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Abstract

Abstract

Saccharomyces cerevisiaells control their cell size at a point in lat& Galled Start. This work
describes a negative role for the Sin3/Rpd3 histtescetylase complex in the regulation of cell
size at Start.

Yeast cells must grow to a critical cell size, befthey can enter S-Phase, and commit to a new
cell cycle. In response to cellsize, the CIn3/CdkRfase activates in late G1 the SBF-dependent
transcription of G1-Cyclins. This work shows, thaitiation of G1/S-specific transcription of
CLN1, CLN2andPCL1in asin3 strain and apd3 strain occurs at a reduced cell size compared
with a wild-type strain. In addition, inactivatioof the transcriptional regulatd8IN3 partially
suppressed a largén3 mutant, causingin3 cIn3 double mutants to start the cell cycle at wild-
type size. Chromatin immunoprecipitation resultsxdastrate, that Sin3 and Rpd3 are recruited to
promoters of SBF (Swi4/Swi6)-regulated genes aneakthat binding of Sin3 to SBF-specific
promoters is cellcycle-specific regulated. We obsethat transcriptional repression of SBF-
dependent genes in early G1 coincides with theuiteoent of Sin3 to specific promoters, whereas
binding of Sin3 is abolished from Swi4/Swi6-regelhipromoters when transcription is activated at
the G1 to S phase transition. Tandem affinity pemtfon uncovered that Sin3 interacts in a
complex with the SBF-subunits Swi6 and Swi4. Rdorait of Sin3 to SBF-dependent promoters
is largely dependent on Swi6 and Swi4. The timifigSm3-recruitment to the G1/S-specific
promoters is similar to the binding of Stb1 to #ane promotors through an interaction with Swi6.
Immunopreciptation assays provided evidence tha® 8iteracts with the Start-specific activator
Stbl from late G1 throughout S phase. The obsenstindicate that recruitment of Sin3 to the
G1-Cyclin promoters is not dependent on Stbl. Thesethis work suggests that Stb1l is involved
in releasing the promotors from Sin3-dependentesgon. We propose a model, in which
repression by Sin3/Rpd3 is also abolished by theraction with Stbl1, through the previously
described positive CIn1/CIn2-feedbackloop.

These results provide evidence, that Sin3 and Rpd3directly involved in regulation of G1-
Cyclin Transcription CLN1, CLN2) and therefore are involved in cell size homeastaisStart. We
conclude that the Sin3/Rpd3 histone deacetylaseleonielps to prevent premature activation of

the S phase in daughter cells.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Saccharomyces cerevisidellen kontrollieren ihre ZellgroRe in der spateh-Phase bei Start. In
dieser Arbeit wird eine negative Rolle fir den $R@3 Histondeacetylasekomplex bei der
Regulation der ZellgroRe am G1/S-Phaselibergangsuicts.

Hefen missen bis zu einer kritischen ZellgroRe waxhbevor die CIn3/Cdc28 Proteinkinase in
der spaten G1-Phase die SBF-abhéngige Transkrigéors1-Cycline aktiviert und die Zellen in
die S-Phase eintreten. In dieser Arbeit wird gezeigss - im Vergleich zum Wildtyp - die G1/S-
spezifische Transkription vo@LN1, CLN2 und PCL1 in einersin3 Mutante und einerpd3
Mutante - bei einer reduzierten ZellgroRe - erfolgulRerdem fiuhrt die Inaktivierung des
TranskriptionsregulatorS§IN3 zu einer teilweisen Suppression des grof3en Stemdtyps von
cln3 Mutanten, und bewirkt, dasi3 cln3 Doppelmutanten ihren Zellzyklus bei WildtypgroiRe
starten. Die Ergebnisse von Chromatin-Immunpréaijpiben zeigen, dass Sin3 und Rpd3 an die
Promotoren von SBF (Swi4/Swi6)-regulierten Genekrutert werden und dass die Bindung an
SBF-spezifische Promotoren zellzyklusspezifischulieg ist. Die Repression der SBF-abhangigen
Transkription in der frihen G1-Phase korreliert dat Rekrutierung von Sin3 und Rpd3 spezifisch
an diese Promotoren. Die Dissoziaton von Sin3 ven &wi4/Swi6-abh&ngigen Promotoren
erfolgt, wenn die Transkription am G1/S-Phase Ubegg aktiviert wird. Tandem-Affinitats-
Reinigungen zeigten, dass Sin3 mit den SBF-Untketien Swi4 und Swi6 interagiert. Die
Rekrutierung von Sin3 an die G1/S-spezifischen Btonen ist insbesondere abhangig von Swi6
und Swi4. Das Timing der Sin3-Rekrutierung gleidatn von Stb1 an die selben Promotoren tber
die Interaktion mit Swi6. Immunprazipitationen habgezeigt, dass Sin3 mit dem Start-
spezifischen Aktivator Stbl, von der spaten G1-BHas hinein in die S-Phase, assoziiert ist. Die
Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Rekuatievon Sin3 an die G1-Cyclin Promotoren
nicht von Stb1 abhangt, vielmehr wird vorgeschlagiss Stb1l an der Dissoziation von Sin3 vom
Promotor beteiligt ist. Die Aufhebung der Sin3/Rgdthéngigen Repression erfolgt durch die
Phosphorylierung von Stb1 Uber die kirzlich bestigne positive Feedback-Schleife.

Diese Arbeit beschreibt ein Modell, in dem der I3 Komplex an der ZellgréRenhomeostasis
bei Start inS. cerevisiadeteiligt ist und eine vorzeitige Aktivierung d&+Phase in Tochterzellen

verhindert.
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Einleitung

1. Einleitung

1.2 Grundlagen des Zellzyklus

Die Zellen aller Organismen durchlaufen den Zditajszyklus um sich zu vermehren.
Bei Einzellern fuhrt dies zur Bildung eines neuerividuums, wéahrend bei Metazoen viele
Zellteilungen notwendig sind, um verschiede Gewelbd Organe zu bilden, aus denen der
Organismus aufgebaut ist. Der Zellzyklus wird inhmege verschiede Phasen eingeteilt, G1(Gapl)-
Phase, S(Synthese)-Phase, G2(Gap2)-Phase und dé)Rhase. Der grofdte Teil des Zellzyklus
besteht aus den drei Phasen der Interphase (@&32)3)nd bereitet die Zelle auf die Kernteilung
(Mitose) vor. In der Gl-Phase erfolgt das Wachsuen Zelle, um durch Verdopplung der
zellularen Bestandteile die Zellteilung zu ermdgéin. AnschlieRend erfolgt in der S-Phase die
Replikation der DNA. Die M-Phase lasst sich wienherin verschiedene Phasen unterteilen, die
allerdings kontinuierlich aufeinander folgen. Inrderophase der Mitose wird das verdoppelte
Interphasenchromatin zu lichtmikroskopisch sichdbarChromosomen kondensiert. In der
Prometaphase bildet sich die - aus Mikrotubuli ebfute - Mitosespindel aus. In der Metaphase
ordnen die vorher gebildeten Kinetochorfasern digo@osomen in der Aquatorialebene an.
Wahrend der Anaphase beginnt die Trennung der Sthveiromatiden und in der Telophase
erreichen die Chromatiden schlief3lich die Spindelpmd die Dekondensation der Chromosomen
beginnt. Am Ende der M-Phase erfolgt dann die digle Trennung von Mutter- und
Tochterzelle (Cytokinese).
Es existieren drei Hauptkontrollpunkte, die denrkliriierten Ablauf des Zellzyklus kontrollieren.
Die Entscheidung in einen neuen Zellzyklus einzatre wird in der GI1-Phase am
"Restrictionpoint” getroffen (Abb.1.1), der mit &t" in der Sprosshef8accharomyces cerevisiae
vergleichbar ist (Hartwelét al, 1974; Pardee, 1974) (siehe Kapitel 1.2). Dieezaltberprft hier
die ZellgroRe und die Umweltfaktoren, bevor sig@i@ S-Phase eintritt. Falls die Bedingungen fir
das erfolgreiche Durchlaufen des Zellzyklus nichsraichend sind, geht die Zelle in einen
Ruhezustand Uber, die GO-Phase. Da wéhrend desyldaB ein kontinuierliches Wachstum
erfolgt, Uberpruft die Zelle ebenfalls am G2-Kotiponkt ihre Grol3e sowie die
Umweltbedingungen und kontrolliert, ob die DNA ket repliziert wurde. Obwohl der G1- wie
auch der G2-Kontrollpunkt in allen Lebewesen vodean ist, stellt der G1-
ZellgroRenkontrollpunkt inSaccharomyces cerevisiaend in Mammalia den wichtigeren der
beiden dar, wohingegen in der Spalth&ehizosaccharomyces ponder G2/M-Kontrollpunkt die
Grof3e kontrolliert. Der dritte Kontrollpunkt liegt der Metaphase. Hier, am Spindel-Checkpoint

Uberprift die Zelle, ob alle Chromosomen an den@gliangeheftet sind.
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Metazoa

Abb.1.1 Graphische Darstellung des Zellzyklus und derCycline sowie der cyclinabhangige
Proteinkinasen, die den Zellzyklus inSaccharomyces cerevisiamd in Metazoen regulieren.

Der eukaryotische Zellteilungszyklus wird auf vieleerschieden Ebenen kontrolliert, wie
etwa der Aktivierung und Repression der Transloipti sowie der posttranslationalen
Proteinmodifikation und auch auf der Ebene der dinstabilitat. Der Zellzyklus wird in allen
Spezies durch die zyklische Aktivierung von Cydiohangigen Proteinkinasen (CDK) reguliert
(Hartwell, 1974; Hartwelet al,, 1974; Nasmyth und Reed, 1980). Wie der Nameitsanapliziert,
beruht die zellzyklusspezifische Regulation der GCBKivitat auf der Assoziation mit den
periodisch exprimierten Cyclinen. Die CDK’s sind @bhangige Serin- und Threonin-Kinasen
und katalysieren - durch Phosphorylierung von S/M#étiven verschiedener Substrate - den
koordinierten Ablauf der verschiedenen Zellzykluspdn. In tierischen und pflanzlichen Zellen
wurden viele verschiedene CDK’s identifiziert, adcdie Zellzyklusiibergénge regulieren. In
tierischen Zellen wurden die Cyclin-abhangigen Kerxa CDK1-7 identifiziert, wohingegen in
Pflanzen CDKA bis CDKE identifiziert wurden, wob&DKA und CDKB die wichtigen
Regulatoren des pflanzlichen Zellzyklus sind. Inu@dieren sind CDK2, CDK4 und CDK®6
erforderlich fir den koordinierten Ablauf der Gl&3ke (Abb.1.1), wohingegen in Pflanzen die
CDKA Proteinkinase den Ubergang von der G1- zuh&se kontrolliert.

Im Gegensatz dazu katalysiertSaccharomyces cerevisiaar eine CDK (Cdc28) die wichtigsten

Zellzyklusprozesse, wobei aber auch hier noch wieitere, untergeordnetere CDK’s identifiziert
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wurden (Pho85, Kin28, Ssn3 und Ctkl). Zum Beisps¢l die nicht essentielle CDK Pho85
ebenfalls mit einigen Cyclinen (Pcl1 - Pcl10) agsoz und spielt ebenfalls eine Rolle in der
Regulation von Start. Die verschiedenen CDK’'s deikaEyoten lassen sich anhand der
Aminosauresequenz PSTAIRE in ihrer Cyclin-bindendeoméane charakterisieren. CDK1
(Mammalig und CDKA Planta) besitzen hier die gleiche Sequenz wie Cd82 gombg und
Cdc28 . cerevisiag wohingegen die anderen CDK’s verschiedene PSHEAWRriationen
aufweisen.

Die Aktivierung der CDK’s erfordert die Bindungrvaellzyklusspezifisch exprimierten
Cyclinen, sowie eine aktivierende Phosphoryliermgbelle 1) (Arellano und Moreno, 1997,
Sherr, 1993; Solomort al, 1992). Alle Cycline besitzen ein &ahnliches Stmwktotiv - die
"Cyclin-Box" - welche fir die Interaktion und Akierung des CDK-Partners erforderlich ist.
Sowohl die Cyclin-Bindung wie auch die Phosphoryliey von Threonin 160 der CDK (T169 in
Cdc28), fuhren zur Konformationsanderung des COjéeén T-Loops und zur Freigabe der
Substrat-Bindungs-Region (Desial, 1992; Ducommuiet al, 1991; Solomoret al, 1992).

Die Cycline vonSaccharomyces cerevisjadie mit der Cdc28 Kinase assoziiert sind
wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Die G1-CyclineL; CIn2 und CIn3, sowie die B-Typ Cycline
ClIb1 - CIb6 (Nasmyth, 1993a) (Tabelle 1). Die Gleliye regulieren die Ereignisse, die die G1-
Phase und den Ubergang zur S-Phase kennzeichriéapftel 1.3) (Diricket al, 1995; Dirick und
Nasmyth, 1991; Skotheimt al, 2008). Die Hauptfunktion der S-Phase Cycline Gib8 CIb6 ist
die Initiation der DNA-Replikation, sowie die netyat Regulation der CIn1,2/Cdc28 Aktivitat und
die Verhinderung der Reinitiation der Replikatiaehe Kapitel 1.3) (Bascet al, 1995; Epstein
und Cross, 1992; Schwadt al, 1994; Schwob und Nasmyth, 1993). In der S-Phasdgedie
Expression der B-Typ Cycline Clb3 und Clb4, sowmi&s2 die der Cycline Clbl und Clb2. Die B-
Typ Cycline sind genetisch redundant und habenlédiyeende Funktionen. Zellen, der€hB1-4
Gene deletiert wurden, replizieren ihre DNA, jedddden sie keine Mitosespindel und arretieren
in G2. In mitotischen Zellen ist die Clb2/Cdc28 teinkinase die wichtigste (Grandin und Reed,
1993). Clb2 ist ein negativer Regulator der SBRzé@ehen Transkription und spielt eine Rolle in
der Elongation der Mitosespindel (Amenal, 1993; Rahal und Amon, 2008).

Die Inaktivierung der CDK’s erfolgt durch Assozimti mit den inhibitorischen CKI-Proteinen
(Cyclin-dependent-Kinase Inhibitor) (Croes al, 2007; Mendenhall, 1993; Serrasbal, 1993).
Zum Beispiel inhibiert - in Abhangigkeit vom PheromAlpha-Faktor - der CDK-Inhibitor Farl
die CIn/Cdc28 Aktivitat und bewirkt einen Zellzy®arrest in G1(Chang und Herskowitz, 1992).
Der Ubergang von der G1- zur S-Phase wird von d€r Sicl kontrolliert, welche die S-Phase
spezifische Proteinkinase Aktivitat (Clb5/Cdc28,b&ICdc28) inhibiert, bis Sicl selbst von
CIn/CDK’s phosphoryliert wird und durch ubiquitib¥gingige Proteolyse abgebaut wird (Cress
al., 2007; Mendenhall, 1993; Schwebal, 1994).
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Tabelle 1. CDK’s, Cycline und CKI’s vonSaccharomyceserevisiae

Kategorie | Genprodukt Funktion Expression
Cdc28 Wichtigste CDK, verantwortlich fiir die Regulatialler Wahrend des gesamten
CDK Zellzyklusphasen. Zellzyklus

Pho85 Involviert in die Regulation von Start.

CIn3 Schliisselregulator von Start. Initiiert die Asfription von Wahrend des gesamten
CLN1undCLN2am G1/S-Phaseubergang. Vermittelt die | Zellzyklus
ZellgréRenkontrolle.

Cin1, CIn2 Stimuliert Inaktivierung und Abbau von Bidnitiiert Spate G1-S Phase
Knospen-Bildung und Spindelpolkdrper-Duplikation.

] Unterdrlickt den Pheromon-induzierten Zellzyklussttre
Cyelin Bestandteil des positiven Feedback-Schleife

CIb5, Clb6 Initiieren die DNA-Replikation. Spate G1-S Phase

CIb3, Clb4 Essentiell fur die Mitose. Regulieren darfau der S-M Phase
Mitosespindel.

Clb1, Clb2 Foérdert die Elongation der Mitosespinti&lgativer Regulator G2-M Phase
der SBF-abhangigen Transkription.

Sicl Inhibitor der CIb5,6/Cdc28 Kinasen. Wird bei/Sturch G1-Phase

K] ClIn/Cdc28 Komplexe inaktiviert.

Farl Inhibitor von CIn/Cdc28 Kinase-Komplexen. Vettelt den | M/G1-Phase

Pheromon-induzierten Zellzyklusarrest in G1.
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1.2 Regulation der ZellgroRe

.In dieser Gemitsstimmung konnte ich es nicht dassen an Lilliput zu denken, wo die
Einwohner mich als das gré3te Naturwunder bestayndas jemals in der Welt erschienen sei;
(....) Sicherlich ist die Behauptung der Philosophgmf und klein seien nur Begriffe, die sich
durch Vergleichungen ergeben, vollkommen wahr. BaBicksal kann vielleicht die Lilliputer
irgendein Land auffinden lassen, wo die Menschesitiitlich ihrer ebenso winzig sind, wie sie
im Vergleich mit mir.**

Es existiert eine grof3e Variabilitéat in der Groe tForm der Tiere und Pflanzen auf
unserem Planeten. Daher stellt sich die Frage,hseMechanismen die endgultige Grol3e von
mehrzelligen Organismen und ihren Organen regulief@ie Untersuchungen von einigen
Pflanzen- und Tierarten zeigen, dass Organismentuadorgane wachsen, bis sie die fur ihre Art
spezifische GréRe und Form erreicht haben. Es iscle@gien Mechanismus zu geben der diese
GroRRe Uberwacht und aufrecht erhalt. Bei Metazogreiat dieser Mechanismus sowohl die
Zellanzahl wie auch die ZellgréRe zu reguliereneBsteret al, 2003; Conlon und Raff, 1999;
Stocker und Hafen, 2000). Wie aber die Zellteilungd die Zellexpansion wé&hrend des
Organwachstums und der Organentwicklung regulied miteinander abgestimmt werden, ist
immer noch nicht aufgeklart und Gegenstand aktuéligtersuchungen. Experimente, bei denen
die ZellgroRe oder die Zellanzahl verandert wurdegigten, dass diese Effekte kompensiert
wurden, um eine konstante Organ- bzw. Organismsgadifrecht zu erhalten (Joretsal, 1998;
Neufeld et al, 1998). Bei einer Veranderung der Zellgrol3e, mxdgider Organismus mit einer
Veranderung der Zellanzahl (Jone$ al, 1998) und bei einer experimentell verdnderten
Zellanzahl, erfolgte die Kompensation durch einedviderung der ZellgréRe (Neufedtal, 1998;

Qi und John, 2007).

Die ZellgroRenkontrolle ist ein fundamentales Meakmiller uni- und multizellularen Organismen.
Um eine konstante ZellgroRe aufrechtzuerhalten, rdin@ren eukaryotische Zellen ihr
GrofRenwachstum mit der Zellteilung. Die ZellgrofR@mibostase ist ein Schlusselmechanismus des
Zellzyklus, der bereits seit einigen Jahrzehntertersncht wird. Allerdings wurden die
molekularen Netzwerke, welche fur die Zellgrol3entiostase verantwortlich sind, immer noch
nicht vollstandig aufgeklart.

Grundlegende zellbiologische Untersuchungen zejgtass das Uberschreiten eines
Kontrollpunktes - in der G1-Phase des Zellzyklugler Schritt ist, welcher die ZellgroRRe
kontrolliert (Hartwellet al, 1974; Pardee, 1974). Dieses Ereignis ist notvggndn einen neuen

Zellzyklus zu initiieren. In tierischen und menschen Zellen wurde dieses, das GréRenwachstum

! Zitiert aus: ,Gullivers Reisen* Jonathan Swiftagenes Verlag, 1993, S.138
(Travels into several remote nations of the wdrlmhdon 1726)
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kontrollierende Ereignis, als deRé&striction Point- (R)" des Zellzyklus definiert, an dem die
Zellen nicht weiter abhangig von Wachstumsfaktdferowth Factors- "GF") sind (Pardee, 1974,
1989; Pardeet al, 1978). Wahrend der G1-Phase, vor deestriction Pointdes Zellzyklus, sind
die Saugetierzellen abhangig von einer ausreichendéersorgung mit Nahrstoffen,
Wachstumsfaktoren und von der Akkumulation einesPtBteins" (Blagosklonny und Pardee,
2002; Pardee, 1974; Rossetval, 1979).

Von eukaryotischen Einzellern wi8accharomyceserevisiae (Hartwell et al, 1974;
Hartwell et al, 1970), Schizosaccharomycepombe (Fantes, 1977; Nurse, 1975) und
Chlamydomonageinhardii (Donnan und John, 1983; Oldenhef al, 2007) konnte gezeigt
werden, dass sie eine ,kritische ZellgroRe* erreicimiissen, um einen neuen Zellteilungszyklus
beginnen zu kénnen. D&accharomyces cerevisiagellen eine asymmetrische Zellteilung
vollziehen, endet ein jeder Zellzyklus in der Bihdueiner groRen Mutterzelle und einer kleineren
Tochterzelle. Wenn sich Mutter- und Tochterzelentren, verbringen beide einen unterschiedlich
langen Zeitraum in der G1-Phase bis sie einen né&igditeilungszykius beginnen, wobei die
Tochterzellen hierfur die kritische Zellgrof3e echewin missen, welche von den Mutterzellen
bereits erreicht wurde (Hartwell und Unger, 1973dgatish und Carter, 1977; Johnston et al.,
1977). Die Koordination des Zellwachstums mit deglltBilung erfolgt in der Backerhefe
Saccharomyces cerevisibei ,Start®, dem Kontrollpunkt in der spaten GlaBa des Zellzyklus
(Hartwell, 1974; Hartwell und Unger, 1977). Hierbeerden an diesem Kontrollpunkt viele
Parameter Uberprift, wie das ausreichende Nahasgédbot, das Wachstum bis zu einer kritischen
ZellgroRe und die Abwesenheit des Alpha-Faktor-Bmens. Das Uberschreiten von Start ist
gekennzeichnet durch die Prozesse, die durchGixS28 Gen-Produkt vermittelt werden und
zeichnet sich durch eine Resistenz gegeniiber dehaAlFaktor Pheromon aus (Cross, 1995;
Hartwell et al, 1974; Johnstost al, 1977).

Es existieren zwei verschiedene Sorten von Mutarttiendie ZellgroBRenhomdoostase von
der Zellzyklusregulation entkoppeln koénnen (Johmst&t al, 1977). Die Isolierung von
temperatursensitiven Zellteilungszyklusmutanten c(cd ,cell division cycle) brachte die
Mdglichkeit, den Zellyklus zu blockieren ohne dasl&achstum zu beeinflussen (Hartwetl al,
1970; Reed, 1980). Diese cdc Mutanten halten iizykius in einer spezifischen Phase an,
setzen ihr Wachstum aber fort und akkumuliererZgdtvolumen weiterhin bis zu einer abnormal
grol3en Grofe (Hartwetdlt al, 1973).

Mutationen, die den Zellzyklus im Vergleich zum Watum hingegen beschleunigen oder
verlangsamen, fihren dazu, dass die Zellen eineggee oder gréRere durchschnittliche ZellgroRRe
aufweisen. Nachdem zuerst dveelMutante vorSchizosaccharomycesmbeidentifiziert wurde,
die die Mitose bei einer reduzierten ZellgroReiigrnite (Fantes und Nurse, 1978; Nurse, 1975;
Nurse et al, 1976; Thuriauxet al, 1978), konnten spater auch $accharomyceserevisiae
ebensolche Mutantenallele isoliert werden (Cartet Sudbery, 1980; Sudbeey al, 1980). Weel
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inhibiert durch Phosphorylierung die Cdk1 (engkloydependent kinase) der SpalthegBC2in

S pombeund CDC28in S cerevisiag, so dass eine Inaktivierung vareelzu einer Teilung der
Zellen bei einer reduzierten GrofRe fuhrt. Die Kaoation des GroéRenwachstums mit der
Zellteilung erfolgt inSchizossacharomycesmbehauptséchlich bei dem Kontrollpunkt am G2/M-
Phase Ubergang, wobei fBaccharomyceserevisiaeder Hauptkontrollpunkt am G1/S-Phase
Ubergang des Zellzyklus liegt.

In Saccharomyceserevisiaewurde spater das hypermorphéH11-1 (CLN3-1) Allel identifiziert,
das eine abnormal kleine Zellgré3e hervorruft, dafie ein hyperstabiles CIn3 Protein codiert
(Abb.1.2.A) (Nashet al, 1988). Dieses Cyclin-Protein ist ein wichtiger gekator fur die
Koordination der ZellgroRe mit dem Zellzyklus am /&Phase Ubergang (Polymenis und
Schmidt, 1997; Tyerst al, 1993).

Spéter untersuchten Jorgensen et al. (Jorgexissdn2002) eineSaccharomyceserevisiae
Mutanten-Kollektion und fanden 500 haploide Mutaisttmme, die sowohl eine abnormal kleine
ZellgroRe (whi Mutanten), als auch eine abnormaldgrZellgréf3e (Ige Mutanten) zeigten. Unter
den identifizierten Mutanten mit einer abnormalfggo ZellgroRe (Ige), waren die bekannten Start-
Regulatoren des Zellzyklusl(3 , swi4 , swi6 undbck2 ). Dies bestéatigte, dass jedes Ereignis,
das den koordinierten Zellzyklusverlauf stort - ehtias Wachstum zu beeinflussen - zu einer
abnormal groRen Zellgré3e fuhrt. Neben diesen bekanZellzyklus-Regulatoren, deren Deletion
zu einer abnormalen VergroRerung der Zellen fulmirden auch weitere Ige Mutationen
identifiziert, die verschiedene andere Prozessenthegsen und somit den Verlauf des Zellzyklus
auch indirekt storen. Hierzu gehotrten Bestandiegds Cytoskeletts, der Translationsmaschinerie
und verschiedene Regulatoren der RNA-Polymerase II.

Zu den identifizierten whi Mutanten, die die durdhsittliche ZellgréRe einer Kultur reduzierten,
gehdrtenwhi5 |, cdhl , sfpl, sch9 (Jorgensewt al, 2002). Whi5 ist ein Repressor der Aktivitat
des SBF-Transkriptionsfaktorkomplexes und inaktiviirekt die Transkripition der G1-Cycline
(Costanzoet al, 2004; de Bruinet al, 2004; Jorgenseat al, 2002).CDH1 codiert flr einen
Substrat-Rekrutierungsfaktor des "Anaphase Promoti@omplex" (APC) und fordert
wahrscheinlich die Proteolyse von Start-Regulato#&n den potentesten ZellgréRenregulatoren
gehorerSFP1undSCH9 die als Aktivatoren der Ribosomenbiogenese ifigiit wurden und die

in Abhangigkeit von der Nahrstoffversorgung die rigleription ribosomaler Gene regulieren
(Jorgenseret al, 2002; Jorgensert al, 2004). In Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle
reguliert der Ras/PKA- und TOR-Pathway den Schwelkxt der kritischen ZellgroRe (“critical
cell size threshold") tber die Beeinflussung ddxa@omensynthese durch Sfpl und Sch9 (Tokiwa
et al, 1994). Der TOR-Pathway kontrolliert das WachstamVerhéltnis zur Nahrstoffversorgung
in Hefe und auch in mehrzelligen Lebewesen wie E&#een, wobei in Metazoen auch
Wachstumsfakotren (Growth Factors) eine grof3e Ryglelen, da die Nahrstoffversorgung hier -

auf Grund der physiologischen Bedingungen - reladivstant bleibt.
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Genotyp Zellzyklus-Dauer ZellgréBe Budding Index
(Anteil von Zellen mit Knospe in %)
Vollmedium | G1 [ S [ eam | normal normal
Wildtyp
Mangelmedium | G1 [ S [ G2/M | reduziert <
cin3A [ G1 [ S [c2iv] grof <
CLN3-1 1] s G2/M | reduziert S

Abb.1.2 Zellzykluskontrolle und ZellgréRenkontrolle in Saccharomyceserevisiae

Im Vergleich zu Zellen, die in Vollmedium kultiviewerden, ist der ZellgroRenschwellenwert von Zeil
Mangelmedium reduziert und die G1-Phase verlan@ség.Deletion vonCLN3 fuhrt dazu, dass die Zell
Start bei einer hdheren ZellgréRe UberschreitededdVildtyp und die GRhase verlangert ist. Im Gegen:
dazu, bewirkt die Uberexpression eines stabilisie@LN3-1 Allels die Verkiirzung der GPhase, da d
Zellen bei einer reduzierten ZellgréRe Start Udmesten.

1.3 Zellzyklusspezifische Ereignisse am G1/S-Phadbergang in S. cerevisiae

Das Erreichen einer kritischen ZellgroRe bei Ststelt sicher, dass di8accharomyces
cerevisiaeZellen gentigend Ressourcen fir die Replikation @esoms und die anschlieRende
Cytokinese besitzen. Limitierte Versorgung von &elmit Nahrstoffen oder die Inhibierung ihrer
Proteinsynthese fihrt zu einem verlangsamten Waehstnd daher zu einem verlangerten
Aufenthalt in der G1 Phase (Abb.1.2). G1-spezifisEheignisse koordinieren somit das Wachstum
mit der Zellteilung (Pardee, 1989). Der konzer&ekblauf dieser Ereignisse ist notig, um der Zelle
den Eintritt in den Zellzyklus bei Start zu ermépken. Die Aktivierung von Start ist Abhangig
vom Wachstum bis zur kritischen Zellgro3e. Die geilR3e wird von der Hefezelle wahrscheinlich
durch die Bestimmung der Gesamttranslationsrateni@mint. Der Grol3en-Indikator ist vermutlich
das G1-Cyclin CIn3 (Polymenis und Schmidt, 1999s dlen Eintritt in die S-Phase auslost.
Jedoch sind die Prozesse, welche die Signale (ddigr@ie, Wachstum und Né&hrstoffversorgung
integrieren noch nicht vollstandig aufgeklart. Mbele schlagen vor, dass die
Gesamttranslationsrate durch die CIn3 Konzentration Kern integriert wird. CIn3 ist ein
instabiles Protein, dessen Konzentration in deleZalr auf3erst geringen Schwankungen wahrend
des Zellzyklus unterliegt (Tyemst al, 1993) (Abb.1.3). Da aber die Zelle wéachst unthitiaie
CIn3 Menge zunimmt, steigt die Konzentration demkdalisierten CIn3 an. Die ansteigende CIn3
Menge kdnnte hierbei gegen die feste Zahl der SBieiBgsstellen titriert werden und so die
ZellgroRe kontrollieren (Wanget al, 2009). Unterschiede in der CIn3 Expression oder
Proteinstabilitat haben dramatische Auswirkungeh die ZellgroRe beim Start des Zellzyklus
(Tyerset al, 1993). Einecln3 Mutante besitzt deutliche Probleme bei der Zelkgrikontrolle
und produziert grof3e Zellen (Abb.1.2).

8
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Nachdem die Hefen die kritische Zellgrof3e erreidiien, ist der erste Schritt in der spaten
G1-Phase ist die Aktivierung der Transkription d8fi-Cycline CLN1, CLN2 durch die
Cdc28/CIn3 Proteinkinase (Cross, 1995; Dirmtkal, 1995; Nashet al, 1988; Polymenis und
Schmidt, 1997; Tyerst al, 1993) (Abb.1.3). Diesem folgt anschliel3end dieug der Knospe,
die Replikation der DNA und die Verdopplung der rigj@lpolkdrper (Cross, 1995; Mendenhall
und Hodge, 1998; Nastt al, 1988; Tyerset al, 1993). Die zellzyklusspezifische Expression der
instabilen Cyclin-Proteine am G1/S Phase Ubergagmnittelt den Eintritt in den Zellzyklus
(Cross, 1988; Koclet al, 1996; Nastet al, 1988; Tyerset al, 1993). Die instabilen G1-Cyclin-
Proteine (CInl, CIn2 und CIn3) aktivieren als regotische Untereinheiten eines Cyclin/CDK
Proteinkomplexes die Cyclin abhangige Proteinking@eK) (Futcher, 1991). In der Backerhefe
Saccharomyceserevisiaereguliert Cdc28 (CDK1) - als einzige CDK - den|Zgklus indem sie
mit vielen verschieden Cyclinen, wahrend untersdiiiber Zellzyklusphasen, interagiert
(Abb.1.4) (Diricket al, 1995; Futcher, 1991; Mendenhall und Hodge, 1998).

CLN1/2
CLB5/6

CLB3/4 CLB1/2

Relative mRNA und
Protein Menge

NS NN

M I GiPhase 0] SpPhase | G2 | M |

f

Start

Abb.1.3 Zellzyklusspezifische Expression der Cycla

Die Expression voi€LN3 ist wahrend des Zellzyklus relativ konstant usdyznur einen geringen Ansti
in der G1 Phase. Die G1-Cyclin Ge@eN1und CLN2werden nur wahrend eines relativ kurzen Zeitrau
am G1/S Phase Ubergang des Zellzyklus exprimieitgleich mit den B-Typ Cycline6LB5/6

Die Expression der G1-Cycline CIn1l/2 und deren Awgimn mit der Cdc28 Kinase (Futcher,
1991) ist verantwortlich fur die drei prominenteneignisse die Start kennzeichnenfaktor-
Resistenz, Buddifg Verdopplung der Spindelpolkérper und die Aktivieg der gleichzeitig
exprimierten Cycline Clb5 und CIb6 (Tyees al, 1993) (Abb.1.3; Abb.1.4). Die beiden B-Typ
Cycline Clb5/6 sind erforderlich fur die Replikatialer DNA und somit fir die Initiation der S-
Phase (Epstein und Cross, 1992; Schethl, 1994; Schwob und Nasmyth, 1993). Clb5 und Clb6
besitzen ebenso wie CInl/2 ihr Expressionsmaximum (J1/S. Die beiden Clb/Cdc28

Kinasekomplexe werden aber durch den Inhibitor Sickinem inaktiven Zustand gehalten bis

2 Bildung einer Knospe (Bud)
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ClIn1/Cdc28 und CIn2/Cdc28 Aktivitat auftritt (Mendwll, 1993; Schwolet al, 1994). Sicl wird
dann durch die CIn/Cdc28 Kinasekomplexe phosplenyliwas die Ubiquitinierung und den
proteolytischen Abbau von Sicl einleitet (Veretaal, 1997) (Abb. 1.4).

SBF und MBF-abhéngige Transkription

Die Promotoren der G1-CyclinELN1, CLN2 und PCL1 sowie des HO Endonuklease
Gens sind gekennzeichnet durch das Vorhandensgrisperifischen Sequenzmotiven, die als SCB
Elemente bezeichnet werden (Swi4/6-dependent geledox — CACGAAA) (Harrington und
Andrews, 1996; lyeret al, 2001; Lowndes und Johnston, 1992; Pizzagstllial, 1988). Die
Transkription dieser Gene ist abhangig von der W& des heterodimeren
Transkriptionsfaktorkomplexes SBF, der aus der leggtischen Untereinheit Swi6é sowie dem
DNA bindenden Protein Swi4 zusammensetzt ist (Ketchl., 1996; Nasmyth und Dirick, 1991,
Ogaset al, 1991). Der sequenzspezifische SBF-Komplex regulléee Transkription der G1-
Cycline und von Genen, die an der Knospen-Bilduetgibgt sind (lgualet al, 1997; lyeret al,
2001).

MBF —_— CLB5/CLB6

O G1 Cycline
' O B-Typ Cycline
SBF | —»| SBF | —>| sBF |— —{ CLN71/CLN2

O cex
~ . 9
~~_ ] cdk-Inhibitor
Feedback S~ ~ /
Schejsy, " ‘
fe
Start
|
. GTPhase | S Phase G2 mMPhase ]
Wachstum Budding, DNA Replikation Bildung des Spindelapparates
Spindelpolkérper

Duplikation Initiation der Mitose

o — 0= @ -¢ 3

Abb.1.4 Schematische Darstellung der Start-spezifiben Regulation der Transkription von GZI
Cyclinen.

Die durch die Assoziation mit CIn3 aktivierte CdcEBoteinkinase reguliert ilAbhangigkeit von de
ZellgroRRe, die Aktivitat des durch Whi5 inhibiert&BF (Swid4/Swi6) Komplexes. Phosphorylierung
Whi5 fuhrt zu dessen Dissoziation von SBF und gmirtexport aus dem Nukleus. Der aktivierte !
Komplex initiiert die Transkription de€LN Cycline. Dies korreliert mit dem Budding und deubkatior
der Spindelpolkérper. CIn1/2 phosphorylieren dem58 Inhibitor Sicl, der anschlieRend proteolyt
abgebaut wird. Die aktiven Clb/Cdc28 Komplexe dktign nun die fur die DNA-Replikamh notwendige
Gene und initieren die S-Phase.

10
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Die Transkription der B-Typ Cycline Clb5/6 und vesir an der DNA-Replikation beteiligter Gene
(POL1, RNR1 TMPI, wird durch MBF, als dem zweiten G1/S spezifisthe
Transkriptionsfaktorkomplex, reguliert. Dieser Kdew besteht ebenfalls aus der regulatorischen
Swi6 Untereinheit, die tber eine Interaktion mind&bpl Protein an MCB Promotorelemente
(Mlul cell cycle box — ACGCGTNA) rekrutiert wird (Adrews und Herskowitz, 1989b; Koeh
al., 1993). Swi6 besitzt keine DNA-bindende Doméne stdnur im Komplex mit Swi4 oder
Mbpl mit den Promotoren assoziiert (Harrington émdirews, 1996; Koch et al., 1993; Prirmag
al., 1992; Sidorova und Breeden, 1993). Die Bildung $i4/Swi6 und Mbpl/Swi6 Komplexe
erfolgt durch Interaktion der Proteine Uber ihreif @minus (Andrews und Moore, 1992; Koch et
al., 1993; Primiget al, 1992; Sidorova und Breeden, 1993; Siegmund ursiriyith, 1996). Swi4
und Swib besitzen in ihrem zentralen Bereich mehtankyrin-(TPLH)-Repeats”, die vermutlich
fur Protein-Protein Interaktionen, jedoch nicht flie SBF-Komplexbildung verantwortlich sind
(Andrews und Herskowitz, 1989a, b; Bork, 1993; S¢dg et al, 1998).

Diese Ankyrin-Motive bestehen aus Tandem Repeats ydelices sowie -Hairpins und besitzen
TPLH-Konsensus-Sequenzen, die die Struktur der &epdefinieren (Mosavet al, 2004).
Aul3erdem besitzt Swi6 ein Leucin-Zipper-Motiv, das&unktion noch nicht aufgeklart wurde und
das scheinbar fur die Interaktion zwischen Swi6é @&wd4 nicht erforderlich ist (Sidorova und
Breeden, 1993).

Etwa 13 Prozent aller Hefe-Gene sind zellzykluslieguSpellmanet al, 1998), davon sind tber
200 Gene G1l-spezifisch reguliert und stellen padat Zielgene der beiden
Transkriptionsfaktorkomplexe SBF und MBF dar (Gdtcal, 1998; Iyeret al, 2001; Spellmarmet
al., 1998). Die Analyse von genomischen BindungssteNon SBF und MBF durch DNA-
Microarray Untersuchungen von Chromatin-Immunpriéaipn zeigte, dass Swi4 mit etwa 160
Genen assoziiert ist (lyet al, 2001). Die meisten SBF-regulierten Gene sindlenKnospen-
Bildung sowie der Membran- und Zellwandsyntheseiligt, wohingegen MBF-spezifische Gene
hauptsachlich die Replikation regulieren (lgealal, 1997; lyeret al, 2001). Die Aktivierung
dieser beiden heterodimeren Komplexe erfordert Alimvesenheit eines aktiven CIn3/Cdc28
Komplexes (Dirick et al., 1995), wobei in einem3 Mutante auch die CIn1/Cdc28 und
CIn2/Cdc28 Kinasen die G1/S-spezifische Transkiptiktivieren kénnen (Dirick und Nasmyth,
1991; Skotheinet al, 2008).

Die CIn1/Cdc28 und CIn2/Cdc28 Kinasen sind Bestkihdiner positiven Feedbackschleife fur
ihre eigene Expression und aktivieren ebenfallsSB&-Komplexe Uber die CIn/CDK-abhangige
Inaktivierung des Repressors Whi5 (Besral, 2006; Cross und Tinkelenberg, 1991; Dirick und
Nasmyth, 1991; Pomerening, 2009; Skothesial, 2008) Diese CInl- und CIn2-abh&ngige
Feedback-Schleife macht die - durch CIn3 initiiertdktivierung der G1-Cyclin-Gene zu einer
prazisen "Alles oder Nichts Entscheidung” und bkividie koh&rente Expression der G1/S-
spezifischen Gene (Skotheiet al, 2008). Die CLN1 und CLN2 Transkription ist fir den

11
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unumkehrbaren Eintritt in den Zellzyklus von besemed Bedeutung. Dies wird durch die
Beobachtung bestatigt, dass es bei ektopischereEsion vorCLN1/2zu einem friihen Eintreten
der Zellen in die S-Phase kommt (Dirick et al., 3;99yers et al., 1993). Die Inaktivierung von
SWi4fuhrt daher auch zu einem Defekt der Start-sphifn Transkription, wodurch die Zellen
eine abnormal erhohte Zellgrof3e aufweisen und Bnablin ihrer Morphogenese zeigen (Nasmyth
und Dirick, 1991; Ogas et al., 1991; Stenhal, 1984). In der frihen G1-Phase ist der SBF-
Komplex bereits an den Promotor gebunden, aktiviedoch nicht die G1/S spezifische
Transkription (Harrington und Andrews, 1996; Kodlak, 1996).

Der Repressor Whi5 ist in der G1-Phase mit dem Swmi6 Komplex assoziiert und inaktiviert die
G1/S spezifischen Transkription. Wobei noch nichfgeklart ist, wie Whi5 seine Repressor-
Funktion vermittelt (Abb.1.2.C). In der spaten GiaBe wird Whi5 von CIn3/Cdc28 Kinasen
phosphoryliert, was zur Dissoziation vom SBF-Kompled zum Export aus dem Nukleus fihrt.
Dies ermdglicht die Aktivierung der G1/S spezifisnhl ranskription der CyclinELN1 undCLN2,

die wiederum - Uber die Feedback-Schleife - ihgemé Transkription aktivieren, indem sie Whi5
phosphorylieren (Abb.1.2.C) (Costangbal., 2004; de Bruiret al,, 2004; Jorgenseeat al, 2002;
Skotheimet al., 2008).

Die Inaktivierung der SBF-spezifischen Transkriptieon der G2-M Phase ist abhangig
von der Aktivitat der Cycline Clb1-4, welche diesBoziation des Swi4/Swi6-Komplexes vom
Promotor in G2 bewirken (Amoet al, 1993). Swi4 ist ein Substrat von Cdc28 Kinaseth warde
in Immunpréazipitaten von Clb2/Cdc28-Komplexen nashigsen (Amoret al, 1993). Dies deutet
darauf hin, dass die Phosphorylierung von Swi4 ll@ib2/Cdc28 Komplexe eine Ursache fur die
Inhibierung von SBF in G2 ist (Amon et al., 19931 et al., 1996). Im Gegensatz zu Swi4 ist die
subzellulare Lokalisation von Swi6 zellzyklusspeszif reguliert und die Phosphorylierung von
Swi6 fuhrt schlie3lich in G2 zum Export von Swi6sadem Zellkern (Geymonat al, 2004,
Sidorovaet al, 1995).

Die Regulation der G1-Cyclin Gene in Hefe ahnelt e Metazoen, in beiden Fallen
binden heterodimere Transkriptionsfaktoren (SBF .bE&F) an vergleichbare DNA-Sequenzen.
Die Saugetier E2F-1/2/3 Transkriptionsfaktoren fiegen die Transkription von Genen am G1/S-
Phase Ubergang (Cooper, 2006; Schaefer und Bre2des). Die E2F Aktivatorproteine befinden
sich in einem inaktiven Zustand, solange sie - we#tir G1 - mit dem pRB Repressor
(Retinoblastoma Tumor Supressor Protein) assoziiett Der SBF-Repressor Whi5 in Hefe ahnelt
somit funktionell dem Saugetier pRB Repressor. Wennder spaten Gl-Phase CDK-
Kinaseaktivitat auftritt, wird pRB durch CyclinD/@&3 Komplexe phosphoryliert, woraufhin es
zur Dissoziation vom E2F/pRB Komplex kommt und dMktivierung der Transkription
ermdglicht wird (Cooper, 2006; Dyson, 1998).

An der Regulation der G1/S-spezifischen Transkaiptisind eine Vielzahl anderer

Regulatoren beteiligt, unter anderem gehdren hi@@&4 (Manukyanet al, 2008), XBP1Mai
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und Breeden, 2000MSA1(Asheet al, 2008),NRM1 (de Bruinet al, 2006) undSTB1(Costanzo

et al, 2003). Eine Deletion vo&TB1in einercin3 Mutante fuhrt zu einer verspateten G1/S-
spezifischen Transkription und zur Akkumulation vgrof3en Zellen ohne Knospe (Ha al,
1999), was darauf hinweist, dass Stb1 als Aktivatperen konnte. Es wurde gezeigt, da381
unterschiedliche Effekte auf SBF und MBF reguli€tene hat, obwohl Stb1 mit der gemeinsamen
Swi6 Untereinheit interagiert (Costanebal., 2003). Dies korreliert mit der Beobachtung, dass
SBF und MBF, trotz ihrer ahnlichen Architektur, midn gleicher Weise reguliert werden. Die
zellzyklusspezifische Phosphorylierung von Stblolgtf am G1/S-Phase Ubergang durch
ClIn/Cdc28 Kinasekomplexe und inhibiert die Inteiaktzwischen Stb1l und Swi6 (Costaretaal,
2003; de Bruiret al, 2008; Hoet al, 1999). Frihere Studien zeigten eine spezifigkdsoziation
von Stb1l mit MCB Elementen (Costanebal, 2003), wohingegen die Ergebnisse einer neueren
Studie darauf hindeuten, dass Stb1l sowohl an SE€Buath an MCB Elemente rekrutiert wird (de
Bruin et al, 2008). Urspringlich wurde Stbl als Interaktiarsper des Corepressors Sin3 in
einem Two Hybrid Assay entdeckt (Kasten und StitinE997). Neuere Ergebnisse, einer Analyse
G1-spezifischer mRNAs vostbl undsin3 Mutanten, implizieren eine gemeinsame Rolle dieser
beiden Gene in der Regulation der G1/S spezifisdmanskription (de Bruiret al, 2008), jedoch
sind die Ergebnisse der verschiedenen Studien spdéchlich. Wahrend Het al (1999) darauf
hinweisen dass Stb1l wahrscheinlich als Aktivator @d/S-spezifischen Transkription wirkt,
schreiben De Bruiet al. (2008) Stb1 eine Repressor-Funktion - durch &kigon mit Sin3 - zu (de
Bruin et al, 2008; Hoet al, 1999). Da die Mehrheit der Daten auf eine a&tende Funktion von
STB1lhinweisen (Costanzet al, 2003; de Bruiret al, 2008; Hoet al, 1999), ist es fraglich ob die

verfligbaren Daten (de Bruet al, 2008) korrekt interpretiert wurden.

1.3 Chromatin-Modifikationen und Transkription

Eukaryotische Gene liegen im inaktiven Zustand imoy in einer dicht gepackten
Konformation vor, die aus Nukleoproteinkomplexerstet. Diese Nukleosomen setzen sich aus
einem Histonoktamer (H2A/H2B-Dimer und ein H3/H4tfBener) zusammen, um das 147bp der
DNA in 1,65 Umdrehungen gewunden sind. Die Bildemger Histon-DNA Kontakte zwischen
den aminoterminalen Enden der Kernpartikel und demosphatrickrat der DNA, sowie die
Organisation in Nukleosomen und hoéheren Struktuteghindern die Interaktion genereller
Transkriptionsfaktoren (GTF) und der RNA Polymerdsemit der DNA. Daher wird die
Chromatinstruktur durch die Rekrutierung von Stauktodulatoren an spezifische DNA-Bereiche
fur die RNA-Polymerase zuganglich gemacht, um dian$kription zu initiieren. Eukaryotische
Gene besitzen verschiedene DNA-Elemente, die fi Aktivierung bzw. Regulation der

Transkription essentiell sind (Guarente, 1984; @osx und Hoar, 1984). Das Kern-
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Promoterelement besteht aus dem ersten transkeibidducleotid und der TATA-Konsensus-
Sequenz, die die Bindungsstelle fir das TATA-Bindegin (TBP) und den basalen
Transkriptionsapparat ist (Cormack und Struhl, 3992nseits des Kern-Promotorelements liegen
weitere regulatorische DNA-Elemente, die fur diegpezifische Aktivierung und Repression der
Transkription essentiell sind (Upstream regulatsegjuences: UAS und URS) (Guarente, 1984).
Um die Transkription der eukaryotischen Gene zuogtiohen, binden die promotorspezifischen
Transkriptionsfaktoren an stromaufwartsliegendeivatende Sequenzen (Upstream activating
sequence - UAS) und ermdglichen die Rekrutierungn weeiteren Co-Aktivatoren und
verschiedenen anderen Komplexen, wie SAGA und SMA/San die Promotoren (Bhaumik und
Green, 2001; Cosnmet al, 1999; Neelyet al, 2002). Die Umordnung der Chromatinstruktur durch
diese Komplexe, fordert die Bindung weiterer Traiplonsfaktoren und ermdglicht die Initiation
der Transkription (Bernsteigt al, 2004; Miller und Widom, 2003).

