doppelbestimmungen durchgef¿hrt.
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5.5.6.2 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR ist eine schnelle Methode, um den Genotyp eines Hefestammes auf DNA-
Ebene zu untersuchen. Hierbei wird auf die Prªparation von genomischer DNA verzichtet und 
stattdessen ganze Hefezellen f¿r die PCR eingesetzt. Mit einer gelben Pipettenspitze wurde 
etwas Zellmaterial von einer Agarplatte gekratzt, in Wasser resuspendiert und f¿r 4 min im 
Thermocycler gekocht. Der PCR-Ansatz f¿r die anschlieÇende PCR setzte sich wie folgt 
zusammen:
 2 Õl  10x Koloniepuffer (0,125 M Tris-HCl pH 8,5, 0,56 M KCl)
 0,6 Õl  50 mM MgCl2

 0,4 Õl  10 mM dNTP-Mix
   10 pM Primer 1+2
 0,5 Õl  Taq-Polymerase (5 U/Õl)
Der Ansatz wurde mit der Zellsuspension auf 20 Õl aufgef¿llt. Der Reaktionsmix wurde 
folgendem Temperaturproýl unterworfen:
94ÁC 1ô, Annealing Temperatur 1ô, 72ÁC 2-3ô f¿r 35 Zyklen.
Durch die Wahl geeigneter Primer konnten Unterschiede zwischen verschiedenen Stªmmen 
anhand der GrºÇen der entstandenen PCR-Produkte nachgewiesen werden.

5.5.6.2.1 PCR zur Bestimmung des Paarungstyps
Die PCR zur Bestimmung des Paarungstyps eines Hefestammes stellt eine modiýzierte Form 
der Kolonie-PCR dar (Akada et al. 2000). Hierbei wurden Zellen von einer Platte zuerst in 20 
Õl 0,25% SDS resuspendiert und durch kurzes Vortexen aufgeschlossen. Danach wurden die 
Zellen abzentrifugiert. Der ¦berstand diente direkt als Template f¿r die PCR. Mit den Primern 
WS826, WS827 und WS828 entsteht ein 404bp-Fragment, wenn der Stamm den Paarungstyp 
alpha aufweist. Ist der Stamm MATa, wird ein 544 bp-Fragment ampliýziert. Sollte der 
Stamm diploid sein, werden beide Fragmente gebildet. Der PCR-Ansatze setzt sich wie folgt 
zusammen:
 2,5 Õl  10x Taq-Puffer
 1,5 Õl  25 mM MgCl2

 2,5 Õl  2 mM dNTP-Mix
 3 Õl  Primer-Mix (10 pmol/Õl je Primer)
 0,15 Õl Taq-Polymerase (5 U/Õl)
 0,5 Õl   ¦berstand
Der Ansatz wurde mit Wasser auf 25 Õl aufgef¿llt und folgendem Temperaturproýl 
unterworfen : 
 1 Zyklus: 94ÁC, 4ô

30 Zyklen: 94ÁC, 1ô, 55ÁC, 1ô, 72ÁC, 40ôô
 1 Zyklus: 72ÁC, 3ô



Methoden60 Methoden 61

5.5.6.3 Gezielte Mutagenese eines Gens mittels PCR
Die hier verwendete Methode zur gezielten Mutagenese bedient sich einer speziellen linearen 
Ampliýkation von DNA (Papworth et al. 1996). Es wird die Fªhigkeit der thermostabilen 
DNA-Polymerase Pfu genutzt, lange DNA-Fragmente fehlerfrei zu polymerisieren. Dazu wird 
ein komplettes Plasmid, das nicht grºÇer als ca. 10kb sein sollte, ampliýziert. Die verwendeten 
mutagenen Primer tragen die gew¿nschte Mutation und binden an die entsprechende Stelle 
des Plasmids. Das Primerpaar ist auf seiner ganzen Lªnge komplementªr zueinander. Die 
Ampliýzierung des zu mutagenisierenden Plasmids ergibt ein Gemisch aus unverªnderten 
Plasmiden und Plasmiden, die aus neuem und altem Strang bestehen. Da die verwendete 
Plasmid-DNA aus einem E.coli-Stamm isoliert wurde, der aktive DNA-Methylasen besitzt, und 
da die Amplikons nicht methyliert sind, unterscheidet sich neusynthetisierte und Template-DNA 
in ihrem Methylierungmuster. Das Restriktionsenzym DpnI unterscheidet nun beim Verdau von 
DNA zwischen methylierter und unmethylierter DNA. Unmethylierte DNA wird von DpnI 
nicht verdaut. Verdaut man nun den gesamten Mutageneseansatz mit DpnI, so f¿hrt dies zu einer 
sehr starken Anreicherung neusynthetisierter Plasmide, die die gew¿nschte Mutation tragen 
sollten. Wurde nun die eingef¿hrte Mutation so gewªhlt, daÇ eine Erkennungsstelle f¿r ein 
Restriktionsenzym neu eingef¿hrt oder zerstºrt wurde, so kann man durch Restriktionsverdau 
mutierte von unmutierten Plasmiden unterscheiden.
Mutagenesen wurden in folgendem Ansatz durchgef¿hrt:

0,5 Õl Template-DNA (ca. 250 ng)
 5 Õl WSxxx (10 ng/Õl), mutagener Primer
 5 Õl WSxxx (10 ng/Õl), mutagener Primer
 5 Õl 10x Turbo-Pfu-Puffer
 5 Õl dNTPs
 2 Õl Turbo-Pfu (2,5 U/Õl)
 27,5 Õl H20mp
F¿r diesen Ansatz wurde folgendes Temperaturproýl gewªhlt:
15 Zyklen 95ÁC 30óó, 55ÁC 1ó, 72ÁC 3,5 min/kb
AnschlieÇend wurden 20 Õl des Ansatzes f¿r 2 h mit 10 U DpnI verdaut und in E. coli DH5a 
transformiert. Die erhaltenen Transformanten wurden angeimpft, um aus ihnen Plasmid-DNA 
zu prªparieren. Diese wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym verdaut, um zu 
¿berpr¿fen, ob die gew¿nschten Schnittstellen eingef¿hrt wurden. Richtige Plasmide sollten im 
Vergleich zum Ausgangsplasmid ein verªndertes Schnittmuster aufweisen.