SAGA und der Mediator-Komplex ermoglichen die Bindu der generellen
Transkriptionsfaktoren (GTF), was zur Bildung desiftiationskomplexes (PIC) fuhrt. Dieser
bestent aus den 12-Untereinheiten der RNA-Polymseraé und den generellen
Transkriptionsfaktoren TFIID, TFIIB, TFIE, TFIIFnd TFIIH (Orphanidest al, 1996). Dabei
erfolgt zuerst die Bindung des spezifischen DNAdeimden Faktors TFIID, der sich aus dem
TATA-bindenden Protein (TBP) und den TBP-assoaieffaktoren (TAF) zusammensetzt.

Die Faktoren, die die Chromatinstruktur verdndemm, das Chromatin in einen ,aktiven
Zustand" zu versetzen und die Expression zu ereiiigh, scheinen vom Gen und der Lokalisation
im Genom abzuhangen. Es konnte beobachtet werdass daktives® Chromatin mit
phosphorylierten Linker-Histonen (H1), methyliertend acetylierten Kern-Histonen (H2-H4),
sowie HMG-Proteinen und spezifischen Histon-Vaearassoziiert ist.

Neuere Studien bestatigten, dass die Nucleosontgrdiac Promotor-Regionen geringer
ist, als in codierenden Regionen und dass es ire-Hedmotoren etwa 200bp umfassende
nucleosomenfreie Bereiche gibt (NFR), an die wdiesdich Transkriptionsfaktoren binden
(Bernstein et al., 2004; Hartley und Madhani, 200fe et al, 2007; Ozsolalet al, 2007; Raisner
et al, 2005; Sekingeret al, 2005; Yuan et al, 2005). Diese 200bp umfassenden
nukleosomenarmen Regionen sind von Nukleosomerkiflein die Histon-Varianten (H2A.Z)
enthalten (Alberiet al, 2007; Hartley und Madhani, 2009; Mavrieh al, 2008a; Mavrichet al,
2008b). Genomeweite Lokalisations-Assays zeigtassdH2A.Z an einen grofRen Teil der Hefe-
Promotoren gebunden ist, vornehmlich an inaktivenitoren, wohingegen die Assoziation von
H2A.Z mit aktiv transkribierten Genen vermindert {Suillemetteet al, 2005; Liet al, 2005;
Millar et al, 2006). Der Einbau dieser Histon-Variante in Noklemen, inhibiert
histonmodifizierenden Enzyme und Nukleosomen-Reltinde Komplexe, die an der
Transkription beteiligt sind (Guillemetet al, 2005; Liet al, 2005). Es wurde vorgeschlagen, dass

H2A.Z die Chromatinstruktur auf die Rekrutierungr deranskriptionsmaschinerie vorbereitet
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(Guillemetteet al, 2005), wobei diese Histon-Varianten bei der ktiung der Transkription vom
Promotor entfernt werden (Schoretsal, 2008; Shivaswamgt al, 2008; Zanton und Pugh, 2006).

Bisher wurde jedoch nur an wenigen zellzyklussjgctien Promotoren untersucht, welche
Faktoren die Chromatinstruktur beeinflussen, umtidtion der zellzyklusspezifischen
Transkription zu ermdglichen.

Es gibt zwei Klassen von Enzymen, die durch lok#teorganisation und Modifikation der
Chromatinstruktur, die Bindung der basalen Tramsknsfaktoren und der RNA-Polymerase |l
ermdglichen (Pollard und Peterson, 1998). Die ekiasse sind die ATP-abhangigen-
Nukleosomen-Remodelling-Faktoren, welche die chelngisEnergie der ATP-Hydrolyse flr die
Veranderung der Chromatinstruktur nutzen. Hierzinoge der ~2 MDa grol3e und aus 11
Untereinheiten bestehende Chromatin-Remodelling e SWI/SNF (Gavinet al, 2001;
Gutierrezet al, 2007; Kwonet al, 1994; Schwabish und Struhl, 2007). Remodellingrigtexe
wie SWI/SNF, ISWI und RSC bewirken in Abhangigkeibn ATP eine Mobilisierung der
Nukleosomen, was die Zuganglichkeit der DNA fir i&kriptionsfaktoren foérdert (Lorcht al,
2006; Sahat al, 20064, b; Varga-Weisz und Becker, 2006; Zheingl, 2006).

Die andere Klasse katalysiert posttranslationalealemte Modifikationen der Histone. Die
Vielzahl dieser verschiedenen Histonmodifikationenfasst die Acetylierung von Lysinen (K), die
Methylierung von Lysinen und Argininen (R), die Bpborylierung von Serinen (S) und
Threoninen (T), sowie die Ubiquitinierung und Suerying von Lysinen und die ADP-
Ribosylierung (Liet al, 2007). In den 1990er Jahren wurde die Hypothesgeatellt, dass diese
posttranslationalen Modifikationen einen "Histond@b darstellen. Spéater wurden immer mehr
Daten gesammelt, die die Hypothese untermauers,diase Modifikationen Bindungsstellen und
Signale darstellen, die eine sequentielle Rekmrigr chromatinmodifizierender Enzyme
organisieren (Carrozzet al, 2005b; de la Cruet al, 2005; Jenuwein und Allis, 2001; Keogh
al., 2005; Lee und Shilatifard, 2007; Morgsal, 2007; Strahl und Allis, 2000; Turner, 2000).

Zu den Enzymen, die diese Modifikationen vermittedinlen die Histonacetyltransferasen
(HAT), Histondeacetylasen (HDAC), Histonmethyltrardfsen (HMT), Histondemethylasen und
Histonkinasen. Zu dieser Klasse histonmodifizieeend Enzyme  gehdren  der
Histonacetyltransferaseaktivitat besitzende SAGAKIEX (Spt-Ada-Gen5-Acetyltransferase) und
der NuA4-Komplex mit seiner HAT-Untereinheit Esaldg®&nell et al, 1996; Ginsburget al,
2009). Als Untereinheit des multifunktionalen Cotiktor Komplexes SAGA, acetyliert Gcnb
die Lysine der Histone H3 und H4 und destabilissernit deren Interaktion mit der DNA (Brown
et al, 2001; Granet al, 1997; Kuoet al, 1996; Wuet al, 2004). Beide Histonacetyltransferasen
werden generell genomweit an Promotoren rekrutied flihren zur Acetylierung von H3 und H4
an aktiven Promotoren (Pokholek al, 2005; Roberet al, 2004). Es wurden zwei Gruppen von
HAT s beschrieben, die Typ A HAT s sind im Kern ddikiert und acetylieren die Histone der

Nucleosomen, wéhrend die des Typ B im Cytoplasmasyathetisierte Histone acetylieren. Die
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Histonhyperacetylierung korreliert mit der Aktivigrg der Transkription. Es wird angenommen,
dass diese Histon-Modifikation zu einer Veranderbag. Neutralisierung der positiven Ladung
der Lysinreste fiihrt und damit deren Interaktiongib der DNA aufhebt (Morales und Richard-
Foy, 2000). Die Deacetylierung der acetylierten ibgesste erfolgt durch hochmolekulare
Histondeacetylase Komplexe (siehe Kapitel 1.4).

Die Elongationsphase der Transkription wird eingele wenn sich der Pra-
Initiationskomplex auflést und die RNA-Polymeradegktrennt von den meisten GTF's den
Promotor freigibt. Wahrend der Elongationsphaseolgtrf die koordinierte Rekrutierung
verschiedener histonmodifizierender Enzyme, die dibromatinstruktur modulieren. Die
Methylierung von H3K4 und H3K36 durch die Histonmdasen Setl und Set2 scheint hierbei
primar ein Signal fur die Rekrutierung von Chromaemodelling-Faktoren und
histonmodifizierenden Komplexen darzustellen @tial, 2007). Die Metylierung von H3K36
durch Set2 im ORF wird von der Chromodomane, def3 BEdntereinheit des Sin3/Rpd3[S]-
Histondeacetylasekomplexes erkannt und in Folget fdie Rekrutierung der Histondeacetylase
Rpd3 zur Hypoacetylierung des ORF und zur Staeilisig der Nukleosomen (Carrozet al,
2005b; Keogtet al, 2005; Pokhololet al., 2005).

Obwohl lange Zeit unbekannt war ob Histonmethyigen reversibel sind, wurde vor kurzem
gezeigt, dass mehrere Histondemethylasen die Mgtippen von Histonen entfernen (Tsukada
al., 2006; Yamanet al, 2006).

Chromatin-Modifikationen an G1/S-spezifischen Genen

Die Chromatin-Modifikation und das Remodelling agllzyklusspezifischen Promotoren
wurde bisher nur wenig untersucht. Die Rekrutierung Transkriptionsfaktoren und Chromatin
modifizierenden Faktoren an zellzyklusspezifisclenidbtoren inS cerevisiaewurde besonders
eingehend am HO Endonukleasegen untersucht. H@insspezifisch in der spaten G1-Phase
reguliertes Gen, das jedoch eine Sonderstellungiremt, da es nur in Mutter-, aber nicht in
Tochterzellen exprimiert wird (Nasmyth, 1983). DO Endonuklease generiert am Hefe
Paarungstyp-Locus Doppelstrangbriche, die den Asstader Paarungstyp-Kassetten MATa und
MAT ermdglichen. Somit wird durch Gen-Konversion eaaRingstypwechsel herbeigefuhrt.

Der HO-Promotor lasst sich in zwei Regionen eiateileine distal stromaufwarts liegende URS1
Region, die fur die mutterzellspezifische Regulatiaustandig ist, sowie eine proximal
stromaufwarts liegende URS2 Region, die fur didzgklusspezifische Regulation verantwortlich
ist (Nasmyth, 1993b) (Abb.1.5). Die TranskriptioesdHO Gens ist spezifisch abhéngig von der
Anwesenheit des Swib Aktivator-Proteins (Breedeth Nasmyth, 1987; Sternbeeg al, 1987).

Sing3 ist ein negativer Regulator vbiD, da die Deletion vosin3 eineswi5 Mutante supprimiert
und die Expression vadO ermoglicht (Breeden und Nasmyth, 1987b; Sternbéesd, 1987).
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Abb.1.5 Schematische Darstellung der Rekrutierung an Chromatin-Remodelling Komplexen unc
Transkriptionsfaktoren an den HO Promotor.

In der spaten Anaphase erfolgt bei Inaktivitat ekl die Assoziation wvo Swi5 mit der URS1 des F
Promotors. Swi5 fordert die Bindung von Swi/Snf,swaiederum die Rekrutierung von SAGA initii
Nukleosome-Reorganisation und Histondeacetylierung erméglicieschlielend die Bindung von SBF
die URS2 Region. Aktivierung von Cdkl in der spa@hPhase fuhrt dann zur Rekrutierung von TF
TFIIH und der RNA-Polymerase Il

(Verandert nach M. Cosma, Molecular Cell, Vol.10,20@27-236)

Wahrscheinlich bindet der Repressor Ashl an die LUR® HO und rekrutiert den Sin3/Rpd3-
Komplex, um der Bindung von SWI/SNF entgegenzuwirk€arrozzeaet al, 2005a; Mitraet al,
2006; Takahatat al, 2009).

Das Transkriptionsprogramm von HO beginnt in deitsp Anaphase, wenn CDK1 inaktiv
ist, mit der Rekrutierung des Aktivators Swi5 aa givischen 1200-1400bp stromaufwartsliegende
URS1 Region (Abb.1.5). Dies fordert die Bindung d88I/SNF Chromatin-Remodelling
Komplexes an die URS1 und URS2 Regionen (Cosinad, 1999).

Die Anwesenheit von Swi5 und die Reorganisation @&romatinstruktur durch SWI/SNF
wiederum ermdglicht die Bindung des Srb/Mediatomiftexes an die URS1 Region. Aul3erdem
ist die Bindung von Swi5 und die Rekrutierung de#ISNF Komplexes essentiell fur die
nachfolgende Bindung des SAGA Komplexes (Spt-AdaSsAcetyltransferase) an den Promotor
(Cosma et al., 1999; Krelet al, 1999).
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Die Rekrutierung der Genb Acetyltransferase fulrt &cetylierung der Histone H3 und H4 in der
frihen G1-Phase. Die ATP abhangige Konformationsénd) der Nukleosomen durch SWI/SNF,
wie auch die Acetylierung der Histone eines 1kb3gro Bereiches durch SAGA, bewirken die
Mobilisierung der Nucleosomen und erméglichen diendBng des sequenzspezifischen
Transkriptionsfaktorkomplexes SBF an die 100-708ibbpmaufwartsliegende URS2 Region.

Der heterodimere Transkriptionsfaktorkomplex SBFeda@rum rekrutiert den Mediator Komplex
an die URS2 Region und die TATA-Box des Promot@ssfnaet al, 2001). Das Auftreten der
Cdkl1l Aktivitat fahrt anschlieBend, durch Rekrutieguvon TFIIB, TFIIH und der RNA-
Polymerase Il, zum schrittweisen Aufbau des Priatidinskomplexes (PIC) und zur Aktivierung
der Transkription (Bhoitet al, 2001; Cosma et al., 2001; Krebs et al., 1999).

Fur andere zellzyklusspezifisch regulierte Genedist CDK-unabhangige Rekrutierung
von SWI/SNF, SAGA, SBF und Srb/Mediator, sowie @BK-abhangige Bindung der RNA-
Polymerase Il in der spaten G1l-Phase, ebenso ¢hdstikch. Wobei es dennoch deutliche
Unterschiede in der Regulation von HO und andesfizyklus-Genen gibt. Zum Beispiel erfolgt
die Transkription vorCLN2 unabhangig von Swi5 und der SBF-Komplex rekrutilem Mediator

und die RNA-Pol Il gemeinsam als Holoenzym.

1.4 Histondeacetylasen und der Sin3/Rpd3 Komplex

Vor ungeféhr vierzig Jahren wurde erstmals diéAbetylierung von Histonen beschrieben
und kurze Zeit spater auch die Lysin-Deacetylasgentifiziert, die diese Modifikationen
rickgangig machen (Gershest al, 1968; Inoue und Fujimoto, 1969; Vidadit al, 1968).
Mittlerweile ist bekannt, dass die Histondeacegta@HDAC) in héheren Eukaryoten eine Rolle in
der Proliferation, Entwicklung und Differenzierurgpielen, aufRerdem wurden HDAC’s im
Menschen mit der Tumorentstehung und verschiedararonalen Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Im Menschen wurden bisher 11 Histondgkasen identifiziert, die gemaR ihrer
Sequenzahnlichkeit zu den Hefe-HDAC's in zwei Kdasseingeteilt werden. Zur Klasse | zéhlen
Histondeacetylasen die Rpd3 &hneln und zur Klasgehoren der Hefe Hdaléahnelnde Enzyme.
Neben Rpd3 und Hdal wurden - $1 cerevisiae auch noch die HDAC-Aktivitat besitzenden
Proteine Hos1-3 identifiziert. Neben ihrer Haup#ion als Histondeacetylasen in der Regulierung
der Chromatinstruktur, kbnnen HDAC's auch vielehthistonproteine deacetylieren, wie GTF’s,
spez. Transkriptionsfaktoren (YY1, E2F1), den Tusoppressor p53, Hitzeschockproteine und
Cytoskelettproteine.

Die erste identifizierte Histondeacetylase warStigetier HDAC1, die groRe Ahnlichkeit
mit demS. cerevisiadkepressor Rpd3 zeigt (Tauntenal, 1996). In Hefe ist Rpd3 in einem etwa

2MDa grofen Komplex mit dem Co-Repressor Sin3 &@ssbzDie sin3 Deletion (svi -
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independent) wurde erstmals als Suppressorsvan Mutanten identifiziert, die Defekte beim
Paarungstypwechsel (mating type tling) zeigen (Nasmyth, 1987; Nasmy#t al, 1987;
Sternberget al, 1987). Der Sin3/Rpd3-Komplex ist von der Hefe bum Menschen konserviert
(Heinzelet al, 1997; Lahertyet al, 1997; Rundletet al, 1996) und ist durch Deacetylierung von
Lysin-Resten der Histone H3/H4 an der Repressioi denskription beteiligt (Kadosh und Struhl,
1998a, b; Rundlettt al, 1998). Der Co-Repressor Sin3 ist der Kern-Bes&ndieses Komplexes
und rekrutiert die HDAC Rpd3 ber Interaktionen mdtrschiedenen Faktoren an die DNA. Sin3
ist ein 174,9 kDa groRRes Protein, das hauptsachlishDomanen aufgebaut ist, die flr Protein-
Protein Interaktionen verantwortlich sind. Es l&sit Helix-Loop-Helix ahnliche PAH-Doménen
(Paired Amphiphatic -Helices), eine Histon-Interaktionsdoméane (HID) unchehrere
hochkonservierte Regionen (HCR) (Waeagal, 1990; Wang und Stillman, 1993). Da der Co-
Repressor Sin3 keine DNA-Binde-Aktivitat besitakiutiert er seine assoziierte Histondeacetylase
Rpd3 Uber Wechselwirkungen mit DNA-bindenden Pragri (Transkriptionsfaktoren, Adaptor-
Proteinen) an Promotoren verschiedener Gene, uemdaanskription zu regulieren (Kadosh und
Struhl, 1997; Rundlett et al., 1996). Zu den bestlenen sequenzspezifischen DNA-bindenden
Repressoren, die den Sin3/HDAC1(Rpd3) Komplex aom@toren rekrutieren, gehdren Mad
(Hassiget al, 1997; Laherty et al., 1997), Ume6 (Kadosh undif8ir1997; Rundlett et al., 1998)
und YY1 (Yanget al, 1996), sowie die Co-Repressoren SMRT (Nagwyl, 1997) und NCoR
(Alland et al, 1997; Heinzel et al., 1997). Die Mehrzahl derraRterisierten Interaktionen von
Sin3 mit Transkriptionsfaktoren finden Uber die PABloméane statt und nur einige wenige sind fur
die PAH1 Doméne beschrieben (Ayaral, 1995; Kadosh und Struhl, 1997; Kasten und Stiima
1997; Tsakt al, 1999).

Sin3 ist ein wichtiger globaler Regulator der Chatim-Struktur und erfullt seine
regulatorische Funktion als Komplex-Kernbestandt@il Protein-Protein Interaktionen in zwei
verschiedenen Komplexen, dem 0,6MDa kleinen Rpd3{&inplex und dem 1,2MDa grol3en
Rpd3[L] Komplex (Carrozzat al, 2005a; Carrozzat al, 2005b; Rundlett et al., 1996). Beide
Komplexe scheinen unterschiedliche Funktionen Ziillen und haben - neben den Kern-
Komplex-Untereinheiten Sin3, Rpd3 und Umel - weiteerschiedene Komplex-Untereinheiten.
Der groRe Komplex scheint an der Deacetylierung Roomotor-Bereichen beteiligt zu sein, da
sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren wie Uma®l Ashl Bestandteile des Rpd3[L]-
Komplexes sind. Der kleine Rpd3[S]-Komplex hingegest fur die Deacetylierung der
codierenden Regionen verantwortlich. Eaf3 und Rind spezifische Untereinheiten des Rpd3[S]-
Komplexes. Uber seine Chromodomane erkennt Eaf3 K&-methylierte Histon H3 und
rekrutiert Rpd3 an Nucleosomen, die durch die $ts2onmethyltransferase methyliert wurden
(Carrozzeet al, 2005b; Keoglet al, 2005).

Kirzlich wurde gezeigt, dass sowohl der Rpd3[L] wieech der Rpd3[S] Komplex an die

Promotoren von HSP-Genen rekrutiert werden, wahRgpdB[S] nur an die codierenden Regionen
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bindet. Hier scheinen SAGA und Rpd3 - im Zusammmhsp die Chromatinstruktur zu
beeinflussen, um die Transkription zu moduliererefer und Gross, 2009).

Da Sin3 mit vielen unterschiedlichen Proteinen, Wianskriptionsfaktoren interagiert,
scheint es an der Regulation einer Vielzahl veestdner Prozesse beteiligt zu sein (Grzesida,
2009; Silverstein und Ekwall, 2005). Vor zehn Jahweurde in Saugetieren mit Madl der erste
Transkriptionsfaktor idenzifiziert, der mit mSin3&nen Komplex bildet. Madl interagiert mit der
PAH2 Doméane von mSin3A und rekrutiert die Histormglasen HDAC1 und HDAC2 Uber die
Interaktion mit mSin3A an die Myc/Mad/Max-regulient Promotoren (Ayest al, 1995).

In Hefe wurde am ausfuhrlichsten die genspezifiséh@motor-Rekrutierung von
Sin3/Rpd3 Uber den Transkriptionsregulator Ume6chgsben. Der Hefe-Transkriptonsfaktor
Ume6 rekrutiert den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekexpn die Promotoren von Genen, die an
der Phospholipidbiosynthese, Meiose und Sporuldigteiligt sind (Bowdish und Mitchell, 1993;
Hepworthet al, 1998; Hudaket al, 1994). Durch die Bindung an Sin3 wirkt Ume6 sgiarals
Repressor der Transkription, bis die Interaktionisetven Imel und Ume6 mit der negativen
Regulation durch Sin3 interferiert und die Aktiviag der Transkription einleitet (Bowdish und
Mitchell, 1993; Kadosh und Struhl, 1997; Washbund tEsposito, 2001). Untersuchungen von
Ume6-spezifischen Promotoren zeigten, dass RpdB Hiteund H4 - vornehmlich an H4KS5,
H4K12 und H4K16 — deacetyliert (Kadosh und StraBB8a, b; Rundle#t al, 1996).

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Angeregt durch die Identifizierung ein&N3 Allels, das bei ektopischer Expression die
ZellgroRe von Hefezellen verandert, sollte in dieAbeit aufgeklart werden, ob Sin3 und die
assoziierte Histondeacetylase Rpd3 eine Funktiodein Zellgrélienhomeostasis beim Start des
Zellzyklus spielen. Es sollte die Frage geklart deer, ob der Sin3/Rpd3-Komplex direkt an der
Regulation der Transkription von G1-Cyclinen bégeilst und so die GroRRe beeinflusst, bei der die
Saccharomyces cerevisiaellen in die S-Phase eintreten. Weiterhin wurdéetsucht, wie die
zellzyklusspezifische Funktion von Sin3 reguliestt ind welche weiteren Faktoren die Funktion
des Sin3/Rpd3-Komplexes bei der Regulation zellzsdpezifischer Gene in der spaten G1-Phase
beeinflussen. Es wurde bestimmt, ob die Start-§pezen Regulatoren Whi5 und Stbl eine

Funktion bei der Rekrutierung des Sin3-KomplexeSBFR-spezifische Gene spielen.
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2. Resultate

2.1 Analyse eines, aus einer Genbank isoliert&iN3 Allels

2.1.1 Die Expression eines verkiirzte8IN3 Allels aktiviert die Expression vonCLN2

und reduziert die Zellgré3e voncin3 Mutanten

Um neue positive Regulatoren der G1/S spezifisGmanskription zu identifizieren, wurde
ein Screen durchgefiihrt, bei dem von einem ZelignéBhanotyp, decin3  Nullmutante,
Gebrauch gemacht wurde. Da in einkr3 Mutante die G1/S spezifische Transkription verspat
aktiviert wird, sollte eine Uberexpression von piesn Start-Regulatoren besonders deutliche
Effekte auf die ZellgrélRe zeigen. Eilge cerevisiaeGenbank, deren multicopy Ausgangsvektor
YEplacl181 war, wurde in eineln3 Mutante transformiert. Aus diesem Transformantehpo
wurden durch zentrifugale Elutriation jene Transfanten isoliert, die eine Reduktion der
ZellgroRe von Gl-Zellen zeigten (R. Sdllner, C. Koaicht veroéffentlichte Daten). Neben
Plasmiden, die fur die bekannten RegulataZéml, CLN2, CLN3 und SWIl4codieren, wurde ein
Plasmid isoliert, das fur eine verkirzte Versiom \&IN3 codiert und die ZellgroRe vorin3
Zellen reduziert. Diesem 2SIN3 C Allel fehlt der C-terminale Teil deSIN3Leserahmens nach
dem Nucleotid 2436 und codiert somit fir ein, aesn dminosauren 1-810 bestehendes Sin3-
Fragment (R. Séliner, C. Koch, nicht verdffentlietaten).

Um festzustellen, ob das Fehlen des C-terminalari@®es vorSIN3 den Effekt auf die
ZellgroBe dercin3 Zellen verursacht, wurde eine Mutationsanalyseedie2 SIN3 Cias 1-810)
Allels durchgefuhrt. DaSIN3 Cias 1-s10)Allel wurde durch eine, auf PCR-basierende Methate
einen definierten Bereich verlangert (O. Stephaohtnvertffentlichte Daten). Dieses daraus
resultierendeSIN3 Cias 1-049) Allel codiert fiir eine, aus 949 Aminosauren bestete Sin3-
Variante. Auf3erdem wurde durch Gap repair daSIN3 Cius 1-s10)Allel zu der Wildtyp Version
SIN3wiyas 1-1536€rganzt (siehe Materialien und Methoden).

Der Vergleich der Zellgro3e von Transformanten,ahs plasmidcodiert8IN3 Cs 1-s10)
exprimierten, mit Zellen, die mit dem Leervektor M&c181 transformiert worden waren,
bestatigte, dass das SIN3 Cxs 1-s10)die Zellgrol3e voreIin3  Zellen reduzierte, und zeigte, dass
die verlangerte VersionSIN3 Cas 1-049], im Gegensatz dazu, nicht die Zellgrof3e vadn3
Nullmutanten reduzierte (Abb.2.1.B; Oben und MittBas durch Gap repair erhaltene (siehe
Materialien und Methoden), vollstandig&N3w, Allel reduzierte ebenso WiBIN3 Cas 1-949)Nicht
die durchschnittliche ZellgroRe einein3 Population (Abb2.1.B; Unten und Mitte). Diese
Beobachtungen zeigten, dass die reduzierte Zebgd® Transformanten, diSIN3Gas 1-s10)

exprimierten, durch Abwesenheit des C-terminalereBbes von Sin3 hervorgerufen wird. Dieser
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fehlende Bereich umfasst den gréf3ten Teil der Histteraktions-Doméane (HID) und die PAH4
Domane von Sin3. Da dieser Region eine Rolle belrderaktion mit der Histondeacetylase Rpd3
zugeschrieben wird, konnte es sein, dass Sh3nicht mehr in der Lage ist, seinen
Interaktionspartner Rpd3 zu rekrutieren.

Sin3 wurde urspringlich als Repressor der Trans&npeschrieben (Kadosh und Struhl,
1998b; Nasmythet al, 1987; Silverstein und Ekwall, 2005; Sternbetgal, 1987; Vidalet al,
1991).Sin3 Mutanten waren identifiziert worden, da sie digpiession des HO-Endonuklease
Gens in Abwesenheit voisWI5 ermdglichen. Um zu untersuchen, ob die Expression
SIN3 Ciss 1-s10)€inen Effekt auf die HO-Expression hat, wurde Ei@fluss vonSIN3 Cxs 1-g10)auf
die Expression eineldO-ADE2 Reportergens untersucht. YEplac181 und daSIA3 Cs 1-s10)
Plasmid wurden in eineswi5 Stamm transformiert, der elDE2 Reportergen besitzt, das unter
der Kontrolle des HO-Promoters steht (siehe Malienn und MethodenBwi5 Mutanten, die mit
dem2 SIN3 Cps 1-810)Plasmid transformiert waren, wuchsen im Gegensatz Kontrollstamm
mit dem Vektor YEplacl181 auf -ADE Mangelmedium, ewperten also dasHO-ADE2
Reportergen (Abb.2.1.C) (Stephan und Koch, 2009¢ rlangerte VersiorSIN3 Cps 1-949)
bewirkte dagegen kein Wachstum d@s5 Teststammes auf -ADE Mangelmedium (Abb.2.1.C).
Diese Beobachtung wies darauf hin, dass die ektopi&Expression VOBIN3 Cas 1.510 die Sin3
abhéngige Repression der Transkription k) in swi5 Mutanten aufheben kann.

Der Einfluss vonSIN3 Cis 1.8100auf die Mutterzell-spezifische Regulation der Hitaiption von
HO in der spaten G1-Phase ist jedoch kein Nachfieiginen Effekt auf die gréfienabhéngige
Gen-Regulation. Beim Erreichen einer kritischenlgélie in der spaten G1-Phase aktiviert die
Cdc28 Proteinkinase, im Komplex mit dem Cyclin Gld& Transkription der G1-Cyclin@éLN1
und CLN2 Diese G1/S-spezifische Transkription der G1-Gylist ein wesentliches Ereignis fir
das zellgrol3enabhangige Eintreten der Zellen in mgchsten Zellteilungszyklus. Aus diesem
Grund ist die Analyse der mRNA Mengen v@iN1 und CLN2 wahrend der G1-Phase, ein
wichtiger Hinweis flr den irreversiblen Eintritt @en Zellzyklus.

Um die G1/S-spezifische Transkription von Zellerrelli zu vergleichen, die mit
YEplac181 oder dem 2SIN3 Cs 1-810)Plasmid transformiert worden waren, wurde die mRNA
Menge durch Northern Blot Analyse untersucht. DatNern Blot Analyse der G1/S-spezifischen
MRNA von logarithmisch wachsenden 3IN3 Cias 1-810) Transformanten zeigte, dass diese Zellen
einen erhohtenCLN2 Transkriptlevel aufweisen (Abb.2.1.D). Ebenso Beskese asynchrone
Transformanten-Population, im Vergleich mit den I&l die mit dem YEplacl181 Vektor
transformiert worden waren, einen erhdéhten Buddhidgx (Abb.2.1.D). Das weist darauf hin, dass
in der SIN3 Cas 1-s10)€Xprimierenden Population ein héherer Anteil vorllefe die G1-Phase

verlassen hat.

22



Resultate

A
200As 400As 600As 800As 1000As 1200As 1400As
Sin3 N— || || ENY I —~cC
PAH1 PAH2 PAH3 HID PAH4
Sin3ACxs 1519 N— || || - c
PAH1 PAH2 PAH3
Sin3AC (s 10499 N—| || || | [ e
PAH1 PAH2 PAH3
B
7001 — ¢In3A [+YEPlac181]
ax).
501 —— Wt [+YEPlac181] C Vektor
=
YEPlac181
g 400 cIn3A [+ 241 SINZAC 4 1.410)] ac ki
T 301
N -~ 2u SIN3AC \  2u SIN3AC
(AS 1-810) (AS 1-949)
m.
O+ T T T
25 35 45 55 65 75 85 95
ZellgroRe (um)
7001 —— c¢in3A [+YEPlac181]
GD.
= 501 —— Wt [+YEPlac181]
S D
N ]
5 40 — ¢ln3A [+ 2 SINZAC (55 1.949] 07 CLN2 - Transkription
E’ 31)' 06
200 é 05
o o YEPlac181
104 g = 24 SIN34C
2 g,
0 | N S S S e S B S e S E =
-E 0,2
25 35 45 55 65 75 85 95 2 o
ZellgroRe (um) o
Wit cin34
7001 In3A [+YEPIlac181
+
600 | S [+ TEFL1E1] wi cin34
— —— Wt [+YEPlac181] YEPlac181 2uSIN34AC YEPlac181 2uSIN34C
§400_ ¢in3A [+ 2p SIN3yy, ] Zellen mit Bud: 51% 64% 47% 68%
s ZellgréRe: 57.9fl 4471 100.6fl 61.9f1
3 300 -
N
200 {
100 -
0 e eS——

25 35 45 55 65 75 85 95
ZellgroRe (um)

Abb.2.1  Multicopy Plasmide, die fur ein verkirztes2 SIN3C Allel codieren, reduzieren die
ZellgréRe voncin3  Mutanten und aktivieren die Transkription des G1-Cyclins CLN2.

(A) Das Sin3 Protein besteht aus 1536 Aminosauren esidzb 4 PAH Domanen (Paired Amphiph
Helix) (Wangetal., 1990) sowie eine HIC Doméne (HDAC Interactionnfizdn). Das 2 SIN3 Cias 1-810)
Allel codiert fur ein 810 Aminosauren umfassendely/peptid. Dieses Allel wurde @&rminal auf 949 A
verlangert [2 SIN3 Cias 1.049], und durch Gap repair auf die Wt Lange erganzt$MN3wy (as 1-153¢)- (B)
Wildtyp Zellen (CY979) unctin3 Mutanten (CY2028) wurden mit dem Leervektor YEpBtind de
YEplac181 Derivaten pCK2036, pCK1888 und pCK2l1lGhsformiert. Diese Plasmide codieren #ir
SINS Cias 1-810) 2 SIN3 Cas 1-049)Und SIN3w. Eine Einzelkolonie der Transformanten wurde jésvigi -
LEU Mangelmedium bei 30°C kultiviert. Wahrend diggarithmischen Wachstumsphase wurde bei einem
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Titer von 3,4x10 Zellen/ml die ZellgroRe mit einem CASY®1 cell coen(Scharfe Systems) bestimr(i)
Swi5 Mutanten, die einHO-ADE2 Reportergen besitzen (CY954), wurden miiEplac181 (CY4274
pCK1509 (CY4275), pCK1836 (CY4282) transformierte Dransformanten CY4274, CY4275 und CY4
sowie die Positivkontrolle (CY953) (GenotyBWI5 HO-ADE2) wurden auf EEU Mangelmediur
ausgestrichen. Nach 2 Tagen Inkubation bei 30°Glemurdie Zellen aufADE Mangelmedium tbertrage
Die Platten wurden anschlieend 3 Tage bei 30°Qhbiekt (O. StepharDiplomarbeit 2004).(D) Wildtyp
Zellen (CY979) undcin3 Mutanten (CY2028) wurden mit dem Leervektor YEpBtlund pCK150
transformiert. DieCLN2 mRNA Mengen der in LEU Medium Kkultivierten Transformanten CY42
CY4257, CY4265 und CY4266 wurden durch Northernt Bloalyse bestimmt und mit der BIOCAPTAR2.:
Software quantifiziert. Der Budding Index wurde cluZahlen von 250 Zellen bestimmt.

Angesichts der beschriebenen Rolle von Sin3 alsthe Regulator der Genexpression, ist
die naheliegendste Hypothese, dass die verkUr3i&8 Allele als dominant negative Allele
wirken. Um diese Mdoglichkeit zu untersuchen, wurdaohfolgend die Interaktionen zwischen den

verkirzten Sin3-Varianten und der Histondeacetyl®&3, durch Immunprazipitation, analysiert.

2.1.2 Sin3 Cas 1-s10)interagiert nicht mit der Histondeacetylase Rpd3

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dadsffeét desSIN3 Cias 1-10)Allels
auf die G1/S-spezifische Transkription und die @g@iRe dadurch verursacht wird, dass dem
exprimierten Sin3Cas 1-810) der Bereich zwischen den Aminosauren 810 und 1&88. Eine
mdogliche Erklarung fir den Effekt deSIN3 Cus 18100 Allels auf die ZellgroBe von
Transformanten ware, dass Si3as 1.s10) Nicht mit Rpd3 interagiert und daher die
Histondeacetylase nicht rekrutieren kann.

Um die physikalischen Interaktionen von Sit@3as 1.s10zU untersuchen und somit einen
Einblick in die Wirkungsweise der verkirzten Versiowon Sin3 zu erhalten, wurde durch
Immunprazipitation die Assoziation plasmidcodier&in3-Varianten mit Rpd3 untersucht. Bei
diesem Experiment konnten keine Interaktionen Zwgscden epitopmarkierten Sin3-Varianten
und dem epitopmarkierten Rpd3 nachgewiesen weidate nicht gezeigt). Da die eingesetzten
Stamme sowohl das genomiscB&N3y, Allel als auch die plasmidcodierteéBIN3Varianten
exprimierten, besteht die Mdglichkeit, dass einemigetition der beiden Versionen die Effizienz
der Immunprazipitation beeinflusst. Das genomissh¥3wurde deshalb, vor der Transformation
mit den Plasmiden, auf chromosomaler Ebene ddletier

Damit die Sin3-Varianten uber die Bindung an eim&, anti-myc Antkdrpern beladene,
Affinitatsmatrix isoliert werden koénnen, wurde are gplasmidcodierten Leserahmen der Sin3-
Varianten eine myc-Affinitatsmarkierung kloniertecius 3 Kopien einer Sequenz des humanen c-
myc Proteins bestand (Evanal, 1985; Sells und Chernoff, 1995; Squistioal, 1990). Die myc-
Epitoptag-Kassette wurde durch PCR amplifiziert nadh einem Restriktionsverdau mit Xbal, in
die Xbal Schnittstelle der Plasmide kloniert. Didadmide, die fir diese Sin3-myc
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Fusionsproteinvarianten codieren, wurden anschi@l3en eine sin3  Deletionsmutante
transformiert, die ein epitopmarkiertes Rpd3-HA tBmo exprimiert. Um zuvor die HA-
Epitopmarkierung auf chromosomler Ebene inBBR®3Gen dieses Stammes einzubringen, wurde
ein DNA-Fragment, dass fir sechs Kopien einer Serueis dem Haemaglutinin Protein des
Influenza Virus codiert (Knoget al, 1999; Nimanet al, 1983; Wilsonet al, 1984), durch
homologe Rekombination C-terminal, an d&PD3Leserahmen fusioniert (Materialien und
Methoden). Die Einfihrung dein3 Deletion erfolgte durch Kreuzung des Hefestammiesdas
epitopmarkierte Rpd3-HA exprimierte, mit einem StandesserSIN3 Leserahmen durch eine
KanMX Deletionskassette ersetzt worden war (Winzeleal, 1999). Die Deletion vorsSIN3
wurde durch PCR Uberprift und die Rpd3-HA exprimmnetensin3  Zellen anschlieRend mit den
2 SIN3 C Plasmiden transformiert. Die Zellen exprimiertavigfich sowohl die markierte
Version von Rpd3 - unter der Kontrolle des eigeRemmotors mit der nattrlichen Expressionsrate
- als auch die plasmidcodierten Sin3-myc Varianten.

Aus Zellen einer logarithmisch wachsenden Kulturdem Extrakte durch physikalischen
Zellaufschluss gewonnen und mit der Affinititsmatrikubiert. Die Affinitatsmatrix bestand aus
paramagnetischen Eisenoxydpartikel (Dynabeads®)deren Oberflache anti-myc Antikorper
(9E11) immobilisiert worden waren (Materialien uethoden). Uber diese Affinitatsmatrix
wurden die Sin3-myc Epitoptag-Fusionsproteine dpgen immunprazipitiert (Materialien und
Methoden). Spater wurden, durch Western-Blot Arglyslie coprézipitierten Rpd3-HA6
Fusionsproteine in den Eluaten immunologisch degekt

Die Western-Blot Analyse in Abb.2.2 zeigt, dassaffitatsmarkierten Sin3-Varianten in
den Ganzzellextrakten der Transformanten eindeutighunologisch nachgewiesen werden
konnten. Die plasmidcodierten Sin3-Varianten {igdnyc, Sin3as 1.0a9yMyc und Sings 1-s105
myc wurden aus den Ganzzellextrakten d#n3 Mutante, durch Adsorption, an die
Affinitatsmatrix erfolgreich préazipitiert (Abb.2.2Sowohl im Eluat der Immunpréazipitation von
Sin3wy-myc, wie auch in dem von Sia3d 1.agymyc liel3 sich das coprazipitierte Rpd3-HA
immunologisch nachweisen (Abb.2.2). Im Gegensatdavar im Eluat der Immunprazipitation
von Sin3as 1-s10yMyc kein Rpd3-HA nachweisbar, obwohl die Prazimtavon Sinds 1-s10ymyc,
immunologisch durch anti-myc Antikorper, nachgewiesverden konnte (Abb.2.2).

Diese Beobachtung zeigt, dass $i83.s10ymyc nicht mit Rpd3-HA interagiert und deutet darauf
hin, dass die Sin3-Region zwischen den Aminosa#@ und 949 fiur die Bindung der

Histondeacetylase essentiell ist.
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Abb.2.2 Rpd3-HA bindet nicht an Sin3 C-mycs 1-s10)

Sin3 Mutanten, die ein chromosomales Rpd&-exprimierten, wurden mit Vektor YEplac181 undh
YEplac181 Derivaten pCK2036, pCK1888 und pCK21@hsformiert. Diese Plasmide codierten 2ur
SINS Cias 18100 2 SIN3 Cias 1-9a9yund 2 SIN3wy. Eine Einzelkolonie der Transformanten CYS5(
CY5098 und CY5151 wurde jeweils in -LEU Mangelmedilei 30°C kultiviet. Die Zellen wurde
wahrend der logarithmischen Wachstumsphase, beeneiiter von 3,4x10 Zellen/ml durc|
Zentrifugation geerntet. Nach dem physikalischehaziéschluss durch Glasbeads wurden die $mg&-
Varianten durch Immunprazipitation aus den galextrakten isoliert. Die Immunprazipitation agte
durch Bindung von Sin3-myc an ambyc Antikérper, die zuvor an magnetische Dynabe:
immobilisiert worden waren. Als Kontrolle fiir digexzifische Copréazipitation von Rpd8A mit der
Sin3-Varianten, wurde ein Stamm (CY5093) verwendidr Rpd3HA exprimierte und mit de
Leervektor YEplacl81 transformiert worden war. Diolierten Sin3myc Varianten sowie d
coprazipitierte Rpd3-HA wurden anschlieRend durchsW#rn-Blot Analyse immunologisch detiekt.
Das Vorhandensein der Sin3-myc Varianten wurde daochimyc Antikdrper (9E10, Santa Cn
nachgewiesen. Die Coprazipitation von Rpd3-HA wurderch antiHA Antikérper (12CA5
Laborpréparat) gezeigt. GZE: Ganzzellextrakte]munprézipitation.

Untersuchung der Interaktion von chromosomal codieten Sin3-Verkirzungen mit
Rpd3 in Wildtyp-Zellen

Um die Bindung der plasmidcodierten Sin3-Variant@m Rpd3 zu bestédtigen und zu
Uberprifen, wurde eine Immunprazipitation mit chosmmalen Sin3-Varianten durchgefuhrt. Um
verkirzte Versionen von Sin3, unter der Kontrolees eigenen Promotors, mit der natirlichen
Expressionsrate exprimieren zu kbnnen, wurde 8&X3Leserahmen teilweise C-terminal
deletiert. Bestimmte Bereiche d&N3Leserahmens wurden durch homologe Rekombination
spezifisch mit einer myc-Tag-Kassette deletiert t@vialien und Methoden). Somit wurden
verkirzte Varianten von Sin3 als affinitatsmarléeRusionsproteine, unter der Kontrolle des

naturlichen Promotors exprimiert, denen die gleicBereiche fehlten, wie den plasmidcodierten
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Versionen. Durch Kreuzung der Stdmme, die diesescheedenen Sin3-myc Varianten
exprimierten, mit einem Stamm, der ein Rpd3-HA Buosprotein exprimierte, wurden die
Genotypen kombiniert (Materialien und Methoden)e [Sin3-myc Fusionsproteine wurden durch
Immunpréazipitation auf die gleiche Weise isoliertewdie vorher, in Abb.2.2 beschriebenen,
plasmidcodierten Sin3C-myc Varianten. Die Prazipitation der Sin3-myc Maten und die
Coprézipitation von Rpd3-HA wurde im folgenden dund/estern-Blot Analyse nachgewiesen
(Abb.2.3).

Die Untersuchung der Zellextrake und Immunprézipitdurch Western-Blot Analyse
(Abb.2.3) ergab, dass die Sin3-myc Versionen und3RpA in den Ganzzellextrakten eindeutig
immunologisch nachgewiesen werden konnten und dais3-myc erfolgreich Uber die

Affinitatsmatrix immunprazipitiert wurde (Abb.2.3Rpd3-HA wurde mit den Sigg,-myc und

Sin3-myc
Rpd3-HA Rpd3-HA
IP IP
GZE Anti-myc GZE Anti-myc

Anti-myc n l <— Sin3 [ AS 1- 1538 ]-mycC
Anti-HA | -— . <— Rpd3-HA
Anti-myc - & 4 |<+—Sin3 [AS 1- 949 ]-mycC
Anti-HA ~ je— # = |«— Rpd3-HA

Anti-myc <—Sin3 [AS 1- 810 ]-myc

1
3

Anti-HA - sum— e de3-HA

Abb.2.3 Rpd3-HA interagiert nicht mit chromosomal mdiertem Sin3as 1-s10yMyC.

Der C-terminale Bereich deSIN3Leserahmen wurden durch homologe Rekombination mgo-Tag-
Kassetten deletiert. Aus Hefestammen, die dieser@ibal verkiirzten Sin3-Versionen und Rpda-
exprimierten, wurde Sin3-myc durch Immunprazipdatiisoliert (SIN3as 1810 SIN3as 1.04g) UNC
SIN3wy). Um die Coprazipitation von Rpd3A nachweisen zu kénnen, exprimierten diese St&
ebenfalls ein Rpd3-HA Epitop-Tag Fusionsproteltinzelkolonien der Stamme CY4955, CY5]
CY5116 wurden jeweils in YEPD Medium bei 30°C kuiltrt. Um die spezifische Coprazipitation »
Rpd3-HA mit Sin3-myc nachzuweisen, wurde der KdiMsbamm CY4874 verwendet, der nur Rpd2-
aber kein affinititsmarkiertes Sim3yc exprimierte. Die Zellen wurden, wahrend deraldfpmische
Wachstumsphase, bei einem Titer von 3,4AxZ@llen/ml durch Zentrifugation geerntet. Aus
Ganzzellextrakten wurden die Sin3-myc VariantercHummunprazipitation mit Anti-myéntikdrpern
die zuvor an magnetische Dynabeads® immobilisiestden waren, isoliert. Die Analyse der Elt
erfolgte anschlieRend durch Western-Blot. Die Simg& Varianten wurden immunologisch duch anti-
myc Antikdrper (9E10, Santa Cruz) nachgewiesen. @ierazipitation von Rpd3-HA wurde durch anti-
HA Antikorper (12CA5, Laborpréaparat) gezeigt. GAkanzzellextrakte; IP: Immunprazipitation.
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Sin3as 1.9a9yMyc Versionen coprazipitiert und konnte daher inestérn Blot durch anti-HA
Antikdrper (12CA5) detektiert werden (Abb.2.3). deld wurde keine Coprazipitation von Rpd3-
HA mit Sin3as 1-s10ymyc nachgewiesen (Abb.2.3).

Dieses Ergebnis stimmt mit dem vorher beschriebdResultat der Immunprazipitation
von plasmidcodierten Sin3-Varianten (Abb2.2) Uberand zeigt, dass Rpd3 nicht an $i83.s10)
bindet. Das Ergebnis unterstitzt ebenfalls die eoge Beobachtung (Abb.2.2), dass der Sin3-
Bereich zwischen den Aminosauren 810 und 949 #itrdieraktion mit der HDAC Rpd3 essentiell

ist.
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2.2 Sin3 und Rpd3 reprimieren die SBF-spezifisch€ranskription

Die vorangegangenen Untersuchungen (siehe Kapitel)2zeigten, dass ein verkirztes
Sin3 die G1/S-spezifische Transkription beeinflusatl die durchschnittliche ZellgréfRe einer
cln3 Population reduziert. Um aufzuklaren, 8tiN3eine direkte Rolle in der Regulation der G1/S
spezifischen Transkription spielt, wurde untersudigi welcher ZellgrofRe Wildtyp ungin3
Mutante die G1/S-spezifische Transkription aktigierKnospen bilden und die DNA verdoppeln.
WennSIN3ein Repressor der G1/S-spezifischen Transkripgrsollte in einesin3 Nullmutante
die Aktivierung der Transkription bei einer kleirarZellgrof3e erfolgen als in Wildtypzellen.

Die Zellen einer asynchronen, logarithmisch wactiearHefe-Kultur, befinden sich alle in
verschiedenen Zellzyklusphasen. Daher muss dieirBasing der ZellgréRe, bei der die G1/S-
spezifische Transkription einsetzt, in einer sypalsierten Population erfolgen. Aus diesem
Grund wurden Wildtyp undin3 Mutanten untersucht, die in der frihen G1-Phasetspnisiert
worden waren. Der direkte Vergleich der Zellgrof&ner synchronisierten Wildtyp unsin3
Population bei Start sollte zeigen, ob Sin3 einetfllss auf das Timing der G1-Cyclin Expression
und somit auf die Regulation der ZellgréRe ausubt.

Um aus einer asynchronen Hefekultur eine Populationkleinen Zellen ohne Knospen zu
erhalten, die sich alle in der G1-Phase ihres ¥klils befinden, wurde die zentrifugale Elutriation
verwendet (Gordon und Elliott, 1977) (Abb.2.4). g#eMethode, Zellen aus einer asynchronen,
logarithmisch wachsenden Population nach ihrer & @#zutrennen, beruht auf zwei Prinzipien:
Das eine ist die Sedimentation der Zellen unter Befluss der Zentrifugalkraft und das andere ist
die Gegenstrom-Elutriation, welche als Flissiglstitsn der Zentrifugalkraft entgegenwirkt
(Abb.2.4). In einer trichterférmigen Elutriationskener erfolgt die Trennung der Hefezellen nach
ihrer GroRRe, in Abhangigkeit von der Zentrifugafknand der Stromungsgeschwindigkeit des, die
Kammer durchflieBenden Mediums (Abb.2.4). Wahread Riotor der Zentrifuge sich dreht, wird
die Zellsuspension (Hefezellen in Flissigmedium)die Elutriationskammer gepumpt. Dort
wandern die Zellen, in Abhangigkeit von ihrer Grifgt dem Strom zu der Position im Kréafte-
Gradienten, wo sich die beiden Krafte ausgleich&bb(2.4). Durch graduelles Erhdéhen der
Stromungsgeschwindigkeit werden zuerst die kleimiamn die gréReren Zellen aus der Kammer
gespult und somit nach ihrer Zellgréf3e getrennt.

Um mit dieser Methode eine hohe Anzahl kleiner Gade Zellen ohne Knospen isolieren
zu konnen, wurden fur die zentrifugale Elutriatidgtiefe-Populationen verwendet, die in
galactosehaltigem Medium gewachsen waren. Die NMifhrsrsorgung der Zellen hat einen
Einfluss auf die Lange der G1-Phase (Hartwell umdes, 1977; Jagadish und Carter, 1977). Die
G1-Phase einer Kultur, die in YEPGal wachst istlaregert, daher ist ein hoherer Anteil von

kleinen G1-Zellen ohne Knospe vorhanden.
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Zentrifugalkraft

h

Gegenstrom

Auseinanderstrebende
Waénde bewirken eine
Erniedrigung der FlieR-
geschwindigkeit ==~ ~

. - - -
Elutriationskammer~

Pyramidal zulaufende
Wande bewirken eine
Erhéhung der FlieR-
geschwindigkeit = = < |

' Elutriationsgrenze

Geringe Zentrifugalkraft

>

Hohe Zentrifugalkraft

Abb.2.4. Isolierung von kleiner
ungebuddeten G1Phase Zellen durcl
zentrifugale Elutriation.

Schematische Darstehg der, in den Rot
der Zentrifuge eingebaut
Elutriationskammer, wéahrend d
verschiedener Phasen der Elutriation.

(A) Wahrend der Elutriationsrotor sich dre
wurden die, in Flissigmedium (YEPC
aufgenommenen Zellen in (
Elutriationskammer gepumptB) Aufgrunc
der gegeneinander wirkenden Zentrifugal-
und Strémungskrafte trennen sich die Ze
nach ihrer Gro3e und verteilen sich in
Kammer. Durch die auseinanderstrebel
Wéande der Kammer kommt es zu e
Abnahme der Strémungsgeschwindigkei
Dies  fohrt zum  Aufbau  zweie

gegeneinander gerichteter, Gradie!
innerhalb der Kammer: ein Zentrifugalkraft-
Gradient und e

Stromungsgeschwindigkeitsradient.  Dit
Zellen bewegen sich in der Kammer bis
der Stelle, an der sich die bei
gegeneinader gerichteten Krafte gere
ausgleichen. Dies ist abhéngig von GréRRe
Dichte der Zellen. Hierbei wandern
kleinen  Zellen schneller mit  de
Flissigkeitsstrom als die groRen Zellen
ordnen sich somit naher an
Rotationsachse an. Eine Erhdéhundel
Flussrate fuhrt dazu, dass die Zellen
Richtung der Rotationsachse wande(f)
Jenseits der Elutriationsgrenze verengt
die Kammer, was zu einer Erhdhung
Flielgeschwindigkeit fuhrt. Die klein
Zellen erreichen zuerst die Elutriationsgre
und werden durch die erhd
FlieBgeschwindigkeit aus der Kamr
gespiilt.

Die Hefezellen wurden in YER Flussigmedium bei einer Temperatur von 25°C kigdttv

Wiéhrend ihrer logarithmischen Wachstumsphase wudierZellen bei einem Titer von 5x10

Zellen/ml durch Zentrifugation geerntet und ansfbdind in einer Elutriations-Zentrifuge nach

ihrer GroRRe aufgetrennt. Die, durch zentrifugalautfizition, isolierten G1-Zellen wurden in

frischem YER, Medium resuspendiert und bei 25°C weiterkultiviémt regelmaRigen Abstéanden

wurden der Population Proben enthommen, um deraWMeitires Zellzykluses zu analysieren. Es

wurde untersucht, obin3 Mutanten verfriht in den Zellzyklus eintreten uold sie bei einer

kleineren ZellgroRe als Wildtyp-Zellen die G1/S&fische Transkription aktivieren. Die

Akkumulation der mRNA von G1-Cyclinen in den WilgtZellen bzw.sin3 Nullmutanten wurde

durch Northern Blot Analyse untersucht. AuRerdentdeubestimmt, bei welcher Zellgrof3e die

Knospung ("budding") einsetzt und wann die ZellenDINA-Synthese beginnen.
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Im Gegensatz zum Wildtyp, stellte sich die zeng#ie Elutriation von kleinen G1-Zellen
ohne Bud (Knospe) ausin3 Kulturen als schwierig heraus und es konnten rapuRtionen
isoliert werden, die maximal 91 - 92 % Zellen olitr®spe enthielten. Diese Beobachtung deutete
bereits darauf hin, dassn3 Mutanten verfriiht in den Zellzyklus eintreten. Wedie Zellen bei
einer kleineren ZellgrolRe in den Zellteilungszykkistreten, fuhrt dies zu einer verkirzten G1-
Phase und somit zu einem geringeren Anteil vonnklei ungebuddeten G1-Zellen in der
asynchronen Ausgangskultur. In der Tat zeigten @sym wachsendesin3 Kulturen einen
deutlich erhéhten Budding Index (Anteil von Zellemit Knospe in der Population) von 73%,
wohingegen Wildtyp Kulturen einen Budding Index w6 aufwiesen.

Abb.2.5 zeigt, dass bei den elutriierten Wildtydl&® die Bildung des Buds und damit der Start
des Zellzyklus bei einer durchschnittlichen Grofem B2 - 35 fl einsetzte. Im Gegensatz dazu
erfolgte das Budding bsin3 Mutanten bereits bei einer deutlich kleineren giéiRe von 24 - 26

fl (Abb.2.5.A). Es ist unwahrscheinlich, dass deplbachtete Unterschied zwischen Wildtyp und
sin3 Mutante dadurch verursacht wird, dass die Zellensth3 Population weniger synchron
sind. Die Untersuchung der durchschnittliche Zélg der elutriierten Zellen ergab, dass die
elutriiertesin3 Population im Durchschnitt kleiner war, als diatglerten Wildtyp Zellen gin3 :
20,9 fl; Wildtyp: 21,8 fl), obwohl disin3 Population mehr Zellen enthielt, die bereits dieltase
durchlaufen und ihre DNA verdoppelt hatten (Abb.2)5 Dies wird auch durch den Vergleich des
Budding Index von elutriierten Wildtyp- urgln3 Zellen bestéatigt. Disin3 Population enthalt
mehr Zellen, die bereits eine Knospe bilden, walieiZellgréRe aber im Durchschnitt kleiner als
die des Wildtyp ist (Budding Indesin3 : 8,6%; Wildtyp: 3%) (Abb.2.5.A). Die durchschnitthe
ZellgroRe einer Population, die mehr S-Phase Zdlghalt, sollte eigentlich gro3er sein als die
einer Population, die nur aus G1-Phase Zellen beste

Durch Northern Blot Analyse wurde die Transkriptidar Gene, die am G1/S-Phase Ubergang
durch den Swi4/Swié Komplex (SBF) reguliert werdentersucht. Die Akkumulation der mRNA
von CLN2 PCL1 setzte in Wildtyp-Zellen bei einer GroRe von 3@ith (Abb.2.5.B). Insin3
Mutanten erfolgte die Transkription dieser Gene diner ZellgrofRe von 23 fl (Abb.2.5.B). Die
Expression der G1-Cyclin€ELN2 und PCL1 korrelierte dabei mit dem Einsetzen der Knospung
(Abb.2.5.A,B). In Ubereinstimmung mit diesen Bedftangen zeigte eine Untersuchung des
DNA-Gehaltes durch FACS-Analyse, dass siie3 Zellen auch die DNA-Replikation bei einer
kleineren Grof3e vollzogen, als der Wildtyp (Abb.2)%

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dassdi®ak® an der Repression der G1/S-
spezifischen Transkription beteiligt ist. Da eimsaktivierung vonSIN3 zu einem verfrihten
Eintreten der Mutantenzellen in den Zellzyklus fiilscheint Sin3 ein negativer Regulator von

Start zu sein.
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sin3

rpd3 #

—— i

| i A R R |CMD1 Zellgrofe: 32,2l 202f 258l  26,6f 29,31 32,5

Log 15 70 105 170 185 250 310 Min. Log  15Min. 170 Min. 195Min. 250 Min. 310 Min.

Abb.2.5 In sin3 und rpd3 Mutanten erfolgt die G1/Sspezifische Genexpression bei einer kleiner
ZellgrolRe als in Wildtyp-Zellen.

(A) Wildtyp (CY4196; Stammhintergrund: BY4742 - S2886n3 Mutante (CY5538) undpd3 Mutante
(CY4061) wurden in jeweils 4 Liter YERG-IUssigmedium bei 25°C kultiviert. Die Zellzyklesten waren 24
Minuten (Wt; CY4196), 340 Minutensin3 ; CY5538) und 350 Minutenrgd3 ; CY4061). Wahrend d
logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellerihem Titer von 50x10Zellen/ml durchZentrifugatiot
geerntet und in 250ml YEPGal aufgenommen. Die Hdfez wurden in die Elutriationskammer geladen
anschlieend kleine ungebuddete Zellen isoliegsBiwurden in frischem YERGMedium aufgenommen u
bei 25°C weiterkultiviert. Wahrehdie Zellen ihren Zellzyklus durchliefen, wurdenregelmafligen Abstanc
Proben entnommen, um den Budding Index, die G1é2iipche Transkription und die Initiation der DNA-
Synthese zu analysieren. Die ZellgroRe wurde nit GASY®1 cell counter (Schérfe Systems) gemessen. Die
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ZellgroRRe ist als durchschnittliches Zellvolumem Bepulation in fl angegeben. Der Budding Index ae
bestimmt indem 250 Zellen gezéahlt wurden. Die rd®éeile markieren die Zellgré3e, bei der die G1/S
spezifische Transkription aktiviert wurdéB) Die mRNA von CLN2 PCL1 und TMP1 wurde durc
Northern Blot analysiert. Als Ladekontrolle diemtas konstitutiv exprimiertCMD1 Gen.(C) Der DNA-
Gehalt der Zellen wurde mit einem FACSCalibur Diitd®-Zytometervon BD Biosciences bestimmt. L
Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase.

Sin3 wurde als Corepressor beschrieben, der als tam#ieil des Sin3/Rpd3
Histondeacetylasekomplexes, die HDAC-Aktivitat vepd3 zu den Promotoren verschiedener
Gene rekrutiert (Kadosh und Struhl, 1997; Rundi¢tal, 1996; Rundletet al, 1998). Da Sin3
seine Funktion als negativer Regulator der Trapsikin meist im Zusammenspiel mit Rpd3 erfullt,
wirde man erwarten, dass dies auch bei der Reguldér G1/S-spezifischen Transkription der
Fall ist. Aus diesem Grund wurde untersucht, belcher ZellgréRerpd3 Mutanten ihren
Zellzyklus starten. Hierfir wurden, aus einer asyaonen, logarithmisch wachsendepd3
Population, wiederum kleine G1-Zellen isoliert. Didurch zentrifugale Elutriation, isolierten
rpd3 Mutanten begannen die Bildung ihrer Buds bei ethgchschnittlichen ZellgroRe von 24 -
26 fl (Abb.2.5.A). Dies ist vergleichbar mit dendbachteten ZellgroRen fir d&#n3 Mutanten
(Abb.2.5.A). Ein Vergleich der Start-spezifischerafiskription vonCLN2 und PCL1 zeigt, dass
sowohlsin3 als auchrpd3 Mutanten - bei der gleichen Zellgrof3e - die mRNAsser Gene
akkumulieren. In beiden synchronisierten Popul&ioieginnt die mMRNA-Synthese bei einer
Grofie von 23 fl (Abb.2.5.A,B). Diese Ergebnissetdewauf eine Rolle fur Rpd3 in der Regulation
der G1/S-spezifischen Transkription hin und lassem Schluss zu, dass Sin3 gemeinsam mit Rpd3

eine Funktion in der Regulation von Start erfillt.

Die durchschnittliche Zellgrél3e einer asynchronersin3 Population ist im Vergleich

zum Wildtyp nicht reduziert

Da sin3 und rpd3 Nullmutanten bei einer kleineren ZellgroRe in datizyklus eintreten,
sollten asynchronsin3 undrpd3 Populationen eine reduzierte durchschnittlichdgZéBe im
Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Um zu testen, wh sler Effekt desin3 bzw.rpd3 Deletion
auf die ZellgroRBe auch in einer asynchronen Pojpnlathachweisen lasst, wurde die
durchschnittliche ZellgréRe von logarithmisch wastdensin3 undrpd3 Kulturen mit der, des
Wildtyps verglichen. Die Analyse der durchschritilen ZellgroRe von asynchronsim3 und
rpd3 Kulturen zeigte ein Uberraschendes Ergebnis. Diehdchnittliche ZellgroRe dein3 und
rpd3 Populationen war im Vergleich zur Wildtyp-Poputeti nicht reduziert (Abb.2.6). Die
durchschnittliche ZellgréRe der beiden asynchroMutanten-Populationen war sogar etwas
groler als die des Wildtyps (Abb.2.6).
Warum ist die durchschnittliche ZellgréfRe der asyonen sin3 und rpd3 Kulturen im
Vergleich zum Wildtyp nicht reduziert? Mdglichenseikdnnte die verkirzte G1-Phase und damit

der erh6hte Anteil von G2/M-Phase Zellen in der @®ajpon, diese Beobachtung erklaren. Wenn
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sin3 Zellen fruher als der Wildtyp Start Uberschreiterd in die S-Phase eintreten, sollte eine
sin3 Population mehr gebuddete Zellen besitzen. Talisackonnte ein erhéhter Budding Index
von 73% in desin3 Population beobachtet werden, wohingegen der Wildur 48% gebuddete
Zellen aufwies (Abb.2.6). Die Ergebnisse der FAQ®alse bestatigten, dass in der asynchronen
sin3 Kultur, ein hdherer Prozentsatz der Zellen in di€hase eingetreten war und die DNA
verdoppelt hatte (Abb.2.6).

Diese Beobachtungen zeigen, dass die G1l-Phaserzeikt) da mehr Zellen mit Knospe und
doppeltem DNA-Gehalt in der asynchrongn3 Kultur vorhanden sind. Auch in G2 findet ein
GroRenwachstum statt und G2/M-Phase Zellen sinBegréls G1-Zellen. Der hohere Anteil von
G2/M-Phase Zellen in desin3 Population konnte also die Ursache daflir seings ddie

asynchronain3 Population etwas groR3er ist als der Wildtyp.

Abb.2.6 Im Vergleich zum Wildtyp ist in einer
asynchronensin3 Kultur ein héherer Prozentsat:z
der Zellen in die S-Phase eingetreten.

Wildtyp (CY4196) undsin3 Zellen (CY5538) wurde
in YEPD Flussigmedium bei 30°C kultiviert. Wéhr:
der logarithmischen Wachstumsphase bei einegoD
von 1,4 wurde die durchscititiche ZellgréRe mit del
CASY®1 cell counter bestimmt. Wiedergegeben is
Mittelwert aus sechs unabhangigen Experimenter
deren Standardabweichung. Der DNB&halt wurde m
dem FACSCalibur DurchfluBzytometer bestimmt.
den Budding Index zu ermétin wurden 250 Zelle
gezahit.

2.3 Die Inaktivierung von SIN3 supprimiert den Start-Phanotyp einercin3

Mutante

Die Analyse des Timings der G1/S-spezifischen Thdpson in kleinen ungebuddeten
sin3 Zellen zeigte, dass Sin3 eine Rolle in der Rewaster SBF-abhangigen Transkription bei
Start spielt (siehe vorheriges Kapitel 2.2). Daharde nachfolgend untersucht, ob CIn3 als
Aktivator der G1/S-spezifischen Transkription, eiRanktion bei der Aufhebung einer Sin3-
abhéangigen Repression erfiillen konnte.

Um festzustellen, ob Sin3 eine Rolle in der CinBéaigigen GrolRenregulation spielt, wurde
untersucht, welche Auswirkungen die Inaktivierungn\SIN3 in einercin3 Mutante auf die
ZellgroRe hat. Die durchschnittliche ZellgroRe eidegarithmisch wachsenden Kultur von
sin3 cIn3 Doppelmutanten wurde mit der Zellgréf3e von Einzganten und Wildtyp verglichen
(Abb.2.7).

Die durchschnittliche Zellgrof3e vonln3 Mutanten betrug wie erwartet, etwa das
Doppelte von Wildtyp Zellen (Cross, 1995) (Abb.Z).Die Inaktivierung vonSIN3 in cIn3
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Mutanten fuhrte zu einer Reduktion der durchsclehign ZellgroRe auf ungefahr die Grofze von
sin3 Einzelmutanten (61,8 fl £ 5,9 f&n3 und 59,6 fl + 8,8 fusin3 cIn3 ) (Abb.2.7.A,B,C).
Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, dass digiWeking vonSIN3die cIn3 Deletion teilweise
supprimiert. Dieser epistatische Effekt vem3 gegenubercin3 zeigte sich auch bei der
Untersuchung des Budding Index.

Ebenso wie diesin3 Mutante, hatte die asynchrose3 cIn3 Doppelmutante einen
erhohten Budding Index von 76%, wahrend die3 Mutante einen Budding Index von 43%
aufwies (Abb.2.7.A). Die Wildtyp Population hattengpegen einen Anteil von 48% gebuddeten
Zellen (Abb2.7.A). Diese Ergebnisse der ZellgroRemgsen von asynchronerin3 cln3
Doppelmutanten lieferten damit erste Hinweise filedeteiligung vorSIN3an der Funktion von
CLN3

Abb.2.7 Inaktivierung von SIN3 reduziert die durchschnittliche Zellgré3e voncln3 Mutanten.

Wildtyp Zellen (CY4196; Stammhintergrund: BY4743%288C),sin3 Mutanten (CY5538)¢cIn3 Mutantet
(CY5713) undsin3 cIin3 Doppelmutanten (CY5717) wurden in YEPD Flussigredi bei 28°C kultivier
(A) Wahrend der logarithmischen Wachstutmsge wurde die Morphologie der Zellen durch
Mikroskopie untersucht. Der Budding Index wurdetimemt, indem 250 Zellen untersucht wurd€B) Die
Grol3e der Zellen in den asynchronen Kulturen wuriedem CASY®1 cell counter bestimm(iC) Das
durchschnittliche Zellvolumen von Wildtypsin3 , cIn3 und sin3 cIn3 Mutanten wurde in 1
unabhangigen Messungen bestimmt. Wiedergegebendsn Mittelwerte aus den 10 Messungen mit
Standardabweichung.
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Durch Elutriation synchronisierte sin3 cIin3  Zellen aktivieren die G1/S-

spezifische Transkription bei Wildtyp-Zellgréi3e

Die Analysen der durchschnittlichen Zellgré3en Barzelmutanten und desin3 cIn3
Doppelmutante deuteten bereits darauf hin, &bk an einem oder mehreren Start-spezifischen
Prozessen beteiligt ist, die durch die CIn3-Cdc&&dmMmkinase aktiviert werden. Um festzustellen,
ob die Inaktivierung voi$IN3denCLN3-abhangigen Eintritt in den Zellzyklus deregulievyrden
aus asynchronen Wildtyp-, aosi3 und aussin3 cIn3 Populationen, kleine ungebuddete Zellen
isoliert. Ahnlich wie bei desin3 Mutante (siehe Kapitel 2.2) erwies es sich alsveatig, durch
zentrifugale Elutriation, kleine ungebuddete Gligelaus desin3 cln3 Population zu isolieren.
Im Vergleich mitcIn3 Mutanten, fihrte die Inaktivierung vaBIN3 in cIn3 Zellen zu einer
deutlichen Reduktion der durchschnittlichen ZelRgdvon elutriierten G1-Zellen (441l fi@in3
Zellen; 26fl fircIn3 sin3 Zellen) (Abb.2.8.A,C). Die synchronisierten3 Zellen initiierten die
Bildung ihrer Knospen bei einer Zellgré3e, die tébe das Doppelte von der des Wildtyps betrug
(Abb.2.8.A). Im Gegensatz dazu, bildeten silg3 cIn3 Doppelmutanten die Knospen bei einer
Grol3e, die der des Wildtyps entsprach (Abb.2.8Ach die Aktivierung der G1/S spezifischen
Transkription erfolgte insin3 cln3 Zellen bei einer viel kleineren ZellgroRe als lodn3
Mutanten (Abb.2.8..B). Das Timing der G1/S-spegHisn Transkription der Doppelmutante war
vergleichbar mit der des Wildtyps und erfolgte baier ZellgréRe von ~30fl (Abb.2.8.B). Die
Replikation der DNA setzte isin3 cIn3 Mutanten ebenfalls bei einer erheblich geringeren
ZellgroRRe ein, als bei darin3 Mutanten (Abb.2.8.C).

Die Inaktivierung vorSIN3in einercin3 Mutante fiihrte also zu einem deutlich friilheren
Eintritt in den Zellzyklus, als ircin3 Einzelmutanten. Dies zeigt, dass in eisar3 cln3
Doppelmutante dieCLN3 abhéngige Aktivierung der G1/S Transkription bdars teilweise

dereguliert ist.
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Abb.2.8 Inaktivierung von SIN3 fihrt dazu, dasscin3 Mutanten die G1/S spezifische Transkption
bei Wildtyp ZellgréRe aktivieren.

(A) Wildtyp Zellen (CY4196; Stammhintergrund: BY4742S288C)),cln3 Mutanten (CY5713) ur
sin3 cln3 Mutanten (CY5717) wurden in YEPGal Flussigmediunei b25°C kultiviert. Dit
Zellzykluszeiten waren 240 Minuten (Wt; CY4196),028inuten €In3 ; CY5713) und 300 Minute
(sin3 cIn3 ; CY5715). Bei einem Titer von 5xi0Zellen/ml wurden die Zellen wéahrend it
logarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugatigeerntet und 8000 OD Zellen in €
Elutriationskammer geladen. Anschlieend wurdemk&leingebuddete GRhase Zellen durch zentrifug
Elutriation isoliert. Die Zellen wurden hierbei iflischem YEPGal Medium aufgenommen und
Zellzyklusverlauf bei 25°C in regelmafigen Abstamdmalysiert. Die durchschnittie ZellgroRe wurc
mit dem CASY®1 cell counter bestimmt. Um den Budgdindex zu ermitteln wurden zu jedem Zeitpt
250 Zellen ausgezahiB) Die mRNA Mengen vorCLN2, PCL1 und TMP1 wurden durch Northern Bl
Analyse bestimmt. Als Ladekontrolle wurde das kibutv exprimierte CMD1 Gen verwendet(C) Dei
Zeitpunkt der DNA-Replikation wurde mit dem FACSiBal Durchflusszytometer bestimmt.

Log: Asynchrone Zellen wahrend ihrer logrithmiscMgachstumsphase.
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2.4 Sin3 bleibt wahrend der verschiedenen Zellzyldsphasen mit der Histon-
deacetylase Rpd3 assoziiert

Sin3 rekrutiert die HDAC Rpd3 zu Promotoren undutiert so die Transkription einer
Vielzahl von Genen (Kadosh und Struhl, 1997, 1998fang et al, 1990; Wang und Stillman,
1993; Washburn und Esposito, 2001). Die, in dehexdgen Kapiteln beschriebenen, Experimente
zeigten, dass Sin3 und Rpd3 die Regulation der Gi¢Rifischen Transkription beeinflussen.
Wenn der Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex diakfTranskription der G1-Cycline reguliert,
indem er lokal die Chromatinstruktur dieser Geneimfusst, kbénnte es sein, dass Rpd3
zellzyklusspezifisch durch Sin3 an die Promotordsere G1/S-spezifischer Gene rekrutiert wird.
Eine zellzyklusspezifische Regulation der Binduran \WRpd3 an die Promotoren dieser Gene
konnte in diesem Fall entweder Uber eine zellzydiigingige Interaktion zwischen Rpd3 und dem
Corepressor Sin3 erfolgen oder uber eine zellzgklezifische Assoziation von Sin3 mit DNA-
bindenden Proteinen. Um zu testen, ob die Intemaktivischen Sin3 und Rpd3 in Abhangigkeit
von der Zellzyklusphase erfolgt, wurde die Bindwog Sin3 an Rpd3, wahrend unterschiedlicher
Zellzyklusphasen, durch Immunpréazipitation untehsuc

Damit die Interaktion zwischen Sin3 und Rpd3 dutatmunprézipitation analysiert
werden konnte, wurde - auf chromosomaler Ebene dein SIN3Leserahmen eine myc-Tag-
Kassette durch homologe Rekombination eingefihat@dalien und Methoden). Mit der gleichen
Methode wurde eine HA-Affinitatsmarkierung C-termiinan denRPD3Leserahmen angefiigt.
Durch meiotische Rekombination wurden die beidenkigiain einem Stamm zusammengefihrt
(siehe Materialien und Methoden).

Zellen, die beide affinitatsmarkierten Protein@raxierten, wurden in Vollmedium kultiviert
und wahrend ihrer logarithmischen Wachstumsphasemainrere Kulturen aufgeteilt. Ein Teil
blieb unbehandelt, wahrend die anderen Teile erdwatdt Nocodazol, Hydoxyurea oder Alpha-
Faktor behandelt wurden. Alpha-Faktor arretieriedeiom Paarungstyp "MAT a" in der spaten
G1-Phase vor Start. Dieses Pheromon aktiviert efdlBindung an einen membrangebundenen
Rezeptor - eine MAPKinase-Kaskade, die wiederum@erCdc28-Inhibitor (CKI) Farl aktiviert.
Hydroxyurea inhibiert die Ribonucleotidreduktased diihrt somit - durch eine Blockierung der
DNA-Synthese - zu einem Arrest in der friihen S-Brées Zellzyklus. Das Spindelgift Nocodazol
bewirkt die Depolymerisation der Mikrotubuli undetiert die Hefen daher in G2/M.

Nach 170 Minuten waren die Zellen in den verscmedeZellzyklusphasen (G1-, S-, G2-Phase)
arretiert und ihre Extrakte wurden anschlieRenbinimunprazipitationen eingesetzt. Als Kontrolle
fur die spezifsche Coprazipitation von Rpd3-HA ®iim3-myc, diente ein asynchroner Stamm, der
nur das Rpd3-HA Fusionsprotein exprimierte. Die 39myc Fusionsproteine wurden, durch

Bindung an die anti-myc Antikorper der Affinitatstrig, aus den Zellextrakten immunprazipitiert
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und die Eluate durch Western Blot Analyse immunisicly auf Coprazipitation von Rpd3-HA
untersucht.

Die Western-Blot Analyse der Ganzzellextrakte - des asynchronen Zellen - bestétigte die
Expression von Sin3-myc und Rpd3-HA (Abb.2.9; GZmE).den Zellen, die mit Alpha-Faktor,
Hydroxyurea oder Nocodazol arretiert worden watefen sich Sin3-myc und Rpd3-HA in der
gleichen Menge immunologisch nachweisen, wie inadgmchronen Population (Abb.2.9; GZE).
Der Vergleich der asynchronen Kultur mit den aeméin Kulturen zeigte, dass die Expression von
Sin3-myc und Rpd3-HA keinen zellzyklusabhangigehvankungen unterliegt, sondern wahrend
der G1-, S- und G2-Phase in konstanter Menge irZelke vorliegt. Die Western Bot Analyse der
Immunprazipitate ergab, dass Sin3-myc Uber die Bigdan die Affinitatsmatrix erfolgreich
isoliert werden konnte (Abb.2.9; IP). Sowohl aush desynchronen Zellen, als auch aus den
Kulturen, die in verschiedenen Zellzyklusphasemptaert worden waren, wurde die gleiche Menge
Sin3-myc prazipitiert (Abb.2.9; IP). Unabhéangig vder Zellzyklusphase, in der sich die Zellen
befanden, wurde Rpd3-HA mit Sin3-myc aus den Extrakoprazipitiert (Abb.2.9; IP).

Diese Beobachtung zeigt, dass die Interaktion 2wiscSin3 und Rpd3 nicht zellzyklusspezifisch

reguliert wird.

Abb.2.9 Sin3 und Rpd3 sind in G1-, S- und G2- Phasriteinander assoziiert.

Wt Zellen, die ein Sin3-myc und ein Rp#i# Fusionsprotein exprimierten (CY4954), wurdenYiBPD
Flussigmedium bei 25°C kultiviert. Als Kontrollerfdie spezifische Coprézipitation von Rpd3-HA mit%
myc diente ein Kontroll-Stamm (CY4874), der nur BpgdlA exprimierte. Wéahrend der logarithmiscl
Wachstumsphase wurde die Kultur bei einergggDon 0,4 aufgeteilt. Eine Population wurde unbeled
bei 25°C weiterkultivert, die zweite Kultur wurdeitrilpha-Faktor (Endkonzentran 7,5 g/ml Kultur)
behandelt, die Dritte mit Hydroxyurea (Endkonzetitraim Medium 200mM) und die Vierte mit Nocoda
(Endkonzentration 15/ml Kultur). Nachdem die Zellen in der G1-, S-whzler G2Phase arretiert ware
wurden die vier Kulturen doh Zentrifugation geerntet. Aus den Zellextraktemrade anschlieRend dui
Immunprazipitation tber eine Affinitatsmatrix (Dyseads), Sin3nyc isoliert. Die Ganzzellextrakte und
Eluate wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel elgitiaretisch aufgetrenntund anschlieRet
immunologisch im Western Blot durch anti-myc (Safeuz) oder antHA (12CA5, Laborprapare
Antikorper detektiert. GZE: Ganzzellextrakte; IRrhunprazipitat; Log: Logarithmisch wachsende Zellen
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2.5 Sin3 ist wahrend der verschiedenen Zellzyklusasen im Kern lokalisiert

Bei vielen Transkriptionsregulatoren erfolgt die tfmlle ihrer Aktivitat auf der Ebene
ihrer subzellularen Lokalisation. Zu den Transkdpsregulatoren, deren Lokalisation im Zellkern
von der Zellzyklusphase abhangig ist, gehdren S8 und Whi5 (Costanzet al, 2004; Moll
et al, 1991; Sidorovaet al, 1995). Daher ware es mdoglich, dass sich die $ukie Lokalisation
des Sin3/Rpd3 Komplexes, in Abhangigkeit von dellz¥klusphase, verandert. Um die
Lokalisation von Sin3 durchin situ Immunfluoreszenzmikroskopie in verschiedenen
Zellzyklusphasen bestimmen zu koénnen, wurden arteti Hefezellen untersucht, die ein
affinitaitsmarkiertesSIN3 Allel exprimierten. Der Affinitdtstag wurde, wien iKapitel 2.1.2
beschrieben, durch homologe Rekombination einer-Tiag:Kassette in deSIN3Leserahmen
eingefligt (Materialien und Methoden). Um die Singenexprimierenden Zellen in der G1-Phase
arretieren zu kdnnen, wurden sie mit einer tempesansitivencdc28-13Mutante gekreuzt. Der
Arrest in der S- und G2-Phase erfolgte durch Belwmgdder Zellen mit Hydroxyurea bzw.
Nocodazol.

Arretierte Zellen wurden durch Zugabe von 1% Fodehyd fixiert und durchin situ
Immunfluoreszenz untersucht. Als Kontrollen dienggne asynchrone, logarithmisch wachsende
Kultur und ein Stamm, der kein affinitatsmarkier&a3 exprimierte.

Der Vergleich der logarithmisch wachsenden Zelldie, Sin3-myc exprimierten, mit dem
Kontrollstamm (CY1617) bestétigte, dass sich Sing&-spezifisch durch die anti-myc Antikdrper
nachweisen liel3 (Abb.2.10; Kontrolle; Log). Die Ayse der Zellen einer asynchronen Kultur
zeigte, dass Sin3-myc in Gl-Phase Zellen im Kerkalisiert ist (Abb.2.10; Log). In der
logarithmisch wachsenden Kultur lasst sich bereitennen, dass die Kernlokalisation nicht auf
G1-Zellen beschrankt ist, sondern dass sich Sin8-eabenso im Kern von Zellen mit kleiner
Knospe, wie auch in mitotischen Zellen nachweisisstl (Abb.2.10; Log). Diese Beobachtung
wurde durch die Untersuchung der subzellularen lisktion von Sin3-myc in den arretierten
Zellen bestétigt. In den Zellen, die in der G1-Rh& Phase oder in der G2-Phase arretiert worden
waren, lief3 sich Sin3-myc im Kern nachweisen (A0}

Da Sin3 ein globaler Regulator der TranskriptioneeiVielzahl von Genen ist, sind diese
Resultate nicht (Uberraschend. Sin3 beeinflusst, dkestandteil des Sin3/Rpd3
Histondeacetylasekomplexes, die Expression auch jeoen Genen, die nicht direkt einer
zellzyklusspezifischen Regulation unterliegen. [Réish stehen Beobachtungen, die eine
zellzyklusphasenunabhéngige Kernlokalisation var8Sieigen, im Einklang mit seiner Rolle als

Regulator einer Vielzahl verschiedener zellulamerzBsse.
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Abb.2.10 Sin3 ist wahrend verschiedener Zellzyklugmsen im Kern lokalisiert.

Ein Wildtyp (CY4849) und eincdc28-13 Hefestamm (CY5327), die beide ein Sim§e Fusionsprote
exprimierten, wurden in YEPD Flussigmedium bei 2%itiviert. Als Kontrolle diente ein Stamm (CY16j
der kein affinitismarkiertes Protein exprimierte. Wahrend der Iltigerischen Wachstumsphase, bei ei
Titer von 1x10 Zellen/ml wurde diecdc28-13Population bei 37°C arretiert. Die Wildtypzelle6Y4849
wurden durch Zugabe von Hydroxyurea zum Medium (@UOEndkonzentration) in der Bhase arretiert, u
durch Nocodazol (Endkonzentration 1ml) in der G2Phase. Nachdem die Zellen arretiert waren, wurgs
mit 1% Formaldehyd fixiert. Nach einem Verdau mimnaolyase wurden die Zellen mit Polylysin auf eir
Objekttrager immobilisiert und Sin3-myc immunolagis durch antimyc Antikérper (9E10 aus Mat
detektiert. Der sekundare anti-Maus Antikorper \&areinen CY3 Farbstoff gekoppelt, der sich durch- UV
Bestrahlung unter dem Fluoreszenzmikroskop nactendisf3. Die DNA wurde durch DAPI angefarbt.
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2.6 Sin3 reguliert die Aktivitat von SCB-abhangiga Promotoren durch
Interaktion mit SBF

Die vorherigen Experimente zeigten, dass Sin3 anRe#gpression der G1/S-spezifischen
Transkription beteiligt ist. Im folgenden wurde ergucht, ob Sin3 ein negativer Regulator der
Funktion des SBF Transkriptionsfaktorkomplexes 3&zu wurden Doppelmutanten-Analysen
zwischenSIN3und der SBF UntereinhegWI4durchgefiihrt und es wurden physikalische Protein-
Protein Interaktionen zwischen Sin3 und den SBR&ekeilen Swi4 und Swi6 durch Tandem
Affinitatsreinigung analysiert. Durch Chromatinimnprézipitationen sollte schliel3lich aufgeklart

werden, ob Sin3 an Swi4-regulierte Promotoren kinde

2.6.1 Die Inaktivierung vonSIN3 reduziert nicht die Zellgré3e vonswi4

Mutanten

Um zu Uberprifen, oBIN3ein Regulator der Funktion von SBF (Swi4/Swi6) igtirden
genetische Interaktionen zwisch&iN3 und SWI4 untersucht. Wenn Sin3 ein Regulator der
Funktion des SBF Transkriptionsfaktorkomplexesdstlte sich, durch Analyse vawi4 Einzel-
undswi4 sin3 Doppelmutanten, die funktionellen Abfolge ihrerrBektion aufklaren lassen.

Wildtyp-Zellen, swi4 und sin3 Einzelmutanten, sowieswi4 sin3 Doppelmutanten
wurden in YEPD Flussigmedium bei 30°C kultiviertg®mhintergrund BY4742, S288C). Die
durchschnittlichen ZellgroRe der logarithmisch wsidensin3 swi4 Doppelmutanten wurde
mit der von congenischen Einzelmutanten und Wildighen verglichen. Die
Haufigkeitsverteilung der ZellgrofRen in Abb.2.1z&igt, dass Zellen dewi4 Mutante deutlich
groRRer waren als Wildtyp- odem3 Mutanten-Zellen. Es erwies sich, dass die Inadtiung von
SIN3 die ZellgrolRe eineswi4 Mutante erhdohte (Abb.2.11.A). Die durchschnittécEellgréie
einer asynchroneswi4 Kultur betrug 84fl + 6,8 und die einein3 swi4 Doppelmutante 109fl +
2,6. Die einfachste Erklarung fir diese Beobachtistgdass die Wirkung voBIN3 von SWi4
abhangig ist.

Um die Rolle vonSIN3weiter zu untersuchen, wurde die Zellgro3e anatysbei der der
Eintritt in die S-Phase eingeleitet wird. Dazu wemdaus logarithmisch wachsenden Zellen einer
swi4 sin3 Kultur, durch zentrifugale Elutriation, kleine wiguddete G1 Zellen isoliert. Wéahrend
die synchronen G1 Zellen ihren Zellzyklus durcldiefwurde die GroRe bestimmt, bei der diese
Zellen typische G1-Transkripte akkumulieren.

Es zeigte sich, dass sowohl dmwi4 sin3 Doppelmutante, als auch diswi4
Einzelmutante, bei einem betrachtlich groRerenvailimen als der Wildtyp, die Bildung ihrer

Buds initiilerten (Abb.2.11.B). Die Bildung der Busistzte irswi4 sin3 Mutanten sogar bei einer
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Abb.2.11 Inaktivierung von SIN3 fuhrt in swi4 Mutanten nicht zu einem friheren Eintritt in den
Zellzyklus bei Start.

(A) Wildtyp Zellen (CY4196; Stammhintergrund: BY4742S5288C)),swi4 Mutanten (CY5565)sin3
Mutanten (CY5538) undgin3 swi4 Mutanten (CY5629) wurden in YEPD Flussigmedium 8@fC kulti-
viert. Bei einem Titer von 3,5x10Zellen/ml wurde wahrend der logarithmischen Waainsiphase d
durchschnittliche Zellgréfie mit dem CASY®1 cell ater gemessen{B) Wildtyp Zellen (CY4196)swi4
Mutanten (CY5565) undin3 swi4 Mutanten (C¥%629) wurden in YEPGal Flussigmedium bei 2
kultiviert. Wahrend der logarithmischen Wachstunasgh wurden die Zellen bei einem Titer von 5x10
Zellen/ml durch Zentrifugation geerntet und 8000 (M@llen in eine Elutriationskammer gelac
AnschlieBend wurden kleine ungebuddete Rbikse Zellen durch zentrifugale Elutriation isalieDel
Zellzyklusverlauf, der in frischem YEPGal Medium fgenommenen GZellen, wurde bei 25°C
regelméaRigen Abstanden analysiert. Die durchsdichigt ZellgroRe wurde mit der@ASY®1 cell counte
bestimmt. Um den Budding Index zu ermitteln, wurdeweils 250 Zellen ausgezah({iC) Die mRNA
Mengen vonPCL1 und TMP1 wurden durch Northern Blot Analyse bestimmt. Dasdtitutiv exprimiert
CMD1 Gen diente als LadekontrolléD) Der Zeitpunkt der DNAReplikation wurde mit dem FACSCalik
Durchflusszytometer bestimmt.

Log: Asynchrone Zellen wahrend ihrer logrithmiscMgachstumsphase.
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etwas grofReren Zellgrol3e ein als bei deit Mutanten (Abb.2.11.B). Die Zellgré3e, bei der die
Akkumulation der G1-spezifischen Transkripte und @8INA-Replikation inswi4 sin3 Zellen
nachgewiesen wurde, war vergleichbar mit der swidt Mutanten, obgleich dies iswi4 sin3
Zellen bei einer leicht héheren ZellgroRe alswi4 Zellen erfolgte (Abb.2.11.C und D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der spate Eintmttswed Mutanten in den Zellzyklus,
durch Deletion vorSIN3 nicht friher erfolgt. In elutriierteswi4 sin3 Zellen wurde die G1/S-
spezifische Transkription bei einer vergleichbaisilgrofRe aktiviert wie in elutriierteswi4
Zellen. Inswi4 Mutanten ist die Transkription von SBF-abhangigeanéh, wie vorCLN1 und
CLN2, erheblich reduziert (10-20% des Wildtyp-Levels)a@yth und Dirick, 1991). Da die
Deletion von SIN3 in einer swi4 Mutante die ZellgréRe, bei der die G1/S-spezifsch
Transkription erfolgt, nicht erheblich beeinflusist, die einfachste Erklarung die, dass Sin3 Uber
Swi4 wirkt. Mdglicherweise kbnnte Sin3, durch diekinteraktion mit Swi4 oder Swi6 die

Transkription regulieren.

2.6.2 Sin3 ist ein Interaktionspartner des SBF Traskriptionsfaktorkomplexes

Um eine mogliche Interaktion zwischen den Untereitdm des SBF-
Transkriptionsfaktorkomplexes (Swi4/Swi6) und Skt nachzuweisen, wurde der Sin3/Rpd3
Komplex durch Tandem-Affinitatsreinigung isolieRuig et al, 2001).

Das Prinzip dieser Aufreinigungsmethode ist in b2 dargestellt. Bei dieser Methode
wird der TAP-Tag mit dem Zielprotein fusioniert, uanschlieBend Protein-Komplexe, mit Hilfe
des Tags, in zwei Schritten aufreinigen zu kénn&bb(2.12.A). Das TAP-Tag-Fusionsprotein
wird Uber eine IgG-Agarosematrix und anschlieRerrieine Calmodulin Affinitdtsmatrix
gereinigt, wobei aktive makromolekulare Proteinktewp isoliert werden kénnen (Abb2.12.A)
(Puig et al, 2001). Der C-terminale TAP-Tag besteht aus z\@g& bindenden Domé&nen von
ProteinA Gtaphylococcus aureuBrotA) und einem Calmodulin bindenden Peptid (CBPa
ProtA mit hoher Affinitat an die IgG-Agarosemathindet, sind die beiden Affinitatsmarkierungen
durch eine TEV-Protease Schnittstelle getrennt,diengebundenen Komplexe durch den TEV-
Protease-Verdau von der Matrix eluieren zu kénnen.

Um Sin3 lber diese Methode mit dem TAP-Affinitagstau isolieren, wurde durch
homologe Rekombination auf chromosomaler EbeneT Aip-Tag-Modul in den Leserahmen von
Sin3 integriert (Materialien und Methoden) (Knepal., 1999; Puiget al, 2001). Die untersuchten
Zellen exprimieren somit nur das C-terminale Sidg?ftag-Fusionsprotein unter der Kontrolle des
zelleigenen, nattrlichen Promotors, also mit dettifiahen Expressionsrate. Damit, nach der
Reinigung von Sin3-TAP, in den Eluaten die Anwesdiion Swi6 Uberprift werden kann, wurde
an den Leserahmen vorBWI6 eine Affinitdtsmarkierung fusioniert. Durch homgé

Rekombination wurde die HA-Epitoptag Kassette ann d8Wl6Leserahmen angefiigt.
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AnschlieRend wurden zwei Kreuzungen durchgefuimt3idmme zu generieren, defiBP4Gen
deletiert ist und die Sin3-TAP sowie Swi6-HA expienen (siehe Materialien und Methoden). Die
Deletion vonPEPA4fiihrte zu einer Inaktivierung der vakuoléaren Rigten (Jones, 1991a, b).

Die TAP-Reinigung wurde parallel mit Extrakten amsei logarithmisch wachsenden
Stammen durchgefuhrt. Der eine Stamm exprimienehbdas Sin3-TAP, wie auch das Swi6-HA
Fusionsprotein, der Kontrollstamm hingegen expnitei@ur Swi6-HA. Nach dem Aufschluss der
Zellen wurden die Extrakte einer Ultrazentrifugatianterzogen und der Uberstand dialysiert
(siehe Materialien und Methoden). Das Dialysat weurd ersten Aufreinigungsschritt mit der 19G-
Matrix inkubiert, die IgG Beads anschlieRend Uker aulchen vom Dialysat getrennt und mit
IPP150 Puffer gewaschen. An die Matrix gebundenteikomplexe wurden durch TEV-Protease
Spaltung eluiert und im zweiten Aufreinigungschnitt Calmodulin Beads inkubiert (Materialien
und Methoden). Die Bindung des CBP an die CalmoeMiatrix erfolgt Cd™-abhéngig. Nachdem
die Calmodulin-Matrix mit Calmodulin-Binding Puffegewaschen worden war, wurden die
Proteinkomplexe durch einen EGTA enthaltenden Peffdert (siehe Materialien und Methoden).

Die in den Eluaten enthaltenen Proteine wurden trepkoretisch in einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieRend duWi¢estern-Blot Analyse immunologisch
untersucht. Die Analyse der Dialysate, sowie dewatd der beiden Reinigungsschritte mit
Antikdrpern, die spezifisch gegen das Calmodulmdende-Peptid des TAP-Tags gerichtet waren,
bestatigte die Expression und die spezifische Amifyeng von Sin3-TAP (Abb.2.12.B;-CBP).
Ein Vergleich mit der Silberfarbung des Proteingedgt, dass aus dem Sin3-TAP exprimierenden
Stamm, im Gegensatz zum Kontrollstamm, mehrereePmtisoliert wurden (Abb.2.12.D). Das
Molekulargewicht der beiden prominentesten Banden~200kDa und ~50kDa entspricht dem
von Sin3-TAP und Rpd3. Durch die anti-HA Antikorp@r2CA5) lie3 sich immunologisch die
Anwesenheit von Swi6-HA im Dialysat beider Stammehweisen (Abb.2.12.B-HA). Nach der
Elution des Sin3-TAP Komplexes von der IgG-Matrirch TEV-Protease-Spaltung, lief3 sich
Swi6-HA im Eluat des Sin3-TAP exprimierenden Staramén deutlich groBerer Menge
nachweisen, als in dem des Kontrollstammes (AbbB;12HA).

Nach dem zweiten Reinigungsschritt, bei dem Sin®Tdrch EGTA von der Calmodulin-Matrix
eluiert worden war, wurde Swi6-HA nur im Eluat d&n3-Tap exprimierenden Stammes
nachgewiesen (Abb.2.12.B:HA). Die Aufreinigung von Swi6-HA erfolgte also egifisch Uber
die Interaktion mit Sin3-TAP. Obwohl im zweiten Aeinigungsschritt eine mit dem ersten Schritt
vergleichbare Menge Sin3-TAP isoliert wurde (Abb2B; -CBP), nahm die Menge des
coisolierten Swi6-HA deutlich ab (Abb.2.12.B; vdlEV- und EGTA-Eluat). Diese Beobachtung
deutet daraufhin, dass die Interaktion zwischer8 Simd Swi6 spezifisch ist, die beiden Proteine
aber nicht in stdchiometrischen Mengen im Komplexiggen.

Die Untersuchung der EGTA-Eluate mit Antikérperme dpezifisch gegen Swi4 gerichtet
waren zeigte, dass Swi4 ebenfalls mit Sin3-TAPaimd wurde (Abb.2.12.C). Diese Analyse
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Abb2.12 Sin3 interagiertin vivo mit den SBF-Untereinheiten Swi6 und Swi4.