5.5.6.4 Deletion und Modiýkation von Genen mittels PCR
Zur Epitopmarkierung von Proteinen in S. cerevisiae bzw. zur Deletion von Genen wurde die 
Einschritt-PCR Methode nach Longtine et al. verwendet. Der Vorteil dieser Methode liegt 
darin, dass das zu verªndernde Gen nicht erst kloniert und mutagenisiert werden muÇ und somit 
eine groÇe Zeitersparnis auftritt. Der Methode zugrunde liegt die homologe Rekombination 
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zwischen den Flanken des generierten PCR-Produktes und dem entsprechenden endogenen 
Genort. Als Template f¿r die PCR dienen Plasmide der pFA-Reihe. Diese Plasmide tragen als 
selektierbaren Marker das TRP1-Gen aus S. cerevisiae, das E. coli kanr-Gen, das die Resistenz 
gegen G418 vermittelt, oder das his5+-Gen aus Schizosaccharomyces pombe. Der Vorteil der 
heterologen Marker besteht dabei darin, daÇ sie keine Homologie zu genomischen Sequenzen 
besitzen und so keine homologe Rekombination mit dem Genom des zu manipulierenden 
Stammes stattýnden kann. Mit Hilfe der pFA- Plasmide kann eine myc13- oder eine HA3-
Kassette ampliýziert werden. Um eine epitopmarkierte Version eines Gens herzustellen bzw. 
es zu deletieren, wurden Primer entworfen, die auf einer Lªnge von 20 bp homolog sind 
zum Polylinker der pFA-Plasmide und ca. 50 bp Homologie auf beiden Seiten des Zielgens 
aufweisen. Mit diesen Primern wird eine PCR durchgef¿hrt und das Ampliýkat wird in den 
gew¿nschten Hefestamm transformiert. Die 50 bp lange Sequenz, die zum Zielgen homolog ist, 
ermºglicht eine homologe Rekombination am gew¿nschten Genort, wodurch eine modiýzierte 
Version des Zielgens entstanden ist, auf die ¿ber den Marker selektiert werden kann.
Zur Epitopmarkierung von Scc1, Rad9 und Lte1 bzw. zur Deletion von CDC5 wurde folgende 
PCR-Reaktion durchgef¿hrt:
0,2 Õl  pFA-Plasmid (linearisiert mit HindIII)
5 Õl  WSxxx (10 pmol/Õl)
5 Õl  WSxxx (10 pmol/Õl)
5 Õl   10x Taq-Puffer
5 Õl   dNTPs (2 mM)
0,5 Õl   Taq-Polymerase
Die Ansªtze wurden zuerst f¿r 3 min denaturiert und dann folgendem PCR-Programm 
unterworfen:
25 Zyklen: 94ÁC 30ôô, 56ÁC 30ôô, 72ÁC 1ô 30ôô
Die PCR-Ansªtze wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und anschlieÇend aus dem Gel 
gereinigt. Von dem gereinigten Ansatz wurden 10 Õl in den gew¿nschten Hefestamm 
transformiert.

5.6 Protein-chemische Methoden

5.6.1 Herstellung von Proteinrohextrakten aus Hefezellen
Die Proteinextrakte wurden durch mechanischen AufschluÇ von Hefezellen mittels 
Glask¿gelchen hergestellt. Hierzu wurden Hefezellen in der Megafuge geerntet (2000 
upm, 2 min) und in 1 ml eiskaltem Wasser aufgenommen. Diese Suspension wurde in ein 
SchraubdeckelgefªÇ mit Glask¿gelchen ¿berf¿hrt und in der Eppendorfzentrifuge bei 14000 
upm kurz abzentrifugiert. Der ¦berstand wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und 
die Probe auf Trockeneis eingefroren. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Proben bei 
-70ÁC gelagert. Zur Herstellung des Proteinextrakts wurden die Proben auf Eis mit 150 Õl 
Puffer 3 mit b-Glycerophosphat versetzt und im K¿hlraum in der Retschm¿hle 5 min bei 
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maximaler Energie gesch¿ttelt. Nach dem AufschluÇ wurden die Proben 3-5 min bei 14000 
upm in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert. Ein 100 Õl Aliquot des ¦berstandes wurde 
in 100 Õl 2x Lªmmli-Puffer verd¿nnt und 5 min im Heizblock gekocht, um die Proteine zu 
denaturieren. Weitere 5 Õl des ¦berstandes wurden in 45 Õl Wasser verd¿nnt. Diese Probe 
diente spªter zur Bestimmung des Proteingehalts. Dazu wurde die Probe nochmals 1:100 in 500 
Õl Wasser verd¿nnt und mit 500 Õl Bradfordreagenz versetzt. Nach f¿nfmin¿tiger Inkubation 
bei Raumtemperatur wurde die Extinktion der Probe bei 595 nm bestimmt, was als MaÇ f¿r die 
Proteinkonzentration diente. Geeicht wurde das Photometer gegen Bradfordreagenz verd¿nnt 
in Wasser.

5.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese kºnnen Proteine im elektrischen Feld gemªÇ 
ihrer Masse aufgetrennt werden. Das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) 
lagert sich in einem konstanten Gewichsverhªltnis an Proteine an, so daÇ diese mit einer 
negativen Gesamtladung versehen werden und in einem elektrischen Feld zur Anode wandern. 
Zusªtzlich zerstºrt SDS zusammen mit b-Mercaptoethanol, das sich im Probenpuffer beýndet 
und Disulýdbr¿cken reduziert, die Sekundªrstruktur von Proteinen, so daÇ man von einer 
Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen spricht. Als Matrix f¿r die Elektrophorese 
dient ein Gel aus Polyacrylamid. Im Sammelgel, das groÇporig ist und wenige Ladungstrªger 
enthªlt, werden die Proteine in einer Bande konzentriert, bevor sie in das engermaschige 
Trenngel einwandern, das viele Ladungstrªger enthªlt.
Zur Auftrennung von Proteinen wurden 9%ige und 7%ige Trenngele verwendet. Pro Spur 
wurden 1OD595 Protein geladen. Die Elektrophorese wurde in Gelkammern der Firma Biometra 
durchgef¿hrt, in denen zwei Gele gleichzeitig laufen konnten. Pro Gel wurde eine Stromstªrke 
von 10 mA angelegt. Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn die blaue Lauffront aus dem 
Gel gewandert war. Um die Modiýkation von Scc1 detektieren zu kºnnen, wurde der Gellauf 
um eine Stunde verlªngert. Das Trenngel wurde schlieÇlich f¿r einen Western Blot verwendet. 

5.6.3 Coomassiefªrbung von SDS-Gelen
Der Nachweis von Proteinen in SDS-Gele erfolgte durch Fªrbung mit dem blauen Farbstoff 
Coomassie Brilliant blue G250. Dabei ist das Farbpigment in einer Mischung aus 30% 
Methanol und 10% Essigsªure gelºst, wodurch die Proteine gleichzeitig ýxiert werden. Nach 
einer ca. 30 min¿tigen Inkubation in der Fªrbelºsung wurde der ¿bersch¿ssige Farbstoff durch 
Waschen in Methanol/Essigsªure entfernt. Gefªrbte Gele konnten einige Tage in 7% Essigsªure 
aufbewahrt werden, f¿r die dauerhafte Konservierung wurden sie allerdings zwischen zwei 
Lagen Zellophanfolie gespannt in einem Rahmen getrocknet.
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5.6.4 Western Blot und immunologischer Nachweis der Proteine
Bei einem Western Blot werden Proteine unter Anlegen einer elektrischen Spannung aus 
einem SDS-Gel auf eine Membran ¿bertragen. Die Proteine kºnnen anschlieÇend auf der 
Membran mittels einer enzymatischen Reaktion nachgewiesen werden. Hierzu wird die 
Membran mit einem gegen das interessiernde Protein gerichteten Antikºrper inkubiert. Dieser 
primªre Antikºrper kann dann mit einem zweiten Antikºrper, der gegen den ersten gerichtet 
ist, nachgewiesen werden. Dieser sekundªre Antikºrper ist mit dem Enzym HRP (Peroxidase 
aus Meerrettich) gekoppelt. Dieses katalysiert die Oxidation von Luminol, das dabei Licht der 
Wellenlªnge 420 nm emittiert. Dieses Licht kann  mit einem Rºntgenýlm  durch Schwªrzung 
des Films an der entsprechenden Stelle sichtbar gemacht werden.
Zum Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran wurde folgender Aufbau benutzt: Auf 
die Graphitanode der Elektroblottinapparatur wurden zwei in Transferpuffer getrªnkte Filter 
aus Whatmanpapier GB004 gelegt. Darauf kam die gewªsserte und dann in Transferpuffer 
getrªnkte Nitrozellulosemembran, auf die dann ihrerseits das ebenfalls in Transferpuffer 
getrªnkte Trenngel gelegt wurde. Zum AbschluÇ wurden noch zwei Filter aufgelegt. Der Aufbau 
wurde durch die im Deckel der Apparatur beýndliche Kathode abgeschlossen. Zum Blotten 
wurde pro Gel f¿r 45 min eine Stromstªrke von 160 mA eingestellt. Nach dem Blotten wurde 
die Membran kurz in Wasser geschwenkt und dann f¿r 5 min mit Ponceau S gefªrbt, um den 
Transfer der Proteine zu ¿berpr¿fen und die Beladung der einzelnen Spuren zu dokumentieren. 
Um nun unspeziýsche Bindungsstellen f¿r den Antikºrper auf der Nitrozellulosemembran 
abzusªttigen, wurde die Membran eine Stunde lang in 5%igem (w/v) Milchpulver (in TBS-T) 
inkubiert. Die Inkubation mit dem primªren Antikºrper erfolgte dann ¿ber Nacht in Milchpulver. 
Der sekundªre Antikºrper wurde dann f¿r 2 h, ebenfalls in Milchpulver, auf die Membran 
gegeben, nachdem diese dreimal f¿r 5 min in 10 ml TBS-T gewaschen worden war, um nicht 
gebundenen Primªrantikºrper zu entfernen. Ebenso wurde ¿bersch¿ssiger Sekundªrantikºrper 
abgewaschen und die Membran wurde zum Nachweis der Proteine in TBS aufbewahrt. Zur 
Lichtnachweisreaktion wurde die Chemiluminescence Blotting Substrate-Lºsung der Firma 
Roch verwendet. Dazu wurden 800 Õl Reagenz B mit 8 Õl Reagenz A gemischt und auf der mit 
einem Saugpapier abgetupften Membran gleichmªÇig verteilt. Die Membran wurde dann mit 
einer durchsichtigen Folie abgedeckt. Im Dunkeln wurden nun f¿r unterschiedlich lange Zeiten 
Rºntgenýlme aufgelegt, auf denen nach dem Entwickeln des Films das gesuchte Protein als 
schwarze Bande sichtbar wurde. 

5.6.5 Quantiýzierung von Dot blots mit dem Phosphoimager
Um die Menge eines bestimmten epitopmarkierten Proteins in einem Gesamthefelysat relativ 
zu einem Standard zu bestimmen, wurden Dot blots mittels Chemiþuoreszenznachweis am 
Phosphoimager quantiýziert. Hierzu wurden zuerst Proteinrohextrakte des entsprechenden 
Stammes hergestellt (5.6.1). Diese wurden mit 1x Lªmmli-Puffer auf 0,5 OD595/5 Õl 
eingestellt. Von dieser Probe wurden 5 Õl auf eine PVDF-Membran aufgebracht, wobei 
Vierfachbestimmungen durchgef¿hrt wurden. Da PVDF-Membranen stark hydrophob sind, 
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wurden sie zuvor in Methanol benetzt (10 s), dann f¿r 10 min in Wasser inkubiert und 
anschlieÇend in Transferpuffer (15 min) ªquvilibriert. Unter die trocken getupfte Membran 
wurden zwei mit Transferpuffer getrªnkte Whatmann-Papiere GB002 gelegt, damit die Tropfen 
nicht verliefen. Nachdem die Membran vollstªndig getrocknet war, wurde sie wieder kurz 
in Methanol inkubiert und anschlieÇend in TBS-T mit 5 % Milchpulver f¿r mindestens eine 
Stunde geblockt. Die Inkubation mit dem primªren Antikºrper erfolgte wie f¿r den Western Blot 
beschrieben. Nicht gebundener primªrer Antikºrper wurde durch dreimaliges Waschen in 10 ml 
TBS-T entfernt. Als sekundªrer Antikºrper wurde ein mit Alkalischer Phosphatase gekoppelter 
anti-Maus Antikºrper in einer Verd¿nnung von 1:2500 eingesetzt. Nach zweist¿ndiger 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde ¿bersch¿ssiger Antikºrper durch dreimaliges Waschen 
f¿r 5 min in 20 ml TBS-T entfernt. Danach wurde die Membran einmal in TBS gewaschen. F¿r 
den Chemiþuoreszenznachweis wurde 1 ml des ECF- (enhanced chemiþuorescence) Substrats 
auf eine Folie aufgebracht und die Membran mit der Proteinseite nach unten daraufgelegt. Die 
an den sekundªren Antikºrper gekoppelte Alkalische Phosphatase setzt dabei das ECF-Substrat 
zu einem gelben, þuoreszierenden Stoff um, der an den Stellen prªzipitiert, an denen der 
Antikºrper gebunden hat. Nachdem sich das Prªzipitat gebildet hatte, wurde die Membran kurz 
in TBS geschwenkt und dann auf den Phosphoimager gelegt. Der Blot wurde im Kanal Blue 
Fluorescence gescannnt und mit der mitgelieferten Software (Image Quant 5.2) ausgewertet. 
F¿r die Angleichung des Hintergrundes wurde die Berechnungsmethode Local Avarage 
verwendet.