(A) Schematische Darstellung des TAP-Tags und deridgeigsschritte der Tandefdfinitatsreinigunc
(verandert nach Puigt al. 2001). Der TAPFag besteht aus drei Einheiten. Das erste Modulldgs beste
aus zwei IgG bindenden Doméanen des ProteinA vophStacoccus aureusP(otA). Das Zweite ist e
Calmodulinbindendes Peptid (CBP), und die dritte Einheit wgsifa&eine TEV Protease Schnittstelle, die
ProtA vom CBP trennt. Diese TAP-Tag Kassette wuddech homologe Rekombination an d&hiN3
Leserahmen C-terminal angeflgt. Zellen, die eil3FIAP und ein SwiB4A Fusionsprotein exprimiert
(CY5237), wurden in YEPD Flissigmedium bei 30 °Ctikiert. Als Negativkontrolle diente ein Stan
(CY2557), der nur Swi6-HA exprimierte. Wahrend ttagarithmischen Wachstumsphase wandlie Zelle
bei einer Olgy, von 2,0 durch Zentrifugation
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geerntet. Die Zellen wurden physikalisch aufgessddéa und die Extrakte anschlie3end ultrazentrifugiec
dialysiert. Danach wurde Sin3-TAP durch Tandem-+#iffits-Reinigung Uber eine IgG-Matrund eint
Calmodulin-Matrix isoliert. (B) Die Eluate wurden elektrophoretisch in einem SEfBracrylamidge
aufgetrennt und die Proteine durch Silberfarbunchgawiesen. Um die spezifische Anreicherung vor8Sin
TAP nachzuweisen, wurde ebenso mit dem Extraktseit@ntrollstammes, der kein TAP-T&gisionsprotei
exprimierte, eine TAP-Reinigung durchgefuli@) Western-Blot Analyse der Dialysate, THldate und de
EGTA-Eluate. Die Anreicherung von Sin3 wéahrend @&P-Reinigung wurde mit Antikdrpern gegela:
Calmodulin Bindende-Peptid gezeigt. Die Coreinigwog Swi6-HA Uber Sin3AP wurde mit Antikdrper
gegen den HA-Tag nachgewiesen.

wurde aber nur einmal durchgefiihrt und die Quatitéser Antikdrper war fragwirdig, obwohl die
Spezifitéat durch Vergleich mit Extrakten aswi4 Mutanten und Wildtyp-Zellen nachgewiesen
wurde (Abb.2.12.C).
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2.6.3 Sin3 wird in Abhangigkeit von Swi4 und Swién G1/S-spezifische

Promotoren rekrutiert

Sin3 bindet nicht direkt an DNA, es ist aber bekadass Sin3 Uber Interaktion mit DNA-
bindenden Proteinen an spezifische Promotorelemehiritiert werden kann (Elkhainet al,
2000; Grzendeet al, 2009; Kadosh und Struhl, 1997, 1998b; Silverstaia Ekwall, 2005;
Washburn und Esposito, 2001). Es ist dokumentilass das DNA-bindende Protein Ume6 Uber
Interaktion mit dem Corepressor Sin3, den Sin3/RH#3ondeacetylasekomplex an Promotoren
von verschiedenen Genen in der Backerhefe rekemtikann (Kadosh und Struhl, 1997; Rundlett
et al, 1998). Die Rekrutierung von Sin3 an die Ume6eBimgsstellen in den Promotorbereichen
von Genen, die an der Regulation der Meiose, sdegelnositol- und Phospholipidstoffwechsels
beteiligt sind, fuhrt zur Repression der Transkoiptdieser Gene (Hudait al, 1994; Kadosh und
Struhl, 1997, 1998a, b; Washburn und Esposito, @4 Ume6 an der Rekrutierung von Sin3 an
Promotorbereiche von G1/S-spezifisch reguliertemdBebeteiligt sein kdnnte, wurden diese
Promotoren nach Sequenzen durchsucht, die fir UBefiingstellen spezifisch sind (Daten nicht
gezeigt). Es wurden keine Sequenzen gefundentidBimdungsstellen von Ume6 spezifisch sind.

Wenn Sin3 als Corepressor an der Regulation der $BKi4/Swi6) abhangigen
Transkription beteiligt ist, sollte es an den Préonen der, in der spaten G1-Phase aktivierten Gene
nachweisbar sein. Aus diesem Grund wurde nachfdlgetersucht, ob Sin3 in Abhangigkeit von
den SBF-Untereinheiten Swi4 und Swi6, an G1/S-$igsehi regulierten Promotoren rekrutiert
wird. Um die Bindung von Sin3 an Promotoren von SBRangigen Genen in Wildtyp-Zellen,
sowie in swi4 und swi6 Mutanten aufzuklaren, wurde die Methode der Chtoma
Immunprazipitation angewandt (Cosmal, 2001; Dedoret al, 1991; Solomon und Varshavsky,
1985; Strahl-Bolsingeet al, 1997).

Die Grundlagen der Chromatin-Immunprazipitation

Durch die Methode der Chromatin-Immunprazipitat{@inlP) wurde die Assoziation von
Sin3 mit Fragmenten aus Upstream Activating Seqeer{t/AS) untersucht, die spezifisch fur
SBF-abhéangig regulierte Gene sind. Das PrinzipGleomatin-Immunprazipitation beruht darauf,
dass epitopmarkierte Fusionsproteine durch Forrhgtlen vivo mit anderen Proteinen und
Nukleinsduren reversibel quervernetzt werden (dacks978; McGhee und von Hippel, 1975a, b;
Orlando, 2000; Orlandet al, 1997; Solomon und Varshavsky, 1985). Formaldalyein sehr
reaktives Reagenz, das mit den Amino- und IminopBem von Proteinen (Lysin, Arginin,
Histidin) und Nukleinsduren (Adenin, Cytosin) eiBehiffsche Base bildet. Dieses Intermediat
reagiert mit weiteren Amino-Gruppen und kondensirt DNA-Protein Komplexen (Jackson,
1978; McGhee und von Hippel, 1975a, b). Nach derfséhluss der fixierten Zellen werden die
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Zellextrakte sonifiziert, wobei die DNA-Strange dor Ultraschall geschert und in kleine
Fragmente zerlegt werden. Durch die hier verwemd8@nifizierungs-Bedingungen, besal(en die
DNA-Fragmente eine durchschnittliche Lange von $0@aten nicht gezeigt) (Strahl-Bolsingsr

al., 1997). AnschlieRend werden die quervernetzen B#tein und Protein-Protein Komplexe
durch Immunpréazipitation isoliert. Die mit Epitoggaffinitatsmarkierten Proteine werden durch
Adsorption an eine Matrix prazipitiert, an die sfiszhe Antikdrper gekoppelt sind. Nach der
Immunprazipitation werden die Quervernetzungen piizipitierten DNA-Protein Komplexe

revertiert und die Chromatin-Fragmente durch PH&mbroform Extraktion isoliert. Die

coprazipitierten DNA-Bereiche werden anschlieBeratcll PCR mit spezifischen Primern
analysiert und so die Assoziation des untersuclResteins mit bestimmten Bereichen des

Hefegenoms untersucht.

Sin3 ist mit dem Promotor, nicht aber mit dem Leseahmen G1/S-spezifischer Gene
assoziiert

Als Affinitatsmatrix fur die Chromatin-Immunpraztgtion von quervernetzten Sin3-
Chromatin-Komplexen dienten paramagnetische Eisaipactikel (Dynabeads®), an deren
Oberflache anti-myc Antikorper (9E11) immobilisiestorden waren. Um die Sin3-DNA
Komplexe mit Hilfe der Affinitatsmatrix isolieren uz kénnen, wurde Sin3 mit einer
Affinitatsmarkierung versehen. Hierfir wur@N3durch eine Sin3-myc-tag Fusion ersetzt (siehe
Materialien und Methoden). Um zu untersuchen, @bBindung von Sin3-my8WI4 oderSWI6
abhangig ist, wurde der Sin3-myc exprimierende stafam mit eineswi4 Mutante bzw. einer
swi6 Mutante gekreuzt. DebWI4 Leserahmen war zuvor durch eih&U2-Deletionskassette
(Kochet al,1993) oder einer KanMX Deletionskassette (Winzetel., 1999) ersetzt worden. Der
SWI6 Leserahmen war gegen eiffd&RP1 (Koch et al,1993) oder KanMX Deletionskassette
(Winzeleret al, 1999) ausgetauscht worden. Nach der Sporuldgordiploiden Zellen wurde der
Genotyp der haploiden Segreganten durch PCR-Anglytestet.

Sin3-myc exprimierenden Wildtyp-Zellen, entspreateswi4 undswi6é Mutanten und
ein Kontrollstamm - ohne epitopmarkiertes Proteinvdrden in Vollmedium kultiviert. Die
logarithmisch wachsenden Zellen wurden durch 1%miatdehyd fixiert. Aus sonifizierten
Zellextrakten wurden anschlieBend die Sin3-myc dfp#tg-Fusionsproteine mit der
Affinitatsmatrix gezielt immunprazipitiert. Nach démmunprazipitation wurden die kovalenten
Quervernetzungen der isolierten Protein-DNA Kompledurch Erhitzen (65°C) in Tris-HCI
Puffer bei niedrigem pH revertiert. Aus dem Praaipivurden die Proteine durch Proteinaseverdau
und Phenol/Chloroform Extraktion entfernt. Die isdlen DNA-Fragmente wurden schlief3lich
durch PCR charakterisiert. Wahrend der PCR veréinglen die Vermehrungsrate der DNA,
weshalb die Kinetik der PCR-Reaktion durch Real &igiPCR analysiert werden musste, um die

Template-Mengen direkt zu quantifizieren.
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Abb.2.13 Schematische Darstellung der Bindungssteth von Primern, die in der ChIP-PCRAnNalyse
verwendet wurden.

Die, durch Chromatin-Immunprézipitation isoliertBNA-Fragmente wurden durch multiplex PCR mit z
PrimerPaaren analysiert. In derselben PCR wurden Prifiredi€ Amplifizierung von Promotorsequen:
zusammen mit Kontroll-Primern eingesetzt. Mit deronkoll-Primern ck2229/ck2230 wurde e
nichttranskribierten Region auf Chromosom V ampigit. Diese KontrolPrimer dienten somit de
Nachweis der Spezifitit der Anreicherung von Pram-Bereichen durch die Immunprazipitation.
coprazipitierten DNA-Fragmente aus dem Promotorei®tien vonCLN2 und CLN1 wurden durch d
Primerpaare ck2148/ck2149 und ck2158/ck2159 amiti (schwarze Pfeile). Die gewahlten Prometor
Regionen enthielten die fur SBF spezifischen SC&itgnte (Swi4/Swib cell cycle box) (JotDie Prime
ck1724/ck1725 und ck2254/ck2255 waren spezifisehdig@ codierenden Regionen v@iN2 und CLN1
Diese Primer dienten als weitere Kontrolle fur djgezifische Anreicherung von Promo®ereichen. Di
coprazipitierten UAS-Fragmente vd?CL1 und TMP1 wurden durch die Primerpaare ck2364/ck2366
ck1057/ck1058 amplifiziert. Die gewahlten PromoR®gionen vorPCL1 enthielten die fir SBF spezifisct
SCB-Elemente (Swi4/Swi6 cell cycle box). Die fumdéEMP1 Promotor spezifischen Primer amplditer
ein Fragment, das die MCB (Mlul cell cycle box) Begzen enthielt. Die Primer ck2348/ck2349
ck1275/ck1284 waren spezifisch fur die codierendegionen vorPCL1undTMPL
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Die Endpunktbestimmung einer herkémmlichen PCR egfitiit jedoch auch eine relative
Bestimmung der eingesetzten Template-Menge, wemdiMaungsreihen des Templates in die
PCR eingesetzt werden. Dadurch war es moglichAdsoziation des Epitoptag-Fusionsproteins
mit den spezifischen Promotorbereichen von SBFlegen Genen zu analysieren.

Um zu testen, ob Sin3 an die Promotoren von G1é2iigch aktivierten Genen rekrutiert
wird, wurden Primerpaare verwendet, die fir dienfytoren vonCLN1 und CLN2 spezifisch
waren (Abb.2.13). Die Promotoren v@iL.N2 und CLN1 enthalten drei potenzielle SCB-Elemente,
an die der SBF Transkriptionsfaktorkomplex bindatoss, 1995; Koch und Nasmyth, 1994; Stuart
und Wittenberg, 1994). Die Primerpaare fur die Afilfgtion der Promotor-Bereiche wurden so
gewahlt, dass die analysierten Sequenzen die BBrspezifischen SCB Elemente (Swi4/Swi6 cell
cycle box) enthielten (Abb.2.13). Als Negativ-Kanite fur die spezifische Anreicherung der
Promotor Bereiche vonCLN1 und CLN2 wurden Zellen analysiert, die kein Epitoptag-
Fusionsprotein exprimierten. Um festzustellen, @B $pezifisch an die Promotor-Bereiche der
G1/S-spezifisch exprimierten Gene rekrutiert windurden zusatzlich Bereiche aus den
codierenden Regionen dieser Gene durch PCR unkerédibb.2.13). Die Chromatin-Fragmente
wurden durch Multiplex PCR (Chamberlaet al, 1988) analysiert. Bei den folgenden PCR-
Analysen wurden in jede PCR jeweils zwei Primerpagingesetzt (Duplex PCR). Die Bereiche
aus den Promotoren der Ge@eN1 oderCLN2 wurden gleichzeitig mit einer nichttranskribierten
Kontroll-Region, auf Chromosom V (Materialien undetoden) in derselben Reaktion
amplifiziert. Ebenso wurden die Regionen aus delietenden Bereichen dieser Gene auch mit der
Kontroll-Region in derselben PCR analysiert. Die @ifikation der ORF-freien Region auf
Chromosom V stellt ein Mal} fiir die Menge von ungseh prazipitierten Chromatin-Fragmenten
dar.

Der Vergleich der, aus dem Immunpréazipitat von Sm& exprimierenden Zellen amplifizierten
PCR-Produktmenge va@LN1 und CLN2 Promotor-Bereichen (Abb.2.14.A und B; Wt: Spur)4-6
mit der von Kontroll-Zellen, die kein affinitatsnidertes Protein exprimierten (Abb.2.14.A Spur 1-
3; Abb.2.14.B Spur 7-9), zeigt die spezifische @ajpitation der UAS-Fragmente mit Sin3-myc.
Die Ergebnisse der PCR-Analyse zeigen, dass dimd®orelemente vo&€LN1 und CLN2, durch
die ChIP aus Wildtyp-Extrakten signifikant starkeargereichert wurden, als die nichttranskribierte
Kontroll-Region von Chromosom V (Abb.2.14.A und BVt. Spur 4-6). Die dreifache
Durchfiihrung der Chromatinimmunprézipitation demoege die gute Reproduzierbarkeit des
Experimentes (Abb.2.14.A und B Spur 4-6). Die afigiirte Produktmenge der Fragmente aus
den codierenden Regionen v@LN1 und CLN2 lag nicht signifikant Uber der, des Kontroll-
Bereiches auf Chromosom V (Abb.2.14.A und B; WiS4-6).
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Abb.2.14 Sin3 wird an SBF-spezifisch regulierte Pnmotoren rekrutiert.

Wildtyp (CY4849, CY5387)swi4 (CY5386) undswi6 (CY5469) Zellen, die ein SinByc9 Fusionsprote
exprimierten, wurden in YEPD Flussigmedium bei 30%@ltiviert. Wahrend der logarithmisch
Wachstumsphase, bei einem Titer von 3xZ6llen/ml, wurden die Zellen mit 1% Formaldeh3@ Minuter
bei RT fixiert. Aus den mit Formaldehyd fixierterelen wurden die Extrakte prapariert. Nachdem diAl
durch Sonifizierung in ~500bp groRe Fragmente gasclvorden war, wurde Sin@wyc9 durch 9E1
Antikorper (immobilisiert an Dynabeads) ausndExtrakten préazipitiert. ChlP Assays mit Extrakteu:
Zellen, die kein Sin3-myc-tag Fusionsprotein exjeiten, dienten als Kontrolle (CY1617). Die Chromat
Immunprézipitationen (ChlP) wurden anschlieRendfalth durchgefiihrt (Kontrolle: Spur 1-3; Wt: Spu64
Mutante: Spur 7-9). Die copréazipitierte DNA wuraeschlieRend durch multiplex PCR analysiert. DieADN
Fragmente aus den UAS v@i.N2 wurden mit die Primer ck2148 und ck2149 amplifizidie vonCLN1 mit
ck2158 und ck2159. Bereiche aus den codierenderioRay von CLN2 und CLN1 wurden mit de
Primerpaaren ck1724/ck1725 und ck2254/ck2255 aieatys Primer fir die Amplifikation ein
nichttranskribierten Region auf Chromosom V dierdésunspezifische Kontrolle (ck2229 und ck2230k
Kontrollprimer, wurden zusammen mit den Primerdig PromotorRegionen und codierenden Regionen
CLN1 und CLN2, in der selben PCR eingesetzt. Die PRiRdukte wurden auf einem 2%igem Agaros
analysiert und digitalphotographisch dokumenti€¢®) Chromatintmmunpréazipitation mit Extrakten a
Wildtyp und swi6 Zellen, die Sin3-myc exprimierten, sowie aus ein&antroll-Stamm, der kel
affinitdtsmarkiertes Protein exprimiertéB) Chromatinkmmunprézipitation mit Extrakten aus Wildtyp t
swi4 Zellen die Sin3-myc exprimierten, sowie aus demmtkall-Stamm.(C) und (D) Die in einem 2%ige!
Agarosegel aufgetrennten PGRedukte wurden durch Ethidiumbromid gefarbt unditdlphotographisc
dokumentiert. Anschlieend wurden die Bandenintétesi durch die BIOCAPT v.12.3 Software quantifitz
Die Signalstarke delCLN2-Promotor-Fragmente, bzw. deZLN2-ORF+ragmente wurde mit der, ¢
untranskribierten Region von Chromosom V abgeglichspez. ChlP/Kontroll ChiP) Tag / (spez. Cl
Kontroll ChIP) kein Tag]. Dargestellt sind die Miiverte aus drei unabhéngigen Chromatin-
Immunprézipitationen und die Standardabweichung.

GZE: Ganzzellextrakt; Kontrolle (ohne Tag): Zelldie kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimieren.
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Diese Beobachtung zeigt, dass Sin3 an die PronBe#miche, nicht aber an die codierenden
Regionen dieser Gene rekrutiert wird. Die PCR-Asalyder Chromatin-Immunprazipitate aus
Deletionsmutanten zeigte, dass die Anreicherung”demotorelemente voBLN1 und CLN2 aus
swi6 Mutanten (Abb.2.14.A; Spur 7-9) signifikant gemmgwar als aus Wildtyp-Zellen
(Abb.2.14.A und C). Die Menge der asswi6 Mutanten coprazipitierten Promotor-Bereiche war
vergleichbar mit der Menge der prazipitierten KotitBereiche (ORF; Chr.V UTR) (Abb.2.14.A
und C). Die Bandenintensitaten, der aus den ChiRtEh von Wildtyp und swi6
Deletionsmutanten amplifizierten Sequenzen dE&N2ORF, waren nicht signifikant
unterschiedlich (Abb.2.14.A und C).

Die Bindung von Sin3-myc an diéL N1 und CLN2 Promotorelemente dewi4 Mutanten
(Abb.2.14.B; Spur 1-3) war ebenfalls erheblich mdu im Vergleich mit dem Wildtyp
(Abb.2.14.B; Spur 4-6). Jedoch war der Unterschigdschen Wildtyp undswi4 Mutante
geringer als zwischen Wildtyp usa#vié Mutante (Vgl. Abb.2.14.C und D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Sin3 spezifisch anit Bromotor-Bereichen von SBF-
abhangig regulierten Genen assoziiert ist. Die @ato-Immunprazipitationen mit Extrakten aus
swi4 undswi6 Zellen zeigen auf3erdem, dass Sin3 durch den SafsKiiptionsfaktorkomplex
an die G1/S-spezifischen Promotoren rekrutiert wodker dass diese Rekrutierung durch Faktoren

erfolgt, die mit Swi4 oder Swi6 assoziiert sind.
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2.7 Die Rekrutierung von Sin3 und Rpd3 erfolgt zézyklusspezifisch

2.7.1 Sin3 besetzt SBF-abhangige Promotoren spézth in der G1-Phase

Wenn Sin3 die Transkription von G1-Cyclinen beeisfit, kdnnte seine Bindung von der
Zellzyklusphase abhangen. Um zu testen, ob dieUiekung von Sin3 an die Promotoren von G1-
Cyclinen zellzyklusspezifisch erfolgt, wurden Extiexvon Zellen, die in der G1-Phase arretiert
worden waren, durch Chromatin-Immunprazipitationlf) untersucht.

Um die Besetzung der Cyclin-Promotoren durch Simdhrend der G1-Phase zu analysieren,
wurde eine temperatursensitieelc28-13 Mutante generiert, die ein Sin3-myc9 Fusionsprotei
exprimiert. Die Cdc28 Kinase ist im Verbund mit daktivierenden CyclinenQLN1,2,3 und
CLB5,0, der wesentliche Koordinator aller G1/S-spezifest Ereignisse (Cross, 1995; Hartwetll
al., 1974; Johnstort al, 1977; Mendenhall und Hodge, 1998). Temperatgisea cdc28-13
Mutanten arretieren ihren Zellzyklus unter resivitth Bedingungen in der spaten G1-Phase vor
Start (Hartwellet al, 1974; Hartwelkt al, 1970).

Ein Teil einer Kultur temperatursensitivedc28-13 Zellzyklusmutanten, die Sin3-myc
exprimierten, wurde bei 37°C arretiert, wahrend aedere Teil bei 25°C weiterkultiviert wurde.
Nachdem die Zellen als grof3e ungebuddete G1-PheBenZarretiert waren, wurden sie mit
Formaldehyd fixiert. Anschlie3end wurden die mit®myc quervernetzten Chromatin-Fragmente
aus den sonifizierten Zellextrakten durch ChiPigstl Die Immunprazipitationen wurden dreifach
durchgefihrt, um Variationen in der Effizienz der hr@matin-Immunprazipitationen
auszuschlieen. Die prazipitierten DNA-Fragmenteden anschlieBend durch PCR analysiert,
wobei Primer fir die Amplifikation von Promotorbérieen und codierenden Regionen der Gene
CLN1, CLN2 PCL1 und TMP1 eingesetzt wurden (Abb.2.13). Um die Spezifitat @aromatin-
Immunprazipitation zu Uberprifen, wurde bei jed@RPAnalyse ein nichttranskribierter Bereich
auf Chromosom V, als Kontrolle amplifiziert.

Aus den Prézipitaten von arretiertetdic28-13Zellen wurden signifikant mehr Promotor-
Fragmente, der G1/S-spezifischen Gene, amplifizelg aus den Préazipitaten der asynchronen
Zellen (Abb.2.15.A; vgl. 37°C und 25°C). Im Gegezsalazu war die Signalstarke der
amplifizierten ORF-Sequenzen dieser Gene, bei degtierten Zellen nicht hoher als bei den
asynchronen Zellen (Abb.2.15.A; vgl. 37°C und 25°C)

Die Ergebnisse der Chromatin-Immunprazipitationgerj dass Sin3 in der G1-Phase an die
Promotoren vorCLN1, CLN2 und PCL1 rekrutiert wird. Die Beobachtung, dass die Sigidake

der Prazipitate aus arretierten Zellen signifikadher ist als aus den asynchronen Zellen, kdnnte
darauf hindeuten, dass Sin3 nicht wahrend des desafellzyklus an diese Promotor-Bereiche
bindet.
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Um den Unterschied der Promotor-Assoziation vor8Sawischen in G1 arretierten und
asynchronen Zellen zu quantifizieren, wurden diézipitate der ChIP durch quantitative Real
Time PCR analysiert (Abb.2.15.B). Die Prazipitatenvasynchronen und arretiertedc28-13
Mutanten, die Sin3-myc exprimierten, wurden durBfC& analysiert und mit dem qPCR Ergebnis
fur Kontroll-Zellen abgeglichen, die kein affinisiarkiertes Sin3 exprimierten.

Die Ergebnisse der gPCR (Abb.2.15.B) zeigen, dassdam Prazipitat von arretiertedc28-13
Zellen 5 mal mehPCL1 Promotor-Fragmente amplifiziert wurden, als aus den asynchronen
cdc28-13Zellen. Die Menge der amplifiziertdPCL1-ORF Sequenzen zeigt keinen signifikanten
Unterschied zwischen den arretierten und den asgneh cdc28-13Zellen (Abb.2.15.B). Die
geringere Menge coprazipitierter Promotor-Fragmemtes asynchronen Zellen lasst die
Schlussfolgerung zu, dass Sin3 wahrscheinlich fipelziin der G1-Phase an Promotor-Bereiche
des SBF-abhangigen GelR€L1rekrutiert wird.

Die Sequenzen aus dem Promotor-Bereich des MBF 1kMwi6) - abhangigen GeffgvPl,
wurden aus den Préazipitaten von arretieddo28-13Zellen nicht in gréRerer Menge amplifiziert
als aus denen von asynchronen Zellen (Abb.2.15.Aus den arretiertencdc28-13
Zellzyklusmutanten konnten die Promotor-Fragmerte YMP1 nicht spezifisch coprazipitiert
werden. Demzufolge ist Sin3 moglicherweise nur an Regulation der Transkription von SBF-

abhangigen, nicht aber von MBF-abhangigen Genesiligét

Sin3 bindet wahrend der M-Phase nicht an SBF-speziiche Promotoren

Um zu erfahren, ob sich die Bindung von Sin3 anRii@motoren der SBF-spezifischen Gene nach
der G1-Phase andert, wurden Zellen untersuchtemtiweder durch das Spindelgift Nocodazol in
der Prometaphase oder durch das temperatursensiivé6-1 Allel am Ubergang von der
Metaphase zur Anaphase arretiert worden waren.

Nocodazol inhibiert die Polymerisation der Micratlibund verhindert somit die Bildung
der Mitosespindel. Da die Kinetochore der Chronmatichicht mit Spindelfasern assoziiert sind,
halten die Zellen ihren Zellzyklus am Spindel-Chgakt in der Prometaphase an.

Cdc16 ist eine Untereinheit des APC (engl. Anaptisenoting Complex) und spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation der Ubiquitin-vatialten Anaphase-Proteolyse von B-Typ
Cyclinen. Durch die Inhibierung der Funktion desCARrretieren diedc16-1Zellzyklusmutanten
bei 37°C am Ubergang von der Metaphase zur AnapHaséMitose, mit einem hoheGLB2
Expressionslevel und nicht separierten Schwestencétiden.

Eine Kultur von Sin3-myc exprimierenden Wildtyp-Bel wurde aufgeteilt und eine Halfte
mit Nocodazol behandelt, wahrend die andere unliablieb. Nachdem die behandelten Zellen
in G2/M arretiert waren, wurde die Assoziation \®in3-myc mit den Promotoren v&iN2 und

PCL1analysiert.
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Abb.2.15 Sin3 bindet zellzyklusspezifisch in der GPhase, nicht aber in der G2/M-Phase an SBF-
abhangige Promotoren.

(A) Dargestellt ist die PCR-Analyse der Chromatin-Imipnéizipitation mit Extrakten aus arretiertsdc28-13
Zellen. Cdc28-13Zellzyklusmutanten, die ein SinByc9 Fusionsprotein exprimieren (CY5327), wurde
YEPD Flussigmedium bei 2& kultiviert. Als Negativkontrolle fir die spezfthe Immunprazipitation vi
Sin3-myc, diente ein Stamm (CY239), der kein affinitdaskiertes Fusionsprotein exprimierte. Bei eil
Titer von 1x16 Zellen/ml wurde die logarithmisch wachserae28-13Kultur aufgeteilt und die eine Hal
durch Inkubation bei 37°C fur 165 Minuten, in det-Bhase arretiert. Die andere Hélfte der Zellen wine
25°C ebenso lange weiterkultiviert. Nachdem die lefel arretiert waren, wurden die Kulturen
Raumtemperatur 2Minuten mit 1% Formaldehyd fixiert. Die fixiertezellen wurden durch Zentrifugati
geerntet und danach die Zellextrakte durch phyisiklaén Zellaufschlul3 mit Glasbeads gewonnen. Mi
sonifizierten Extrakten wurde eine Chromatin-Immeégipitation mit antimyc (9E11) beladen
Dynabeads® (Invitrogen) durchgefiihrt. Die Prézigitaurden anschlieend durch Multiplex PCR anatysie
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Die Primer fur die Amplifikation von Promotor-Fragmten der Gen€LN1, CLN2 PCL1und TMP1wurder
zusammen mit Kontroll-Primern in dieselbe Reakt@ingesetzt. Die Kontrolrrimer amplifizierten eir
nichttranskribierte Region von Chromosom V. Einatare Kontrolle fiir die spezifische Anreicherungn
Promotor-Elementen waren Primer, die Bereiche ausddierenden Rgon dieser Gene amplifizierten. [
PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen armatysi

ChIP: Chromatin-Immunprazipitationen; GZE: Ganzzeilakte

(B) Analyse der ChIP-Resultate durch quantitative Reale PCR. Die Bindung von Sin3 an dBL1-
Promotor sowie deCL1-ORF wurde durch ChIP analysiert wie in (A) besebhen.Prazipitate aus di
Chromatin-Immunpréazipitationen von Extrakten aufiefe die in der G1-Phasedc28-13 arretiert worde
waren, wurden durch quantitative Real Time PCRyaigit. Die Menge der amplifizierten DNA wurde du
die MxPro qPCR software (Mx3000P; V4.01 von Strate®) bestimmt. Der logarithmische-amplifikations
basierende Schwellenwert der PCR (Ct-thresholdsarggpoint) von den ChlProben wurde mit den Weri
einer Standardferdiinnungsreihe verglichen. Dargestellt sind Migrte aus drei unabhéngic
Experimenten mit ihrer Standartabweichung. Die #aitén Werte des Kontrollstammes (ohne Epitoptag
Fusionsprotein) wurde von den Werten der Stammezdggen, die Sin3-myc exprimierten.

(C) Chromatinklmmunprazipitation mit Extrakten aus Zellen, dieauBehandlung mit Nocodazol arret
wurden. Wildtyp-Zellen (CY4849), die ein Sin3-mypitoptagFusionsprotein exprimieren, wurden in YE
Fliissigmedium bei 25°C kultiviert. Bei einem Titen 1x10 Zellen/ml wurde die Kultur aufgeteilt und -
eine Halfte mit dem Spindelgift Nocodazol arretiavéihrend die andere Halfte unbehandelt weiterkalt
wurde. Nach 2,5 Stunden bei 25°C waren die Zelterder G2-Phasearretiert und wurden mit 1
Formaldehyd fixiert. AnschlieBend wurde Sim3«c, aus den sonifizierten Zellextrakten, durch %
Antikérper immunprézipitiert. Die Chromatimmunprazipitationen wurden dreimal durchgefuhrim Wie
spezifische Coprazipitation von Chromatin-Fragmerderch Sin3myc sicherzustellen, wurde in der C
ebenfalls ein Stamm eingesetzt, der kein Epitoptagjonsprotein exprimierte. Die Prazipitate wurdemnct
PCR analysiert, wobei Primer fur die Amplifikatioeon Promotor-Bereichen voBLN2 und PCL1 eingeset:
wurden. ChIP: Chromatin-Immunprazipitationen; GZ&anzzellextrakte

(D) Analyse der ChlP-Resultate durch quantitative R@alke PCR wie beschrieben (B). Prazipitate aus d
Chromatin-Immunpréazipitationen von Extrakten awsleh, die durch Nocodazol arretiert worden we
wurden durch quantitative Real Time PCR analysiert.

(E) Wildtyp-Zellen (CY4849) undcdcl6-1Zellen (CY5385), die ein Sin3-myc EpitoptRgsionsprotei
exprimieren, sowie eine Negativkontrolle (CY102&k kein affinitdtsmarkiertes Protein exprimierte, der
in YEPD Flussigmedium bei 25°C kultiviert. Bei ein@Dgoo von 0,4 wurden die Kulturen jeweils aufge!
und eine Halfte bei 37°C arretiert, wahrend dieemadHalfte unbehandelt weiterkultiviert werd Nach
Stunden waren diedcl16-1 Zellen in der MPhase arretiert und wurden mit 1% Formaldehyd rf:
AnschlieRend wurde Sinwc, aus den sonifizierten Zellextrakten, durch BRhtikbrper immunprazipitie
wie in (A) beschrieben. Die Chromatin-Imnprézipitationen wurden dreimal durchgefuhrt. Une
spezifische Coprazipitation von Chromatin-Fragmerderch Sin3-myc nachzuweisen, wurde ein Kontroll
Stamm verwendet, der kein Epitoptagsionsprotein exprimierte. Die Prazipitate wurdfkmch PCR m
Primerpaaren analysiert, die spezifisch fir d&drN2-Promotor und derCLN2-ORF waren, als Kontrol
wurde auBerdem eine nichttranskribierte Region @omosom V, mit den Primern CK2229 und CK2
amplifiziert.

Um die Bindung an de@LN2Promotor in der spaten Metaphase zu analysieredemu
cdcl16-1Mutanten generiert, die Sin3-myc exprimierten.deiedc16-1Zellen wurden, ebenso wie
ein Sin3-myc exprimierender Wildtyp-Stamm wahrermd kbgarithmischen Wachstumsphase auf
zwei Kulturen aufgeteilt. Die eine Halfte wurde ®#8°C weiterkultiviert, wahrend die andere
Halfte 180 Minuten bei 37°C inkubiert wurde.

Mit den fixierten Zellextrakten der asynchronen uadretierten Kulturen wurden
anschlieend Chromatin-Immunprazipitationen durfiifge Als Negativkontrolle diente ein
Stamm, der kein affinitdtsmarkiertes Sin3 exprit@er

Der Vergleich der Bandenintensitaten der PCR-Primluteigt, dass aus den ChlIP-
Prazipitaten von Nocodazol-behandelten Zellen weamRyomotor-Fragmente amplifiziert wurden
(Abb.2.15.C; Spur 7-9), als aus den Prazipitatem agynchronen Zellen (Abb.2.15.C; Spur 4-6).
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Die Quantifizierung des zellzyklusabh&ngigen Urdiiesds der Sin3-Bindung an den Promotor
von PCL1, erfolgte durch Analyse der ChiIP-Prazipitate vegnghronen und in G2/M arretierten
Zellen durch quantitative Real Time PCR (Abb.2.1)5.Die gPCR-Analyse der ChIP von Sin3-
myc ergab, dass sich aus den Euaten der Nocode@ahbelten Zellen, signifikant weniger
Promotor-Sequenzen amplifizieren lie3en, als ausasignchronen Kultur (Abb.2.15.D). Aus den
arretierten Zellen wurden etwa 5 mal wenig®CL1-Promotor Fragmente isoliert, als aus den
asynchronen Zellen (Abb.2.15.D). Was die Mengeathaplifizierten Fragmente aus dem ORF von
PCL1 betrifft, konnte zwischen den asynchronen und damrtierten Zellen kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Abb.2.15.D).
Demzufolge bindet Sin3 in der G2-Phase nicht arPdignotoren von G1/S-spezifischen Genen.
Die Signalintensitat der, aus ChlIP-Prazipitaten gdol6-1Zellen amplifiziertenCLN2-

Promotor-Bereiche, war geringer als die aus dertyfizellen (Abb.2.15.E; Vgl. Wt unddc1§.
Aus den Prazipitaten von arretiertenic16-1 Mutanten wurden deutlich weniger Promotor-
Fragmente amplifiziert, als aus asynchromweicl16-1Zellen (Abb.2.15.E; Vglcdc1625°C und
37°C). Aus arretierterrdc16-1 Zellen wurden somit weniggELN2-Promotor-Fragmente durch
ChlIP isoliert als aus den asynchronen Zellen (ARB.E).
Die Signalstarke der amplifizierten Promotor-Fragtee aus Wildtyp-Zellen, die bei 25°C
kultiviert wurden, ist nicht verschieden von des &ildtyp-Zellen, die bei 37°C kultiviert wurden
(Abb.2.15.E; Wt). Dies zeigt, dass die KultiviersaBemperatur keinen Einfluss auf die Promotor-
Bindung von Sin3-myc hat und auch die Effektivid@r ChIP nicht beeinflusst. DIELN2-ORF
Fragmente und die nichttranskribierte Region vomo@tosom V wurden nicht signifikant mit
Sin3-myc isoliert, da die Bandenintensitdt aus t&mavon Sin3-myc exprimierenden Zellen
(Abb2.15.E; Wt) nicht wesentlich hoéher war, als aden Eluaten der Negativkontrolle
(Abb.2.15.E; Ohne Tag).

Diese Beobachtungen lassen darauf schliel3en,Sila3sn der Metaphase nicht an die UAS
von CLN2bindet.

2.7.2 Die Rekrutierung von Sin3 in der G1-Phaserfelgt in Abhangigkeit
vonSWI4

Um festzustellen, ob die G1l-spezifische Rekrutigruon Sin3 in Abhéngigkeit von SBF
erfolgt, wurde nachfolgend durch ChIP die Prom&ssoziation von Sin3-myc iswi4 Mutanten
analysiert, die in der G1-Phase arretiert wordememaAus diesem Grund wurden Sin3-myc
exprimierendeedc28-13Zellzyklusmutanten mit einem Stamm gekreuzt, leen&WI4durch eine
KanMX Deletionskassette ersetzt worden war.

Sin3-myc exprimierendeswi4 /cdc28-13 Zellen und SWi4cdc28-13 Zellen wurden
arretiert und mit entsprechenden asynchronen Kantun eine Chromatin-Immunprazipitation

eingesetzt und miteinander verglichen.
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Wie die Abb.2.16 zu sehen ist, lie3en sich ausRi@azipitaten vorsWI4 Wildtyp-Zellen
signifikant promotorspezifische Sequenzen der GEh&l2 und PCL1 amplifizieren. Wie der
Vergleich der Bandenstéarke der PCR-Produkte zeigirden aus der, in der G1- Phase arretierten
SWi4cdc28-13 Kultur, signifikant mehr Promotor-Fragmente angdrert, als aus den
asynchronersWI4cdc28-13Zellen (Abb.2.16). Die Anreicherung v@LN2 und PCL1 Promotor-
Fragmenten aus de3WI4Zellen, war deutlich hoher als die aus d&n4 Mutanten (Abb.2.16).
Die Menge der, aus Prazipitaten der asynchroswid Mutanten amplifizierten Promotor-
Fragmente unterschied sich nicht von der, aus demrKll-Zellen, die kein affinitatsmarkiertes
Protein exprimierten (Abb.2.16; Vgl. Kontrolle uadi4 ).

Somit lasst sich feststellen, dass im Vergleich $wWi4Wildtyp-Zellen, die Bindung von
Sin3-myc an die Promotoren, in den asynchronenamieh in den arretierteswi4 Mutanten
erheblich reduziert ist (Abb.2.16). Demgemal wiiel Rekrutierung von Sin3 an die Promotoren
von CLN2 und PCL1 durch die Deletion voswi4 drastisch beeintrachtigt. Dies weist darauf hin,

dass Sin3 durch den SBF-Komplex rekrutiert wird.

Abb.2.16 Sin3 bindet abhangig vorsWI4, wahrend der G1-Phase an SBF-spezifische Promotare
Die Promotorassoziation von Sin3 wurde durch Clatimdimmunprazipitation (ChlP) mit Extrakten ¢
cdc28-13 Zellzyklusmutanten durchgefuhrt. Die ChIPs wurdemeils dreimal durchgefuhrt, um 1
Spezifitat der Coprézipitation von Chromatin-Fragtea sicherzustellersWI4und swi4 Zellen, die ei
Sin3-myc9 Fusionsprotein exprimierten (CY5327, CY5624)rden in YEPD Flissigmedium bis zu eir
Titer von 1x16 Zellen/ml kultiviert. AnschlieRend wurde die Kur aufgeteilt und die eine Halfte, du
Inkubation bei 37°C fur 165 Minuten, in der ®hase arretiert. Die andere Halfte der Zellen wure
25°C ebenso lange weiterkultiviert. Anschlielendden die Zellen bei Raumtemperatur 20 Minuter
1% Formaldehyd fixiert. Nach dem Aufschluss deiefiten Zellen wurde SinByc durch, mit 9E1
Antikdrpern beladene, Dynabeads prazipitiert. Dagrézipitierten DNAFragmente wurden durch P
amplifiziert und auf einem 2%igem Agarosegel analys Als Kontrollefur die spezifische Anreicheru
von Promotor-Fragmenten durch die Prazipitation @m3-myc, wurde ein Stamm verwendet, der |
EpitoptagFusionsprotein exprimierte (CY1617). Die Primer flie Amplifikation der Promotorbereic
von CLN2 undPCL1wurdenzusammen mit Primern fur die Amplifikation einechttranskribierten Regic
auf Chromosom V, in derselben Multiplex PCR einggse
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2.7.3 Rpd3 bindet in der G1-Phase an SBF-spezifiee Promotoren

Sin3 rekrutiert die Histondeacetylase Rpd3 an PtordBereiche einer Vielzahl von
Genen und ist so an der Regulation der Transkngigteiligt (Allandet al, 1997; Carrozzat al,
2005; Kadosh und Struhl, 1998a, b; Vidal und Gatiég1; Vidalet al, 1991). Da Rpd3 die
enzymatische Aktivitat des Sin3/Rpd3 Komplexes viteth, ware es denkbar, dass Rpd3 ebenso
wie Sin3 an die Promotoren G1/S-spezifischer Gekeutiert wird.

Durch Chromatin-Immunprazipitation wurde die Asstioin von epitopmarkiertem Rpd3-HA mit
SBF-spezifischen Promotoren, in asynchronen uncttiarten cdc28-13 Zellen untersucht
(Materialien und Methoden). Die prazipitierten DN#fagmente wurden anschliel3end durch PCR
analysiert, wobei Promotorbereiche und codierenegidtden der Gen€ELN1, CLN2 PCL1 und
TMP1aus den Eluaten der ChlP amplifiziert wurden (2blS).

Wie in Abb.2.17 zu sehen ist, wurden aus den ChlR{En von arretiertesdc28-13
Zellen mehr G1-Cyclin-spezifische Promotor-Sequanaeplifiziert, als aus den asynchronen
Zellen. Dies zeigt, dass die UAS-Fragmente @uiN1, CLN2undPCL1zusammen mit Rpd3-HA
spezifisch coprazipitiert wurden und liefert dencNaeis fir die spezifische Rekrutierung der
Rpd3 Histondeacetylase an die SBF-abhangige Proermoi@bb.2.17). Demzufolge, wird Rpd3
ebenso wie Sin3 in der G1-Phase an die SCB-ElemaéaeteGeneCLN1, CLN2 und PCL1
rekrutiert, obwohl die Signalstarke fir Rpd3-HA igger war als die fur Sin3-myc (vgl.
Abb.2.15.A und Abb.2.17). Eine Untersuchung der FCRtazipitate auf Sequenzen aus dem
Promotor-Bereich des MBF (Mbpl/Swi6) - abhangigeen&TMPL, zeigte keine signifikant
hohere Anreicherung in den arretierten Zellen (2Y). Die Beobachtung, dass weder mit Sin3-
myc noch mit Rpd3-HA die Promotor-Fragmente VWP 1 coprézipitiert werden konnten, weist
darauf hin, dass der Sin3/Rpd3 Komplex moglicheserenur die Transkription von SBF-

abhéngigen, nicht aber die von MBF-abhangigen Gezguiert.
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Abb.2.17 Rpd3 ist incdc28-13Zellen, die in der G1-Phase arretiert wurden, mitden SBFspezifischel
Promotoren assoziiert.

Die Assoziation von Rpd3 mit déDLN1- CLN2-und PCL1-Promotoren in asynchronen HeZellen, sowi
Zellen, die in der G1-Phase arretierten worden maneirde durch Chromatilmmunprézipitationen (Chill
untersucht. Temperatursensitivdc28-13Zellzyklusmutanten (CY5555), die ein Sin8/c9 Fusionsprote
exprimieren, wurden in YEPD Fliissigmedium bis zneei Titer von 1x10 Zellen/ml kultiviert. Um di
spezifische Anreicherung von Chromatin-Fragmentbar (Rpd3-HA sicherzustellen, wurde ein Kontroll-
Stamm verwendet, der kein affinititsmarkiertes Rroexprimierte (CY239). Wahrend der logarithmisc
Wachstumsphase wurde die Kultur aufgeteilt undethie Halfte durch Inkubation bei 37°C fur 165 Mie
in der G1-Phase arretiert. Die andere Halfte dellen wurde bei 25°C ebenso lange weiterkultiv
Anschlieend wurden die Zellen bei RaumtemperaduMihuten mit 1% Formaldehyd fixiert. Die fixiert
Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet undzidlen durch Glasbeads physikalisch aufgessda. Mi
den anschlieBend sonifizierten Extrakten wurde €hmmatin-Immunprazipitation mit artiA Antikérperr
(12CA5; Laborpraparat) beladenen Dynabeads® (logén) durchgefiihrt. Die Prazipitate wur
anschlieBend durch Multiplex PCR analysierte Birimer fiir die Amplifikation von Promotorelememtée
Gene CLN1, CLN2 PCL1 und TMP1 wurden zusammen mit Kontrdlrimern in dieselbe Reakti
eingesetzt. Die KontroRrimer amplifizierten eine nichttranskribierte Ragivon Chromosom V. Eil
weitere Kontrolle fir die spezifische Anreicherwmgn PromotorElementen waren Primer, die Bereiche
dem ORF dieser Gene amplifizierten. Die PRRdukte wurden auf 2%igen Agarosegelen analysiaet
digitalphotographisch dokumentiert.

ChIP: Chromatin-Immunprazipitationen; GZE: Ganzzeilakte
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2.7.4 Die Dissoziation des Sin3/Rpd3 Komplexesrnw8BF-spezifischen Promotoren
korreliert mit der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription

Da gezeigt werden konnte, dass Sin3 in G2/M nichtdee Promotoren bindet, wurde
nachfolgend das Timing der Rekrutierung von SinBendntersucht. Um zu tberprifen, ob eine
Dissoziation des Sin3 Proteins von den Promotaréingler Aktivierung der Transkription bei Start
korreliert, wurde ein Arrest-Release Experimentedit28-13Zellen durchgefiihrt. Diesalc28-13
Zellzyklusmutanten wurden unter den restriktivendiBgungen in der Gl1-Phase arretiert,
anschlieBend synchron aus ihrem Arrest entlassendig Assoziation von Sin3-myc mit den
Promotoren von G1-Cyclinen, in regelméaRigen Zettaimen untersucht.

Die cdc28-13Zellen wurden in der spaten G1-Phase als ungebaiddslen arretiert,
anschlieBend wurde die Kultur in einem Wasserbd®atC abgekuhlt und die Zellen somit aus
ihrem Zellzyklusarrest entlassen. Wahrend die Belteen Zellzyklus fortsetzten, wurden alle 10
Minuten Proben aus der Kultur entnommen und died&ng von Sin3-myc an die Promotoren
durch ChIP untersucht. Um festzustellen wann dikedeStart tGiberschreiten und in einen neuen
Zellzyklus eintreten wurde die Akkumulation der mRIE1/S-spezifischer Gene durch Northern
Blot analysiert. Ein Vergleich des Transkriptiordls der G1-Cycline mit dem
Rekrutierungsmuster von Sin3-myc an die UAS sdll@en ob die Bindung von Sin3 mit der
Repression der Transkription dieser Gene korrelfarBerdem wurde bestimmt, wann die Bildung
der Knospe einsetzt und mit Hilfe der DurchfluRzytdrie beobachtet, wann die DNA-Replikation
beginnt.

Durch die PCR-Analyse lies sich eine starke Bindumig Sin3-myc an die Promotor-Bereiche der
GeneCLN1, CLN2 undPCL1 in den asynchronen (Log) und den arretierten Qledg0 Min.)
nachweisen (Abb.2.18.A). Die Menge der amplifi#arPCR-Produkte nahm 10 Minuten nach der
Entlassung aus dem Zellzyklus-Arrest ab (Abb.2.J8)A Diese Beobachtung belegt die
zellzyklusspezifische Abnahme der Promotor-Assamiavon Sin3. Die Abnahme der Promotor-
Bindung von Sin3, nachdem die Zellen aus dem Gegirentlassen worden waren, korrelierte
deutlich mit der Aktivierung der G1/S-spezifischEranskription (Abb.2.18.A,B,C). Als die Zellen
aus ihrem Zellzyklus-Arrest entlassen worden watr@ten sie synchron in den Zellzyklus ein, wie
das synchrone Einsetzen der Knospen-Bildung béhdgft.2.18.C). Zwischen 10 und 20 Minuten
nachdem die Kultur durch den TemperaturwechseR82€ aus dem Arrest entlassen worden war,
wurde ein Maximum in der G1/S-spezifischen Tramloh der Gen€€LN2 undPCL1 beobachtet
(Abb2.18.B). AnschlieRend begannen die Zellen im &itraum zwischen 20 und 30 Minuten mit
der Replikation ihrer DNA und initiierten die Bildg ihrer Buds (Abb2.18.C,D). In weiteren
Experimenten konnte auch gezeigt werden, dassidsuBg von Sin3-myc an Promotor-Elemente

nach etwa 130 Minuten wiederhergestellt wird (Datiit gezeigt).
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Abb.2.18 Die Dissoziation von Sin3 von den SB#&bhangigen Promotoren Kkorreliert mit der
Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription.

Eine cdc28-13 Zellzyklusmutante, die ein Sin3-mwsiBnsprotein exprimierte ((3327), wurde in YEP
Flissigmedium bei 25°C bis zu einer OD600 von OpMtikert. Die Kultur wurde bei der restriktiv
Temperatur von 37°C arretiert. Nach 180 Minuten3¥iC waren die Zellen in der spaten Biase arretie
und wurden anschlielBend ailgsem Zellzyklusarrest entlassen indem die Kultur Wasserbad auf 25
abgekihlt wurde. Zu den angegebenen Zeitpunktés 18/ Min.) wurden Proben aus der Kultur enthnom
und die Zellen durch 1% Formaldehyd bei Raumtenmpef&iert. (A) Die Bindung von Sin3nyc an dir
Promotoren vorCLN1 und CLN2 wurde durch Chromatitmmunprézipitation untersucht. Als Kontrolle
die spezifische Anreicherung von Sin3-myc durch lmprazipitation diente ein Stamm, der kein Snge
Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte (CY1617). Bigalyse der Copréazipitation von Promoteragmenter
oder Bereichen aus den codierenden Bereichen di&BEspezifischen Gene, erfolgte durch PCR mit
Primern, die in Abb.2.13 beschrieben wurden. DieRARodukte wurden auf 2%igen Agasmele
analysiert mit einer Geldokumentationsanlage (Rgdiatographiert und mit der BIOCAPT v.12.3 Softe
quantifiziert. (B) Die Bestimmung der mRNA Mengen v@iLN2 und PCL1 erfolgte durch Northern Bl
Analyse. Die mRNA des konstitutiv exprimiert€@MD1 Gens diente als Ladekontroll&C) Graphisch
Darstellung der Daten der Northern Blot Analyser @hromatintmmunprézipitation aus (A), und ¢
Budding Index. Die Quantifizierung der Chaten erfolgte durch die BIOCAPT v.12.3 Softwarde
Signalstarke der Promotétegion wurde mit der, der untranskribierten Regiwon Chromosom '
abgeglichen [(spez. ChIP/Kontroll ChlP) Tag / (spéhklP/ Kontroll ChIP) kein Tag]. (D) Der DN&ehal
der Zellen wurde mit dem FACSCalibur Durchflu3zy&ier bestimmt. GE: Ganzzellextrakte; Log: Zell
in der logarithmischen Wachstumsphase.
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Die Ergebnisse dieses Arrest-Release Experimeeigerz dass die Bindung von Sin3 an
die Promotoren der G1-Cyclin Gene, einer zellzykbigingigen Regulation unterliegt. Sin3 bindet
in der G1-Phase vor Start an die SBF-spezifischem®toren, wahrend die G1/S-spezifische
Transkription inaktiviert ist. Die Dissoziation vdin3 vom Promotor, fallt schlie3lich mit dem
Zeitpunkt der Aktivierung der G1/S-spezifischenrgiaription zusammen. Dieser zeitliche Verlauf
der Bindung von Sin3 an die Promotoren, steht somiEinklang mit einer Rolle fir Sin3 in der
Repression der Transkription v@iL.N1, CLN2undPCL1wahrend der G1-Phase.