5.6.6 Immunprªzipitation 
Mit Hilfe der Immunprªzipitation (IP) kann ein bestimmtes Protein aus einem Rohextrakt 
gereinigt bzw. stark angereichert werden. Hierzu wird ein gegen das gesuchte Protein gerichteter 
Antikºrper zum Rohextrakt gegeben und mit diesem inkubiert. Wªhrend dieser Inkubation 
bindet der Antikºrper speziýsch an sein Epitop und es entstehen Immunkomplexe. Man macht 
sich nun die Tatsache zu nutze, daÇ das Protein A aus Staphylococcus aureus an den konstanten 
Teil von Antikºrpermolek¿len bindet und hier¿ber auch an die gesamten Immunkomplexe. 
Diese kºnnen nun gefªllt werden, wenn man Protein A verwendet, das an eine Sepharosematrix 
gebunden ist. Das gew¿nschte Antigen wird so ¿ber den Antikºrper und das Protein A an die 
Sepharosematrix gebunden und kann durch Zentrifugation und mehrere Waschschritte aus 
dem Rohextrakt gereinigt werden. Ist nun an das Protein, gegen das der Antikºrper gerichtet 
ist, ein weiteres Protein gebunden, wird auch dieses mitgefªllt. Man spricht dann von einer 
Koimmunprªzipitation (CoIP).
F¿r eine IP wurden die Proben zunªchst wie unter Punkt 5.6.1 beschrieben behandelt, die 
¦berstªnde wurden allerdings einem weiteren Zentrifugationsschritt von 15 min unterworfen, 
um mºglichst alle partikulªren Bestandteile zu entfernen. Von diesem ¦berstand wurden 5 Õl f¿r 
die Proteinbestimmung verwendet. 20 Õl wurden in 20 Õl 2x Lªmmli-Puffer aufgenommen und 
f¿r 5 min gekocht. Diese Proben stellten den Rohextrakt dar. Die Proteinbestimmung erfolgte 
wie unter 5.6.1 erlªutert. Pro IP wurden ca. 100 OD595 Protein eingesetzt. Ein entsprechendes 
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Aliquot des ¦berstandes wurde mit Puffer 3, der noch zusªtzlich 60 mM b-Glycerophosphat 
enthielt, auf ein Gesamtvolumen von 500-1000 Õl aufgef¿llt. Von einem Zellkultur¿berstand 
von 12CA5-produzierenden Zellen (Antikºrper gegen das HA-Epitop) wurden 40 Õl pro 
IP eingesetzt, im Fall des 9E10 Antikºrpers (gegen das c-myc-Epitop) wurden 80 Õl des 
¦berstandes verwendet. Die Rohextrakte wurden auf dem Roller im K¿hlraum 2 h mit dem 
entsprechenden Antikºrper inkubiert. Danach wurden pro Ansatz 25-40 Õl Protein A-Beads 
zugegeben. Diese wurden zuvor 2 mal in 1ml Puffer 3 mit b-Glycerophosphat gewaschen. Nach 
weiteren 2 h Inkubation wurde jeder Ansatz 3 mal mit 1 ml Puffer 3 mit b-Glycerophosphat 
gewaschen, um nicht gebundene Proteine zu entfernen. Beim letzten Waschschritt wurde der 
¦berstand mit einer Hamilton-Spritze so komplett wie mºglich abgenommen. Das Pellet 
wurde in 30 Õl 2x Lªmmli-Puffer aufgenommen und f¿r 10 min im Heizblock gekocht, um die 
Proteine zu denaturieren.

5.6.7 Afýnitªtsprªzipitation mit MBP-Cdc5
Die Afýnitªtsprªzipitation stellt eine alternative Methode zur Immunprªzipitation dar. Dabei 
wird das Testprotein an einer Matrix immobilisiert und untersucht, ob bestimmte Proteine 
aus einem Zelllysat daran binden. Hier wurde MBP-Cdc5 als Testprotein verwendet, das an 
Amyloseresin gebunden wurde.
MBP-Cdc5 wurde in E. coli exprimiert (5.1.3) und die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen 
(2x 30 s, Output 4,5). Nach Bestimmung des Proteingehalts wurde das Lysat mit Amyloseresin 
unter Rollern in einem 2 ml EppendorfreaktionsgefªÇ f¿r 2 h inkubiert. Parallel dazu 
wurden Zelllysate aus Hefezellen hergestellt (5.6.1), die eine epitopmarkierte Version des zu 
untersuchenden Proteins enthielten. Nach dem Waschen des Amyloseresins wurde es dann 
mit dem Hefelysat vermischt und nochmals 2 h auf dem Roller inkubiert. Nicht gebundene 
Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit Puffer3 entfernt und das Amyloseresin in 1x 
Lªmmlipuffer gekocht. AnschlieÇend wurde im Western Blot untersucht, ob das epitopmarkierte 
Protein mit MBP-Cdc5 aus dem Lysat prªzipitiert werden konnte. Mit dieser Methode konnten 
auch noch sehr schwache oder nur transiente Wechselwirkungen nachgewiesen werden.

5.6.8 Phosphataseassay
Posttranslationale Modiýkationen von Proteinen f¿hren hªuýg zu einem verªnderten 
Laufverhalten der Proteine in der SDS-PAGE. Eine Phosphorylierung kann beispielsweise 
bewirken, daÇ langsamer laufende Proteinspezies auftauchen. Um zu testen, ob es sich bei 
solchen langsamer laufenden Formen tatsªchlich um phosphorylierte Proteine handelt, wurde 
ein Phosphataseassay mit der Proteinphosphatase l durchgef¿hrt. Dabei handelt es sich um 
eine dualspeziýsche Phosphatase aus dem Bakteriophagen l. Das zu untersuchende Protein 
wurde aus einem Zelllysat durch Prªzipitation gereinigt. Das Prªzipitat wurde dann entweder 
sofort mit 2x Lªmmlipuffer versetzt und f¿r 10 min gekocht oder mit Phosphatasepuffer und 
Phosphatase (400U) f¿r eine Stunde bei 30ÁC inkubiert. Als Kontrolle wurde das Prªzipitat 
mit Puffer alleine inkubiert. Ergab sich nach der Behandlung mit Phosphatase im Vergleich 
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zum Prªzipitat und der mit Puffer inkubierten Probe eine Verªnderung des Laufverhaltens des 
Proteins im Western Blot, konnte davon ausgegangen werden, daÇ es sich bei der beobachteten 
Modiýkation um eine Phosphorylierung gehandelt hat.

5.6.9 Kinaseassay
Die Aktivitªt einer Kinase kann in vitro durch die Messung des Einbaus von radioaktivem 
Phosphat in ein Substratprotein bestimmt werden. Die Kinase wird dabei aus einem 
entsprechenden Hefelysat prªzipitiert und mit g-32P-ATP inkubiert. Im Falle der Messung 
von Cdc28-assoziierter Kinseaktivitªt wurde der Komplex aus epitopmarkiertem Zyklin 
(Clb2HA3, Clb3HA3 und Clb5HA3) und Cdc28 aus Zyklin ¿berexprimierenden Stªmmen mit 12CA5 
prªzipitiert. Das Prªzipitat wurde zuerst drei Mal in Puffer3 gewaschen und dann noch einmal 
drei Mal in Kinasepuffer (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT), um die ProteinA-
Beads umzupuffern. Die Phosphorylierungsreaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 30 
Õl in CDK-Kinasepuffer mit 10 ÕM ATP und 5 ÕCi g-32P-ATP bei 30ÁC f¿r 30 min. Danach 
wurde der Ansatz mit 2xLªmmlipuffer versetzt und die Proteine durch Kochen denaturiert. Als 
Substrat f¿r Cdc28-Kinase wurde HistonH1 (5Õg) oder verschiedene Fusionsproteine aus MBP 
und Cdc5 eingesetzt (1-5 Õg).
Cdc5-Kinase wurde mit 9E10 aus Stªmmen prªzipitiert, die Wildtyp Cdc5 oder mutiertes Cdc5 
mit einem Myc3-Epitop ¿berexproduzierten. Als k¿nstliches Substrat diente Casein (5 Õg). 
Der Assay wurde in Cdc5-Kinasepuffer (50 mM HEPES pH 7,4, 60 mM K-Acetat, 10 mM 
MgCl2, 5 mM MnCl2) mit 50 ÕM ATP und 5 ÕCi g-32P-ATP pro Ansatz bei 30ÁC f¿r 30 min 
durchgef¿hrt.
Die Proben wurden anschlieÇend auf ein SDS-Gel aufgetragen (9-7%). Dieses wurde dann 
auf ein GB002 Whatman-Papier im Geltrockner aufgetrocknet (2 h, 80ÁC). Der Nachweis der 
phosphorylierten Proteine erfolgte schlieÇlich durch Autoradiographie, wof¿r ein Film auf das 
getrocknete Gel gelegt und bei ï70ÁC exponiert wurde.
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6 Ergebnisse