In elutriierten G1-Phase Zellen wird die G1/S-spetische Transkription aktiviert,

wenn Sin3 vom Promotor dissoziiert ist

Cdc28-13Zellzyklusmutanten setzen ihr ZellgréRenwachstuihnend des Arrests in der G1-
Phase fort und akkumulieren ihre Zellbestandtegezh einer abnormal grof3en ZellgréRe. Daher
konnte es sein, dass die in der G1-Phase arretidgghbzyklusmutanten, die Situation in kleinen
ungebuddeten Wildtyp Zellen nicht exakt wiedergel#ars diesem Grund wurde die Bindung von
Sin3 an die Promotoren der SBF-abhangigen Gereduinierten Wildtyp Zellen analysiert. Zellen
die ein Sin3-myc Fusionsprotein exprimierten wurdelN EPs, Flissigmedium kultiviert und aus
der logarithmisch wachsenden Kultur, kleine ungeletiel Zellen durch zentrifugale Elutriation
isoliert. Die in frischem YEE, Medium aufgenommenen elutriierten G1-Phase Zellerden bei
25°C weiterkultiviert. Wahrend die kleinen ungebetdoh Zellen in ihren Zellzyklus eintraten,
wurde die Bindung von Sin3-myc an die Promotoren @N2 und PCL1 durch ChIP untersucht
(Abb.2.19.A). Da fir die Analyse der Promotor-Bindudurch ChIP, eine relativ groRe Menge
Zellen bendtigt wurde, war die Anzahl der untersemhZeitpunkte, durch die Menge der
elutriierten Zellen, begrenzt. Die Akkumulation deRNA von CLN2 und PCL1 wurde durch
Northern Blot untersucht, auBerdem wurde der Zekpuder Initiation der Kospen-Bildung und
der DNA-Replikation bestimmt.

Durch PCR wurden aus den ChIP-Eluaten von eluteiner Sin3-myc exprimierenden
Zellen (Abb.2.19.A; 20 Min.), mehr Promotor-Fragrreeamplifiziert, als aus den Kontroll-Zellen,
die kein affinitatsmarkiertes Protein exprimiert@kbb.2.19.A; Kontrolle). Auf3erdem zeigt ein
Vergleich der Bandenintensitdten von Promotor-Fieagien, mit Fragmenten aus codierenden
Regionen und der UTR von Chromosom V, dass die tRekung von Sin3 spezifisch an die
Promotoren vonCLN2 und PCL1 erfolgt (Abb.2.19.A; 20 Min.). Diese Ergebnisser dehlP-
Analysen von elutriierten Zellen verdeutlichen,1&n3 mit den SBF-spezifischen Promotoren in
der G1-Phase assoziiert ist. Nach 160 Minuten hatte meisten Zellen die G1-Phase verlassen
und die Menge der aus den Eluaten amplifiziertemi®tor-Fragmente war signifikant verringert
(Abb.2.19.A; 160 Min.). In diesen Zellen lie3 sidle Transkription vorCLN2 und PCL1 durch
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Northern Blot zeigen, jedoch hatte diese wahrsdickinihr Aktivitdtsmaximum bereits
uberschritten (Abb.2.19.B). Die Auswertung der FAQ&lyse zeigt, dass die Replikation der
DNA auch bereits erfolgt war (Abb.2.19.C).

Die Ergebnisse der ChIP-Analysen von elutriierterlleh zeigen, dass Sin3 die
Promotoren vorCLN2 und PCL1 wéahrend der G1-Phase besetzt. Diese AssoziatinrSum3 mit
den UAS korreliert mit der Repression der Trangloipin G1 vor Start. Wahrend die Zellen das
GroRenwachstum fortsetzen, dissoziiert Sin3 vommBtor, was mit der Aktivierung der G1/S-

spezifischen Transkription zusammenfallt (Abb.241B).

Abb.2.19 In elutriierten, ungebuddeten G1Phase Zellen korrelierte die Dissoziation von Sin¥om
Promotor mit der Aktivierung der G1/S-spezifischenTranskription.

Wildtyp-Zellen (CY4849), die ein SinByc9 Fusionsprotein exprimierten, wurden in YEPHE&Esigmediur
bei 25°C kultiviert. Wahrend der logarithmischenastumsphase bei einer @pvon 2,3 wurden die Zell
durch Zentrifugation geerntet. Diese Zellen wurdeden Elutrigor geladen und anschlielend wurden d
zentrifugale Elutriation kleine ungebuddete G1-Rhzsllen isoliert. Die ungebuddeten @GéHen wurden bt
25°C kultiviert und der Verlauf ihres Zellzyklusasalysiert.(A) Die Bindung von Sin3-myc an die SBF
spezifischen Promotoren va@L.N2und PCL1 wurde durch ChIP untersucht. Als Kontrolle fur dezifisch
Anreicherung von Chromatin-Fragmenten durch Sing;mgiente der kein Epitoptdgdsionsprotei
exprimierende Stamm CY161(B) Die Transkriptionsraten voGLN2 undPCL1wurden durch Northern Bl
Analyse untersucht, wobei die Northern Blots mitioaktiv markierten DNAFragmente hybridisiert wurde
Hierbei diente das konstitutiv exprimie@MD1 Gen als Kontrolle(C) Die DNA-Gehalte der untersuchi
Proben wurde mit dem FACSCalibur DurchfluRzytométestimmt.

Log: Zellen wahrend ihrer logarithmischen Wachstphase; ChIP: Chromatimmunpréazipitation; GZE
Ganzzellextrakte; Kontrolle (ohne Tag): Zellen, kiggn Epitoptag-Fusionsprotein exprimieren.
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Rpd3 dissoziiert bei Aktivierung der G1/S-spezifiseen Transkription vom Promotor

Durch Interaktion mit DNA-bindenden Transkriptioakforen beeinflusst Sin3 die
Transkriptionelle Aktivitat einer Reihe von Genetiufak et al., 1994; Kadosh und Struhl, 1997;
Rundlett et al., 1998; Slekar und Henry, 1995). rble dient Sin3 als Plattform fir die
Rekrutierung des Sin3/Rpd3 Histondeacetylase KoxeglgSilverstein und Ekwall, 2005). Die
Histondeacetylase-Aktivitat, die fir die Repressidar Transkription durch den Sin3/Rpd3
Komplex verantwortlich ist, stammt von der HDAC Rp(Kadosh und Struhl, 1998a, b). Um zu
untersuchen, ob Rpd3 ebenso wie Sin3 die SBF-aygmdromotoren, vor der Aktivierung der
G1/S-spezifischen Transkription verlasst, wurde Amest-Release Experiment madc28-13
Zellzyklusmutanten durchgefuhrt, bei dem in regddigén Abstanden die Promotor-Assoziation
von Rpd3-HA durch ChIP analysiert wurde.

Nachdem die Zellen durch den Temperaturwechsel 36¥C auf 25°C aus dem G1-Arrest
entlassen worden waren, traten sie synchron in Zkdtzyklus ein und aktivierten die G1/S-
spezifische Transkription nach 20 Minuten (Abb.2B)0 Die Abb.2.20.A zeigt, dass in den
arretierten Zellen (0 Min.) Rpd3-HA deutlich starkwmit den Promotoren vo@LN2 und PCL1
assoziiert ist, als in den asynchronen Zellen (Létigrbei ist die Menge der Promotor-Elemente,
die mit Rpd3-HA coprazipitiert wurden geringer, die der mit Sin3-myc coprazipitierten (vgl.
Abb.2.18.A und Abb.2.20.A). Wie Bandenintensitat denplifizierten Promotor-Fragmente von
CLN2undPCL1 zeigt, nahm die Menge der durch Rpd3-HA copréeigén Promotor-Fragmente
zwischen 10 und 20 Minuten ab (Abb.2.20.A). Dieden&hme der Promotor-Assoziation von
Rpd3 korrelierte mit der Aktivierung der Transkigot von CLN2 und PCL1 (Abb.2.20.B). Der
zeitliche Verlauf der Promotor-Assoziation von Rpd8 mit dem von Sin3 vergleichbar (vgl.
Abb.2.20.A und Abb.2.18.A).

Die Ergebnisse belegen, dass Rpd3 in der G1-Phggeend der Repression der G1/S-
spezifischen Transkription, an die Promotoren SBRaagiger Gene rekrutiert wird. Als die Zellen
aus ihrem G1-Arrest entlassen wurden, verlieR Rgi@3Promotor-Bereiche, bevor die G1/S-
spezifische Transkription aktiviert wurde. Die Baohtungen, dass sowohl Sin3 wie auch Rpd3 in
G1 an die Promotoren binden und spater synchrordeonPromotoren dissoziieren, deutet darauf
hin, dass Sin3 und Rpd3 zusammen an die SBF-algeimgromotoren rekrutiert werden und dort

direkt die G1/S-spezifische Transkription reguliere
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Abb.2.20 Rpd3 dissoziiert von den SBF-abhangigen Bmotoren vor der Aktivierung der G1/S-
spezifischen Transkription.

Eine cdc28-13 Zellzyklusmutante, die ein Rpdi8-Fusionsprotein exprimierte (CY5555), wurde in MME
Flissigmedium bei 25°C kultiviert. Wahrend der latjanischen Wachstumsphase, bei einergghon 0,
wurde die Kultur bei der restriktiven Temperaturetiert. Nach 180 Minuten bei 37°C waren die Zelie
der spaten G1-Phase arretiert und wurden anschtiefdes ihrem Zellzyklusarrest entlassndem die Kultt
im Wasserbad auf 25°C abgekihlt wurde. In regelgeif3Zeitabstanden (10 Min.) wurden aus der K
Proben entnommen. Die Zellen wurden durch 1% Fatefgld 20 Minuten bei Raumtemperatur fixi¢A)
Die Bindung von Rpd3-HA an die Promotoren v@LN2 und PCL1 wurde durch Chromatin-
Immunprézipitation untersucht. Als Kontrolle firedispezifische Anreicherung von RpH2: durct
Immunpréazipitation diente ein Stamm, der kein BpidgHusionsprotein exprimierte (CY1617). |
coprazipitierten ChromatifRragmente wurden durch PCR analysiert. Die Priniedfe Amplifikation voi
Promotor-Fragmenten oder codierenden Bereichenisiathb.2.13 beschrieben. Die PGRedukte wurde
auf 2%igen Agarosegelen analysiert, mit einer Galdwentationsanlag (Peglab) fotographiert und mit
BIOCAPT v.12.3 Software quantifizier(B) Die Bestimmung der mRNA Mengen v&iN2 und PCL1
erfolgte durch Northern Blot Analyse. Die mRNA dksnstitutiv exprimiertenCMD1 Gens diente a
Ladekontrolle.(C) GraphischeDarstellung der quantifizierten Daten aus (A) um). ( Die Daten de¢
Northern Blot Analyse sind als Verhaltnis vCLN2 zu CMD1 mRNA wiedergegeben. Die Quantifiziert
der ChlP-Daten erfolgte durch die BIOCAPT v.12.3t®are. Die Signalstarke der Promofegion wurd
mit der, der untranskribierten Region von Chromosémabgeglichen [(spez. ChIP/Kontroll ChIP) Te
(spez. ChIP/ Kontroll ChlIP) kein Tag]D) Der DNA-Gehalt wurde durch DurchfluRzytometrie bestir
(FACSCalibur). Log: Logarithmisch wachsende Zellen.
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Die Dissoziation von Swi6 vom Promotor korreliert nit der Inaktivierung der

Transkription

Untersuchungen der Promotor-Bindung in arretiert@ellzyklusmutanten, durch Genomic
Footprinting (Kochet al, 1996) zeigten, dass der SBF-Komplex wahrend dePkase an die
SCB-Elemente von G1/S-spezifischen Genen gebumstigiedoch die Transkription nicht aktiviert.
Abb.2.18 zeigt, dass Sin3 mit den selben SBF-sigebién Promotor-Elementen v&@LN1 und
CLN2assoziiert ist, bis es vor der Aktivierung der &%pezifischen Transkription die Promotoren
verlasst. Um zu Uberprifen, ob SBF (Swi4/Swi6) immech an die SCB-Elemente gebunden ist
und die Transkription initiilert, wahrend Sin3 bésetie Promotoren verlassen hat, wurde die
Assoziation von epitopmarkiertem Swi6-myc mit demrRotoren durch ein Zellzyklus-Arrest-
Release Experiment untersucht. Dieses Experimerdemgleichzeitig mit dem Arrest-Release der
Sin3-myc exprimierenden Zellen (Abb.2.18), untensdben Bedingungen durchgefuhrt und beide
Stdmme in derselben Weise behandelt.

In Abb.2.21.A ist zu erkennen, dass aus den Chiorvamunprazipitaten von arretierten

cdc28-13Zellen, mehr Promotor-Sequenzen vOhN1 und CLN2 amplifiziert wurden als aus
asynchronen Zellen. Der Vergleich mit den codieeendBereichen dieser Gene oder der
nichttranskribierten Region auf Chromosom V zeigt spezifische Bindung an die G1-Cyclin
Promotoren (Abb.2.21.A). Die Menge der mit Swi6-nogprazipierten Promotor-Bereiche, blieb
bis 30 Minuten nach dem Arrest auf gleichem Nivaad nahm anschlieRend annéahernd synchron
mit der Transkription der SBF-abhéngigen Gene dib(A21.A,B,C). Die arretierten Zellen traten
zwischen 20 und 30 Minuten nachdem sie aus ihrerasfentlassen worden waren, synchron in
den Zellzyklus ein, initiierten die Bildung ihrer ndspen und verdoppelten ihre DNA
(Abb.2.21.C,D). Dies war vergleichbar mit den Begtiangen flur die Sin3-myc exprimierenden
Zellen (Abb.2.18.B,C,D).
Sowohl die Sin3-myc exprimierende Kultur (Abb.2,18)e auch die Swi6-myc exprimierende
Kultur (Abb.2.21), aktivierten die G1/S-spezifischiranskription zu einem vergleichbaren
Zeitpunkt und erreichten das Maximum der Transkaipizwischen 10 und 20 Minuten nachdem
die restriktiven Bedingungen aufgehoben worden mare

Der Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Promadissoziation von Sin3 und Swi6
verdeutlicht, dass sowohl Swi6 als auch Sin3 wé&hdsr G1-Phase an die Promotoren von G1/S-
spezifischen Genen binden, jedoch verlasst SinBefrials Swi6 die Promotor-Bereiche. Die
Assoziation von Sin3 mit den SBF-spezifischen PrimmBereichen nahm bereits vor der
Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription abdhrend Swi6 die UAS parallel zur

Inaktivierung der Transkription verlies.
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Abb.2.21 Swi6 bindet an die SCB-spezifischen Prommien bis die G1/Sspezifische Transkription
inaktiviert wird.

Cdc28-13 Zellen, die ein Swi6-myc9 Epitoptagsionsprotein exprimierten (CY2623) wurden
25°C in YEPD Flussigmedium kultiviert. Bei einer g@p= 0,4 wurden die Zellen bei 37°C inkub
Nach180 Minuten waren die Zellen in der-Phase arretiert und wurden anschlieBend bei 25%
dem Zellzyklusarrest entlassen. Wahrend die Zellenihren Zellzyklus eintraten wurden
regelmaiyjen Zeitabstdnden Proben genommen. Die Zellen evuidurch Formaldehyd fixiert u
danach aufgeschlossefA) Die Promotor-Assoziation von Swiyc9 wurde durch ChIP u
anschlieende PCR-Analyse untersucht. Als Kontféliedie spezifische Anreicherung von Promotor-
Fragmenten durch Swi6-myc, wurde mit einem Stam¥1@l7) eine Chromatitmmunprazipitatio
durchgefuhrt, der kein Epitoptdgisionsprotein exprimierte. Die Analyse der Coppiaiion vor
Promotor-Fragmenten, oder Bereichen aus den caodiereBereichen dieser SBipezifischen Gen
erfolgte durch PCR mit den Primern, die in Abb.2bE3chrieben wurden. Die PGRedukte wurde
auf 2%igen Agarosegelen analysiert. Die Quantifizig erfolgte mit der BIOCAPT v.12.3 Softwe
(B) Die Bestimmung der mRNA Mengen v@iN2 und PCL1 erfolgte durch Northern Blot Analy:
Die mRNA des konstitutiv exprimierte€MD1 Gens diente als Ladekontroll¢C) Graphisch
Darstellung der Daten der Northern Blot Analyse, @bromatin-Immunprazipitation aus (A), undsd
Budding Index. Fir die Bestimmung des Budding Indexrden 250 Zellen gezahlt. [
Quantifizierung der ChiPaten erfolgte durch die BIOCAPT v.12.3 Softwarée Signalstarke d
Promotor-Region wurde mit der, der untranskribiem®egion von ChromosoM abgeglichen [(spe
ChiIP/Kontroll ChIP) Tag / (spez. ChIP/ Kontroll E)lkein Tag]. (D) Der DNAGehalt der Zelle
wurde mit dem FACSCalibur DurchfluBzytometer besttnGZE: Ganzzellextrakte; Log: Zellen in
logarithmischen Wachstumsphase.
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2.8 Interaktionen von Sin3 mit anderen G1/S-spezgchen Regulatoren

Die vorangegangenen Experimente (siehe Kapitel 2.7..4) zeigten, dass Sin3 einen Einfluss auf
die G1/S-spezifische Transkription austbt, indendieskt, in Abh&ngigkeit vorsWI4und SWI6,

an Promotoren rekrutiert wird. Neben Swi4 und Skédinten auch noch Whi5 und Stb1 an der
Rekrutierung von Sin3 beteiligt sein und die Glp8zfische Funktion des Sin3/Rpd3 Komplexes
beeinflussen. Sowohl Stbl (Costaretoal, 2003; de Bruiret al, 2008; Hoet al, 1999; Kasten
und Stillman, 1997) als auch Whi5 (Cooper, 2006st@azoet al, 2004; de Bruiret al, 2004;
Jorgenseret al, 2002) sind Regulatoren der G1/S-spezifischen skigotion und eine Deletion
dieser Gene beeinflusst die Zellgrol3e bei StartBden et al, 2004; Hoet al, 1999). Beide
Proteine interagieren mit dem SBF Transkriptionsfdéomplex, daher wurde nachfolgend
untersucht, ob Stb1l oder Whi5 auch mit Sin3 weetidedn und ob sie dessen Funktion in der

spaten G1-Phase beeinflussen.

2.8.1 Elutriierte stbl Nullmutanten sind bei Aktivierung der G1/S-spezifschen
Transkription groR3er als der Wildtyp

STB1lwurde als ein Aktivator von Start beschrieben (&toal., 1999), da asynchrone
Kulturen voncIn3 stbl Doppelmutanten einen hohen Anteil von G1-Phaskz@hne Knospen
besitzen und erheblich groRer sind @lis3 Einzelmutanten. Het al. zeigten, dass elutriierte
cin3 stbl Doppelmutanten bei der Transkription der G1-CyelidLN1 und CLN2 deutlich
grolRer waren alsln3 Einzelmutanten. Dieser Befund deutet darauf hass8TB1eine Rolle bei
der Induktion von Start in einemin3 Stamm spielt. Jedoch konnten sie nicht belegemnjieb
Inaktivierung vonstbl im Wildtyp die ZellgroRe beeinflusst, bei der dl/S-Transkription
aktiviert wird. Um zu untersuchen ob die G1-Phasetbl Nullmutanten verandert ist, wurden
durch zentrifugale Elutriation aus asynchronen Wpd undstbl Mutanten-Populationen kleine
G1-Zellen ohne Knospe isoliert (Stammhintergrund08j3 AnschlieRend wurde analysiert, bei
welcher ZellgroRestbl Zellen die Transkription der G1-Cycline aktivierand in die S-Phase
eintreten.

Es zeigte sich, dass der W303-Wildtyp die G1/S4ifisehe Transkription bei einer
vergleichbaren ZellgroRe aktivierte, wie der BY4&&Rdtyp (W303: 31fl; BY4742: 30fl)
(vergleiche Abb.2.22.A;B und Abb.2.5.A;B). Dgghl Mutanten initiierten bei einem grol3eren
Zellvolumen als der Wildtyp, die Bildung ihrer Knuen (Abb.2.22.A). Die Akkumulation der G1-
spezifischen Transkripte erfolgte im Wildtyp beifl3Lnd in der stbl Mutante bei 39fl
(Abb.2.22.A; B). Die Zellgrol3e bei der die DNA-Riqaltion initiilert wurde, war irstbl Zellen
ebenfalls deutlich héher als im Wildtyp (Abb.2.2R.C
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Dies zeigt, dasstbl Mutanten eine langere G1-Phase als Wildtyp-Zeliaben. Die
Inaktivierung vonstbl fuhrt dazu, dass diese Zellen grof3er sind als\Vdigdtyp, wenn sie die
Expression der G1-Cycline aktivieren und in die I#&$® eintreten. Diese Beobachtungen

unterstiitzen die Annahme, d&EBlein Aktivator von Start ist.

Abb.2.22 Bei Aktivierung der G1/S-spezifischen Gempression sind stbl Mutanten groRer als
Wildtyp-Zellen.

(A) Die stb1l Mutanten (CY5701) wurden durch Kreuzung des W@@Rityps CY4849 (Stammbhintergrur
W303; Sin3-myc) mit destbl Mutante CY4505 (Stammhintergrund BY4742) generifildtyp (CY4849
sowie stbl Mutante (CY5701) wurden in jeweils 4 Liter YERG-lUssigmedium bei 25°C Kkultivie
(Stammhintergrund: W303; SinByc). Wahrend der logarithmischen Wachstumsphasdemudie Zellen b
einem Titer von 50x10Zellen/ml durch Zentrifugation geerntet und in 860 EPGal aufgenommen. Dut
zentrifugale Elutriation wurden anschlieRend klaingebuddete GZellen isoliert. Diese wurden in frisch
YEPG, Medium aufgenommen und bei 25°C weiterkultivievWdhrend die Zellen ihren Zellzykl
durchliefen, wurde der Budding Index, die G1/S-dimzhe Transkription und die Initiation der DNA
Synthese analysiert. Die ZellgroRe wurde mit denS&AL cell counter (Scharfe Systems) gemessen. Die ro-
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ten Pfeile markieren die ZellgréRRe, bei der dieSsdpezifische Transkription aktiviert wurd8) Die mRNA
Mengen vonPCL1 und TMP1 wurden durch Northern Blot Analyse bestimmt. Dasstitutiv exprimiert
CMD1 Gen diente als LadekontrolléC) Der Zeitpunkt der DNAReplikation wurde mit dem FACSCalik
Durchflusszytometer bestimmt.

Log: Asynchrone Zellen wahrend ihrer logarithmisthgachstumsphase.

2.8.2 Sin3 ist wahrend der G1- und der S-Phase nfitb1l assoziiert

Da STB1die Rolle eines Aktivators der G1/S-spezifischeariBkription spielt, besteht die
Moglichkeit, dass Stb1 die Funktion von Sin3 beai Begulation der Transkription von G1-Cyclin
Genen beeinflusst. Stb wird in der G1-Phase uberlrderaktion mit Swi6 an SBF-spezifische
Promotoren rekrutiert und unterliegt einer zellegdpezifischen Phosphorylierung durch Cdc28
Kinasen (Costanzo et al., 2003; de Bruin et alQ82@Ho et al., 1999). Diese Phosphorylierung
korreliert mit der Dissoziation von Stbl von den/&Promotoren (de Bruin et al., 2008). Es
besteht somit die Moglichkeit, dass Stbl eine Hankbei der Rekrutierung von Sin3 an SBF-
abhéangigen Promotoren erfiillt. Wenn Stb1 an deriRiekung von Sin3 beteiligt ist, oder wenn es
die Rekrutierung von Sin3 an die Promotoren regyleolite eine direkte Interaktion zwischen
Stb1 und Sin3 nachweisbar sein.

Um eine mdogliche Interaktion zwischen Sin3 und Sthd verifizieren, wurde
epitopmarkiertes Stb1-myc durch Immunprazipitatois asynchronen und in G1-arretierten Hefe-
Zellen isoliert und die Immunpréazipitate auf Copp#tation von Sin3-HA untersucht. Als
Kontrolle fur die spezifische Coprazipitation vom&HA wurde ein Stamm eingesetzt, der kein
Stb1-HA exprimierte. Die Kulturen wurden, wahreritter logarithmischen Wachstumsphase
geteilt und die eine Halfte mit Alpha-Faktor behalhdwéahrend die andere Halfte unbehandelt
blieb. Die geklarten Extrakte der, durch Alpha-feakarretierten Zellen sowie der asynchronen
Zellen, wurden anschlieBend mit der Affinitdtsmatmkubiert. Die Stb1l-myc Fusionsproteine
wurden durch Adsorption an anti-myc Antikorper (9EDianova) prazipitiert (Materialien und
Methoden). Um die Wechselwirkungen zwischen Stbt-myd Sin3-HA nachweisen zu koénnen,
wurden die Prazipitate immunologisch durch Westlot-Analyse untersucht.

Durch die in Abb.2.23 wiedergegebene Western-Bloalpse der Ganzzellextrakte liefd
sich zeigen, dass Stb1-myc und Sin3-HA exprimienden (Abb.2.23.A). Die asynchronen Zellen
zeigen eine starkere Expression des Stbl-myc Famioteins als die arretierten Zellen
(Abb.2.23.A).

Die Analyse der Immunprazipitate belegt, dass $tlgt- iber die mit Antikérpern beladenen
Dynabeads aus den Extrakten von asynchronen Ze#ehert wurde (Abb.2.23.A). Die
Untersuchung der Prazipitate mit Antikérpern, dégen den HA-Epitoptag gerichtet waren, ergab
dass Sin3-HA spezifisch mit Stb1-myc coprazipitiegrden konnte (Abb.2.23.A).
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Die mit Alpha-Faktor behandelten Zellen waren im @4-Phase des Zellzyklus, als ungebuddete
Zellen mit einfachen DNA-Gehalt arretiert worden bpA2.23.A,B,C). Auch in den
Immunprazipitaten dieser arretierten G1-Zellen kenmachgewiesen werden, dass Sin3-HA mit
Stb1-myc coprazipitiert wurde (Abb2.23.A).

In frheren Studien (Costanzb al, 2003; de Bruiret al, 2008; Hoet al, 1999) wurde gezeigt,
dass Stbl durch Cdc28 Kinasen phosphoryliert wird dass sich zwei unterschiedlich schnell
wandernde Formen von Stbl im Western Blot nachwelassen. In den Ganzzellextrakten der
asynchronen Zellen konnte das langsamer wanderhdepporylierte Stbl-myc (Abb.2.23.A;
Pfeil) und das schneller wandernde, nicht phospiesty Stbl-myc nachgewiesen werden
(Abb.2.23.A).

Abb.2.23 Sin3 interagiert mit Stbl sowohl i
asynchronen, wie auch in AlphaFaktor
arretierten Zellen.

Hefezellen, die sowohl ein Sthiiyc wie auch ei
Sin3-HA Epitop-Tag-Fusionsprein exprimierte
(CY4884) wurden in YEPD Flussigmedium
25°C  kultiviert.  Als  Kontrolle  fur di
Coprazipitation von Sin3-HA Uber Sthiyc,
diente eine Hefe-Stamm (CY4869), der nur Sin3-
HA exprimierte. Als Negativkontrolle fur d
immunologischen Nachweis von Sthiyc unc
Sin3HA, diente ein Stamm (CY1617), der k
affinitdtsmarkiertes Protein exprimierte. Wahr
der logarithmischen Wachstumsphase wurde
Kultur, bei einer Olgy von 0,4 das Alph&aktol
Pheromon zugegeben (Endkonzentration
7,5 g/ml). Nach 180 Minuten waren die Zellen
der G1Phase arretiert. Die Extrakte wurden di
physikalischen Zellaufschluss mit Glasbe
gewonnen und anschlieend in ¢
Immunpréazipitation mit Dynabeads eingesetzt.
Stb1l-myc Fusionsprotein wurde durch Amtic
Antikorper (9E11) prazipitiert, die an Pan-Maus-
IgG Dynabeads gekoppelt waren. Die Préazig
wurden durch WesterBlot Analyse
immunologisch untersucht. (A) WesternBlot
Analyse der Ganzzellextrakte und Praziptate
Immunpréazipitation mit Anti-myc Antikérpern
Stb1l-myc wurde mit Antikdrpern gegen das myc-
Epitop (A-71; Santa Cruz), und Sik8A wurde mi
Antikérpern gegen das HEpitop (12CA5
Laborpréparat) nachgewiesen. Die P
kennzeichnen die phosphorylierte Form von Stb1-
myc. Der Budding Indexwurde bestimmt durc
Zahlen von 250 Zellen(B) Der DNA-Gehalt de
Zellen wurde durch Durchflusszytometrie mit ¢
FACSCalibur bestimmt(C) Die Bestimmung di
mMRNA Mengen vonCLN2 und TMP1 erfolgte
durch Northern Blot Analyse. Die rRNA wul
durch Methyénblaufarbung sichtbar gemacht
diente als Ladekontroll
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Im Gegensatz dazu war die phosphorylierte Form 8tl-myc in den Ganzzellextrakten der
arretierten G1-Phase Zellen nicht nachweisbar (ABB.A).

Sowohl aus den asynchronen, wie auch aus deneateetiZellen wurde Sin3-HA mit
Stb1-myc coprazipitiert (Abb.2.23.A; IP). Aus desyachronen Zellen wurde doppelt soviel Stb1-
myc immunprazipitiert, wie aus G1-Zellen. Da 49% dsynchronen Zellen noch keine Knospe
ausgebildet hatten (Budding Index: 51%), stamnde ak9% des Stb1-myc aus den G1-Zellen der
asynchronen Kultur (Abb.2.23.A). Dies entspricht #enge des immunprazipitierten Stb1l-myc
aus arretierten Zellen (Abb.2.23.A; IP). Trotzderarde aus asynchronen Zellen etwa doppelt
soviel Sin3-HA mit Stbl-myc copréazipitiert, wie a@l-Zellen (Abb.2.23.A; IP). Dies deutet
darauf hin, dass die beiden Proteine moglicherweiseh auf3erhalb von G1 miteinander
interagieren.

Das Ergebnis der Immunpréazipitation zeigt, das$ $ind Stb1 miteinander wechselwirken. Die
Analysen von asynchronen und in der G1-Phase entexti Zellen deuten darauf hin, dass die
Interaktion von Sin3 und Stb1 nicht auf die G1-Rhlsschrankt ist. Der Phosphorylierungs-Status

von Stbl scheint die Interaktion mit Sin3 nichtbaeinflussen.

Wahrend der G1/S-spezifischen Transkription bleibenSin3 und Stb1l miteinander
assoziiert

Die Resultate des vorangegangenen Experimenteserdedarauf hin, dass die
Wechselwirkung zwischen Sin3 und Stb1 nicht nurdiefG1-Phase beschrénkt ist. Daher wurde
ein Zellzyklus-Arrest-Release Experiment durchgefilm zu tberprifen, ob Sin3 und Stb1 nur in
der G1-Phase miteinander interagieren.

Logarithmisch wachsende Zellen, die sowohl Stbl-mlgcauch Sin3-HA exprimierten,

wurden durch das Alpha-Faktor Pheromon in der GdsBharretiert. Durch Filtration und
Uberfiihrung in frisches Medium wurden die Hefen alesn Zellzyklus-Arrest entlassen. Aus
Extrakten der Zellen, die im frischen Medium denlZélus fortgesetzt hatten, wurde Stb1l-myc
immunprazipitiert.
Die Analyse der G1/S-spezifischen Transkription ciuNorthern Blot und die Analyse der
Knospenbildung ergab, dass die G1-Zellen, nachderaus ihrem Alpha-Faktor-Arrest entlassen
worden waren, synchron den Zellzyklus fortsetztdhb(2.24.B,C). Drei3ig Minuten nach dem
Arrest, wurde das Maximum der G1/S-spezifischem3keption erreicht (Abb.2.24.B), und die
Zellen begannen nach 45 Minuten mit der Replikaitioar DNA (Abb.2.24.D).

Die immunologische Analyse der Ganzzellextraktg@izelass wahrend des G1-Arrests bis
15 Minuten nachdem die Zellen aus dem Arrest esglasvorden waren, nur die unphosphorylierte
Form von Stb1 vorliegt (Abb.2.24.A). 30 Minuten hatem Arrest lassen sich sowohl das nicht
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Abb.2.24 Sin3 und Stb1 sind sowohl in der G1- wiguch in der S-Phase miteinander assoziiert.
Zellen, die ein Stb1l-myc und ein SikBA Fusionsprotein exprimierten (CY4884), wurden BBFC ir
YEPD Flussigmedium kultiviert. Wahrend ihrer loglanitischen Wachstumsphase wurden der Kultt
einer OQy = 0,4 Alpha-Faktor (Endkonzentration = 7¢dml) zugegeben und somit in der Ghas
arretiert. Nach 180 Minuten waren die Zellen aemtund wurden durch Filtration aus dem Alpha
Faktor-haltigen Medium entfernt. AnschlieBend wurdle Zellen in friscem Medium aufgenomm
und bei 25°C weiterkultiviert. Alle 15 Minuten wied aus der Kultur Proben entnommen und die 61/S
spezifische Transkription und die Replikation deX untersucht. AuRerdem wurde die Interak
zwischen Stbl-myc und Sin3-HA durch Immunprazipitatanalysiert.(A) Die Ganzzellextrakte ul
Immunpréazipitate wurden durch Western-Blot Analysgersucht. Stbinyc wurde mit Antikorper
gegen das myc-Epitop (A-71; Santa Cruz), und Sid3virirde mit Antikbrpern gegen das HBpitor
(12CA5; Laborpraparat) nachgewieséB) Bestimmung der Transkriptionslevel vamP1 und CLNZ
erfolgte durch Northern-Blot Analyse. Das kongtitiexprimierteCMDL1 diente als LadekontrollC)
Graphische Darstellung des Budding Index und demtifizierten NortherrBlot Daten aus (B). D
Signalstarke de€LN2 mRNA wurde mit der, de€EMD1 mRNA abgeglicher{D) Der DNA-Gehalt de
Zellen wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt.
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phosphorylierte, wie auch das phosphorylierte $tlyt-nachweisen (Abb.2.24.A). Dabei féllt auf,
dass das Maximum der G1/S-spezifischen Transknptmt dem Zeitpunkt des Auftretens der
phosphorylierten Form von Stbl zusammenfallt (ARAAB). In den Eluaten der
Immunprazipitation, lie3en sich ebenfalls die plasplierte, wie auch die nicht phosphorylierte
Form von Stb1-myc nachweisen (Abb.2.24.A). Aus @sitrakten aller untersuchten Zeitpunkte
lie3 sich Sin3-HA mit Stb1-myc coprazipitieren (ABl24.A).

Diese Beobachtungen belegen, dass Sin3 und Stbdhkawarretierten Zellen - wahrend
der G1-Phase - wie auch in Zellen, die ihren Zéllzy fortgesetzt haben und in die S-Phase
eingetreten sind, miteinander interagieren. Da allen untersuchten Proben Sin3 und Stbl
zusammen prazipitiert wurden, hat die Phosphorytigivon Stb1-myc offenbar keine Auswirkung

auf die Assoziationsfahigkeit beider Proteine miagider.

2.8.3 Deletion vorSTB1beeinflusst nicht die Assoziationfahigkeit von Si mit
den G1-Cyclin Promotoren

Sin3 und Stbl sind in der G1-Phase miteinanderzasgound bleiben das auch wahrend
der Transkription von SBF-spezifischen Genen (voges Kapitel). Beobachtungen von De Bruin
et al. 2008 zeigen, dass Stbl ein vergleichbares Bind@ngaiten an die G1/S-spezifischen
Promotoren aufweist, wie es in Kapitel 2.7.4 fimEBbeschrieben wurde. Stb1 bindet ebenso wie
Sin3 in der G1-Phase an die G1-Cyclin Promotored dissoziiert von diesen, wenn die
Transkription der Gene aktiviert wird. Daher wéane mogliches Szenario fir die Regulation der
Promotor-Bindung von Sin3, die Rekrutierung dessfpd3-Komplexes uber eine Interaktion mit
Stb1.

Aus diesem Grund wurde nachfolgend untersucht, iole ®eletion vonSTB1 die
Bindungsfahigkeit von Sin3 an die Promotoren beaafttigt. Durch ChIP wurde dim vivo
Assoziation des affinitditsmarkiertem Sin3-myc mit-Gyclin Promotoren, in Wildtyp unstbl
Mutanten analysiert. Sin3-myc wurde auwslc28-13/STB1Zellen, sowie cdc28-13/stbl
Nullmutanten immunprézipitiert, die sich in der doghmischen Wachstumsphase befanden oder
in der G1-Phase arretiert worden waren.

Die PCR-Analyse in Abb.2.25 zeigt, dass Sin3-myeimer asynchroneSTBIWildtyp-
Kultur spezifisch an de@LN2-Promotor bindet und das diese Bindung in eineet@nten G1-
Kultur noch starker ist (Abb.2.25). Aus asynchroigdiB1Zellen wurde die gleiche Menge UAS-
Fragmente mit Sin3-myc coprazipitiert, wie aus déri Mutanten (Abb.2.25). Ebenso wurde aus
den in G1 arretierte®TBlund stbl Zellen eine vergleichbare Menge UAS-Fragmenteeasdol
(Abb.2.25).
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Das Ergebnis der Chromatin-Immunprazipitation zetgtss die Deletion vo8TB1die

Rekrutierung von Sin3 an die G1/S-spezifischen @toren nicht beeinflusst.

Abb.2.25 Inaktivierung von STB1 beeintrachtigt nicht die Assoziationsfahigkeit vorSin3 mit dem
CLN2-Promotor.

Ein cdc28-13/stbl (CY5712) und eincdc28-13/STB1Stamm (CY5327), die beide ein Sin8x
Fusionsprotein exprimierten, wurden in YEPD Flissgium bei 25°C kultiviert. Wahrend 1
logarithmischen Wachstumsphase, bei einergggBon 0,4 wurden die Kulturen aufgeteilt. Die €
Halfte wurde bei der restriktiven Temperatur aegtund die andere Halfte bei 25°C weiterkultiv
Nach 180 Minuten bei 37°C waren die Zellen in defitsn G-Phase arretiert und wurden durch
Formaldehyd 20 Minuten bei Raumtemperatur fixi@rischlieRend wurde die Bindung von Sim«c ar
den Promotor vonCLN2 durch Chromatinmmunprazipitation untersucht. Als Kontrolle fire
spezifische Anreicherung von Sin3-myc durch Immégjpitation diente ein Stamm, der kein Epitoptag
Fusionsprotein exprimierte (CY1617). Die coprazgpten ChromatirF-ragmente wurden durch P
analysiert. Die Primer fir die Amplifikation von dnotorfragmenten oder codierenden Bereichen
in Abb.2.13 beschrieben.

2.8.4 Einfluss der Deletion vorSIN3 auf die durchschnittliche ZellgroRe

asynchronestbl Mutanten

Um zu untersuchen, ob die Deletion v&IN3 die ZellgroRe vonstbl Mutanten
beeinflusst, wurde die durchschnittliche Zellgro®en Wildtyp-Zellen, vonsin3 und stbl
Einzelmutanten sowie vagin3 stbl Doppelmutanten gemessen.

Die Mittelwerte der Messungen der durchschnittlictzellgréRe von asynchronen Hefe-
Kulturen zeigten, dasstbl ebenso wiesin3 Nullmutanten ein leicht erhdhtes Zellvolumen

gegenluber dem Wildtyp aufweisen (Abb.2.26). Daritieaus war der Mittelwert der ZellgroRRe
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von stbl sin3 Doppelmutanten nicht signifikant unterschiedliehdenen vorsin3 oderstbl
Einzelmutanten (Abb2.25). Der Budding Index o&bl sin3 Doppelmutante (60%) war
gegenuber destbl Einzelmutante (53%) erhoht, erreichte aber nicah dVert dersin3
Einzelmutante (73%) (Abb.2.26).

Dieses Ergebnis der Zellgro3enmessungen offentiass die Inaktivierung vo8IN3 die
durchschnittliche ZellgroR3e von asynchrorgghl Kulturen nicht signifikant beeinflusst. Jedoch
hat die Deletion vorsin3 einen Effekt auf den Budding Index dstbl Kultur, der darauf
hindeutet, dass einein3 stbl Population einen hdheren Anteil von Zellen begsitie G1

verlassen haben.

Abb.2.26 Inaktivierung von SIN3 reduziert nicht die ZellgréRe asynchronerstbl Kulturen.
Wildtyp-Zellen (CY4196), sin3 (CY5538) und stbl (CY4505) Einzelmutanten, sowistbl sin3
(CY5571) Doppelmutanten wurden in YEPD Flissigmedilbei 30°C kultiviert. Wahrend ¢
logarithmischen Wachstumsphase, bei einem Titer 3¢@h x 10 Zellen/ml wurde die durchschnittlic
ZellgrolRe der Zellen mit dem CASY1® cellcounter gssen. Dargestellt sind die Mittelwerte von si
unabhéngigen Messungen der durchschnittlichen @68k und deren Standardabweichung. Der But
Index wurde bestimt, indem 250 Zellen gezé&hlt wurden. Dargestefitisiie Mittelwerte aus drei Buddi
Indizes.
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2.8.5 Einfluss der Deletion votWHI5 auf die durchschnittliche Zellgrof3e

asynchronersin3 und stbl Mutanten

WHI5 wurde als Repressor der G1/S-spezifischen Traptgbmi beschrieben (Costanzo et al.,
2004; de Bruin et al., 2004; Jorgensen et al., pBRtriiertewhi5 Nullmutanten aktivieren die
G1/S-spezifische Transkription bei einer kleine#ellgrof3e als der Wildtyp (Costanzd al,
2004). Die Inaktivierung voWWHI5 reduziert die ZellgroRe vorin3 Mutanten (de Bruin et al.,
2004). AulRerdem interagiert Whi5 mit dem SBF Tramionsfaktor-Kkomplex und bindet in der
G1-Phase - vor der Aktivierung der Transkriptican-die G1/S-spezifischen Promotoren (de Bruin
et al, 2004). Da Whi5 ein wichtiger Regulator der G&ff&zifischen Transkription ist, besteht die
Mdglichkeit, dass Whi5 die Funktion von Sin3 bekig$t.

Deletion vonWHI5 reduziert nicht die durchschnittliche Zellgré3e van asynchronen

sin3 und stbl Mutanten

Um festzustellen, ob Whi5 in der Sin3-abhéngigeguRaion der Zellgroflie eine Rolle
spielt, wurde untersucht, ob die Inaktivierung WhI5 in einersin3 Mutante Auswirkungen auf
die ZellgrolRe hat. Die durchschnittliche Zellgréfleer logarithmisch wachsendermi5 Kultur
wurde mit der ZellgréRe vosin3 und stbl Einzelmutantenwhi5 sin3 sowie whi5 stbl
Doppelmutanten und dem Wildtyp verglichen.

Die Mittelwerte zeigen, dass die durchschnittlichellgréRe vonwhi5 Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert ist (Widlt-Zellen 49fl; whi5 Zellen 36fl)
(Abb.2.27.A) (de Bruinet al, 2004). Die durchschnittliche Zellgrée vem3 und stbl
Einzelmutanten ist etwas groRer als die des Wikl{ybb.2.27.A, B, C). Die Deletion vomhi5
beeinflusst nicht die ZellgroRe van3 oderstbl Mutanten (Abb2.27.A, B, C). Der Vergleich
der Haufigkeitsverteilungen von Einzelmessungemtzalass diewhi5 stbl Doppelmutanten
eine mit stbl Einzelmutanten vergleichbare ZellgréRe besitzerb(A.27.C). Die gleiche
Beobachtung wurde fiwhi5 sin3 Mutanten gemacht (Abb.2.27.B).

Aus dem Ergebnis der ZellgroRenmessung vem3 whi5 und stbl whi5
Doppelmutanten lasst sich schliel3en, daildé3 und STB1in der hierarchischen Reihenfolge vor
WHI5 wirken.
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Abb.2.27 Inaktivierung von WHI5 reduziert nicht die durchschnittliche ZellgroRe van asynchroner
sin3 und stbl Mutanten.

Wildtyp-Zellen (CY4196),sin3 (CY5538), stbl (CY4505), whi5 (CY4871) Einzelmutanten, sov
whi5 sin3 (CY5584) undwhi5 stbl (CY5586) Doppelmutanten wurden in YEPGal Flussidime be
30°C kultiviert. Bei einem Titer von 3,207 Zellen/ml, wurde wahrend der logarithmischen Wsaemsphas
die durchschnittliche ZellgréRe der Zellen, mit d€ASY cellcounter gemesse(?) Dargestellt sind d
Mittelwerte aus sechs unabhangigen Messungen derchsthnittlichen ZellgroBe und it
StandardabweichungB) Dargestellt ist der Vergleich der Haufigkeitsvédtbegen von Einzelmessungen
durchschnittlichen Zellgrof3e von Wildtyin3 , whi5 und whi5 sin3 Mutanten. (C) Vergleich de
Haufigkeitsverteilungen von Einzelmessungen declikehnittichen Zellgrof3e von Wildtystbl , whi5
undwhi5 stbl Kulturen.

2.8.6 Inaktivierung vonWHI5 beeinflusst kaum die Bindung von Sin3 an die

Promotoren der G1/S-spezifischen Gene

Whi5 bindet wahrend der G1-Phase an die SBF-alfimdg’romotoren der G1-Cycline und
dissoziiert von diesen, wenn die G1/S-spezifisch@n3kription aktiviert wird (de Bruiret al,
2004). Da dieses Promotor-Bindungsverhalten vonSihit dem von Sin3 vergleichbar ist (vgl.
Kapitel 2.7.4), kdnnte es sein, dass Sin3 Uber lateeaktion mit Whi5 an die Promotoren der G1-
Cycline rekrutiert wird.

Um zu untersuchen, ob die Rekrutierung von SinB8bh&ngigkeit von Whi5 erfolgt, wurde
die Assoziation eines affinitatsmarkierten Sin3-mywit den G1/S-spezifischen Promotoren, in
Wildtyp undwhi5 Nullmutanten untersucht. Da Whi5 und Sin3 in ddrRhase an die Cyclin-
Promotoren binden, sollte sich ein Unterschied eigs Wildtyp undwhi5 , am deutlichsten in
synchronisierten Zellen zeigen lassen. Daher wuaimchrone Zellen mit zwei verschiedenen
Methoden in der G1-Phase synchronisiert.

Um eine G1-Population zu erhalten, wurden entweder Wildtyp- undwhi5 Kulturen,
durch zentrifugale Elutriation, kleine G1-Zellen neh Knospe isoliert, odercdc28-13

Zellzyklusmutanten wurden durch einen Temperatunsecauf 37°C in der G1-Phase arretiert.
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Die asynchronen und die G1-Zellen wurden fixierd tamschlieBend mit Sin3-myc assoziierte
Chromatin-Fragmente durch ChlIP isoliert.

Die PCR-Analyse der Chromatin-Immunprazipitategzeilass sowohl aus den asynchronen
Wildtyp wie auch aus den asynchronghi5 Zellen eine vergleichbare Men@# N2-Promotor-
Fragmente isoliert wurde (Abb.2.28.A). Aus dem Riigat der elutriierten Wildtyp-Zellen und
auch aus dem der elutriiertewhi5 Mutanten wurden mehrCLN2-Promotor-Fragmente
amplifiziert, als aus dem der asynchronen Zellehb@28.A). Die Menge der amplifizierten
Promotor-Fragmente aus den Eluaten der elutriiaitédtyp-Zellen war jedoch etwas geringer als
aus den Eluaten der elutriiertetni5 Mutanten (Abb.2.28.A), obwohl dighi5 Population einen
héheren Anteil von Zellen mit Knospe aufwies (Wolt 2%;whi5 : 5%).