6.1 Die Menge von Cdc5 ist zellzyklusabhªngig reguliert
Um das Verhalten von Cdc5 im Zellteilungszyklus zu untersuchen, wurde ein 
Synchronexperiment durchgef¿hrt. Hierf¿r wurden exponentiell wachsende Zellen eines 
Stammes, der eine mit dem HA3-Epitop versehene Variante von CDC5 exprimierte, mit dem 
Paarungspheromon a-Faktor in der G1-Phase des Zellteilungszyklus arretiert. Nach Erreichen 
des Arrestes wurden die Zellen synchron in den nªchsten Teilungszyklus entlassen, indem sie 
in frisches Medium ohne a-Faktor ¿berf¿hrt wurden. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 
Proben entnommen und f¿r einen Western Blot aufgearbeitet (Abb. 4). Wie in der Literatur 
bereits beschrieben (Shirayama et al., 1998, Cheng et al., 1998), schwankt die Menge von Cdc5 
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Abb. 4 Die Menge von Cdc5 variiert wªhrend des Zellteilungszyklus. Um Cdc5 im Verlauf 
des Zellteilungszyklus zu untersuchen, wurden wachsende Zellen des Stammes W1809 (cdc5:
:CDC5HA3-URA3 bar1- ::HIS3) mit dem Paarungspheromon a-Faktor in der G1-Phase 
arretiert. Nach Erreichen des Arrestes wurden die Zellen in frisches Medium ohne a-Faktor 
entlassen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben f¿r einen Western Blot entnommen 
bzw. Zellen f¿r die morphologische Auswertung mit Ethanol ýxiert. Cdc5HA3 wurde mit dem 
HA-speziýschen Antikºrper 12CA5 nachgewiesen. Als Vergleich diente das Zyklin Clb2, 
das mit einem a-Clb2 Serum aus Kaninchen nachgewiesen wurde. Zur Bestimmung des 
Zellteilungsstadiums wurde der Knospungsindex der ethanolýxierten Zellen nach DAPI-
Fªrbung bestimmt
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im Zellteilungszyklus. In a-Faktor arretierten Zellen ist kein Cdc5 vorhanden. Geringe Mengen 
von Cdc5 sind erstmals 45 min nach Entlassen der Zellen aus dem G1-Arrest nachzuweisen. 
Zu diesem Zeitpunkt haben bereits ¿ber 70 % der Zellen eine Knospe gebildet. Die Menge an 
Cdc5 steigt weiter kontinuierlich an und erreicht nach 75-90 min ihr Maximum. Gleichzeitig 
haben die meisten Zellen eine Knospe gebildet und zum Teil auch schon ihre Kerne getrennt. 
Nach 105 min, wenn die meisten Zellen getrennte Kerne aufweisen, nimmt die Menge an 
Cdc5 bereits wieder ab. 120 min nach Entlassen aus dem urspr¿nglichen G1-Arrest beginnt 
der nªchste Zellzyklus. Auffªllig ist, dass Cdc5 im SDS-Gel ein heterogenes Laufverhalten 
zeigt. Dies deutet auf eine posttranslationale Modiýkation hin. Das Muster des Auftretens von 
Cdc5 ist parallel zu dem des B-Typ Zyklins Clb2. Beide Proteine sind erst nachweisbar, wenn 
ein signiýkanter Anteil der Zellen eine Knospe gebildet hat, akkumulieren in der Mitose und 
verschwinden wieder beim Austritt aus der Mitose.
Das zellzyklusabhªngige Auftreten von Cdc5 wurde weiterhin durch eine indirekte 
Immunþuoreszenz untersucht. Cdc5 ist ein Kernprotein, lokalisiert aber auch an den 
Spindelpolkºrpern (Shirayama et al., 1998, Cheng et al., 1998). Mit einer C-terminalen GFP-
Fusion konnte auch eine Lokalisierung am ¦bergang von Mutter- zu Tocherzelle nachgewiesen 
werden (Song et al., 2000). Asynchron wachsende Zellen eines Stammes, der vom endogenen 
Promotor ein Myc15-markierters CDC5 exprimiert, wurden mit Formaldehyd ýxiert und f¿r 
eine Immunþuoreszenz aufgearbeitet (5.3.3). Mit einem a-Myc Antikºrper wurde dann Cdc5 
nachgewiesen. Die Zellen wurden gleichzeitig mit einem a-Tubulin Antikºrper behandelt, um 
die Spindel sichtbar zu machen. Die Kern-DNA wurde mit DAPI gefªrbt. In G1-Zellen lªsst 
sich kein Cdc5 nachweisen (Abb. 5, 1). In Zellen mit kleiner Knospe, einem DAPI-Signal und 
einer kurzen Spindel ist Cdc5 zum Teil im Kern vorhanden (vgl. Abb. 5, 2a und 2b). In Zellen 
mit einem elongierten Kern und elongierter Spindel entspricht das Cdc5-Signal ebenfalls dem 
DAPI-Signal (Abb. 5, 3). Zellen mit getrennten Kernen und maximal elongierter Spindel, 
haben schon teilweise das Cdc5-Signal verloren (vgl. Abb. 5, 4a und 4b). Mittels indirekter 
Immunþuoreszenz konnte Cdc5 in diesem Experiment nur im Kern lokalisiert werden. 
Es war nicht mºglich, Cdc5 an den Spindelpolkºrpern oder am Mutter-Tochter-¦bergang 
nachzuweisen. Das Muster des Auftretens von Cdc5 in der einzelnen Zelle korreliert mit dem 
im Western Blot beobachteten Verhalten des Proteins in einer synchronisierten Zellkultur.
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6.2 Cdc5 wird durch Phosphorylierung reguliert
Die Phosphorylierung von Proteinen ist ein weitverbreiteter Mechanismus der Regulierung 
ihrer biologischen Aktivitªt. Allgemein ¿bertragen Kinasen den g-Phosphatrest von ATP auf 
OH-Gruppen ihrer Substrate. Diese Phosphatreste kºnnen von Phosphatasen wieder entfernt 
werden, so dass es sich bei der Phosphorylierung von Proteinen um einen reversiblen Prozess 
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Abb. 5 Cdc5 lokalisiert im Zellkern. Die Lokalisierung von Cdc5 wurde mittels einer 
indirekten Immunþuoreszenz untersucht. Asynchron wachsende Zellen des Stammes K6390 
(cdc5::CDC5Myc15-URA3) wurden f¿r 10 min mit Formaldehyd ýxiert und anschlieÇend f¿r 
die Immunþuoreszenz aufgearbeitet. Cdc5 wurde mit 9E10, Tubulin mit dem a-Tubulin-
Antikºrper Yol1/34 aus Ratte nachgewiesen. Als sekundªre Antikºrper wurde f¿r 9E10 ein 
a-Maus Antikºrper gekoppelt mit Alexa 488 und f¿r Yol1/34 ein a-Ratte-Antikºrper gekoppelt 
mit Alexa 546 verwendet. Die DNA wurde mit DAPI angefªrbt. Am Fluoreszenzmikroskop 
wurden Diapositive angefertigt.
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handelt. Es ist bekannt, dass viele Kinasen in ihrer Aktivitªt selbst durch Phosphorylierung 
reguliert sind (Johnson et al., 1996). Von Cdc5 konnte gezeigt werden, dass die Kinaseaktivitªt 
gegen¿ber dem k¿nstlichen Substrat Casein abhªngig ist von zuvor erfolgter Phosphorylierung 
von Cdc5 selbst (Cheng et al., 1998).

6.2.1 Cdc5 ist ein Phosphoprotein
Cdc5 zeigt ein heterogenes Laufverhalten in der SDS-PAGE. Um zu testen, ob dies durch eine 
Phosphorylierung des Proteins verursacht wird, wurde ein Phosphataseassay durchgef¿hrt 
(5.6.8). Aus einer asynchronen Kulturen von Stªmmen, die HA- bzw. Myc-markiertes CDC5 
exprimierten, wurden Lysate hergestellt. Mittels eines a-HA bzw. a-Myc Antikºrpers und 
Protein A-Agarose Beads wurde eine Immunprªzipitation durchgef¿hrt. Das Prªzipitat wurde 
entweder direkt mit Lªmmli-Puffer versetzt und durch Kochen denaturiert oder es wurde mit 
Phosphatasepuffer aufgef¿llt. Zu der einen Hªlfte der mit Puffer versetzten Proben wurde 
zusªtzlich die dualspeziýsche l-Protein-Phosphatase zugef¿gt, die Phosphatreste sowohl 
von Serin-/Threonin- als auch von Tyrosin-Resten entfernen kann. Wie in Abb. 6 zu sehen, 
verschwindet die langsamer laufende Form von Cdc5 nach Behandlung mit Phosphatase. 
War im Reaktionsansatz allerdings keine Phosphatase, sondern nur der entsprechende Puffer, 
vorhanden, lªuft Cdc5 weiterhin als Doppelbande wie im Prªzipitat. Der Versuch zeigt also, 
dass das heterogene Laufverhalten von Cdc5 durch eine Phosphorylierung verursacht wird und 
es sich bei Cdc5 somit um ein Phosphoprotein handelt.

6.2.2 Cdc5 ist in vitro ein Substrat f¿r Cdc28-Kinase

In 6.2.1 wurde gezeigt, dass Cdc5 ein Phosphoprotein ist. Allerdings ist nicht bekannt, von 
welcher Kinase Cdc5 phosphoryliert wird. In der Proteinsequenz von Cdc5 ýnden sich f¿nf 
Konsensusstellen f¿r eine Phosphorylierung durch zyklinabhªngige Kinasen, die aus einem 
Serin/Prolin- bzw. einem Threonin/Prolin-Motiv bestehen. Da Cdc5 erst in der S-Phase auftritt, 
ist es unwahrscheinlich, dass es von dem Komplex aus den G1-speziýschen Cln-Zyklinen und 

Abb. 6 Cdc5 ist ein Phosphoprotein. Um die Art der Modiýkation von Cdc5 zu untersuchen, 
wurde Cdc5Myc15 aus einem Lysat des Stammes K6390 (cdc5::CDC5Myc15-URA3) mittels 9E10-
Antikºrpern (oben) bzw. Cdc5HA3 aus einem Lysat des Stammes K6213 (cdc5::CDC5HA3-
URA3) mittels 12CA5-Antikºrpern (unten) und Protein A-Agarose-Beads prªzipitiert und 
entweder mit Phosphatasepuffer alleine oder mit Puffer und lProtein-Phosphatase inkubiert. 
Das Laufverhalten von Cdc5Myc15  bzw. Cdc5HA3 nach dieser Behandlung wurde mittels Western 
Blot mit 9E10 bzw. 12CA5 analysiert.
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Cdc28 phosphoryliert wird. Deshalb wurde getestet, ob Cdc5 ein Substrat f¿r die mit den B-
Typ Zykline Clb2, Clb3 und Clb5 assoziierte CDK darstellt (5.6.9). Als Substrat f¿r einen in 
vitro Kinaseassay wurde ein in E. coli produziertes und gereinigtes Fusionsprotein aus dem 
Maltosebindeprotein mit kinaseinaktivem Cdc5 (MBP-Cdc5K110M) verwendet. Zusªtzlich wurde 
ein mutiertes Cdc5-Protein eingesetzt, bei dem die ersten beiden Cdc28-Konsensusstellen 
zerstºrt sind, so dass nur noch drei potentielle Stellen f¿r Phosphorylierung durch Cdc28 in 
diesem Protein ¿brig sind. Die Verwendung von kinaseinaktivem Cdc5 liegt in der starken 
Autophosphorylierungsaktivitªt von Cdc5 begr¿ndet. Durch den Austausch eines Lysins an 
Stelle 110 gegen ein Methionin (K110M) (Lee et al., 1995) wird die Kinaseaktivitªt zerstºrt. 
Cdc28-Kinase wurde aus Stªmmen prªzipitiert, die HA-markierte Versionen der entsprechenden 
Zykline vom GAL1-Promotor ¿berexprimierten. Die gereinigten Kinasekomplexe wurden mit 
Kinasepuffer alleine oder mit Puffer und MBP-Cdc5K110M in Gegewart von g-32P-ATP inkubiert. 
Abb. 7 zeigt das Autoradiogramm dieses Versuches. In den ersten vier Spuren wurden die 
Proben aufgetragen, die ohne MBP-Cdc5K110M inkubiert wurden. In den Spuren 2-4 sieht man 
demnach die Autophosphorylierung der Zykline. In den Spuren 6-8 tritt zusªtzlich zu der 
Zyklin-Autophosphorylierung ein Signal in Hºhe von MBP-Cdc5K110M auf, das fehlt, wenn kein 
MBP-Cdc5K110M im Reaktionsansatz war (Spur 5). Somit handelt es sich bei den zusªtzlichen 
Banden in den Spuren 6-8 um MBP-Cdc5K110M, das von Cdc28 phosphoryliert worden ist. In 
einem vorhergehenden Experiment wurde ¿berpr¿ft, dass MBP selbst kein Substrat f¿r Cdc28 
darstellt (Daten nicht gezeigt). Cdc5 scheint durch Clb5-Cdc28 effektiver phosphoryliert zu 

Abb. 7 Cdc5 ist in vitro ein Substrat f¿r Cdc28-Kinase. Cdc5K110M wurde als Fusionsprotein 
mit MBP (maltose binding protein) heterolog in E. coli produziert. Clb-Cdc28 Komplexe 
wurden nach Galaktoseinduktion mittels 12CA5-Antikºrpern und Protein A-Agarose-Beads 
aus den Stªmmen W413 (ura3::GAL-CLB2HA3-URA3), W814 (ura3::GAL1-CLB5HA3-URA3) 
und W1010 (ura3::GAL1CLB3HA3-URA3) prªzipitiert. Die gereinigten Kinase-Komplexe 
wurden mit Kinasepuffer alleine oder mit Puffer, MBP-Cdc5K110M oder MBP-Cdc5m1/2K110M (je 
ca. 1 Õg) und g32P-ATP inkubiert. Der Einbau von radioaktivem Phosphat in die Proteine wurde 
durch Autoradiographie gemessen.
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werden (Spur 7), als durch Clb2-Cdc28 oder Clb3-Cdc28. Diese Aussage kann allerdings nur 
bedingt aufrechterhalten werden, da nicht sichergestellt ist, dass von allen drei Zyklin-Cdc28-
Komplexen exakt gleiche Mengen in den Versuch eingesetzt wurden. Das mutierte Cdc5-Protein 
verhªlt sich auffªllig anders. Insgesamt wird es von allen Kinasen schwªcher phosphoryliert 
(Spuren 10-12), obwohl die Autophosphorylierungsreaktion der Zykline in ihrer Stªrke in 
allen Ansªtzen vergleichbar ist. Besonders schlecht wird es von Clb5-Cdc28 und Clb3-Cdc28 
phosphoryliert. Dies zeigt, dass Clb5-Cdk1 und Clb3-Cdk1 wohl f¿r die Phosphorylierung der 
ersten zwei Konsensusstellen in Cdc5 verantwortlich sind. AuÇerdem stellt dieses Ergebnis 
einen Hinweis auf die zeitliche Regulation der Phosphorylierung von Cdc5 in vivo dar, da Clb5- 
und Clb3-Kinase ihr Aktivitªtsmaximum im Zellzyklus vor Clb2-Cdc28-Kinase erreichen.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Cdc5 in vitro durch alle untersuchten 
Zyklin-Cdc28-Komplexe phosphoryliert wird und dass die ersten beiden potentiellen Cdc28-
Konsensusstellen dabei eine wichtige Rolle spielen.

6.2.3 Der Verlust der Konsensusstellen f¿r Cdc28-Kinase f¿hrt zu einem 
Funktionsverlust von Cdc5

Die bisher gezeigten Daten belegen, dass Cdc5 ein Phosphoprotein ist und dass es in 
vitro ein Substrat f¿r Cdc28-Kinase ist. Zur Untersuchung der biologischen Relevanz der 
Phosphorylierung von Cdc5 durch CDK, wurden alle f¿nf Cdc28-Konsensusstellen in Cdc5 
durch gezielte Mutagenese zerstºrt (5.5.6.3). Durch entsprechend gewªhlte Oligonukleotide 
wurde das Serin bzw. das Threonin in den SP/TP-Motiven durch ein Alanin ersetzt. Die 
Auswirkung dieser Zerstºrung der Cdc28-Konsensusstellen f¿r die Aktivitªt von Cdc5 wurde 
in verschiedenen in vitro und in vivo Assays untersucht.