Aus den arretiertendc28-13Wildtyp-Zellen undwhi5 Mutanten wurden mehELN1 und
CLN2 Promotor-Fragmente isoliert als aus den asynchr@mdien (Abb.2.28.B). Die Menge der
amplifizierten Promotor-Fragmente aus den Prazmitaler arretiertemwhi5 Zellen war jedoch
etwas geringer als die aus den Wildtyp-Zellen (2i28.B).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich nicht eindeetsgstellen, ob die Deletion vomhi5
einen Einfluss auf die Rekrutierung von Sin3 hadén beiden Experimenten zeigte sich zwischen
asynchronen Wildtyp-Zellen unghi5 Mutanten kein erheblicher Unterschied in der Aggam
von Sin3 mit den G1/S-spezifischen Promotoren. $iechronisierten Zellen lieferten allerdings
keine eindeutigen Ergebnisse. In den elutriiertdnZ@llen war die Bindung von Sin3-myc an die
Cyclin-Promotoren vorwhi5 Mutanten kaum veréandert. Jedoch war in arretiedec28-13
Zellen, durch die Deletion vomhi5, die Assoziation von Sin3 mit de@LN1/2Promotor sichtlich
schwécher. AbschlieRend lasst sich somit feststelldass WHI5 nicht essentiell fir die
Rekrutierung von Sin3 ist. Ein geringer EinflussywHI5 auf die Bindung von Sin3 an die G1-

Cyclin-Promotoren lasst sich jedoch nicht ganz ehigs3en.
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Abb.2.28 Deletion vonWHI5 beeinflusst nur gering die Assoziationsfahigkeit an Sin3 mit G1/S
spezifischen Promotoren.

(A) Wildtyp (CY4849) undwhi5 Mutanten (CY5531), die Sinwc exprimierten wurden in YEPC
Flissigmedium bei 25°C kultiviert. Wahrend der Iaotnischen Wachstumsphase wurden die Zellel
einer OQ von 20 durch Zentrifugation geerntet. Nachdem die Zeile den Elutriator geladen worc
waren, wurden kleine ungebuddete BHase Zellen durch zentrifugale Elutriation isaliéie elutriiertel
Zellen wie auch die asynchronen Zellen wurden BledRrch Formaldehyd fixiert. AnschlieRend wurde3sin
myc durch, an Dynabeads® gekoppelte, Anyie Antikérper prazipitiert. Als Kontrolle fur dispezifisch
Prazipitation von Sin3-myc diente ein Hefe-StamnY1€17), der kein affinitatsmarkiertes FusidPteir
exprimierte.Die Bindung von Sin3-myc an die Promotoren v@bN2 und PCL1 wurde durch Chromatin
Immunprézipitation untersucht. Die coprazipitier@hromatinFragmente wurden durch PCR analysiert.
Primer fiir die Amplifikation von Promotor-Fragmenteder van codierenden Bereichen sind in Abb.:
beschrieben. Der Budding Index wurde durch Zahlem 250 Zellen bestimmt. Die durchschnittli
ZellgrolRe der Populationen wurde mit dem CASY®1ceeinter ermittelt(B) Cdc28-13Wildtyp undwhi5
Mutanten wurden bei 25°C kultiviert und bei eindddg von 0,4 durch einen Temperaturwechsel auf .
arretiert. Nachdem die arretierten Zellen mit Fddehyd fixiert worden waren, wurden die Zellextre
préapariert und eine ChIP durchgefihrt wie in (A¥di@ieben.
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3. Diskussion

In dieser Arbeit wurde, die Rolle von Sin3 und ddistondeacetylase Rpd3 beim Start des
Zellzyklus der Backerhefe untersucht.

Zu Beginn wurde dargestellt, dass die ektopischpré&Ssion eines verkilrzteé®IN3 Cs 1510
Allels die CLN2Transkiption aktiviert. Durch Mutationsanalyse kés gezeigt werden, dass nur
die verkirzte Sin3-Version - die nicht mit der ldistleacetylase interagiert - die Zellgréf3e von
cln3 Mutanten reduziert.

Angeregt durch diese Beobachtungen konnte im Fdigererstmals gezeigt werden, d&#d3ein
negativer Regulator der G1/S-spezifischen Transkripin Hefe ist. Die Deletion vorsin3
verkirzt die G1-Phase und reduziert die Zellgrds&s, der die Transkription von G1-Cyclinen
initiiert wird. AuRerdem supprimiert die Deletiorow sin3 den Start-Phanotyp einanin3
Mutante. Die Untersuchungen lassen darauf schliefleess Sin3 direkt Uber eine Bindung an SBF
(Swi4/Swi6) an die Promotoren von G1-Cyclinen reiems wird. Die dargestellten Daten weisen
darauf hin, dass Sin3 und Rpd3 zellzyklusspezifigoh der Aktivierung der G1/S-spezifischen
Transkription an die SBF-abhangigen Promotoren énndSin3 und Stbl interagieren von der
spaten G1-Phase bis hinein in die S-Phase mitegmajetioch isSTB1fir die Rekrutierung von
Sin3 an G1/S-spezifische Promotoren nicht esséntiel

Die Daten, die in dieser Arbeit présentiert werdegigen, dass die Regulation der Transkription
durch den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex einemiteren Mechanismus der

Zellzykluskontrolle am G1/S-Phase Ubergang datstell

3.1 Die zellzyklusspezifische Rekrutierung des S3fRpd3 Komplexes an SCB-
Elemente reguliert die G1/S-spezifische Trakription

Erfolgt die Rekrutierung von Sin3 an die G1-Promotoen nur in Abhéngigkeit von

Swi4 und Swi6 oder sind weitere Faktoren beteiligt?

Die Expression der G1-Cyclin€€LN1 und CLN2 wird durch den heterodimeren
Transkriptionsfaktorkomplex SBF aktiviert und erriéigt den Ubertritt von der G1 zur S Phase
(Bloom und Cross, 2007; Cross, 1995; Kathal, 1996). Da beide Proteine Komponenten des
SBF Komplexes sind, beeinflusst die Deletion vewi4 oder swi6 die Start-spezifische
Transkription, wobeiswi4 den schwerwiegendsten Effekt zeigt und groRRe uvmfi Zellen
produziert (Andrews und Herskowitz, 1989a; Breeded Nasmyth, 1987a, b; Kodat al, 1993;
Nasmyth, 1987; Sterst al, 1984). Swi4 ist die DNA-bindende Komponente, vingjgigen Swi6
vermutlich eine regulatorische Funktion im Trangkdnsfaktorkomplex Gbernimmt (Diricét al,
1992; Primiget al, 1992). Sin3 und Rpd3 agieren zusammen als Regefader Transkription

vieler Gene, die an verschiedenen zellularen Pserebeteiligt sind. Sin3 bindet nicht direkt an
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die Promotor-DNA, sondern interagiert mit weiterddNA-bindenden Regulatoren der
Transkription, um so die Histondeacetylase Rpd8pazifische Chromatin-Bereiche zu rekrutieren
(Kadosh und Struhl, 1997; Washburn und Espositd1P0

In Kapitel 2.2 wurde beschrieben, dass die Deletion sin3 das Timing der G1/S-spezifischen
Transkription beeinflusst. In elutriiertesn3 Mutanten ist die G1-Phase verkirzt und die Zellen
aktivieren die G1/S-spezifische Transkription bénee reduzierten Zellgrof3e (Abb.2.5). Der
Hinweis, dass Sin3 die SBF-abhangig regulierte Skdption in der spaten G1-Phase beeinflusst,
konnte durch den Nachweis einer direkten Interaktion Sin3 mit Swi6 und Swi4, Gber Tandem
Affinitatsreinigung, bestatigt werden (Kap.2.6.Rurch Chromatin-Immunpréazipitation konnte die
Assoziation von Sin3 und Rpd3 mit den G1-CyclinrRotoren gezeigt werden (Kap.2.6.3). Neben
diesen Genen, reguliert der heterodimere SBF-Trgmginsfaktorkomplex auch noch die
Transkription von Uber 160 weiteren Genen, in dé&gmotoren sich SCB-Elemente (Swi4/Swi6-
dependent cell cyle box) nachweisen lassen (lgtr al, 2001). Durch genomweite
Lokalisationsanalysen der Histondeacetylase Rpd&tem insgesamt etwa 100 Gene identifizieren
werden, an die Rpd3 bindet (Robedt al, 2004). Zu diesen gehoren auch viele
zellzyklusspezifische Gene, an deren Promotoret S8ivi6 sowie andere zellzyklusspezifische
Transkriptionsfaktoren (Fkhl, Fkh2, Ndd1, Mbpl)den (Roberkt al, 2004). Daher lassen sich
die, in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungedieé G1-Cyclin Promotoren vermutlich auch
auf andere SBF-abhéngige Gene Ubertragen. Die Bghdon Sin3 an die UAS-Elemente der Gene
CLN1, CLN2undPCL1ist abh&ngig von den SBF-Untereinheiten Swi6 uwdélSda die Deletion
von swi4 oder swi6 die Bindung von Sin3 an die Promotoren WBhN1 und CLN2 erheblich
beeintrachtigt (Abb.2.14). Die Deletion vewi4 scheint einen wesentlich geringeren Einfluss auf
die Promotorbindung von Sin3 auszuiben, als dietioel vonswi6 (Abb.2.14). Woher kommt
dieser Unterschied? Die Transkription vVBaN1 und CLN2 ist in einerswi4 Mutante erheblich
beeintrachtigt und in eineswi4 mbpl Doppelmutante nicht detektierbar (Koeh al, 1993;
Nasmyth und Dirick, 1991; Ogaxt al, 1991). Die Promotoren enthalten sowohl Sequendien,
fur SBF-Bindungsstellen (SCB) spezifisch sind, @aleh solche, die MCB-Konsensussequenzen
gleichen (Nasmyth und Dirick, 1991; Ogas al, 1991; Stuart und Wittenberg, 1994). Mbpl
unterstitzt die Swid-abhangige Transkription undrktvials Backup fir die G1-Cyclin
Transkription inswi4 Mutanten. Daher kdnnte die Rekrutierung von Sih8riMbpl/Swi6 eine
Erklarung daflur sein, dass die Inaktivierung \swi4 die Promotorbindungsfahigkeit von Sin3
weniger herabsetzt als die Deletion \8wi6. Im Gegensatz zu dewi4 Deletion beeintrachtigt die
Deletion vonswi6 die Bindung von Sin3 erheblich (Abb.2.14), wasutat erklart werden kann,
dass Swi6 sowohl eine Untereinheit des SBF als aleshMBF Komplexes ist (Andrews und
Moore, 1992; Kochet al, 1993). Dies wirde auch bedeuten, dass Sin3 $@igich Gber die
Interaktion mit der SBF- und MBF-Untereinheit Swékrutiert wird.
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Ein weiterer Hinweis, der die Beobachtungen eingkrRtierung von Sin3 tber den SBF-Komplex
unterstutzt, ergibt sich aus der Analyse der Phgpeot vonswi4 sin3 Mutanten. Elutriierte
sin3 swi4 Doppelmutanten treten bei einer Zellgrof3e in diegh8se ein, die mit der vawi4
Mutanten vergleichbar ist (Abb.2.11.B,C). Da dieldden von SIN3 die verspatete Aktivierung
der G1/S-spezifischen Transkriptionawi4 Mutanten kaum beeinflusst, lasst sich schlussfolge
dass Sin3 Uber Swi4 wirkt.

Swi6é sowie Swi4 und Mbpl besitzen in ihrem zentraRereich mehrere Ankyrin-Repeats
(Andrews und Herskowitz, 1989b; Ewaskaw al, 1998; Foordet al, 1999; Sedgwiclket al,
1998). Diese 33 Aminosauren umfassenden Ankyrin-H)FRepeats wurden in einer Vielzahl
verschiedener Proteine als Vermittler von Protaintdin Interaktionen beschrieben (Bork, 1993;
LaMarcoet al, 1991; Luxet al, 1990; Whartoret al, 1985). Ihre Funktion in Swi6/Swi4/Mbp1l ist
jedoch noch unklar, aber es wird vermutet, das®\dlg/rin-Motive in Swi6 Interaktionen mit co-
regulatorischen Proteinen vermitteln (Foetdal, 1999; Sedgwiclet al, 1998). Aul3erdem besitzt
Swi6 eine Leuzin-Zipper ahnliche Doméane, deren BEankauch noch nicht umfassend aufgeklart
wurde (Sidorova und Breeden, 1993; Wijnethal, 2002). Es besteht die Mdglichkeit, dass eine
oder mehrere diese Domanen von Swi6 fur die Intemakmit Sin3 verantwortlich sind. Sin3
besitzt vier PAH (Paired amphiphatic helix) Domé&neire fur Protein-Protein Interaktionen
verantwortlich gemacht werden (Grzenetaal, 2009; Silverstein und Ekwall, 2005; Waagal,
1990b; Wang und Stillman, 1993). Die Interaktiort der HDAC wird von der Region zwischen
der PAH3 und PAH4 vermittelt (Kapitel 2.2). Da beseben wurde, dass die PAH1 und PAH2
mit DNA-bindenden Proteinen interagieren (Kadost Struhl, 1997; Tsagt al, 1999; Wagneet
al., 2001; Washburn und Esposito, 2001), ware es denklass Swi6 und moglicherweise auch
Swi4 mit diesen Doméanen interagieren. Moglicherevdiber die Ankyrin-Repeats oder auch den
Leuzin-Zipper.

Neben Swi4 und Swi6 wurden bereits verschiedene bM#éende Proteine identifiziert,
die an Sin3 binden. Neben der am besten charaktéeis Interaktion mit Ume6 wurde auch eine
Bindung an Ashl, Mcm1l und Ssn6 nachgewiesen (Caametzal, 2005a; Mitraet al, 2006; Veis
et al, 2007).

Ume6 ist ein Regulator von Genen, die am Inositod Phospholipidstoffwechsel, sowie an der
Meiose und Sporulation beteiligt sind. Die Trangkdn der GendNO1, IME2 und SPO13wird
durch die Bindung des sowohl positiven als auchatiegn Regulators Ume6 an spezifische DNA-
Sequenzen kontrolliert. An diese Gene rekrutiere®rden Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex,
um die Transkription zu inaktivieren (Carrozegal, 2005b; Elkhaimiet al, 2000; Kadosh und
Struhl, 1997; Rundletet al, 1998; Slekar und Henry, 1995; Washburn und Egpo2001). Um
die Transkription dieser Gene zu aktivieren vervedinder Regulator Imel den Repressor Ume6 in
einen Aktivator (Washburn und Esposito, 2001). Duilee Bindung von Imel an Ume6 wird die

Interaktion mit Sin3 aufgehoben und Ume6 wirkt, Komplex mit Imel, als Aktivator der
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Transkription (Washburn und Esposito, 2001). Umdtkitwsomit als Repressor, wie auch als
Aktivator der Transkription, was der in dieser Atbergestellten Funktion des SBF-Komplexes
ahnelt. Die Untersuchung der Promotor-Bereiche 8@rCyclinen zeigte kein Vorhandensein von
Konsensussequenzen, die fur Ume6-Bindungsstellezifgch sind (Silverstein und Ekwall,
2005). Diese Beobachtung wird durch die Ergebnaser Untersuchung gestitzt, welche die
Bindungsstellen von Ume6 und Rpd3 im Genom der Béke analysierte und miteinander
verglich (Kurdistaniet al, 2002). Diese Studie zeigte, dass Ume6 nur ber dimitierten Anzahl
von Promotoren fir die Bindung von Rpd3 verantvigntlist, und dass somit auch andere
Rekrutierungsfaktoren die Assoziation von Rpd3 eiiter Vielzahl von Promotoren vermitteln
konnen (Kurdistanéet al, 2002). Daher wird in der vorliegenden Arbeit 8odell favorisiert, in
dem die Rekrutierung des Sin3/Rpd3-Komplexes, afs&pezifische Promotoren, nur Gber SBF
erfolgt (siehe Kapitel 3.4).

Ashl wirkt als Repressor der Transkription ¢##® Gens in Tochterzellen (Kreket al, 1999;
Mitra et al., 2006; Wang et al., 1990a). Es wirdgemommen, dass Ashl seine Funktion
moglicherweise durch die Rekrutierung des Sin3/RKdiplexes an die URS1 erfllt. Obwohl
Ashl und Sin3 als Bestandteil des gleichen Komlédentifiziert wurden, gab es auch Daten, die
zeigten, dass die Deletion vashlund sin3 additive Effekte auf die Regulation vé#O haben
(Carrozza et al., 2005a; Carrozaal, 2005b; Mitra et al., 2006). Dies kénnte ein Himwaarauf
sein, dass Sin3 die Regulation am®-Promotor nicht nur im Komplex mit Ashl beeinflysst
sondern auch durch Interaktion mit anderen Faktoren

Veis et al. (2008) haben berichtet, dass Sin3 zellzyklusregukin den Promotor des G2/M-
spezifischen Gen€LB2 bindet. lhre Daten zeigten eine Rekrutierung vor8 $n Abhangigkeit
von Fkh2 und Mcml. Diese Rolle von Sin3 in der Ratjon von G2/M-spezifischen Promotoren
zeigt auch, ebenso wie die Ergebnisse der vorldgenArbeit, dass Sin3 einer Rolle in der
Regulation zellzyklusspezifischer Gene spielt undssd Sin3 (ber mehrere verschiedene

Transkriptionsfaktoren, an die Promotoren unteestiicher Gene, rekrutiert werden kann.

Die G1/S-spezifischen Regulatoren Whi5 oder Stblnsl fir die Rekrutierung von
Sin3 nicht essentiell

Sowohl Stbhl wie auch Whi5 sind Regulatoren der &p&ifischen Genexpression und
beeinflussen die ZellgréRe bei Start (Costaeizal, 2004; Costanzet al, 2003; de Bruiret al,
2008; de Bruinet al, 2004; Hoet al, 1999). Stbl wurde als Aktivator der G1/S-speeifen
Transkription beschrieben (Costaratal, 2003; Hoet al., 1999). Die Inaktivierung vostbl in
cln3 Mutanten fuhrt zu einer Erhéhung der durchschelitin ZellgréRe von asynchronen
Kulturen, da die G1-Phase sibl cIn3 Doppelmutanten verlangert ist (Ha al, 1999). Bei

Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription dsielutriierte stbl cIn3 Doppelmutanten
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deutlich groRRer als dieln3 Einzelmutanten (Heet al, 1999). In Kapitel 2.8.1 konnte gezeigt
werden, dass elutrilertgbl Nullmutanten deutlich gréRer als der Wildtyp simeéinn sie die G1-
Cyclin Expression aktivieren (Abb.2.22). Diese Badfitung weist, ebenso wie die Ergebnisse fiir
stbl cin3 Doppelmutanten (Het al, 1999) darauf hin, dasSTB1ein Aktivator der G1/S-
Transkription ist. In der vorliegenden Arbeit wurdgrch Immunprézipitation eine Interaktion von
Sin3 mit Stbl in der G1-Phase gezeigt und beobgcHtess diese Interaktion wahrend der
Transkription der G1-Cycline, bis hinein in die BaBe, erhalten bleibt (Abb.2.23). Das in dieser
Arbeit beschriebene Timing der Promotor-Bindung \®in3 und Rpd3 (Kap.2.7.4) gleicht dem
von Stbl (de Bruiret al, 2008). Jedoch konnte durch Chromatin-Immunpitiipn festgestellt
werden, dass die Deletion vatbl die Bindung von Sin3 an G1/S-spezifische Promaotarieht
beeinflusst (Abb.2.24). Daraus lasst sich schllgefa, dass Stb1l fiir die Bindung von Sin3 an die
Promotoren nicht essentiell ist, obwohl beide Rnetevédhrend G1 und S-Phase interagieren und
auch gleichzeitig an die Promotoren binden.

Die Deletion vorwhi5 fuhrt zur Aktivierung der G1-Cyclin Expression,i leéner deutlich
reduzierten ZellgroRe im Vergleich mit Wildtyp-Zatl. Whi5 interagiert mit dem heterodimeren
SBF-Komplex und wirkt als Repressor der G1/S-spstien Transkription. Die Aktivierung der
G1/S-spezifischen Transkription in der spaten Gasehist abhangig von der Inaktivierung des
Whi5-Repressors. Die CIn3/CDK1 Proteinkinase phosglert Whi5, was die Dissoziation vom
SBF-Komplex und den anschliel3enden Export aus dem Kewirkt. Der Mechanismus tber den
der Repressor Whi5 die G1/S-spezifische Transkmptaktiviert ist nicht aufgeklart. Whi5 erfullt
in Saccharomyces cerevisiaeine &hnliche Funktion wie das Retinoblastoma Tumo
Suppressorprotein  (Rb) in Metazoen (Saugetierenglches als Repressor an den E2F
Transkriptionsfaktorkomplex bindet und die G1/Safigche Transkription inaktiviert (Costanzo
et al, 2004; de Bruiret al, 2004; Dyson, 1998; Frolov und Dyson, 2004; Tricha und Lees,
2002). Jedoch zeigt die Primarstruktur von Whi5nkeiei Ahnlichkeit mit Rb. Rb rekrutiert
Histondeacetylasekomplexe, Uber die Interaktion deit E2F Transkriptionsfaktorfamilie an die
Promotoren der G1-Cycline. Obwohl Whi5 in Analogigm Saugetier Rb Protein als Repressor
der G1/S-spezifischen Transkription beschriebendeCostanzeet al, 2004; de Bruiret al,
2004; Schaefer und Breeden, 2004), zeigten die -Bhltysen in Deletionsmutanen (Kap.2.8.5),
dassWHI5 fur die Rekrutierung von Sin3, an SBF-spezifis€bene, nicht essentiell ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Inadtivng vonwhi5 die Assoziation von Sin3 mit
den Promotoren vo&LN2 oderPCL1 nicht wesentlich beeintrachtigt (Abb.2.28). Diel&ion
von whi5 reduziert auch nicht die Zellgro3e eiman3 Mutante (Abb.2.27), daher ist es fraglich,
ob Whi5 an der Rekrutierung von Sin3 beteiligt ist.

Kirzlich wurde durch Takahatet al. (2009) bestétigt, das&/HI5 keine essentielle Rolle
bei der zellzyklusspezifischen Funktion von Rpd@lspSie konnten zeigen, dass die Rekrutierung
der Sin3/Rpd3-Komplex-Untereinheit Sds3 an die Frtonen, durch Inaktivierung volVHI5
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nicht beeintrachtigt, allerdings durch eine gleatige Deletion vorwhi5 undstbl1reduziert wird
(Takahataet al, 2009). Im Gegensatz dazu, konnten in der vorfidga Arbeit keinerlei
Interaktionen zwischen Whi5 und Sin3 gezeigt werdap.2.8.5-2.8.6). Da die Deletion vami5

die Zellgrofie einestbl Mutante nicht reduziert, ist es unwahrscheinladss Whi5 und Stb1 den
Sin3-Komplex rekrutieren (Abb.2.27). Dieses Ergshmiisste jedoch genauer untersucht werden
und die ZellgroRe festgestellt werden, bei derrigdute whi5 stbl Doppelmutanten die G1-
Cyclin Transkription aktivieren. Da Whi5 ein gutazhkterisierter Repressor von Start ist, erscheint
es jedoch fragwirdig, dass Whi5, zusammen mit dedtivdtor Stb1l, an der Rekrutierung von
Sin3/Rpd3 beteiligt sein soll.

Wie ist die Bindung von Sin3 an die Promotoren SBRbhangiger Gene reguliert?

Da der heterodimere Transkriptionsfaktorkomplex SB& Rekrutierungsfaktor fir Sin3
wirkt, stellt sich die Frage, ob die Promotorbingwon Sin3, Rpd3 und SBF zeitgleich erfolgt.
SBF bindet an die G1/S-spezifischen Promotoren,nwdie Zellen die M-Phase verlassen
(Sidorova et al, 1995). Wahrend der G1-Phase ist SBF zwar mit Femotoren assoziiert,
aktiviert aber nicht die Transkription (Ko&h al, 1996). In der spaten G1-Phase aktiviert SBF die
G1-Cyclin Gene und bleibt wahrend der S-Phase mit JAS-Elementen assoziiert bis die
CLN21,2 Transkription inaktiviert wird (Harrington und Arelvs, 1996; Koclet al,, 1996). Durch
die Aktivitat von Clb/Cdc28 Kinasen dissoziiert SB# der G2-Phase vom Promotor und die
Phosphorylierung von Swi6 fiihrt anschliel3end zselegExport aus dem Kern.

In der vorliegenden Arbeit wurde beschrieben, dissubzellulare Lokalisation von Sin3 bei der
Regulation keinerlei Rolle spielt, da Sin3 wahrgbt, S und G2/M im Kern lokalisiert bleibt
(Kap.2.5).

Es wurde gezeigt, dass Sin3 und Rpd3 in der GlePaagdie G1-Cyclin Promotoren binden, da
aus arretiertercdc28-13Mutanten Chromatin-Fragmente détLN1/2Promotoren mit Sin3 und
Rpd3 coprazipitiert wurden (Kap.2.7.4). In Zellerdie durch Nocodazol oder das
temperatursensitvedc16-1Allel in G2/M arretiert worden waren, wurde keiBandung von Sin3
an die SBF-spezifischen Promotoren nachgewiesep.2Kkb). Arrest-Release Experimente mit
cdc28-13 Zellen zeigten, dass Sin3 und Rpd3, vor der A#&timng der G1/S-spezifischen
Transkription, die SBF-abhéngigen Promotoren in geéten G1-Phase verlassen (Abb.2.18;
Abb.2.20). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 8as3 und Rpd3 nur in der friihen G1-Phase,
vor der Aktivierung der G1-Cyclin Expression, aps# Promotoren rekrutiert werden.

Im Gegensatz zu Sin3 und Rpd3 bindet Swi6 in déreén G1-Phase an die UAS und dissoziiert
erst in der G2-Phase von den Promotoren, wenn Hig-&pezifische Transkription inaktiviert wird
(Koch et al, 1996). Die Ergebnisse der Arrest-Release Expmarien aus Kapitel 2.7.4 weisen

darauf hin, dass Sin3 und Rpd3 vor der Aktivierudey Transkription von den Promotoren
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dissoziieren, wahrend Swi6 in der S-Phase immeh rat diese gebunden bleibt und die G1-
Cyclin Transkription aktiviert (Kap.2.7.4) (Kockt al, 1996). Vor der Aktivierung der G1/S-

spezifischen Transkription erfolgt die Rekrutierwes Sin3/Rpd3 Komplexes in Abhangigkeit von
Swi4 und Swi6. Das Timing der Swi6-, Sin3- und Rygi8dung an die Promotoren ist also nicht
kompatibel mit einem Modell, in dem die DissoziatMon Sin3/Rpd3 vom Promotor analog zu der
von Swi6 erfolgt (Kap.2.7.4). Swi6 und Sin3 diss&&n, unabhangig voneinander, in

unterschiedlichen Zellzyklusphasen von den G1-@yeliomotoren (Kap.2.7.4).

Welche Faktoren regulieren die Dissoziation von SBivom Promotor am G1/S-Phase
Ubergang?

Die Deletion vonsin3 supprimiert teilweise den Start-Phanotyp eioct13 Mutante
(Kap.2.3). Die abnormal lange G1-Phase d&13 Zellen (Cross, 1995) wird durch die
Inaktivierung vorsin3verkirzt und somit die Zellgréf3e reduziert bei diese Mutanten die G1/S-
spezifische Transkription aktivieren. Eine Funktivon CIn3 bei der Aufhebung der Sin3-
vermittelten Repression von G1-Cyclinen, wirde aesEffekt erklaren. Sin3 ist ein
Phosphoprotein (Ficarret al, 2002), daher wére es denkbar, dass es ein dir§abestrat der
CIn3/Cdc28 Kinase ist. In dieser Studie wurde ggzedass Threonin303 und Serin316
phosphoryliert sind (Ficarret al, 2002), jedoch wurde bisher noch nicht untersuobt die
Phosphorylierung von Sin3 zellzyklusabhangig etfdlije Phosphorylierungsstellen befinden sich
zwischen der PAH1 (AS 238-285) und PAH2 Doméne @&6-472) (Wang et al., 1990a). Die
PAH2 Doméane wird fur Interaktionen mit DNA-bindemd@®roteinen verantwortlich gemacht
(Kadosh und Struhl, 1997; Kasten und Stillman, 19B5ai et al, 1999; Wagnert al, 2001;
Washburn und Esposito, 2001; Zhasigal, 2001). Kasten und Stillman konnten durch ein Two
Hybrid Assay zeigen, dass ein PAH2 enthaltendes3-Bragment (AS 348-598) mit Stbl
interagiert (Kasten und Stillman, 1997). Es wéarekttar, dass die Bindung von Sin3 an SBF
ebenfalls lUber die Region zwischen PAH1 und PAH®BIgl und die Dissoziation durch die
Phosphorylierung von Sin3 gefordert wird. Da Thie883 Uber einige Spezies von S. cerevisiae
bis H. sapiens konserviert ist (Daten nicht gezelginnte Uber diese Phosphorylierungsstelle die
Sin3-Rekrutierung durch die Aktivitat von CIn/CDKirisen reguliert werden. Mdglicherweise ist
diese Phosphorylierung ein weiterer Faktor, der Biiedung von Sin3 an den SBF-Komplex
beeinflusst.

Da aber Sin3 und Rpd3 an einer Vielzahl verschiederellularer Prozesse beteiligt sind
(Silverstein und Ekwall, 2005), misste die Wirkurgn CIn3/CDK auf den Anteil aller

Sin3/Rpd3-Komplexe begrenzt sein, der an der Régulaellzyklusspezifischer Prozesse beteiligt
ist. Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich, déasRekrutierung des Sin3/Rpd3 Komplexes an

die CLN1 und CLN2 Promotoren nicht direkt durch Sin3-Phosphoryligsusondern tber weitere
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Faktoren reguliert wird. Dieses Szenario, einer URdgn der Sin3-Rekrutierung durch weitere
assoziierte Faktoren, wird auf3erdem durch die Bdudbag unterstiitzt, dass Sin3 als Bestandteil
von verschiedenen Sin3/Rpd3 Komplexen (Sin3[S] @GmaB[L]) in der Zelle vorliegt und so
verschiedene Funktionen erfillt (Carrozza et &l054; Carrozza et al., 2005b; Keogfhal, 2005;
Silverstein und Ekwall, 2005).

Da Stb1l als Aktivator der G1/S-spezifischen Traimskm beschrieben wurde und sowohl
mit Swi6 wie auch Sin3 interagiert, ist es ein giandidat fir einen Regulator der Sin3/Rpd3-
Promotorbindung (Kap.2.8.1 und 2.8.2) (Costaetzal, 2003; Hoet al, 1999). Die Expression der
G1-CyclineCLN1undCLN2ist in einerstbl Mutante reduziert (de Bruiet al, 2008; Hoet al,
1999; Takahata et al., 2009), was darauf hinwaatsSTB1ein Aktivator ist. Die Expression von
STB1lselbst ist zellzyklusspezifisch reguliert und e ihr Maximum in der spaten G1-Phase
(Ho et al, 1999). Frihe Studien haben gezeigt, dass Stblamuynthetische MBF-spezifische
Promotoren bindet, jedoch konnte eine aktuelleoeliStbelegen, dass Sthilvivo sowohl an SBF
als auch an MBF Promotoren, Uber eine InteraktidrSwi6, in der G1-Phase bindet (Costa®to
al., 2003). Die Phosphorylierung von Stb1l durch Cl&&Cahhibiert die Interaktion von Stb1l mit
Swi6 (Costanzeet al, 2003). ChiP-Assays zeigten spater, dass die Rboderung von Stb1l mit
der Dissoziation vom Promotor korreliert (de Bruet al, 2008). Die Aufklarung der
zellzyklusspezifischen Promotorbindung von Sin3 @Rud3 (Kap.2.7.4) und das vergleichbare
Timing der Stb1-Bindung (de Brukt al, 2008), erdffnet die Moglichkeit, dass diese dheiteine,
in einer konzertierten Aktion, ihren Effekt auf d@l/S-Transkription ausiben. Da Stbl als
Aktivator beschrieben wurde, ist es unwahrschdinlidass Stb1l die Sin3-abh&ngige Repression
vermittelt. Jedoch konnte Stb1l an der Inaktivierdeg Sin3/Rpd3-Funktion beteiligt sein. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Stbl umiB Svahrend G1 und S-Phase miteinander
interagieren (Kap.2.8.2). AulRerdem fallt das Auéireder phosphorylierten Form von Stb1l mit
dem Maximum derCLN2Transkription zusammen (Abb.2.24), was darauf kisty dass die
Phosphorylierung von Stbl an der Inaktivierung Hepression in der spaten G1-Phase beteiligt
ist. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass StinlSie3-Komplex nicht an de@LN2-Promotor
rekrutiert, sondern dass Sin3 und Stbl zusammesvwaé binden, wobei die Bindung von Sin3
unabhangig von Stbl erfolgt. Die Phosphorylierung Gtb1l durch CIn/Cdc28 Kinasen initiiert,
vor der Aktivierung der G1-Cyclin Transkription, ediAuthebung der Sin3-Promotorbindung.
Mdglicherweise durch eine Konformationsénderung 8tinil. Ein ahnliches Prinzip, bei dem Sin3
durch die Konformationsanderung des Bindungspatneom Transkriptionsfaktorkomplex
dissoziiert, stellt das Myc/Mad/Max-System in Matea dar (Ayeret al, 1995). Myc/Mad sind
Transkriptionsfaktoren mit Helix-Loop-Helix Motivesmd regulieren eine Vielzahl von Prozessen,
wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose.

Der SBF-Repressor Whi5 ist ein Substrat der CIn828d Kinase und seine

Phosphorylierung fuhrt zur Dissoziation vom Swi4i&Komplex, was in Folge die Transkription
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der G1-Cycline ermbglicht (Costanebal, 2004; de Bruiret al, 2004). Im Rahmen dieser Arbeit
konnten durch Immunprazipitation keine physikalesthnteraktionen zwischen Whi5 und Sin3
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die Rytwmekrutierung von Sin3 wurde durch eine
Deletion vonwhi5 nur leicht beeintrachtigt. Nur iodc28-13Zellen, die in der G1 Phase arretiert
worden waren, konnte ein geringer Unterschied inQla3-Promotorbindung zwischen Wildtyp
undwhi5 Mutante festgestellt werden (Abb.2.28.B). Takaledtal. bestatigten vor kurzem, dass
die Deletion vorwhi5 nur wenig die Promotorbindung von Rpd3 reduzi€ak@hataet al, 2009).

Da der Repressor Whi5 nicht mit Sin3 interagiererodn den Promotor rekrutiert, ist die

Dissoziation von Sin3 vom Promotor kein Resultatldektivierung von Whi5.

Welcher der beiden Sin3/Rpd3-Komplexe ist an der Rpilation der G1-Cycline
beteiligt?

Die Ergebnisse der Chromatin-immunprazipitationeon vaffinitatsmarkierten Rpd3
bestétigten, dass Rpd3 in der G1-Phase an dies@kmnotoren von SBF-spezifischen Genen
bindet wie Sin3 (Abb.2.17). Wenn die enzymatisclkévitat von Rpd3 die Transkription von G1-
Cyclinen reguliert, wie wird dann seine Rekrutiggueguliert? In Kapitel 2.4 wurde beschrieben,
dass die Expression von Sin3 und Rpd3 keinen Zdliggpezifischen Schwankungen unterliegt
und dass Sin3 und Rpd3 wahrend der G1, S und GH&sdPin einem unveranderten Verhaltnis
miteinander immunprazipitieren (Abb.2.9). Die Rdlewung von Rpd3 an G1/S-spezifische
Promotoren wird also nicht Gber eine zellzyklusatghge Bindung an Sin3 koordiniert, sondern
uber die Bindung von Sin3 an DNA-bindende Proteiderch die Chromatin-Immunprazipitation
von Rpd3 aus Zellen, die aus ihrem G1-Phase Aemttdssen worden waren, wurde gezeigt, dass
die Bindungskinetik von Rpd3 an die G1/S-spedifest Promotoren, der von Sin3 gleicht
(Abb.2.18 und 2.20). Diese Beobachtung steht inklehg mit der Beschreibung, dass Sin3 und
Rpd3 als Untereinheiten des Sin3/Rpd3-Komplexesreligilatorischen Funktionen in allen bis
heute beschrieben Prozessen im Zusammenspiel ganeivermitteln (Silverstein und Ekwall,
2005). Zum Beispiel wird die Rekrutierung von Rmi8dielNO1, IME2 und SPO13Promotoren
durch die Assoziation von Sin3 mit DNA-bindendentBinen wie Ume6 reguliert (Carrozza et al.,
2005b; Elkhaimi et al., 2000; Kadosh und Struh©@Z:9Rundlett et al., 1998; Slekar und Henry,
1995; Washburn und Esposito, 2001).

Da zwei unterschiedliche Sin3/Rpd3-Komplexe existie stellt sich die Frage welcher Komplex
an der Regulation der G1/S-spezifischen Gene Igtat. Der kleine Rpd3[S] Komplex (0,6MDa)

und der grofRe Rpd3[L] Komplex (1,2MDa) bestehem@en drei Kern-Untereinheiten Sin3, Rpd3
und Umel (Carrozza et al., 2005a; Carrozza e2@D5b). Durch MudPIT wurde eine Vielzahl von
Proteinen als spezifische Bestandteile des RpdRfithplexes identifiziert, darunter die DNA-

bindenden Corepressorproteine Ume6 und Ashl (Caaxmizal, 2005a; Carrozzat al, 2005b).
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Hingegen besitzt der Rpd3[S] Komplex, neben den Hern-Bestandteilen, nur die fir ihn
spezifischen Untereinheiten Rcol und Eaf3. UbesaliEaktoren scheint der kleine Rpd3[S]
Komplex an der Deacetylierung von codierenden Remgiobeteiligt zu sein (Keogtt al, 2005;
Lee und Shilatifard, 2007), wohingegen der groRd3Rd Komplex durch genspezifische DNA-
bindende Untereinheiten an die Promotoren rekiutwnd. Daher reguliert vermutlich der grof3e
Rpd3[L] Komplex die Transkription der G1/S-spezfien Gene. Dies wird durch die
Beobachtung unterstiitzt, dass die Rpd3[L]-spetiistIntereinheit Sds3 an die G1-Cyclin
Promotoren bindet (Takahataal, 2009).

3.2 Ist die reduzierte ZellgroRe desin3 Mutante bei Start eine direkte Folge

der G1-Cyclin Expression?

Die Analyse der elutriierten G1-Tochterzellen tejglassin3 Mutanten die Expression
der G1-Cycline und die Bildung ihrer Knospen beiegi deutlich geringeren Zellgrof3e als der
Wildtyp initilerten (Abb.2.5). In dieser Arbeit wdie gezeigt, dass der Sin3/Rpd3 Komplex direkt
die Transkription der G1/S-spezifischen Ge@tN1 und CLN2 reguliert, indem Sin3
zellzyklusspezifisch an die Promotoren der G1-Qwliekrutiert wird.

Lasst sich der Effekt desin3 Deletion auf die ZellgréRe auch dadurch erklaaass Sin3 und
Rpd3 unspezifisch die Transkription von Genen kessen, die an der Regulation der Zellgrofze
beteiligt sind? Ist der Effekt vielleicht eine Kaggienz langsamen Wachstums?

Die kritische ZellgréRe (Hartwekt al, 1974; Johnstoret al, 1977), die Hefezellen erreichen
mussen, um sich teilen zu kdnnen, hangt von derdtiéffguelle ab (Johnstoet al, 1979; Tyson

et al, 1979). Saccharomyces cerevisiae Zellen, die umiarstoffarmen Bedingungen wachsen,
setzen den Schwellenwert der ZellgréRe herab wtdrtrbei einer kleineren GréR3e in die S-Phase
ein. Deshalb sind Zellen in Vollmedium im DurchsithngroRer, als Zellen, die in
galactosehaltigem Medium kultiviert werden (Datéshhgezeigt; C. Koch pers. Mitteilung). Diese
Beeinflussung der Zellgrée erfolgt durch Glucag®mer den Ras/cAMP/PKA Pathway und durch
die Regulation der Ribosomenbiogenese @P1undSCH9(Jorgenseet al, 2002; Jorgensest

al., 2004; Jorgensen und Tyers, 2004; Tokietaal, 1994). SFP1 und SCH9wurden in einem
Screen gleichzeitig miWWHI5 als negative Regulatoren von Start identifiziddiese beiden
Proteine sind Aktivatoren der Ribosomensynthese diadDeletion vonsfpl und sch9fuhrt zu
einer reduzierten Zellgrof3e bei Start (Jorgeredaat, 2002).

Es stellt sich also die provokante Frage, ob dignderte Zellgrof3e einein3 Nullmutante nur
durch Effekte auf die Proteinbiosynthese hervorgeruvird. Es wird angenommen, dass die
Ribosomen-Synthese die kritische ZellgroRe beesstl§Bernsteiret al 2007; Jorgenseat al
2004). SIN3 konnte vielleicht an der Regulation ribosomaler &dreteiligt sein, so dass die

Inaktivierung vonSIN3 die Proteinbiosynthese beeinflussen wirde und tsdiai Zellgrof3e bei
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Start verandert. Es wurde gezeigt, dass TOR (Tafgeapamycin) die Rekrutierung von Rpd3 zu
ribosomalen Genen beeinflusst (Tsatigal, 2003). Unter Mangelbedingungen oder Rapamycin-
Behandlung wird TOR inhibiert, dies fiihrt zur Bimduvon Rpd3 an ribosomale Gene und zur
Inhibierung der Transkription (Tsang et al., 20@3ie Inhibierung der Ribosomenbiogenese unter
Nahrstoffmangelbedingungen fiihrt zu einer reduerertritischen Zellgrof3e. Die Deletion von
rpd3 sollte also zu einer Aktivierung der ribosomaleen& und zur Aktivierung der Protein-
Synthese filhren, was wiederum die kritische Zefigr&&rhéht. Dies steht im Gegensatz zu der
Beobachtung, dass die Deletion vsin3 oderrpd3 zu einer Reduktion der ZellgréfRe bei Start
fuhrt. Somit ist es unwahrscheinlich, dass der Kffeiner sin3 und rpd3 Deletion auf die

ZellgroRRe, von einer Beeinflussung der Proteinbitisyse herrihrt.

Warum ist die durchschnittliche Zellgrol3e der asynbronen sin3 Population nicht
reduziert?

Die, durch Elutriation synchronisiertesin3 undrpd3 Mutanten aktivierten bei einer
geringeren ZellgroRe als der Wildtyp die G1/S-sfwdie Transkription. Warum sind aber die
durchschnittlichen Zellgréf3en von asynchros@m3 undrpd3 Populationen nicht geringer als
die der Wildtyp-Population (Abb.2.6)?

Obwohl die Wildtyp- und sin3 Populationen nach der Elutriation etwa die gleiche
durchschnittliche Zellgrof3e hattesin{3 21fl; Wildtyp 21,8fl), aktivierten diesin3 Zellen die
G1-Cyclin Expression bei einer deutlich geringezetigrofe als der Wildtyps(n3 23fl; Wildtyp
30fl) (Kap.2.2). Trotz dieser verkirzten G1l-Phasar wie Verdopplungszeit desin3 Zellen
langer als die des Wildtypsi(3 340 Min.; Wildtyp 240 Min.). Da in der G2-Phaseeafalls
GroRRenwachstum stattfindet, weisen diese Beobagaturdarauf hin, dassin3 Mutanten
moglicherweise Probleme am G2/M ZellgréRen-Konpatlkt haben und die G2-Phase dadurch
verlangert ist. Diese Annahme wird durch die Bebbang gestiitzt, dass die asynchreime3
Population im Vergleich zum Wildtyp einen erhéhfemteil von Zellen mit Knospe besitz$ii3
73%, Wildtyp 48%) (Abb.2.6). Die FACS-Analyse zeigenfalls, dass ein gréfRerer Anteil von
Zellen in dersin3 Population in die S-Phase eingetreten war undDiN&\ verdoppelt hatte
(Abb.2.6). Der langere Aufenthalt dein3 Zellen in der G2-Phase wirde somit erklaren, warum
die durchschnittliche ZellgréRe einer asynchroe@® Population nicht geringer ist als die des
Wildtyps, obwohl diesin3 Zellen bei einer reduzierten GrolRe die G1-Cyclirprgssion
aktivieren. Die Beobachtungen von Veisal unterstiitzen dies ebenso, da sie zeigten, da8s Si
an der Regulation des G2/M-spezifischen Cydih82 beteiligt ist (Veiset al, 2007).
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3.3 Welche biologische Bedeutung hat die Regulati@er G1/S-spezifischen

Transkription durch Sin3?

Die Koordination des Wachstums mit dem Zellzykluslgt sowohl in Metazoen wie auch
in der Backerhefe am Ubergang von der G1 zur SePHasSaccharomyces cerevisiagt das
Cyclin CIn3, als Vermittler zwischen GréRenwachstumd Zellzyklus, der Initiator der
Genexpression am G1/S-Phase Ubergang. Die CIn38CBo&einkinase initiiert die Expression
der G1-CyclinedCLN1undCLN2 In dieser Arbeit wurde beschrieben, dass Sin3diaéssoziierte
Histondeacetylase Rpd3, an der Regulation der Krgmion dieser G1/S-spezifischen Gene und
damit an der ZellgroRenregulation v8n cerevisiadeteiligt sind. Auf Grund pleiotroper Effekte
der Deletion vorsing, ist die ZellgroRe der asynchronsin3 Population nicht kleiner als die des
Wildtyps. Die Deregulation der G1/S-spezifischem&elurch die Inaktivierung vosing zeigte
sich aber nur deutlich in isolierten G1-Zellen odér3 Mutanten. Incin3 Mutanten ist die
Regulation der G1/S-spezifische Transkription vibena abhangig von einer CInl/2-abhangigen
positiven Feedback-Schleife (Cross und Tinkelenb&@P1; Dirick et al, 1995; Dirick und
Nasmyth, 1991; Skotheirat al, 2008). Die G1-CyclineCLN1 und CLNZ2 sind Bestandteile der
positiven Feedback-Schleife, welche die koharent&tivierung der G1/S-spezifischen
Transkription ermdglicht und damit den Eintrittden Zellzyklus unumkehrbar macht (Beztral,
2006; Cross und Tinkelenberg, 1991; Dirick und Ngsm1991; Pomerening, 2009; Skotheatn
al., 2008). CIn1 und CIn2 kdnnen beide redundant éwgene Transkription aktivieren und somit
verstarken, was die rapide und zusammenhangendeedsipn der G1/S-spezifischen Gene
bewirkt (Skotheimet al, 2008). Diese CInl- und CIn2-abhangige FeedbatiteBe macht die
initiale Aktivierung der G1/S-Gene durch CIn3 zaeagi scharfen "Alles oder Nichts Entscheidung"
(Skotheim et al, 2008). Hierbei fuhrt die Cinl,2/CDK1-abhangigéoBphorylierung des
Repressors Whi5 zur rapiden Inaktivierung und Tiakaion aus dem Kern (Beast al, 2006;
Costanzoet al, 2003; de Bruiret al, 2004; Skotheinet al, 2008). Die Beobachtung, dass in
cinl cin2 whi5  Mutanten die Induktion desCLN2Promotors, im Vergleich mit
CLN1CLN2whi5 Zellen verspatet erfolgt (Skotheiet al, 2008), weist darauf hin, dass Cinl und
CIn2 die Feedback-Schleife auch Uber alternativiS\Whabhangige Mechanismen aktivieren.

In dieser Arbeit wird die Repression der G1-Cycliderch den Sin3-Komplex, als weiterer
Kontrollmechanismus der Regulation des Ubergangsder G1 zur S-Phase dargestellt. Da die
Inaktivierung von sin3 oder rpd3 die CLN2 Expression teilweise dereguliert, wird der
Schwellenwert herabgesetzt, bei dem die positivwdBack-Schleife icIn3 Mutanten aktiviert
wird. Deshalb wird der Effekt eine&in3 Deletion in elutriiertercin3 Tochterzellen - durch die
Deregulation derCLNY/2-Transkription - besonders deutlich. Dies wird vergn durch die
Beobachtung bestétigt, dass das ektopisch expteni@gominant negativeéSIN3 C Allel den
deutlichsten Effekt auf die Zellgrole ebenfalls ¢m3 Mutanten hatte (Kap.2.1). Eine
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massenspektrometrische Untersuchung - bei der yalif@CDK-Komplexen assoziierte Proteine
identifiziert wurden - zeigte, dass Sin3 mit Cln@zipiert (Archambaulet al, 2004). Daher
kdnnte Sin3 ein direktes Substrat der CIn2/CDK Kerasein. Obwohl die Beteiligung von Sin3 an
der Regulation so vieler verschiedener zellul&mzesse dagegen spricht, kénnte die direkte
zellzyklusspezifische Phosphorylierung von Sin3esirFaktor in der Regulation seiner G1/S-
spezifischen Funktion darstellen.

Der wahrscheinliche Regulationsmechanismus der -Bal@utierung ist die CInl,2/Cdkl-
abhéangige Phosphorylierung des Aktivators StbldtHal, 1999). Durch die CIn1/CIn2-abhangige
Phosphorylierung von Stbl kommt es - mdglicherweigeeh Konformationsdnderung - zu einer
Veranderung der Interaktionen innerhalb des SindSitbl Komplexes, was zur Dissoziation von
Stb1 und Sin3 vom SBF-Komplex fiihrt. Die Beobachtutass die G1/S-spezifische Transkription
in stbl Mutanten verspétet - bei einer groReren ZellgroBeolgt, weist darauf hin, dass Stb1
wahrscheinlich als Bestandteil der positiven Feekit&chleife wirkt und die Sin3-abhangige
Repression aufhebt. Die Annahme, dass Stbl ein déisl CIn1/Cin2-Feedbacks darstellt, wird
durch die Beobachtung bestatigt, dass Stb1l haupiiiclas Substrat von CIn1,2/Cdc28 Kinasen
ist (Costanzoet al, 2003; Hoet al, 1999). AuRerdem zeigt die Deletion vatbl den
schwerwiegendsten Effekt auf das Timing der G1/&$ischen Transkription inln3 Mutanten,
da diese besonders abhangig von der CIin1/CIn2-le&ehchleife sind (Het al, 1999).