6.2.3.1 Die Mutagenese der Cdc28-Konsensusstellen in Cdc5 f¿hrt zu 
einem Funktionsverlust des Proteins in vivo

Cdc5-Mutanten arretieren in der Anaphase mit hohen Mengen des mitotischen Zyklins Clb2. 
Weiterhin f¿hrt die ¦berexpression von CDC5 zu einer APC-abhªngigen Degradation von 
Clb2. Diese Clb2-Degradation ist sowohl in asynchronen Zellen, als auch in Zellen, die 
mit Hydroxyurea in der S-Phase bzw. mit Nocodazol in der Metaphase arretiert wurden, zu 
beobachten (Charles et al., 1998).
Die beschriebene CDC5-induzierte Clb2-Degradation wurde als Test f¿r die in vivo Aktivitªt 
verschiedener Cdc5-Phosphosite-Mutanten genutzt. Hierf¿r wurden Stªmme verwendet, die 
die unterschiedlichen CDC5-Konstrukte mit einem N-terminalen Myc3-Epitop vom Galaktose-
induzierbaren GAL1-Promotor exprimierten. Die Zellen wurden zuerst mit Nocodazol arretiert, 
dann wurde durch Zugabe von Galaktose die Expression von CDC5 induziert. Clb2 war 
in diesen Stªmmen mit einem HA3-Epitop versehen und konnte so mittels eines a-HA-
Antikºrpers nachgewiesen werden.
Clb2 ist in asynchronen Zellen nachweisbar, seine Menge ist im Nocodazolarrest allerdings 
deutlich erhºht und man kann zwei unterschiedlich schnell laufende Banden voneinander 
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unterscheiden, die unterschiedliche Phosphorylierungsvarianten von Clb2 reprªsentieren. 
Nach der Induktion von CDC5 ist zu beobachten, dass sich das Laufverhalten von Clb2 in 
der SDS-PAGE verªndert. Beide Banden von Clb2 laufen langsamer als im Nocodazolarrest 
und zusªtzlich ist die obere Bande verstªrkt. Dies deutet darauf hin, dass Clb2 von Cdc5 
zusªtzlich phosphoryliert wird. Zwei Stunden nach der CDC5-Induktion ist die Menge an 
Clb2 schon signiýkant verringert und nach drei Stunden kann es kaum noch nachgewiesen 
werden. Cdc5 selbst akkumuliert mit zunehmender Induktion vom GAL-Promotor, nimmt 
dann aber nach lªngerer Induktion wieder ab. Fehlen die erste  (Cdc5m1) oder die zweite 
(Cdc5m2) Cdc28-Konsensusstelle, ist Cdc5 bez¿glich der Clb2-Degradation aktiv (Abb. 8). 
Fehlen hingegen beide CDK-Konsensusstellen in demselben Protein (Cdc5m1/2), kommt es 
nicht mehr zur Degradation von Clb2 nach ¦berexpression dieser Mutante. AuÇerdem wird 
Clb2 auch nicht mehr hyperphosphoryliert, obwohl die exprimierte Menge der Mutante mit 
der des Wildtypproteins vergleichbar ist. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die beiden 
ersten Cdc28-Konsensusstellen eine wichtige Rolle f¿r die Funktion von Cdc5 haben. Diese 
Vermutung wird bestªtigt durch die Untersuchung einer am N-Terminus um 70 Aminosªuren 
verk¿rzten Variante von Cdc5 (Cdc5DN70). In Cdc5DN70 fehlen nicht nur die ersten beiden 
Cdc28-Konsensusstellen, sondern auch ein Sequenzmotiv, das als Ădestruction boxñ bezeichnet 
wird und f¿r die APC-abhªngige Degradation von Cdc5 selbst verantwortlich ist (Shirayama et 
al., 1998). Obwohl Cdc5DN70 also stabilisiert ist und nach der Galaktosezugabe kontinuierlich 
akkumuliert, wird Clb2 weder phosphoryliert noch degradiert. Ein weiterer Hinweis f¿r den 
weitgehenden Funktionsverlust dieses Proteins ist die Beobachtung, dass Sic1 nach CDC5DN70-
¦berexpression im Nocodazolarrest nicht mehr ansteigt. Ein Fehlen der dritten Cdc28-
Konsensusstelle f¿hrt ebenfalls zu einem Funktionsverlust von Cdc5 in dem hier vorliegenden 
Assay. Obgleich die produzierte Proteinmenge im Vergleich zum Wildtyp eher erhºht ist, wird 
Clb2 nicht degradiert und auch nicht phosphoryliert. Das Fehlen der CDK-Konsensusstellen 
vier (Cdc5m4) und f¿nf (Cdc5m5) in Cdc5 sowohl einzeln als auch in Kombination hat 
hingegen keine Auswirkung auf die Aktivitªt des Proteins. Sowohl die Clb2-Degradation 
als auch die Clb2-Phosphorylierung ýnden normal statt. Cdc5-Varianten, denen die ersten 
drei (Cdc5m1/2/3), die ersten vier (Cdc5m1/2/3/4) oder alle f¿nf (Cdc5m1/2/3/4/5) Cdc28-
Phosphorylierungsstellen fehlen, verhalten sich wie die Mutante, in der nur die dritte Stelle 
fehlt. Die Mutante, in der alle Stellen auÇer der dritten mutagenisiert sind, verhªlt sich wieder 
wie das Wildtypprotein. Zusammengenommen zeigen diese Experimente mit verschiedenen 
Phosphosite-Mutanten, dass der dritten Cdc28-Konsensusstelle von Cdc5 eine essentielle 
Rolle bei der Regulation der Aktivitªt des Proteins zukommt. Der Versuch, die Enzymaktivitªt 
wiederherzustellen, indem das Alanin an dieser Stelle zu einem Aspartat ausgetauscht wurde, 
schlugen fehl. Die Aspartat-Mutante von Cdc5 war wie die Alanin-Mutante nicht in der Lage, 
Clb2 nach ¦berproduktion zu degradieren oder zu phosphorylieren.



Ergebnisse74 Ergebnisse 75



Ergebnisse74 Ergebnisse 75