Der Sin3/Rpd3-Komplex scheint also ein weiterer Rar der G1/S-spezifischen
Transkription zu sein, der dazu beitragt, die Kehdrder verschiedenen Prozesse sicherzustellen,
wenn Tochterzellen beim Erreichen einer kritisch2allgrof3e in die S-Phase eintreten.
Interessanterweise haben Aparicio et al. davorchit, dass die Deletion vaém3 oderrpd3 dazu
fuhrt, dass die DNA-Replikation und damit die S-&hafriiher einsetzt (Apariciet al, 2004). Sie
beschreiben, dass Rpd3 - wahrscheinlich unabhéwgny seiner Funktion als Repressor der
Transkription - am Timing der Replikation beteiligt. Konsistent mit der, in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen, Funktion flr den Sin3/Rpd3riktex - bei der Regulation der kohéarenten
Transkription am G1/S-Phaselbergang - scheint Rpddt auch die effiziente Aktivierung und

Koordination der verschiedenen "origins of repligat in der S-Phase sicherzustellen.

Ist Sin3 auch an der Regulation MBF-spezifischer Gee beteiligt?

Stbl bindet sowohl an die Promotoren SBF- wie auBtr-spezifischer Gene (de Bruat
al., 2008). Daher stellt sich die Frage ob der SimBaklex auch an der Regulation MCB-
spezifischer Gene beteiligt ist, die Wi#MP1 oderRNR1die Replikation der DNA regulieren. Die
Analyse des Timings der G1/S-spezifischen Transkripvon elutriiertensin3 Mutanten hat
gezeigt, dass die Transkription des MBF-spezifiacBensTMP1 bei einer deutlich geringeren

ZellgroRe initiilert wird als in Wildtyp-Zellen (AbB.4). Dies war vergleichbar mit der
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Beobachtung fur die GerfeLN2 und PCL1, die durch SBF reguliert werden und kdnnte darauf
hinweisen, dassMP1 ebenfalls durcl®IN3reguliert wird.

Im Gegensatz zu dieser Beobachtung, zeigte dieySealer, mit Sin3 oder Rpd3 copréazipitierten
Chromatin-Fragmente, dass weder Sin3 noch Rpd3emdhder G1-Phase an den Promotor von
TMP1binden (Abb.2.15.A; Abb.2.17). Diese Beobachtudgrke vielleicht auf Probleme mit den
gewahlten Primern zuriickzufihren sein, jedoch wubhde Funktionalitat getestet (Abb.2.15.A -
GZE und nicht gezeigte Daten). Aul3erdem konntedfis MBF-spezifische GERNR1ebenfalls
keine Promotor-Rekrutierung von Sin3 festgesteditden (Daten nicht gezeigt).

Da die Deletion vorswi4 einen geringeren Einfluss auf die Promotorbinduoig Sin3 hat als die
Deletion vonswi6 (Abb.2.14), konnte dies ebenfalls ein Hinweis dassein, dass moglicherweise
die Rekrutierung von Sin3 auch tUber Mbp1l erfolgh ddes allerdings nur bei SBF-spezifischen
Genen beobachtet wurde, kdnnte dies auch nur dameffen, wenn Mbpl die Swi4-abhangige
Transkription unterstitzt bzw. ersetzt, wie im Fatlerswi4 Deletion. Obwohl in der vorliegenden
Arbeit keine eindeutigen Hinweise auf eine Beteiig von Sin3 an der Regulation MBF-
spezifischer Gene gefunden wurden, kdnnten doctzliktir gemachte Beobachtungen von
Takahata et al. (2009) darauf hinweisen, da sigereidass die Sin3/Rpd3-Komplex-Untereinheit
Sds3 an die Promotoren der MBF-abhéangigen GeDB€6 und CDC21 bindet. Obgleich die
Bindung an diese Promotoren erheblich schwacheralgaan die SBF-spezifischen Promotoren
(Takahateet al, 2009).
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3.4 Modellvorstellung des G1/S-Ubergangs

Auf Grund der, in dieser Arbeit beschriebenen Bebbingen und den Ergebnissen anderer
Arbeiten, lasst sich folgendes Modell der Regufatrton SBF-spezifischen Promotoren aufstellen
(Abb.3.1.A).

Am Ende der M-Phase wird das cytoplasmatische 8wi@n Kern importiert (Sidorovet
al., 1995) und wird tber die Interaktion mit der DNAbenden SBF-Untereinheit Swi4 an die
SCB-Elemente der G1/S-spezifischen GEMN1, CLN2 undPCL1rekrutiert. Sin3 bindet tber die
Interaktion mit Swi6é an diese Promotoren und rekrutdie Histondeacetylase Rpd3. Rpd3
beeinflusst die Chromatin-Struktur der Promotorad balt die Gene in einem inaktiven Zustand.
Die Bindung von Sin3/Rpd3 an SBF wird Uber die fakéionen mit Stb1l stabilisiert. Stb1 bindet
an Swi6, wahrend der Repressor Whi5 mit Swi4 adiesbrst. Die Interaktion von Sin3 mit Stbl
ermdglicht die Regulation der Sin3-Funktion Gben/CDK1 Kinasen. Wenn die CIn3-Menge
beim Erreichen der kritische Zellgré3e den Schwelkert Gberschreitet, initiiert die CIn3/Cdc28
Proteinkinase durch Phosphorylierung von Whi5 di¢Ssspezifische Transkription. Diese initiale
Transkription der G1-Cyclin€LN1 und CLN2 wird durch die positive Feedback-Schleife in eine
koharente ,Schalter-ahnliche* Transkription v@LNYX2 und anderer SBF-regulierter Gene
verwandelt. Hierbei phosphorylieren CIn1/Cdkl unth2ZDCdkl sowohl Whi5 als auch Stbl
(Abb.3.1.A). Dies fuhrt zur Inaktivierung des Regsers Whi5 und zu seinem Export aus dem
Kern. Die CIn/Cdc28-abhangige Phosphorylierung V®tbl bewirkt die Dissoziation des
Sin3/Rpd3-Komplexes von den SBF-spezifischen Proreatund ermoglicht so die Aktivierung
der G1/S-Transkription. Der Aktivator Stbl bleibbb@i mit Sin3 assoziiert (Abb.3.1.A).
Nachfolgend konnen Swi4/Swi6 durch Rekrutierung deranskriptionsmaschinerie, die
Transkription der G1/S-Gene aktivieren. Der SBF-kter rekrutiert also sowohl inhibierende
Faktoren wie Sin3/Rpd3, als auch aktivierende Faktavie Spt16 (FACT) (Takahat al, 2009),
die die Chromatin-Struktur der Promotoren auf gegégliche Weise beeinflussen. Nachdem der
repressive Sin3/Rpd3-Komplex vom Promotor dissozigt, wirkt FACT zusammen mit SBF
(Takahateet al, 2009) an den Nucleosomen der Promotoren urmdiation der Transkription zu
stimulieren. Durch Anderung der Chromatin-Strukttisrdert die FACT-Untereinheit Spt16 die
Bindung von TBP und TFIIB sowie der RNA-Polll (Masaind Struhl, 2003). SBF rekrutiert
ebenso den Mediator-Komplex und unterstitzt scadichlieBende Cdk-abhéngige Bindung von
Polll TFIIB und TFIIH (Cosmaet al, 2001), um die Transkription der G1-Cycline zuiva&ren.
Spater in der G2-Phase fiihrt die Phosphorylierung Swi6 durch Clb2/Cdc28 zur Dissoziation
vom Promotor und damit zur Inaktivierung der Traigion. Wéahrend G2/M erfolgt anschlie3end

auch der zellzyklusspezifische aktive Export voriGaus dem Kern.
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Abb.3.1 Schematische Darstellung der Rekrutierung an Regulatoren der G1/Sspezifischel
Transkription.

Regulation der G1/S-spezifischen Transkription in bBheren Eukaryoten

Analog zu dieser Modellvorstellung fiir die Reguwdativon Start in Hefezellen gibt es
einen &hnlich beschriebenen Kontrollmechanismush amc den Zellen héherer Eukaryoten
(Abb.3.1.B). Vergleichbar mit SBF und MBF, regutiérier die E2F Transkriptionsfaktorfamilie
die Transkription der G1/S-spezifischen Gene (Retsal, 1999; Takahashet al, 2000). Die
heterodimeren E2F/DP Transkriptionsfaktorkomplexistaeren in allen héheren Lebewesen, von
den Saugetieren und Insekten bis zu den PflanzgsofD 1998; Inze, 2005). Ahnlich wie Whi5 in
Hefe, wirkt in Eukaryoten das Retinoblastoma TurSappressor Protein (Rb) als Repressor der
G1/S-spezifischen Transkription, indem es an di&/BP Transkriptionsfaktorkomplexe bindet
(Chellappanet al, 1991; Weintraubet al, 1992) und Histondeacetylasen an die Promotoren
rekrutiert (Luoet al, 1998; Takahaslet al, 2000). Hierbei interagiert Rb nicht direkt mird
Histondeacetylase-Komplex, sondern rekrutiert dieséber eine Interaktion mit Rbpl
(Retinoblastoma Binding Protein) an E2F/DP. In Sdiegzellen (Maus, Mensch) wird tber Rb

und Rbpl der Sin3-Histondeacetylase-Komplex an iemotoren G1/S-spezifischer Gene
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rekrutiert (Lai et al, 2001; Raymanet al, 2002). Sap30, ein konservierter Bestandteil des
mSin3/HDAC-Komplexes, ist fir dessen RekrutierumyRb ebenfalls erforderlich (Lat al,
2001). Diese Beobachtung erdéffnet die Mdoglichkeiass Sap30 auch in Hefe an der G1-
spezifischen Rekrutierung des Sin3/Rpd3-Komplexeiligt sein kdnnte, vielleicht Uber eine
Interaktion mit Whi5 und Stb1. Vergleichbar mit GI€dc28 inS. cerevisiaegnduzieren die
CyclinD/Cdk4,6 Proteinkinasen durch Phosphoryligrumon Rb, die Dissoziation dieses
Repressors von den E2F/DP Komplexen (Mittnacht, 8L9%obald Rb von den E2F
Transkriptionsfaktoren abdissoziiert ist, aktivierdie heterodimeren Komplexe die Transkription
der Cycline A und E und induzieren so den Einirittdie S-Phase (Frolov und Dyson, 2004;
Mittnacht, 1998). Die CycE/Cdk2 Kinasen aktiviemsnn, analog zu den CInl1,2/Cdc28 Kinasen,
die Transkription Uber eine positive Feedbackstdlérrolov und Dyson, 2004; Trimarchi und
Lees, 2002).
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4. Materialien und Methoden

4.1 Organismen

4.1.1Escherichia coliStamme

Die Amplifikation von Vektoren und Plasmiden erfolge durch Transformation
der E. coli Stdimme DH5 und XL1-Blue.

Tabelle 4.1 :Escherichia coliStamme

Nr. Stamm Genotyp

Herkunft

CE XL1-

CEO DH5

Blue endAl, gyrA96, hsdR17%(m), lac, recAl, relAl, supE44, thi-1, F (proAB,lagldvi15,TN10(Tetr)) K12

f 80d lacZ M15 (lacZya-argF), U169, recAl, endAl, hsdRL7 1K)

4.1.2Saccharomyces cerevisig&gamme

Sambrook et

al.2001

Alle in dieser Arbeit aufgefihrten Stamme der Bdbkée Saccharomyces cerevisiagind

haploide, congene Derivate der Hefestamme W303,/BY4der BY4742 (Tab.X.1).

Tabelle 4.2: Hefestamme

Stamm Genotyp Herkunft
W303 MATa, ade2-1, trp1-1, canl1-100, leu2-3,112 , hi&3t%, ura3, GAL, psi+ K. Nasmyth
CY239 MAT alpha, cdc28-13 (congen mit W303) K. Nasmyth
CY293 MATalpha, swi6::TRP1 (congen mit W303) AG Koch
CY274 MATa, hisl DC14a
CY275 MATalpha, hisl DC17a
CY979 MATa W303
CY1023 MATalpha, cdc16-1, leu2, trpl AG Koch
CY1078 MATalpha, trp1- 63 (congen mit W303) R. Rothstein
CY1615 MATalpha, pep4- (congen mit W303) C. Koch
CY1617 MATa, pep4 :: URA3 (congen mit W303) [55]
CY2028 MATa, cIn3::URA3 (congen mit W303) [55]
CY2098 MATa, swi4::LEU2 AG Koch
CY2557 MATa, swi6::SWI16- HA6 (KLTRP1) (congen mit W303) F. Friedrich
CY4059 MATalpha, sin3:KANMX4 (congen mit BY4741) [52]
CY4060 MATalpha, rpd3::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]
CY4061 MATa, rpd3::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]
CY4196 MATalpha; his3 1, leu2 0, lys2 0, ura3 0 * By4742 [52]
CY4256 MATa, [YEplac181] CY979
CY4257 MATa, [pCK1509] CY979
CY4265 MATa, cIin3::URA3 [YEplac181] CY2028

! Stamme wurden bezogen von BIOCAT; Der Stammhintergiberuht auf S288C.
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Tabelle 4.2: Hefestamme (Fortsetzung)

Stamm Genotyp Herkunft
CY4266 MATa, cIn3::URA3 [pCK1509] CY2028
CY4505 MATa, stb1::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]

CY4849 MATa, trpl- 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congenWwr803) CY4805 x CY1617
CY4850 MATa, trpl- 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congenWwBsD3) CY4805 x CY1617
CY4851 MATalpha, trpl- 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congenWwB03) CY4805 x CY1617
CY4870 MATa, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]

Cy4871 MATalpha, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]

CY4880 MATa, rpd3::RPD3-HA6(KLTRP1), pep4::URA3 (congeh\Wwi03) CY4650 x CY1617
CY5084 MATalpha, trp1- 63, sin3::SIN3-TAP (KLTRP1) (congen mit W303) CY1078

CY5182 MATa, cIn3::URA3 [YEplac181] CY2028

CY5183 MATa, cIn3::URA3 [pCK1887] CY2028

CY5184 MATa, cIn3::URA3 [pCK1888] CY2028

CY5185 MATa, cIn3::URA3 [pCK1914] CY2028

CY5186 MATa, cIn3::URA3 [pCK1915] CY2028

CY5187 MATa, cIn3::URA3 [pCK1916] CY2028

CY5188 MATa, cIn3::URA3 [pCK2036] CY2028

CY5189 MATa, cIn3::URA3 [pCK2107] CY2028

CY5237 MATa,trpl- 63, swi6::SWI6- HA6 (KLTRP1), sin3::SIN3-TAP (KLTRP(congen mit W303) CY2557 x CY5084
CY5327 MAT alpha, trp1- 63, cdc28-13, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URBBngen mit W303) CY239 x CY4849
CY5385 MATa, cdc16-1, trp1-63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congenw803) CY1023 x CY4849
CY5386 MATalpha, trpl- 63, swi4::.LEU2, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URADNgen mit W303)  CY2098 x CY4851
CY5387 MATa, trpl- 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA (congenWB03) CY2098 x CY4851
CY5450 MATa; his3 1, leu2 0, met150, ura3 0 * By4741 [52]
CY5469 MATalpha, trpl- 63, swi6::TRP1, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URAGongen mit W303)  CY239 x CY4849
CY5538 MATa, sin3:KANMX (congen mit BY4741) [52]

CY5555 MATa , trpl- 63, cdc28-13, rpd3::RPD3-HAG(KLTRP1), pep4::URABN@gen mit W303) CY239 x CY4880
CY5570 MATa, stb1l::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4)741 CY4059 x CY4505
CY5571 MATa, stb1l::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4)741 CY4059 x CY4505
CY5583 MATalpha, sin3::kanMX4, whi5::kanMX4 (congen mitB%¥1) CY4059 x CY4870
CY5584 MATa, sin3::kanMX4, whi5::kKANMX4 (congen mit BY4y4 CY4059 x CY4870
CY5585 MATa, stb1l:KANMX4, whi5:KANMX4 (congen mit BY4y41 CY4505 x CY4871
CY5586 MATalpha, stb1::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mitd841) CY4505 x CY4871
CY5624 Mat alpha, cdc28-13, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), sWlANMX4, pep4::URA3 CY5327 x CY5565
CY5626 MATa, swid::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5565 x CY4059
CY5627 MATa, swid::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5565 x CY4059
CY5628 MATa, swid::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5565 x CY4059
CY5629 MATalpha, swi4::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit43¥%1) CY5565 x CY4059
CY5701 Mat a, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), stbl:KANMX4, pegRA3 CY5327 x CY4505
CY5705 MATa, cln1::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]

CY5706 MATa, cIn2::KANMX4 (congen mit BY4741) [52]

CY5717 MATa, cInl::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY4059 x CY5705

! Stamme wurden bezogen von BIOCAT; Der Stammhintergiberuht auf S288C.
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Tabelle 4.2: Hefestamme (Fortsetzung)

Stamm Genotyp Herkunft
CY5713 MATalpha, cIn3::KANMX (congen mit BY4741) [52]

CY5715 MATalpha, sin3::KANMX, cIn3::KANMX (congen mit B'¥4) CY5713 x CY5538
CY5716 MATa, cIn1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY4059 x CY5705
CY5718 MATalpha, cin1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit&¥41) CY4059 x CY5705
CY5719 MATalpha, sin3::KANMX, cIn3::KANMX (congen mit B4y CY5538 x CY5713
CY5722 MATalpha, cIn3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit&M1) CY5713 x CY4870
CY5723 MATalpha, cIn3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit&Mv1) CY5713 x CY4870
CY5724 MATalpha, cIn3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit&m1) CY5713 x CY4870
CY5725 MATa, cIn3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5713 x CY4870
CY5726 MATalpha, cIn1:KANMX4, cIn2::KANMX4, sin3::KANMXdongen mit BY4741) CY5716 x CY5706
CY5727 MATalpha, cin1::KANMX4, cIn2::KANMX4 (congen mit&M1) CY5716 x CY5706
CY5728 MATalpha, cin1::KANMX4; cIn2::KANMX4 (congen mit4M1) CY5716 x CY5706
CY5729 MATa, cIn2::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5716 x CY5706
CY5730 MATa, cIn2::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5716 x CY5706
CY5759 MATa, cIn3::KANMX4, stb1::KANMX4 (congen mit BY4y41 CY5715 x CY4505
CY5760 MATa, cIn3::KANMX4, stb1:KANMX4, sin3:KANMX4 (@en mit BY4741) CY5715 x CY4505
CY5761 MATalpha, cIn3::KANMX4, stb1::KANMX4 (congen mit43¥41) CY5715 x CY4505
CY5762 MATalpha, cIn3::KANMX4, stb1::KANMX4, sin3::KANMXeongen mit BY4741) CY5715 x CY4505
CY5763 MATalpha, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mitdB%1) CY5715 x CY4505
CY5762 MATalpha, cIn3:KANMX4, stb1::KANMX4, sin3:KANMXgongen mit BY4741) CY5715 x CY4505
CY5763 MATalpha, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mitdB%1) CY5715 x CY4505
CY5764 MATa, cIn3::KANMX4, stb1:KANMX4, sin3:KANMX4 (@en mit BY4741) CY5715 x CY4505

! Stamme wurden bezogen von BIOCAT; Der Stammhintergiberuht auf S288C.

4.2 Plasmide und Oligonucleotide

Tabelle 4.3 : Verwendete Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Referenz
YEplacl12 Hefe-Expressionsplasmidn® ori, TRP1 AMPR Gietz und Sugino,1988
YEplacl81 Hefe-Expressionsplasmidn® ori, LEU2, AMPR Gietz und Sugino,1988
pCK959 2 m ori, CLN3 AG Koch

pCK971 2mori AG Koch

pCK1509 2moriSIN3 C AG Koch

pCK1881 (pCK1509 Derivat) myc-Tag an den LeserahumerSIN3kloniert O. Stephan

pCK1888 (pCK1836 Derivat) myc-Tag an den LeserahumerSIN3kloniert O. Stephan

pCK2066 2m ori, SIN3komplettiert durch Gap repair. O. Stephan
pCK2107 (pCK2066 Derivat) myc-Tag an den LeserahumerSIN3kloniert O. Stephan

pYM3 (pCK1091) HAG6 -Tag-Kassette (C-terminal), ffa-kanMX4) Knop et al., 1999
pYM6 (pCK1094) Myc9-Tag-Kassette (C-terminal), (F&AkanMXx4) Knop et al., 1999
pBS1479 (pCK1279) TAP-Tag-Kassette (C-terminalphMx4 Puig et al. 2001, Seraphin Lakr

http://imww-db.embl-heidelberg.de/jss/serviet/de. ebdowwwTools. GroupLeftEMBL/Externalinfo/seraphin&P. html
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Tabelle 4.4 : Verwendete Oligonucleotide

Name  Sequenz Beschreibung

CK616 5°-ACT CGA GTG ACA AAT GGT AT-3° 5’-Primer ziAmplifikation eines Fragmentes aus dem
codierendem Bereich vadDLN2 (Northern-DNA-Sonde).

CK617 5°-AGA GTG AGT CAT GTT TCT C-3° 3’-Primer zémplifikation eines Fragmentes aus dem
codierendem Bereich vadDLN2 (Northern-DNA-Sonde).

CK1057 5- TGC AGC TAC CTC AAA GAG ATTAG -3 Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich vomMP1 (ChlIP).

CK1058 5-CCG TTC TGT TAT GAAGCT CTC TC -3 Btiner zur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich vomMP1 (ChIP).

CK1724 5- ATAGTG ATG CCACTGTAGAC -3 5'-Primeur Amplifikation eines Fragments aus dem
codierendem Bereich vabLN2 (ChlIP)

CK1725 5’- CAT GAT GGG GTT GAT ATG GT -3’ 3'-Primerur Amplifikation eines Fragments aus dem
codierendem Bereich vabLN2 (ChlIP)

CK1964 5- CTG CAG CGA GGA GCC GTAAT -3 5" Primeur Verifizierung aller Gen-Deletionen (KANMX-
Kassette) der Yeast Knockout Kollektion von BIOCAT.

CK2034 5"-ACGACTGGGAATACTGAATCTTCAGACAAGG  SIN3spezifischer 5'- Primer (S3-Primer) zur Amplifilat der

GGGCTAAGATTCAATCCATGGAAAAGAGAAG - 37 TAP-Tag-Kassette aus pBS1479.
CK2035 5- CCCTGTCGTACTAAAGATTTTTGTTCTAAAT SIN3spezifischer 3'- Primer (S2-Primer) zur Amplifilaat der
CTAGTTAAAACTACTACGACTCACTATAGGG - 3’ TAP-Tag-Kassette aus pBS1479.

CK2057 5- GAAGATCTGTACCTTTAAATTAATGTCAA - 3’ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus3[&TR
von SIN3.

CK2058 5- GGCTCTAGACAAAATATGAGGCTAACTCC — 3" 3'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus 3[&TR
von SIN3.

CK2098 5’- AAC AAC GGT TAC TCC CCT TC -3’ 5" Primgk-Primer, SIN3Promotor) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonSIN3

CK2148 5-ATC TTT TTC GTATCC TCC GC -3’ 5'-Primair Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich vo@LN2 (ChIP).

CK2149 5- AAA GGG CCAACAGTTGTTTC -3 3'-Prineur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich vo@LN2 (ChIP).

CK2158 5- TAG GGT AGC GTG CCACAAAA-3 5'-Primeur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich vo@LN1 (ChIP).

CK2159 5-CGT CTC TTG CAG GCT GAACA-3 3'-Prirrur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich vo@LN1(ChlIP)..

CK2229 5-CAGTTT AACCCGAAGTTICTG -3 5'-Primeur Amplifikation eines Fragments aus dem Bereich
zwischen10562bp und 10699bp des Chr. V (ChlIP)..

CK2230 5- AAC AAC GCAGCT GCTTTAAC -3 3'-Prineur Amplifikation eines Fragments aus dem Bereich
zwischen 10562bp und 10699bp des Chr. V (ChIP)..

CK2254 5-TAG TTC ACC GCAAAG TACTG -3 5'-Prineur Amplifikation eines Fragments aus dem

codierendem Bereich vdDLN1(ChlIP)..
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Tabelle 4.4 : Verwendete Oligonucleotide (Fortsetng)

Name  Sequenz Beschreibung

CK2255 5-TAT TGT AGAGGC CAGTTGCA-3 3'-Prineur Amplifikation eines Fragments aus dem
codierendem Bereich vadDLN1(ChlIP).

CK2301 5-ACCTTC TTATCG GTC CTTTTT CAC TT-3" 5" Primer (A-PrimerSTBXPromotor) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonSTB1

CK2302 5-CGCTTCTTTTCTTTIGTTG TAGAGTC -3 “ Brimer (B-PrimerSTBXORF) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonSTB1

CK2308 5-TTATCG GTA ATG GAT TGT CAAATC T-3’ “Primer (B-PrimerSIN3ORF) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonSIN3

CK2309 5-TTAGCG GCT TAACTGTGC C -3’ 3" Primmrr Verifizierung der Deletion [RA3Kassette) von
STB1

CK2348 5-CCATCCATC GCATITTCTTG -3’ 5'-Prinmur Amplifikation eines Fragments aus dem
codierendem Bereich vdPCL1 (ChIP).

CK2349 5-CTGTGTTGT TCGCTATGT TG -3 3'-Prirmar Amplifikation eines Fragments aus dem
codierendem Bereich vdCL1 (ChIP).

CK2350 5-ACATTG AGG GTTGTTCCTTC -3 5’-Primeur Amplifikation eines Fragmentes aus dem
codierendem Bereich vdPCL1 (Northern-DNA-Sonde).

CK2364 5- GCT AAC AAC TGA GAATGC GA -3’ 5'-Primeur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich voRCL1 (ChIP).

CK2366 5- ACA CAA GAG TTAAGG ACAAG -3 3'-Primezur Amplifikation eines Fragments aus dem
Promotorbereich voRCL1 (ChlIP).

CK2394 5- AAT ATT TGC TGC TAAATTCA-3’ 5 Prinmg A-Primer, SWI4Promotor) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonSWI4

CK2395 5-ATG TTG CAT ATCATTTGATTICCTTT-3 “Primer (B-PrimerSWI40ORF) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonSWI4

CK2396 5- ATC AAATAG AGG CAATACTACGCTG -3’ ‘BPrimer (A-PrimerMBP1-Promotor) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonMBP1

CK2397 5- GGT CTA GGA AATCCC ATATCACTTT-3 “Primer (B-PrimerMBP1-ORF) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonMBP1

CK2494 5-TTT TGC TGACAATAC ATTTTAACGA-3 5" Primer (A-PrimerCLN1-Promotor) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonCLN1

CK2495 5-TCT AGT TTG ATGAGG ATTCATCTCC -3 3’ Primer (B-PrimerCLN1-ORF) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonCLN1

CK2496 5-TCG ACTCTG GTAACTATTATGCTCC -3 " Brimer (A-PrimerCLN2Promotor) zur Verifizierung der
Deletion (KANMX-BIOCAT) vonCLN2

CK2497 5-TTTTTC AGAGCATTGTTT GTC ATAA-3 “Primer (B-PrimerCLN2-ORF) zur Verifizierung der
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4.3 Enzyme

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber diewendeten Enzyme (Tabelle X.5).

Tabelle 4.5: Verwendete Enzyme

Enzym

Hersteller

Alkalische Phosphatase

Roche/Boehringer

Expand High Fidelity DNA-Polymerase Roche
Glusulase (NEE-154) Du Pont

Phusion DNA-Polymerase Finnzymes

Proteinase K

Restriktionsenzyme

Ribonuclease A
Tag DNA-Polymerase Peqglab , Sawady
T4-DNA Ligase
TEV-Protease

Zymolyase T20

4.4 Antikorper
Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber ¢itewendeten Antikorper (Tabelle X.6).

Fermentas

Fermentas, New England Biolabs , Roche/Boehringer

Sigma

New England Biolabs

Invitrogen

Seikugaku

Tabelle 4.6: Verwendete Primar- und Sekundar -Antildrper

Nr. Bezeichnung Spezifitat Quelle Verd. Herkunft

65 12CA5 anti-HA (monoclonal) Maus 1:250 Laborpraparat

71 9E10 anti-Myc (polyclonal) Kaninchen 1:2000  Santa Cruz Biotechnology
91 9E11 anti-Myc (monoclonal) Maus 0,2 g/ | Dianova

76 12CA5 anti-HA (monoclonal) Maus 3,59/ | Laborpraparat

172  anti-Mouse-  anti-lgG (Maus) Ziege 1:15000 Promega (W402B)
173 |<:;1“thliD—Rabbit— anti-IlgG (Kaninchen) Ziege 1:15000 Promega (W401B)
08 ng::)tliD-SWiG anti-Swi6 (polyclonal) Kaninchen 1/20000 Laborpréparat

-/- anti-CBP anti-Calmodulin binding peptideKaninchen 1/2000  Sigma

82, PAP-Komplex anti Protein A Kaninchen 1/20000 Sigma

167
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4.5 Protein- und DNA-GroRRenstandards

wawosiw  FERMENTAS: GeneRulerI®0 bp DNA Ladders (80-1000 bp)
10 gmaente (in bp): 1000, 900, 800, 700, 680Y, 400, 300, 200, 100

1000 45.0
apl 450
- 800 450
— 700 450

450
500 1150
— 400 400
200 400

— 200 400

— 100 40.0

pstl - DNA - Standard, (Laborpraparat):
16174, 5077, 4507, 2838, 2556, 2443, 2140, 1988),1159,1093, 805, 514, 468, 448, 339,
264,216

PEQLAB: Prestained Protein-Marker, PeqGOLD b-Galactosidase 122,0 kDa
Bovines Serum-Albumin 79,0 kDa
Ovalbumin 47,0 kDa
Carboanhydrase 33,0 kDa
b-Lactoglobulin 24,0 kDa
Lysoszym 20,0 kDa

4.6 Verwendete Kits

Qiaquick® PCR Purification Kit 250 (Qiagen, Kat. Nr. 28106)
Qiaquick® Gel Extraction Kit 250 (Qiagen, Kat. Nr. 28706)
Qiaquick’ Plasmid Miniprep Kit 250 (Qiagen, Kat. Nr. 27106)
High Prime Labelling Kit (Roche, Kat. Nr. 115855940

Silver Stain Plus Kit (BIO-RAD, Kat. Nr. 161-0449)
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4.7 Puffer und Lésungen

Tabelle 4.7: Verwendete Puffer und Lésungen

Bezeichnung Bestandteile

Ampicillin-Lésung 100mg/ml Ampicillin (steril filtriert)

Church and Gilbert - Puffer 0,5M Natriumphosphatf&u (pH7,2)
7% SDS

10mM EDTA

(Aligotieren und den Puffer bei -20°C
aufbewahren)

1% BSA (jedes Mal frisch einwiegen)

DNA-Auftragspuffer 6x 30% Glycerin
0,25% Brompheolblau
in TE-Puffer 1x (sterilfiltriert)

Geneticin-G418-L6sung 200mg/ml Geneticin (steril filtriert)

GTE-Puffer 25mM Tris/HCI (pH8,0)
50mM Glucose
10mM EDTA

HEPES-Aufschlu3-Puffer 10mM K-HEPES (pH 7,9)
10mM KCI

1,5mM MgCI2

0,5mM DTT

0,5mM PMSF

2mM Benzamidine

1 M Leupeptin

2 M Pepstatin

(1 Tablette Complete Proteinaseinhibitor-
Mischung pro 50 mL Puffer)

IPP150Aufschlusspuffer 10 mM Tris-Cl (pH 8,0)
150 mM NaCl
0,1% NP40

0,5mM DTT
(1 Tablette Complete Proteinaseinhibitor-
Mischung pro 50 mL Puffer)

IPP150-Calmodulin-binding Puffer 10 mM Tris-Cl (pla3
150 mM NaCl

1 mM Mg-Acetat

1 mM Imidazol

2 mM CaC}

0,1% NP40

10 mM -Mercaptoethanol
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Tabelle 4.7: Verwendete Puffer und Losungen (Fortseung)

Bezeichnung

IPP150-Calmodulin-Elutions Puffer

Bestandteile

10 mM Tris-Cl (p19)
150 mM NaCl
1 mM Mg-Acetat
1 mM Imidazol
2 mM EGTA
0,1% NP40
10 mM -Mercaptoethanol

IPP100Aufschlusspuffer

10 mM Tris-Cl (pH 8,0 )
100 mM NaCl

0,1% NP40

0,5mM DTT

(1 Tablette Complete Proteinaseinhibitor-
Mischung pro 50 mL Puffer)

10x MOPS-Puffer

48,1g MOPS
16,6ml 3M NaAc
20ml 0,5M EDTA, (pH 8,0)
mitH,Oad 1L
(steril filtriert)

NaOH/SDSLdsung

200mM NaOH
1% SDS

1M Natriumphosphat-Puffer, pH7,2

156¢/L NP O4
141,969g/L NaHPO4
mitH,Oad 1L

10x PBS-Puffer

14,4 g NEPO, x 2 HO
2,4 g KHPO,
2 g KCI
0 g NaCl
mitH,Oad 1L
pH auf 7,4 eingestellt.

Protease-Inhibitor Stammldsungen

Complete Inhibibo(Roche, 25x
Stammlésung)
Aprotinin (10 mg/ml)
0,1 M PMSF (in Isopropanol)
0,5 M Benzamidin
Pepstatin A (1 mg/ml in Methanol)
Leupeptin (1 mg/ml)

RNA 1 — Puffer

10 mM TrisHCI (pH 7,5)
300 mM NacCl

1 mM EDTA
0,2% SDS
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Tabelle 4.7: Verwendete Puffer und Losungen (Fortseung)

Bezeichnung

RNA 2 — Puffer

Bestandteile

10 mM TrisHCI (pH 7,5)
1 mM EDTA
0,2% SDS

RNA-Probenpuffer

10ml Formamid
3,5ml 37% Formaldehyd
2ml 10x MOPS-Puffer
3,8mg Xylenanol
3,8mg Bromphenolblau
(steril filtriert)

3x SDS/ -ME-Puffer

300 mixis-ClI (pH 6,8)
6 % SDS
30 % Glycerin
0,06 mg/mL Bromphenolblau
10 % (v/v) -Mercaptoethanol

20x SSC

175,32 g/L NaCl
88,22 g/L Trinatriumzitrat-2-hydrat
mitH,Oad 1L

TAE-Puffer

48,4 g/L  Tris base

11,42 ml/L Essigsaure (96%)
20 ml/L 0,5M EDTA (pH 8)
mitH,Oad 1L

TBS-Puffer

20 mM Tris-HCI (pH 7.5)
150 mM NacCl

TEV-cleavage-Puffer

10 mM Tris-Cl (pH8.0)
150 mM NaCl
0,1% NP40
0,5 mM EDTA
1 mMDTT

10x TE-Puffer

100 mM Tri€l (pH7,5)
10 mM EDTA mit HO ad 1 L

TE/Li-Acetat-Puffer

10 mM Tris-Cl (pH 7,5
1mM EDTA
0,1 M Li-Acetat

PEG/Li-AcetatPuffer

10 mM Tris-Cl (pH 7,5)
1 mM EDTA

0,1 M Li-Acetat

40 % Polyethylenglycol
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4.8 Kulturmedien

Tabelle 4.8: Verwendete Kulturmedien

Bezeichnung

Bestandteile

Aminosaure-Drout Losung Arginin 29/L
Histidin 1g/L
Leucin 6 g/L
Iso-Leucin 6 g/L
Lysin 4 g/L
Methionin 1lg/L
Phenyldanin 6 g/L
Threonin 50/L
Tryptophan 4 g/L
LeucinMangelmedium (fest) Ammoniumsulfat 550/L
Yeast nitrogen base 2g/L
Adenin 55 mg/L
Tyrosin 55 mg/L
Uracil 55 mg/L
Leucin-Drop Out 10 ml/L
Agar 22 g/lL
Glucose 20 % Losung 100 ml/L
LeucinMangelmedium (flussig) Ammoniumsulfat 55g/L
Yeast nitrogen base 2g/L
Adenin 55 mg/L
Tyrosin 55 mg/L
Uracil 55 mg/L
Leucin-Drop Out 10 ml/L
Glucose 20 % Loésung 100 ml/L
Minimalmedium (fest) Yeast nitrogen base 2 g/L
Ammoniumsulfat 550g/L
Agar 22 g/L

Glucose 20 % Losung 100 ml/L

Proteinaseinhibitor-Stammldsungen

Complete Inhibitormix (Roche, 25x
Stammldsung

Aprotinin (10mg/ml)

100mM PMSF (in Isopropanol)
500mM Benzamidin

Pepstatin A (Img/ml in Methanol)
Leupeptin (Img/ml)

Sporuhtionsmedium (fest)

Natriumacetat 8,2 g/L
Kaliumchlorid 199g/L
Natriumchlorid 1,2 g/L
Magnesiumsulfat 0,35 g/L
Agar 15g/L
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Tabelle 4.8: Verwendete Kulturmedien (Fortsetzung)

Bezeichnung

Tryptophan-Mangelmedium (fest)

Bestandteile

Casamino acid viteggsay 11 g/L

Ammoniumsulfat 550g/L
Yeast nitrogen base 29g/L
Adenin 55 mg/L
Tyrosin 55 mg/L
Uracil 55 mi/L
Agar 22 g/
Glucose 20 % Losung 100 ml/L
TYE- Medium (fest) Yeast extract 5g/L
Bacto tryptone 10g/L
NaCl 8g/L
Agar 15¢g/L
TYE- Medium (fllssig) Yeast extract 5g/L
Bacto tryptone 10g/L
NacCl 8g/L

Uracil-Mangelmedium (fest)

Casamino acid Assay 11 g/L

YEPD-Medium (fest)

YEPD-Medium (flissig)

G418-Medium (fest)
(entspricht YEPD-Medium + 200mg/L448)

Ammoniumsulfat 55g/L
Yeast nitrogen base 2 g/L
Adenin 55 mg/L
Tyrosin 55 mg/L
Leucin 0,5 % 10 ol
Tryptophan 0,5 % 10 ml/L
Agar 22 g/lL
Glucose 20 % Losung 100 ml/L
Yeast extract 11 g/L
Pepton 22 g/lL
Adenin 55 mg/L
Agar 22 g/L
Glucose 20 % Losung 100 ml/L
Yeast extract 11 g/L
Pepton 22 g/lL
Adenin 55 mg/L
Glucose 20 % Loésung 100 ml/L
Pepton 22 g/lL
Yeast extract 11 g/L
Adenin 55 mg/L
Glucose 20 % Losung 100 ml/L

Geneticin (G418; Sigma) 200mg/L
Agar 22 g/L
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4.9 Mikro- und Molekularbiologische Verfahren

4.9.1 Kultivierung von E. coli Kulturen
Escherichia coliStamme wurden in TYE-Flussigmedium bei 37°C kidtilv Wenn sie mit
Plasmiden transformiert worden waren, wurde dem -Méglium das fir die Selektion notwendige

Antibiotikum (Ampicillin 100 g/ml, Kanamycin ) zugegeben.

4.9.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Hefestamme wurden auf den entsprechenden Festmduier?5 oder 30°C inkubiert und
anschlieRend bei 4°C gelagert. Hefe-Flussigkultwverden in YEPD-Medium bei 25 oder 30°C
unter standiger Durchmischung des Mediums kultivieuftschittler oder Wasserbadschuittler).
Die Zelldichte im Flissigmedium wurde optisch niitean Photometer, bei einer Wellenlange von
600 nm gemessen (Q@§d. Zunadchst wurde eine Vorkultur in Flissigmediungesetzt und Uber
Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde aes dorkultur, eine Hauptkultur mit einer
Anfangszelldichte von Ofgy=0,3 in dem bendtigten Volumen angesetzt und keltivbis die
gewilnschte Zelldichte erreicht war. Die Hefezellewurden meistens wahrend ihrer

logarithmischen Wachstumsphase, bei eineggofvischen 1,0 und 2,0 geerntet.

4.9.3 Kreuzung vonSaccharomyces cerevisiae

Von zwei Stammen unterschiedlichen Paarungstypsgevdie gleiche Zellmenge mit einer sterilen
Pipettenspitze aufgenommen und gemeinsam inl S@erilem Wasser resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde auf eine YEPD-Platte pipédttiead ein bis zwei Tage bei 25°C inkubiert.
Nach dieser Zeit wurde die Mischung aus diploidend uhaploiden Zellen auf eine
Sporulationsplatte gestrichen und bei 25°C inkubidach frihestens 2 Tagen wurden die Zellen

unter dem Mikroskop auf Bildung von Ascosporen tsueht.

4.9.4 Tetradenanalyse

Nachdem unter dem Mikroskop Sporen identifiziertraem waren, wurde eine Pipettenspitze
voller Zellen in 2001 Wasser + 20l Zymolyase T20 (Seikugaku) resuspendiert. Diesesatz
wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch die Zyyase wurde die Hille des Ascus teilweise
verdaut und die Sporen somit freigesetzt. Wobeviie Sporen unter dem Mikroskop, immer noch
als zusammenhangende Tetrade zu identifizierennwdi®0 | dieser Suspension wurden an den
Rand einer YEPD - Platte pipettiert und getrockretschlielend wurden die Ascosporen mit
einem Mikromanipulator (Singer Instruments) verelhzNach 3-4 Tagen Inkubation bei 25°C
waren die Sporen zu Kolonien herangewachsen. Xegmien wurden durch Replikaplattierung
mit sterilem Samt auf verschiede Selektionsmedilettéh Uberstempelt. Der Paarungstyp der

Segreganten wurde durch Kreuzung mit Stammen bédamfaarungstyps bestimmt. Die Kolonien
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wurden auf Minimalmedium-Platten Uberstempelt, @eien nur diploide Zellen wachsen. Zuvor
wurden die Stamme CY274VIATa und CY275 KMAT ) jeweils in 100 | sterilem Wasser
resuspendiert und homogen auf den Minimalmediungsiatausplattiert. Die meiotischen
Segreganten, die sich mit dem jeweiligen Teststalesnanderen Paarungstyps vereinigen konnten,
waren in der Lage die His-Auxotrophie der beidestS&mme (CY274hisl, CY275, hisl) zu
komplementieren. Nach zwei Tagen Inkubation bei C5Ronnte der Paarungstyp der
angewachsenen Kolonien bestimmt werden. Um die edelauf das Vorhandensein von
Auxotrophie-Markern zu testen wurden sie auf digsgmechenden Mangelmedium-Platten
Uberstempelt. Wenn Antibiotika-Resistenz-Marker hasrden waren, wurden diese durch
Uberstempeln auf Platten mit dem entsprechendeninTaentifiziert (Geneticin (G418) -

Resistenzgen: kanMX).

4.9.5 Bestimmung des Budding Index einer Hefekultur
Der Budding Index einer Hefekultur wurde bestimndam 501 Zellsuspension auf eine Neubauer

Zahlkammer gegeben wurden und 250 Zellen gezahtevu

4.9.6 Zellzyklusarrests

Zellzyklusarrests von Temperatursensitiven-Mutaifoelc28-13 cdc16-3 wurden in Flissigkultur
durchgefilhrt. Die Hefestamme wurden aus einer Ulmhtkultur in frisches YEPD
Fliissigmedium tiberimpft (Qfgy = 0,2) und bis zu einem Titer von 1X1Pellen/ml in einem
Wasserbad bei 25°C kultiviert. Fir den Zellzykluear wurde die Kultur in ein 37°C Wasserbad
Uberfuihrt und die Zellen darin 165-180 Minuten ibilart. Der Zellzyklusarrets wurde optisch
unter dem Mikroskop tberprift.

Ein Zellzyklusarrest durch Behandlung mit dem Splgit Nocodazol wurden ebenfalls in
Flassigkultur durchgefuhrt. Die Zellen wurden b&°@ bis zu einer OF, von 0,4 kultiviert.
Wahrend ihrer logarithmischen Wachstumsphase wuxdeodazol zum Medium gegeben
(Endkonzentration: 15/ml). Der Arrest der Zellen wurde in regelmaRigitabstanden optisch
durch Mikroskopie Uberwacht. Nach 180 Minuten wark@ meisten Zellen in der G2-Phase
arretiert.

Alpha Faktor Arrests wurden bei 25°C durchgefiiBei einem Titer von 1x1@ellen/ml wurde
Alpha Faktor Pheromon zur Kultur gegeben und 165utén inkubiert, bis alle Zellen als G1-

Zellen ohne Knospe aber mit Shmoo arretiert waren.

4.9.7 Elutriation von Saccharomyces cerevisiae
Die Elutriation von Stammen, die entweder congenV¥803 oder BY4742 waren, wurde
durchgefuhrt mit dem Beckmann J6-MC ZentrifugaltBator (Rotor JE-5.0). Fur die Elutriation

wurden die Stamme in 4000ml YERFIUssigmedium bei 25°C im Wasserbad kultiviertg um
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der logarithmischen Wachstumsphase bei einer ¢s®ichte von OB, = 2,0 geerntet. Die
Zellen wurden auf Eis abgekuhlt und in einer Hese®ultifuge 3 S-R (mit Ausschwingrotor-
6445) bei 4500rpm 20 Minuten abzentrifugiert. Dedl&s wurden in insgesamt 250ml frischem
YEPs, Flussigmedium resuspendiert und auf Eis gekihk. Blutriationskammer wurde zuerst
mit Wasser gespult und anschlieRend mit ¥E@2°C) equilibriert, wobei darauf geachtet wurde
das sich keine Luftblasen im System befanden. Digrigtionskammer wurde dann bei einer
Rotationsgeschwindigkeit von 3500rpm (12°C) mit eeinPeristaltik-Pumpe (Masterflex,
Pumpenkopf Model-Nr. 70-14, Schlauch Masterflex @B46) mit den Hefezellen beladen. Es
wurde eine Gesamtmenge von 8000 OD Zellen in dierider gepumpt. Nachdem die Kammer
vollgeladen war wurde die Pumpenleistung so langhkritbiveise erhéht bis die kleinsten
ungebuddeten Hefezellen der Population gesammetdene konnten. Es wurden mehrere
Fraktionen kleiner ungebuddeter Zellen gesammadn ®iesen Fraktionen wurden die ZellgroRRe
und der Budding Index bestimmt. Die Fraktionen vemrdegebenenfalls vereinigt und bei 25°C in
frischem YER, Medium kultiviert. Von dieser Population wurdenrggelmaRigen Zeitabstanden
(alle 15 Minuten) Proben genommen und die Zellgrifiiedem CASY® Cellcounter bestimmt
(siehe Kapitel X.11). AuRerdem wurde der Buddindel bestimmt indem 250 Zellen gezahit
wurden. Die Expression von G1/S-spezifischen Ggi@irN1, CLN2 PCL1 und TMP1) wurde
durch Northern Blot Analyse Uberwacht (siehe Kdp{td0.17 - X.10.18).

4.9.8 Transformation vonE. coli mittels Elektroporation

Eine Ubernachtkultur voE.coli (XL1-Blue, DH5 ) wurde in 500ml TYE-Flussigmedium auf eine
ODggo Von 0,3 angeimpft und in einem 37°C Wasserbad hgetadt. Bei einer OD600 von 0,8
wurden die Zellen geerntet. Die Zellen wurden 1HMén bei 5000rpm abzentrifugiert (SorVall
Zentrifuge 250ml Zentrifugenbecher). Das Zellpeletirde in 500ml kaltem sterilen Wasser
resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. AneBlelind in 250ml kaltem Wasser gewaschen und
wieder zentrifugiert. Danach wurden die Zellen BDml 10%igem Glycerin resuspendiert. Nach
erneutem Zentrifugieren wurde das pellet in 3ml @& Glycerin aufgenommen. Diese
kompetenten Zellen wurden in 90Portionen eingefroren (in flissigem Stickstoffjdubei —75°C
aufbewahrt. Fir die Transformation wurden die altegrten Zellen auf Eis aufgetaut. Die 50
Zellen wurden dann mit der zu transformierenden DMérsetzt (0,2-3,9) und in eine
Elektroporationskiivette Gberfuihrt. Nachdem die Kigvan die Halterung des Gene Pulsers gestellt
worden war, wurde ein 2,5kV Puls von 5 mS Dauemgeldst. Anschlielend wurde 1ml SOC
Medium zugegeben und die Suspension in ein EpptgeféaR Uberfihrt. Nach 60 Minuten
Inkubation bei 37°C wurde auf TYE-Amp Platten aasjrt.
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4.9.9 Transformation vonSaccharomyces cerevisiaait Lithiumacetat

Aus einer 10ml tber Nacht-Kultur in YEPD Flussigrued wurden 20ml oder 50ml YEPD auf
eine OQy von 0,3 angeimpft. Bei einer Qg zwischen 1,5 und 2 wurden die Zellen in 50mi
GreinergefalRen durch Zentrifugation (3000 rpm, B8,MPC) in einer Heraeus-Kuhlzentrifuge mit
Ausschwingrotor (6445) geerntet. Nach nochmaligemtéfugation (3000 rpm, 3 min, 4°C) wurde
das Zellpellet in 10ml bzw. 20ml TE/LiAcetat resasgiert. Anschlielend wurde wieder
zentrifugiert (3000 rpm, 3 min, 4°C) und die Zelldn 2501 oder 5001 TE/LiAcetat
aufgenommen. Bis zur Transformation wurde die Zspension auf Eis aufbewahrt. Fir die
Transformation wurden 50 der Zellen eingesetzt. Diese 30vurden mit 51 der Trager-DNA
(10 gt "Herings-Sperma-DNA, sonifiziert) versetzt sowie wig zu 11 der zu transformierenden
Plasmid-DNA. Als Positivkontrolle wurde der Vekto¥eplacl81 transformiert und als
Negativkontrolle nur die Trager-DNA. Die Zellen wden dann dreiBig Minuten bei 30°C
inkubiert. Anschlie3end folgte noch ein 45°C Hida#t der finfzehn Minuten dauerte. 20@es
Transformationsansatzes wurden auf Leucin-Mangelmgalatten ausplattiert und drei Tage bei
30°C inkubiert. Angewachsene Hefekolonien von ti@mmsierten Zellen wurden auf Leucin-

Mangelmediumplatten vereinzelt und nochmals 2 Tage80°C inkubiert.

4.9.10 Affinitatsmarkierungen und Deletionen

Der SIN3undSTB1ORF wurde auf genetischer Ebene - durch eine @&-Pasierende Strategie -
C-terminal mit einer Affinitatsmarkierungen versehduf chromosomaler Ebene wurde, durch
homologe Rekombination, ein DNA-Fragment in dendceimen vorSIN3 und STB1lintegriert
(Knop et al, 1999). Dieses DNA-Fragment codiert fur einent&giag-Modul aus 9 Kopien einer
Sequenz des humanen c-myc Proteins undl@RP1Markergen (pWzV87) (Knoet al, 1999).
Ebenso wurden an die Leserahmen ®R##*D3, SIN3 und SWI6sechs Kopien einer Sequenz aus
dem Haemaglutinin Protein des Influenza Virus aagetpWzV90) (Knopet al, 1999; Nimaret

al., 1983; Wilsonet al, 1984). Die Epitoptag-Module wurden durch Primersamplifiziert, die
sowohl eine Standardsequenz fir die Amplifikaties Moduls, wie auch eine spezifische Sequenz
fur die homologe Rekombination im Zielgen enthielteym die C-Terminalen Verkirzungen von
Sin3 zu generieren (s. Kapitel 2.1.2), wurden die die homologe Rekombination spezifischen
Sequenzen entsprechend gewahlt. Nachdem die PQRi€Ende inSaccharomyces cerevisiae
transformiert und auf Selektionsmedium ausplattieorden waren, wurden die resultierenden
Stamme durch Western-Blot Analyse auf die Expresdieider affinitdtsmarkierter Proteine
getestet. Die Expression der, mit einem Epitoptgehenen, Fusionsproteine erfolgte weiterhin

unter der Kontrolle des eigenen Promotors, mitndgiirlichen Expressionsrate.
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4.10 Nukleinséure-Analytik

4.10.1 Plasmid-Mini-Préparation

Eine Kolonie von mit der Plasmid-DNA transformiert&. coli Zellen wurde in jeweils 3ml TYE-
AMP Flussigmedium angeimpft. Diese Uber Nacht-Kuliwurde am nachsten Tag in ein 2ml
Eppendorfgefald dberfihrt und bei 13200rpm 2 Minutaglozentrifugiert. Nachdem das Medium
vollstindig abgezogen worden war, wurde das Zé#peh 901 GTE-Puffer sorgfaltig
resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden I1IBAOH/SDS Lésung gegeben und invertiert.
AnschlieRend wurden 136KAc/HAc Puffer (pH4,8) zugegeben und nochmalseirtiert. Dann
wurde funf Minuten bei 13200rpm abzentrifugiert. rD8berstand wurde sorgfaltig unter
Vermeidung des weil3en Niederschlages abgezogerninuach neues Eppendorfgefal3 tberfihrt.
Diese Losung wurde mit 1ml Ethanol (100%) versaimd gemischt. Nach funfminttiger
Inkubation auf Eis wurde wieder abzentrifugiertZ@G8rpm, 5 Min.). Die Flussigkeit wurde restlos
entfernt (getrocknet) und das Pellet in AUE-Puffer gelést. Nach Zugabe von 4QiCIl (5M)
wurde 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugat(5 Min., 13200rpm) wurde der Uberstand
in ein neues Eppendorfgefald Gberfuhrt und 2@hanol (100%) zugegeben. Nach 15 Minuten
auf Eis wurde abzentrifugiert und das Pellet mid 2&thanol (70%) gewaschen. Nach dem letzten

Zentrifugationschritt wurde das Pellet getrockned anschlieRend in 20TE-Puffer geldst.

4.10.2 Plasmid-Maxi-Praparation

Eine Kolonie bzw. mehrere Kolonien von, mit derdptéd-DNA transformierten,E. coli Zellen
wurden in jeweils 100ml TYE-AMP Flussigmedium angpft. Diese Uber Nacht-Kultur wurde am
nachsten Tag in einen 250ml JA20 Zentrifugenbechmarfihrt und bei 5000rpm 5 Minuten
abzentrifugiert. Nachdem das Medium vollstédndigeslogien worden war, wurde das Zellpellet in
5ml GTE-Puffer sorgfaltig resuspendiert. Zu dieSespension wurden 10ml NaOH/SDS L6sung
gegeben und invertiert. Anschlie3end wurden 5ml ki®c Puffer (pH 4,8) zugegeben und
nochmals invertiert. Dann wurde fiinf Minuten beD@fm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
sorgfaltig unter Vermeidung des weiRen Nieders@dagbgezogen und in einen neuen
Zentrifugenbecher Uberfuhrt. Diese L6ésung wurde 2dinl Isopropanol (100%) versetzt und
gemischt. Nach Zentrifugation (7000rpm, 5 Min.) der die Flissigkeit restlos entfernt
(getrocknet) und das Pellet in 1,5ml TE-Puffer gelélach Zugabe von 2ml LiCl (5M) wurde 5
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5] 10000rpm) wurde der Uberstand in einen
neuen Becher Uberfihrt und 7ml Ethanol (100%) zelgeg. Nach 15 Minuten auf Eis wurde
abzentrifugiert (10 Min., 14000rpm) und das Paitét 7ml Ethanol (70%) gewaschen. Nach dem
letzten Zentrifugationschritt wurde das Pellet getnet und anschlieBend in 400TE-Puffer

gelost.
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4.10.3 DNA-Praparation aus Hefen

Eine Hefekolonie wurde in jeweils 10ml YEPD Flusagdium angeimpft. Diese lber Nacht-
Kultur wurde in 15ml Greiner-Gefalen 3 Minuten BBDOrpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde
in 1ml deionisiertem Wasser resuspendiert undnn2eil Eppendorfgefal’ Gberfihrt. Nach einem
kurzen Zentrifugationsschritt (20Sek., 3000rpm) deudas Zellpellet in 200 SCE-Zymolyase-
Mercaptoethanol Lésung resuspendiert und 60 Minb&ir37°C inkubiert. Vor Verwendung der
SCE-Zymolyase-Mercaptoethanol Lésung wurden 2mgH#ghmolyase T20 und 8/ml -
Mercaptoethanol frisch zur SCE Ldésungen (1M Soblpbid,1M Na-Zitrat; 0,06M EDTA pH7,0)
gegeben. Die Spheroblastierung der Hefezellen koonter dem Mikroskop beobachtet werden
indem zu einem Aligot der Suspension ein TropfengE¥%SDS Losung gegeben wurde. Nach
erfolgreicher Spheroblastierung wurde 0,2ml SDSUbgs(2% SDS; Tris/HCI 0,1M pH9,0; 0,05M
EDTA) zugegeben und 5 Minuten auf 65°C erhitzt. émie3end wurden 0,2ml KAc Losung (5M)
zugegeben und 5 Minuten bei 13200rpm abzentrifugier Uberstand wurde in ein neues GefaR
Uberfuhrt und 0,2ml NEAcetat und 1ml Isopropanol (100%) zugegeben. NaudtldielRender
Zentrifugation (2 Minuten 5000rpm) wurde das Patte?0 | TE gel6st.

4.10.4 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kett@reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Kettenreaktion wurden DNA-Rragte aus genomischer Hefe-DNA oder
Plasmiden als Template amplifiziert. Deletionsktese Epitoptag-Module sowie DNA-Fragmente
fur die Klonierungen wurden mit Phusion-Polymer@&anzymes) und Expand High Fidelity Tag-

Polymerase (Roche) amplifiziert.

Tabelle 4.9: Amplifikation von DNA durch PCR

PCR Ansatz

Template DNA 11 (~100ng) 95°C  5Min.

Primer 0,751 (500nM Endkonz.) 95°C  15SeR.

dNTP’s 1 (10mM dNTP-Mix ) (200 M Endkonz.) 53°C  30Sek 35 Zyklen
5x HF Puffer 10l 72°C  45Sek.

Polymerase  0,% 72°C  7Min.

H.0 auf 50 aufgefllt 4°C unbegrenzt
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4.10.5 Amplifikation von DNA-Sequenzen aus ganzendiezellen

Um genomische Hefe-DNA auf die Integration von Dieles-Kassetten oder Epitoptag-Kassetten
zu testen, wurden Hefezellen entweder durch Enhitkesiert, oder die DNA wurde durch
physikalischen Zellaufschlu3 mit anschlieBendernBi€hloroform Extraktion isoliert und die

Lysate in eine PCR eingesetzt.

Lyse durch Erhitzen:

Eine Pipettenspitze voller Zellen wurde in 2M®,2%iger SDS-LOsung resuspendiert und 10
Minuten bei 99°C erhitzt. Die Zellsuspension wutsg 3000rpm 1 Minute zentrifugiert, um die
Zelltrimmer zu sedimentieren. AnschlieBend wurdenl @er geklarten Zellsuspension

anschlielend in 19 eines PCR-Mastermixes eingesetzt.

Physikalischer Zellaufschlufd mit anschlie3ender Pheol/Chloroform Extraktion:

Eine Pipettenspitze voller Zellen wurde in 2DAPP150 Puffer resuspendiert und 200
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) sowie 02b Glasbeads A 0,5 mm, mit HCI
gewaschen) zugegeben. AnschlieRend erfolgte déaufsthlul auf einem IKA® Vibrax VXR
basic (3 Min. 2500 rpm, 4°C). Daraufhin wurde 2,inMbei 13200rpm zentrifugiert. 10Dder
wassrigen Phase wurden in ein neues 1,5ml Eppayedaff Gberfuhrt, mit 100%igem Ethanol im
Verhaltnis 1/3 gemischt und bei -20°C fir 30 Mimuiakubiert, AnschlieRend wurde der Ansatz
15 Min. bei 13200rpm (4°C) zentrifugiert. Das Pelieirde zweimal mit 200 70%igem Ethanol
gewaschen und getrocknet. Das DNA-Pellet wurdeiefglith in 1001 TE-Puffer aufgenommen.

Davon wurden 2l in 23 | eines PCR-Mastermixes eingesetzt.

Tabelle 4.10: Amplifikation von DNA-Sequenzen ausanzen Zellen durch PCR

PCR - Mastermix PCR-Programm

Template DNA 2 oder6 | 95°C 5 Min.

Primer 0,4 (500nM Endkonz.) 95°C 1 Min

dNTP’s L(20mM dNTP-Mix ) (200M Endkonz.) | 52°C 1 Min. 40 Zyklen
10xPuffer 2,6 72°C 2 Min
Tag-Polymerase 1)5Laborpraparat 2,5 Ul) 72°C 7 Min.

H,0 auf 2maufgefillt 4°C unbegrenzt
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4.10.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung und Konzentrierung von PCR-Produkterfolgte entweder durch Phenol-
Chloroform Extraktion und anschlielende Fallung Bthanol oder durch Verwendung des
Quiagef! PCR-Purification Kit.

4.10.7 Restriktionsverdaus von DNA

Die Standardzusammensetzung eines AnalytischemilRestsverdaus sah wie folgt aus:

2 | 10x Restriktionspuffer (Fermentas, NEB, BoehriiBeche, Promega)

0,5-1 g DNA (entsprechend 1-D

5 Units Restriktionsenzym (Fermentas, NEB, Boelwifigoche)

0,5 I RNAse A (Img/ml, gekocht)

auf 20 | mit sterilem Wasser aufgefullt

(Mindestens 1h bei 37°C inkubiert)

Die Verdaus wurden 1/5 mit DNA-Auftragspuffer vameund komplett auf ein Agarosegel

aufgetragen.

Restriktionsverdaus fiir Klonierungen:

8-10 | 10x Restriktionspuffer (Fermentas, NEB, Boeher&oche, Promega)
10-20 g DNA (entsprechend 10-20)

10 Units Restriktionsenzym (Fermentas, NEB,Boel®ifigoche)

0,5 I RNAse A (Img/ml, gekocht)

auf 80 oder 100 mit sterilem Wasser aufgefullt

(Verdau von mindestens 3,5h.)

4.10.8 Dephosphorylierung von geschnittener DNA

Nach einem Einfach- oder auch Doppelverdau wurdenRhosphatgruppen entfernt, um die
Religation kompatibeler 5- und 3"- Enden der DN werhindern. In der Mehrzahl der Falle
wurden 21 alk. Shrimp Phosphatase (1 U/ul, Roche) einfach(O | Restriktionsverdau gegeben.
Zuvor wurden die Restriktionsenzyme bei der fur spezifischen Temperatur inaktiviert (meist
65°C 20 Minuten). Die Dephosphorylierung erfolgteliei 37°C.
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4.10.9 Ligation von geschnittener DNA

Um Doppelstrangige DNA-Fragmente mit Hilfe der TA®-Ligase kovalent zu verknipfen,
wurde standardgemalf ein 2(Restriktionsansatz verwendet. Entweder 4h beiC26ter Uber
Nacht bei 14°C inkubiert.

Tabelle 4.11: Ligation von geschnittener DNA

Ligationsansatz

2 |1 10x T4 DNA-Ligase Puffer

2-3 | Vektor DANN

2-7 | Insert DANN

1 pl (400 Units) T4-DNA-Ligase

auf 20 | mit deionisiertem sterilem Wasser aufgefillt

4.10.10 Fallung von DNA

Eine Konzentrierung und Reinigung von DNA aus wigssr Losungen erfolgte durch Fallung. Die
Losung wurde dazu mit 1/10 des Volumens mit 3M NatAt pH5,5 versetzt und das doppelte
ihres Volumens an Ethanol (100%) zugegeben. Digssatz wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert.

AnschlieRend wurde 10 Minuten bei 13200rpm (4°Q)tizieigiert. Das Pellet wurde noch zweimal

mit 200 | Ethanol (70%) gewaschen und nach erneuter Zagttfon getrocknet. Das Pellet wurde

schlie3lich in TE-Puffer aufgenommen.

4.10.11 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Um Proteine und andere Verunreinigungen aus eidasigen DNA-LOsung zu entfernen wurde
die Phenol/Chloroform Extraktion verwendet. Die Brovurde mit dem doppelten Volumen an
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) versetat kraftig gemischt. AnschlieBend wurde 5
Minuten bei 13200rpm zentrifugiert. Die wassrigea&h wurde abgezogen und in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt. Die DNA wurde dann mibhdfiol 100% gefallt (siehe Fallung von
DNA).

4.10.12 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA in wassriger Losung wurdeit einem Smartspé¥3000
Spektrophotometer von Biorad bei einer Wellenlaage 260nm bestimmt. Die DNA wurde in
Wasser verdinnt und gegen reines Wasser als Refareeiner Quarzkivette vermessen. Ein
Absorptionswert von 1 entspricht einer Konzentratimn 50 g/ml doppelstrangiger DNA. Ein
Malf3 fur die Reinheit der DNA war der Quotient aas Absorption bei 260nm und bei 280nm.
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4.10.13 Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA wurde mit dem ABI 310 Sequenzierautomsgéquenziert (Molekulare
Pflanzenphysiologie, Uni-Erlangen) oder von dermfar GATC. 201 DNA einer Mini-Prap.
wurden mit 601 TE auf 80| aufgeflllt. AnschlielRend wurden PRNAse A (1mg/ml; gekocht)
zugegeben und 1h bei 37°C inkubiert. Nachdem PBenol/Chloroform zugegeben und kraftig
geschiittelt worden war, wurde 5 Minuten bei 13260gentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
10 | NaAcetat und 200 Ethanol 100% versetzt. Nach 10 minutiger Zentyéftion bei 13200rpm
wurde noch zweimal mit 70%igem Ethanol gewasched zentrifugiert. Nach dem Trocknen
wurde die DNA in 201 Wasser aufgenommen. Die Konzentration der DNAdeuPhotometrisch

bestimmt.

Tabelle 4.12: Sequenzier PCR

Sequenzier - PCR - Mastermix Sequenzier-PCR-Pragra
0,5g Plasmid-DNA 96°C  10Sek.

5pmol  Primer (entspricht 0,beiner 1/10 Verd. 100pmoll) |52°C 5Sek. 25 Zyklen
2 | Premix 60°C 4 Min.

auf 10 | mit Wasser aufgefillt 4°C unbegrenzt

Der PCR-Ansatz wurde mit Wasser auf 208ufgefillt und 201 NaAcetat sowie 500 Ethanol
(100%) zugegeben. Anschliel3end wurde 15 Minutetribggiert bei 13200rpm. Das Pellet wurde
mit 500 | Ethanol 70% gewaschen und zentrifugiert (5 Minlu®er Uberstand wurde verworfen
und das Pellet getrocknet. Die DNA wurde in PAPLC-Wasser resuspendiert und davon mit

16 | HPLC-Wasser in ein Sequenzer-Tube pipettiert.

4.10.14 Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmeien im Agarosegel

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agagmen verschiedener Dichte. Agarose
(Peqglab) wurde mit TAE-Puffer versetzt und in deikidwelle erhitzt, bis sie vollstandig gel6st
war. Um die DNA anzufarben wurde dem Agarosegelhndem Aufkochen Ethidiumbromid
zugegeben (6 Ethidiumbromid /100ml Gel), oder die Gele wurdeachtraglich in einem
Ethidiumbromid-Bad gefarbt. Die Proben wurden mNAAuftragspuffer (30% Glycerol, 0,25%
Bromphenolblau, 1xTE) versetzt, auf das Gel aufgsn und bei einer Spannung von ~100 V
elektrophoretisch in TAE-Puffer getrennt. Die Piosit der DNA-Fragmente wurde durch
Anregung der Ethidiumbromid-Fluoreszenz im UV-Lichtisualisiert und fotografisch

dokumentiert.

121



Materialien und Methoden

4.10.15 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agaroseiga

Bei Praparativen Agarosegelen wurde die DNA mit d@aagef Gel Extraktion Kit isoliert. Das
DNA-Fragment wurde zuerst mit einem Skalpell aus dgel ausgeschnitten und gewogen. Dem
Gel-Fragment wurde anschlieRend das dreifache Vetuam Puffer QG zugegeben (100mg Gel +
300 | QG). Dann wurde 10 Minuten bei 50°C inkubiert.cR&Zugabe von einem Gelvolumen an
Isopropanol wurde die Losung auf eine QiaquickSpémile geladen und 1 Minute bei 13200rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Earde anschlieBend 0,75ml Puffer PE auf die
Saule geladen und nochmals zentrifugiert (13200rpvin.). Durch nochmaliges Zentrifugieren
(13200rpm 1 Min.) wurden die letzten Pufferrestdegnt, und anschlieRend die DNA mit 30-40
Puffer EB eluiert (Zentrifugation 1 Min., 13200rpm)

4.10.16 Plasmid gap repair

Um die Wildtyp-Sequenz vo8IN3zu isolieren, wurde die Methode des gap repagesatzt. Gap
repair beruht auf der Fahigkeit von Hefe die Lucke®NA-Sequenzenn vivo durch homologe
Rekombination, mit chromosomalen DNA-Sequenzenrgéreen. Nur linearisierte Plasmide, die
repariert und rezirkularisiert wurden, kdnnen raplien und isoliert werden.

Mit den Primern CK2057/CK2058 wurde aus genomisdhdA (CK1873) ein Fragment aus der
3'UTR von SIN3 amplifiziert. Dieses Fragment wurde nach Restiidiverdau in die
Restriktionsschnittstellen Bglll und Xbal von pCKI% (SIN3 C) kloniert. Das resultierende
Plasmid war pCK2064 und besalR zwei Sequenzen dimlbg zum Hefegenom ware8iN3 C
und die SIN33'UTR. Dieses Plasmid wurde durch Blpl und Bgiheharisiert und in den
Saccharomyces cerevisia@Vildtyp (CY699) transformiert. Aus den auf —-LEU Mem
angewachsenen Transformanten wurde das Plasmidrisohd sequenziert. Das resultierende
Plasmid pck2066 (pck2071) enthielt das komplettliyd SIN3Gen.

4.11. RNA Isolierung und Analyse

4.11.1 Isolierung von RNA aussaccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiaeurde bis zu einem Titer von 2.5X1@ellen/ml in Flissigmedium
kultiviert. Die Hefezellen wurden anschlieRend d&is abgekiihlt und jeweils 5xi@ellen
abzentrifugiert (4000rpm, 4Min., 4°C). Danach wurddie Zellen zweimal mit 1ml kaltem TE-
Puffer gewaschen (13200rpm, 5 Sek.,4°C) und digp&kts in flissigem Stickstoff eingefroren.
Die Hefen wurden bis zur weiteren Bearbeitung BeF€ gelagert. Das Zellpellet wurde spater auf
Eis aufgetaut und in 300 RNA-Puffer 1 (10 mM TrisHCI pH 7,5, 300 mM Nad,mM EDTA,
0,2% SDS) resuspendiert. Nach Zugabe von 30®henol/Chloroform/lsoamylalkohol (25/24/1)
und 250 | Glasbeads £0,5 mm, mit HCI gewaschen), erfolgte der ZellahfsB auf einem
IKA® Vibrax VXR basic (15 min. 2500 rpm, 4°C). Digéssrige Phase wurde in ein neues 2ml
Eppendorfgefal tberfihrt, mit 100%igem Ethanol iemhaltnis 1/3 gemischt und bei -20°C fir 20
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Minuten inkubiert, AnschlielRend wurde der Ansa& Min. bei 13200rpm (4°C) zentrifugiert. Das
Pellet wurde in RNA-Puffer 2 (10 mM TrisHCI pH 7,5,mM EDTA, 0,2% SDS) resuspendiert
und 5 Min. bei 65°C inkubiert. Die RNA-Konzentratiavurde in Quarzkivetten bei 260nm mit
einem Smartspeét3000 Spektrophotometer von Biorad gemessen (1 A26Qg/ml).

4.11.2 Northern Blot Analyse

Gelelektrophoretische Auftrennung und Kapillarblotting der RNA

Jeweils 20 g der isolierten RNA wurden in 13 RNA-Probenpuffer (10ml Formamid, 3,5ml 37%
Formaldehyd, 2ml 10x MOPS-Puffer, 3,8mg Xylenar&yBmg Bromphenolblau, steril filtriert)
aufgenommen und fur 10 Minuten bei 65°C inkubiBie Proben wurden auf Eis abgekihlt und
nochmals 5 Sekunden bei 13200rpm abzentrifugiemschAlie3end wurden die RNA auf einem
1,3%igem Formaldehyd-Agarosegel (1,3% Agarose, 1B8tmaldehyde, 1x MOPS-Puffer)
aufgetrennt. Fur die Herstellung des Gels wurd8g Agarose in 200ml Wasser in der Mikrowelle
aufgekocht und nach dem Abkuhlen auf 70°C wurdeml 20x MOPS-Puffer sowie 6,7ml 37%
Formaldehyd zugegeben. Die Elektrophorese erfotgiiexc MOPS-Puffer bei einer Spannung von
130V. Die RNA wurde danach durch Kapillarblotting 10x SSC Puffer auf eine Gene Screen
Nylonmembran transferiert. Der Transfer erfolgteriNacht (16 Stunden). Nach dem Abbau des
Blots wurde die Membran 10 Sekunden in 50 mM Nasphat Puffer pH 7,0 geschwenkt und
anschlieBend getrocknet. Dann wurde die RNA mit WLkdkt auf der Membran fixiert
(Stratalinker, Vilber Lourmat, 0,120 J/@mMit RNA-Farbelésung ( 0,04% Methylenblau in 0,5M
Natriumacetat pH5,5) wurde die Membran anschliegniinuten gefarbt und mit Wasser
mehrmals entfarbt, um die Qualitdt der RNA (Sichtlchung der rRNA) auf dem Blot zu

Uberprifen.

Herstellung von*?P markierten Sonden

Der spezifische Nachweis von mRNA erfolgte durctbiisierung mit DNA Sonden, die mitP
radioaktiv markiert worden waren. Die DNA Sondenrden durch PCR aus genomischer Hefe-
DNA amplifiziert und anschlieRend mit dem High Peirhabelling Kit (von Roche) radioaktiv
markiert. Fur die Herstellung von spezifischen Sondir die CLN22mRNA, PCL1I-mRNA,
TMP1-mRNA sowie diecCMD1-mRNA wurden folgende Primer verwendet:

CLN2: CK616 (5-ACTCGAGTGACAAATGGTAT-3"), CK617 (5-AGAGT GAGTCATGTTTCTC-3")

PCL1L CK2349 (5"-CTGTGTTGTTCGCTATGTTG-3"), CK2350 (5 -ACATTGAGGGTTGTTCCTTC-3")

TMP1: CK1275 (5"-ATGGAGCCAGGTGAGTTCATT-3"), CK1284 (5"-CATTTGAATTCTTGGATGAGG-3")
CMD1: CK1053(5"-AGCCTTTGCCCTCTTTGATAAAG-3"),CK1054(5"-TCC ATCACTAACCTCTCTTAGCA-3")

100ng der Sonden-DNA wurden in 11ul Endvolumen iasgér aufgenommen und 10 Minuten bei
99°C im Heizblock denaturiert. Anschlieend wurde Ansatz auf Eis abgekihlt. Um die DNA
radioaktiv zu markieren wurden 4pl High Prime Ldbgl Mix (Roche) sowie 5ul 50uCi
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[ **P]dCTP zugegeben und der Ansatz 60 Minuten bei 37Rabiert. Die Reaktion wurde mit 2l
0,2M EDTA gestoppt und die nicht eingebauten Desbryucleosidtriphosphate Uber eine Quick
Spin Sephadex G-50 Saule entfernt Hierzu wurdeSeghadex G-50 S&ule zunéchst 1 Min. bei
3000rpm zentrifugiert um den Puffer zu entfernenseéhliel3end wurde der Reaktionsansatz auf
die Saule pipettiert und bei 3000rpm 2Minuten ab#feigiert. Der Durchlauf enthielt die

radioaktivmarkierten DNA-Fragmente.

Prahybridisierung, Hybridisierung, Waschen und Autoradiographie

Die Nylonmembran wurde in eine Hybridisierungsrogemeben, mit Wasser befeuchtet und im
Hybridisierungsofen bei 65°C vorgewarmt. Nach 10nién wurde auf 65°C vorgewarmter
Church and Gilbert — Puffer (0,5M Na-Phosphat-Rufiél 7,5, 7% SDS, 10mM EDTA, 1% BSA)
zur Membran gegeben. Die Membran wurde in diesenrdédhand Gilbert — Puffer 1 Stunde bei
65°C prahybridisert. Die radioaktiv-markierten DNBonden wurden 10 Minuten bei 99°C
denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekihltclief3end wurde der Prahybridisierungspuffer
abgegossen und durch frischen Church and Gilbeluffer ersetzt. Die radioaktiven DNA-
Fragmente wurden zur Membran gegeben und bei 6% CStunden hybridisiert. Nach der
Hybridisierung wurde die Membran in der Réhre eihkuaiz mit 50ml 2x SSC, 0,1% SDS L6sung
gespult. Als nachstes wurde zweimal 5 Minuten mitS5C, 0,1% SDS Losung gewaschen und
schlielich noch zweimal mit 1x SSC, 0,1% SDS L@sumer Blot wurde aus der
Hybridisierungsrohre genommen, kurz getrocknet umdPlastikfolie eingeschweildt. In einer
Filmkassette mit Verstarkerfolie wurde ein Rontgemfauf den Blot gelegt und 24 bis 72 Stunden
bei -80°C belichtet

4.12 Proteinanalytik

4.12.1 Praparation von Hefe-Zellextrakten

Die Zellen wurden in 15 mL YEPD-Flissigmedium aufeeODso0 von 0,3 angeimpft. Bei einer
ODgoo = 1,5 bis 2 wurden die Zellen durch Zentrifugat{df00 rpm, 4 min, 4°C) in einer Heraeus-
Kihlzentrifuge mit Ausschwingrotor (6445) geerntéinschlielend wurden sie in 5mL
deionisiertem Wasser (4°C) resuspendiert und eiatezentrifugiert (4000 rpm, 4 min, 4°C). Dann
wurde das Pellet in 5001PP150-Aufschlusspuffer (4°C) gewaschen. Nacleater Zentrifugation
wurden die Zellen in einer etwa dem Pelletvoluni@80 I) entsprechenden Menge IPP150-
Aufschlusspuffer (4°C) resuspendiert und in ein 2 nfkppendorfgefa® dberfuhrt. Der
Zellsuspension wurden Glasperle/EQ,5 mm, mit HClI gewaschen) zugesetzt und die HAelle
mechanisch durch heftiges Schitteln auf eink®® Vibrax VXR basic aufgeschlossen (25
min. 2500 rpm, 4°C).Die Glasperlen und Zelltrimmer wurden anschlieRetarch
Zentrifugation (Eppendorf-Kuhlzentrifuge: 13200 rpn20 min, 4°C) abgetrennt. 30 des
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Zellextraktes wurden mit 151 SDSh-ME-Auftragepuffer versetzt und 10 Minuten auf 95°C

erhitzt.

4.12.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradfat

Zur quantitativen Bestimmung des Poteingehaltes Zeltextrakten wurde das Bradford-Assay
verwendet. Bei diesem Assay verschiebt sich dasomtisnsmaximum des Farbstoffes
Coomassie-Brilliantblau G250 in Gegenwart von Anate und in einem sauren Milieu von 465
nach 595nm. Der Farbstoff bindet hierbei unspetifian hydrophobe Seitenketten der Proteine.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtéeuverwendung einer 1/5 mit deionisiertem
Wasser verdunnten Bradford-Reagenz-Stammldsungd®oMessung wurde eine Eichgerade mit
BSA im Konzentrationsbereich zwischengl | und 12 g/ | erstellt. Fir die Messung wurde
jeweils 11 des Protein-Rohextraktes mit 99 deionisierten Wasser verdinnt und 1ml der
Bradford-Reagenz-Stammltsung zugegeben. Nach finéteh Inkubation bei Raumtemperatur

wurde die Absorption bei 595nm mit dem Photomeggnegssen.

4.12.3 Trennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylaidgelelektrophorese

Die aus Hefezellen extrahierte Proteinlosung wuwde der Elektrophorese mit SDS- und
Mercaptoethanol - haltigem Auftragspuffer versetmt sieben Minuten bei 95°C inkubiert. Bei
dieser Methode werden die Proteine denaturiertuamdSDS Molekilen (Sodium Dodecyl Sulfat)
umhdallt. Die Proteine werden somit in einer Micellédhnelnden Umhillung eingeschlossen.
Dieses Detergenz tiberdeckt die Eigenladung deeifmtso dass eine konstante negative Ladung
pro Masseneinheit entsteht. Die Trennung der Rreteerfolgte in einem SDS-haltigem
diskontinuierlichem Polyacrylamidgel. Dieses bedtans einem 10%igem Trenngel (pH 8,8), das
von einem 5%igem Sammelgel (pH 6,8) Gberschichtetie. Die Elektrophorese erfolgte in einem
Tris/Glycin-Elektrophoresepuffer (0,25M Tris-Basd,92M Glycin, 1% SDS), bei einer

Stromstérke von 20mA pro Gel.

Tabelle 4.13. Zusammensetzung des Trenn- und Sammels

Trenngel 10% Sammelgel 5%

Trenngelpuffer 25 % (v/v) Sammelgelpuffer 50 % (v/v)
(1,5M Tris-Cl pH 8,8; 0,4% SDS) (0,25M Tris-Cl pH 6,8; 0,2% SDS)
Acrylamid 30 % 33% (v/V) Acrylamid 30 % 17 % (vIv)

TEMED 100 pL pro 10nL Gellésung TEMED 100 pL pro 10 mL Gellésung
APS 10 % 5 pL pro 1ML Gellésung APS 10 % 25 pL pro 10 mL Gellésung
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4.12.4 Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Ein Nachweis von Proteinen in PolyacrylamidgelencbuSilberfarbung erfolgte mit dem Silver
Stain Plus Kit von BIORAD, Nachdem eine SDS-Polytmidgelelektrophorese durchgefuhrt
worden war, wurden die Proteine im Gel fixiert. ii@ wurde das Gel fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur in der Fixative Enhancer Losunglgesckt ( 50% Methanol, 10% Essigséure,
10% Fixative Enhancer Konzentrat, 30% deionisievtasser). AnschlielRend wurde das Gel kurz
mit 200ml Wasser gespilt und zweimal mit 200ml Véass0 Minuten gewaschen. Kurz vor
Gebrauch wurde die Farbelbsung vorbereitet. InreiBdenmeyerkolben wurden 2,5ml Silver
Complex Losung, 2,5ml Reduction Moderator Losungn® Image Development Reagenz und
17,5ml deionisiertes Wasser gegeben, sowie in eimmweiten 12,59 N&LO; in 237ml
deionisiertem Wasser gelost. Die beiden Lésungerdevuvereinigt und das Polyacrylamidgel
darin inkubiert, bis die Banden die gewlnschte nsitét erreicht hatten (20 Min.). Um die
Reaktion zu stoppen wurde das Gel in 5% Essiggjagehwenkt.

4.12.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen durcWestern-Blot Analyse
Das Prinzip des Western-Blots ist die Ubertragutey, im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteine, auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Memah (Roche), durch Wanderung in einem
angelegten elektrischen Feld. Dieser Transfer wumte Semi-dry Verfahren mit einem
diskontinuierlichen Puffersystem durchgefihrt. DdaBolyacrylamidgel wurde auf die
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran zwischen zweaden in verschiedenen Puffern getréankten
Whatman-Filterpapiere gelegt (siehe Abbildung).dereStapel wurde zwischen zwei Glaskohle
Elektroden platziert, an die eine Stromstarke vamA (pro Gel) angelegt wurde. Der Westernblot
wurde 60 Minuten bei konstanter Stromstarke durfitige

Kathode -

3 Lagen Whatman-Filterpapier (Blotpuffer 3)

Polyacrylamidgel
PVDF-Membran (Roche) (vorher mit Methanol benetzt )

1 Lage Whatman-Filterpapier (Blotpuffer 2)

2 Lagen Whatman-Filterpapier (Blotpuffer 1)

Anode +
Blotpuffer 1: 300 mM Tris-Base, pH10.4 inQ4ig.
Blotpuffer 2: 25 mM Tris-Base in,Byig
Blotpuffer 3: 40mM DL-Norleucin; 5,2g/l-Aminocapronsaure in j@yq.
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Der Proteintransfer wurde 1 Stunde bei Raumtempehirchgefuhrt. AnschlieRend wurde die
PVDF Membran in PBS-Tween Puffer mit 5% Magermilglpr inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Proteine durch Dekoration mit spezifegtiAntikorpern und anschliefende Enhanced
Chemolumineszenz detektiert. Die PVDF-Membran wufidle 2 Min. mit Ponceau S-L6sung
gefarbt. Anschlielend wurde in Wasser entfarbt dis Proteinbanden erkennbar waren. Die
Membran wurde in PBS-Tween-Milch bei Raumtemperatifarbt und zur Blockierung

unspezifischer Bindestellen Gber Nacht bei 4 °@BS-Tween-Milch inkubiert.

PBS-Tween: 0,1 % Tween, in PBS-Ruff
PBS-Tween-Milch: 5% Magermilchpulver, 0,1% Tween iBOPBS-Puffer

Am nachsten Tag wurden die Proteine durch Dekaratiat spezifischen Antikérpern und

anschlieRende Enhanced Chemolumineszenz detektiert.

Die uber Nacht in PBS-Tween-Milch blockierte Menbraurde in eine Folie eingeschweil3t und
4ml einer PBS-Tween-Milch Losung mit dem PrimaremtiRorper zugegeben. Die Membran
wurde dann 1h auf einem Tischschdttler inkubiertséhlieRend wurde die Membran dreimal mit
PBS-Tween-Milch gespllt und dreimal 10 Minuten iBSTween-Milch gewaschen. Die

Membran wurde weiterhin in 15ml PBS-Tween-Milch ndem Sekundaren Antikérper 1h
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die PVDF-Mearbrin PBS-Tween dreimal gespdilt und
dreimal 10 Minuten gewaschen. AnschlieBend wurderspezifisch gebundenen Antikdrper durch
eine Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar gemaclerfiii wurden zuerst die Lésungen ECL1
und ECL2 frisch hergestellt.

ECL1-L6sung: 10 ml 100 mM TrisHCI pH 8.5 + 144CuLu-Mix (Der Fertig-Mix wurde bei
—20°C zwischengelagert)

[44 pl 90mM Coumarinséaure (in DMSQ),

100 pl 250nM Luminol (in DMSO)]

ECL2-L6sung: 10 ml 100 mM TrisHCI pH 8.5 + 6 u®h-Losung (30%)

Die beiden ECL-L6sungen wurden vereinigt und dienidean fir etwa eine Minute darin
geschwenkt. Anschlieend wurde die Membran zwisawei Plastikfolien zusammen mit einem
Rontgenfilm in eine Rontgenkassette gelegt undFien unterschiedlich lange belichtet. Dieser

Film wurde dann in einer Entwicklermaschine (Optinentwickelt.
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Tabelle 4.13: Antikérper-Verdiinnungen fir die Westen Blot Analyse

Nummer  Antikdrper Spezifitat Ursprung Verdinnung
65 12CA5 anti-HA (monoclonal) Maus 1:250
71 A-14 (9E11) anti-Myc (polyclonal) Kaninchen 1®0
08 Anti- Swi6 Anti-Swi6 (polyclonal) Kaninchen 1:200
172 anti-Mouse-HRP  anti-lgG (Maus) Ziege 1:15000
173 anti-Rabbit-HRP  anti-IgG (Kaninchen) Ziege 0[1[5)

4.13 Funktionsanalytik (Protein-Protein und ProteinrDNA Interaktionen)

4.13.1 Coimmunprazipitation

Um die Zielproteine Uber eine, mit Antikbrpern liae, Affinitatsmatrix isolieren zu kdnnen,
wurden an die Leserahmen Epitoptags angefugt. Audnsosomaler Ebene wurden, durch PCR
amplifizierte Epitoptag-Kassetten, Uber homolog&dRebination in den Leserahmen integriert.

An den RPD3Leserahmen wurden auf chromosomaler Ebene, sech&i einer Sequenz aus
dem Haemaglutinin Protein des Influenza Virus aiigefKnopet al, 1999; Nimanet al, 1983;
Wilson et al, 1984). In derSIN3Leserahmen wurde ein Epitoptag-Modul aus 9 Kopgrer
Sequenz des humanen c-myc Proteins integriert (Ktad, 1999) (Materialien und Methoden).
Die Expression dieser, mit einem Epitoptag versehdfusionsproteine, erfolgte somit weiterhin
unter der Kontrolle des eigenen Promotors mit @eiinichen Expressionsrate.

Fur die Coimmunprazipitation wurden paramagnetischan Mouse IgG Dynabeads®
(Dynaf’Invitrogen) verwendet. Fir die Immunprézipitatiomes Lysates von 60 OD Zellen
wurden 501 Beadsuspension eingesetzt. Die Suspension wunde ein Eppendorf-
Schraubverschlussgefald uberfuhrt und dreimal mit B®A/PBS (5mg/ml) gewaschen. Zum
Festhalten der Beads wurde ein magnetischer Eppigeéiihalter verwendet (MPEE Particle
Concentrator, Dynal Biotech). AnschlieBend wurdea Beads in 50 der Antikorperldsung
aufgenommen. Die Antikbrperkonzentration entspaéhg Antikérper auf 501 Beadsuspension.
Die Antikérper wurden mit den Beads bei 4°C UbeciNauf einem Rotator inkubiert. Au3erdem
wurde eine Ubernachtkultur in YEPD Flissigmediungemetzt. Am nachsten Tag wurde eine
Hauptkultur in 200ml YEPD auf eine Q@ von 0.3 mit den Zellen der Ubernachtkultur angétmp
Bei einer ORyw = 1,1 wurden die Zellen durch Zentrifugation (40pt, 4 min, 4°C) in einer
Heraeus-Kihlzentrifuge mit Ausschwingrotor (644%emtet. Es wurden jeweils 55ml der
Zellsuspension (entspricht 60 OD Zellen) abzengidtt. AnschlieRend wurden sie mit 10 mL
deionisiertem Wasser (4°C) gewaschen und ernewnatifzgiert (4000 rpm, 4 min, 4°C). Dann
wurde das Pellet in 1ml IPP150-Aufschlusspuffert (Rioteaseinhibitoren / 4°C) resuspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen 803 IPP150-Aufschlusspuffer (4°C)

aufgenommen und zusammen mit 250ul Glaspe#&n,b6 mm, mit HCI gewaschen) in ein 2 mL
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Eppendorfgefald tberfihrt. Dann wurden die Zelleshmaaisch durch heftiges Schiitteln auf einem
IKA® Vibrax VXR basic (25 min. 2500 rpm, 4°C) aufgghlossen. Nachdem die Zelltrimmer 20
Minuten bei 13200 rpm (4°C) abzentrifugiert wordearen, wurden 30 des Extraktes mit 15|
SDSh-ME-Auftragepuffer versetzt und 7 min auf 95°C &hi350 | des Rohextraktes wurden mit
50 | Beads versetzt und 2,5-3 Stunden auf dem Roletio°C inkubiert. Die mit den Antikérpern
inkubierten Beads wurden kurz vor der Zugabe zurtexteakt noch dreimal mit BSA/PBS
(5mg/ml) gewaschen. Nach den 2,5-3 Stunden wurdien Biads unter Verwendung des
magnetischen EppendorfgefalRhalters sedimentiertdendExtrakt abgezogen. Die Beads wurden
anschlieBend viermal mit IPP150-Puffer (mit Pro¢gasibitoren: 1x Roche-Complete-
Inhibitormix, Aprotinin 10pg/ml, PMSF 1mM, BenzanmdlmM, Pepstatin A 1ug/ml, Leupeptin
0,5ug/ml) gewaschen. Danach wurde der Puffer mireGilson-Pipette abgezogen und die Beads
nochmal bei 3000rpm 1 Minute bei 4°C zentrifugiemt den restlichen Puffer zu entfernen. Die
Beads wurden dann mit 50SDSh-ME-Auftragepuffer versetzt und 10 Minuten auf 958itzt.
Schlie3lich wurden jeweils 10 auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel elektropheudti

aufgetrennt und ein Western-Blot durchgefiihrt.

4.13.2 Tandem Affinitatsreinigung

Tandem Affinitatsreinigungen wurden mit Modifikatien durchgefihrt, wie beschrieben bei (Puig
et al 2001). Hefe-Stamme wurden in 1000ml YEPD-Flussidim bis zu einer Ofg, von 2,0
kultiviert. Wahrend der logarithmischen Wachstunasgghwurden die Zellen durch Zentrifugation
bei 4500 rpm (15 Minuten, 4°C) geerntet. Die Zelearden einmal mit 25ml sterilem Wasser
gewaschen und nochmals zentrifugiert (4500 rpmMa&uten, 4°C). Anschlielend wurde das
Zellpellet in 25ml HEPES-Aufschlul3-Puffer resuspentdund abzentrifugiert (4500 rpm, 25
Minuten, 4°C). Die Zellen wurden in 5ml HEPES-Auikd3-Puffer aufgenommen und jeweils
750 | dieser Zellsuspension mit 300GlasbeadsA 0,5 mm, mit HCI gewaschen) versetzt und die
Zellen auf einem IKA® Vibrax VXR basic mechanisahfgeschlossen (25 min. 2500 rpm, 4°C).
Nachdem die Extrakte bei 13000rpm 20 Minuten ab#agtert worden waren, wurden die
Uberstande der verschiedenen Ansitze vereinigtmindBM KCI auf eine Konzentration von
0,1mol/L eingestellt. Die Extrakte wurden 90 Mimuteei 35000rpm ultrazentrifugiert (Beckmann-
Ultrazentrifuge L8-60M, 60Ti-Rotor, 4°C).

Der Uberstand wurde in einen praparierten Dialysesch (Servapor, 16mm,MWCO 12kDa-
14kDa; Mit deionisiertem Wasser gesptilt) tberfiunmd gegen 500ml Dialysepuffer (20mM K-
HEPES pH 7,9; 50mM KCI; 0,2mM EDTA,; 0,5mM DTT; 20@lycerol; 0,5mM PMSF; 2mM
Benzamidin) Uber Nacht dialysiert. Die Dialysatersan anschlielend auf 10mM Tris-Cl pH 8,
100mM NaCl und 0,1% NP40 eingestellt (Stammlosundaév Tris pH 8,0; 4M NaCl; 10%

NP40). Hierbei wurde eine Chlorid-Konzentration \&ilmM im Dialysat vorrausgesetzt.
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135 | IgG-Agarosematrix (Sigma) wurden einmal mit IPB1@weimal mit saurem Glycin-Puffer
(100mM Glycin, 150mM NaCl, pH 2,7) und viermal nirP150 gewaschen (jeweils 50®,5
Min. 800rpm). Die aquilibrierte 1IgG-Agarosematrid36 I) wurde mit dem Dialysat versetzt und 2
Stunden bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Di&gatrix wurde danach Uber ein 2,5ml
Saulchen filtriert, dreimal mit 2,5ml IPP100 undreal mit TEV-Cleavage-Puffer gewaschen. Die
Saule wurde verschlossen und mit 25D0EV-Cleavage-Puffer und 3,5 TEV-Protease (35 units)
versetzt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 16°C uratf@d Durchmischung auf dem Thermomixer
wurde das TEV-Eluat aufgefangen und nochmals mit ROEV-Puffer gespllt. Das im TEV-
Eluat vorhandene EDTA wurde durch Zugabe voh0§05M CaC}/100 | TEV-Eluat komplexiert.
135 | Calmodulin(CaM)-Matrix (Stratagene) wurden dudieimaliges Waschen mit Calmodulin-
Binding-Puffer aquilibriert. Die Calmodulin-Beadsumwden mit dem TEV-Eluat 1 Stunde bei 4°C
auf dem Rotator inkubiert. Wiederum wurde auch aligktrix Gber ein 2,5ml S&ulchen filtriert
und viermal mit IPP150 gewaschen. Die Elution detdéine, von der Calmodulin-Matrix, erfolgte
durch EGTA-Elutionspuffer in mehreren Fraktioneew(gils 1001), wobei die erste Fraktion 20
Minuten inkubiert wurde. Die eluierten Proteine dem mit SDS/-Me-Auftragspuffer versetzt, 10
Min. bei 95°C inkubiert und durch eine SDS-PAA Gel¢rophorese, sowie anschliel3enden

Western-Blot analysiert.

4.13.3 Chromatin-Immunprazipitation
Chromatin-Immunprazipitationen wurden mit Modifikaten durchgefuhrt wie beschrieben bei
(Cosmaet al 2001; Strahlet al 1997). Die Rohextrakte wurden aus Zellen von Kdfaren
prapariert, die mit 1% Formaldehyd (Endkonzentrgtioir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert
wurden. Nach Zugabe von 135 mM Glycin und Inkubatior 5 Minuten bei Raumtemperatur,
wurden 55 ml Zellkultur (2.5xT0cells/ml) durch vierminiitige Zentrifugation beiG@pm (4°C)
geerntet.
Die Hefezellen wurden anschlie3end in 2 ml TBS &uf20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl)
resuspendiert und 10 Sekunden bei 13000 rpm alfpeigrt. Dieser Waschschritt wurde viermal
wiederholt um das restliche Formaldehyde zu engferrDanach wurden die Zellen einmal mit 400
| Lysepuffer (50 mM HEPES KOH pH 7.5, 140 mM NaClnM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1%
Deoxycholsaure) gewaschen und das Zellpellet 86°Q in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Zellen wurden in 600 | Lysepuffer (mit Proteaseinhibitoren: 1x Roche-Qete-Inhibitormix,
Aprotinin 10ug/ml, PMSF 1mM, Benzamidin 1mM, PefistaA 1pg/ml, Leupeptin 0,5ug/ml)
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Hefezellen @&liasbeads A£0,5 mm, mit HCI
gewaschen) versetzt und der Zellaufschluf3 auf eitkel® Vibrax VXR basic durchgefuhrt(25
min. 2500 rpm, 4°C). Die Extrakte wurden fiinfmal 80 Sekunden sonifiziert unter Verwendung
eines Bandelin Sonoplus HD2070/SH70G. Zwischerigeitivurden die Proben in einem
Eis/Wasser Gemisch gekuhlt. Die Zelltrimmer wursigéiter durch Zentrifugation entfernt (16.000
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g 5 Minuten, 4°C). Jeweils 400 des Uberstandes wurden mit 30Dynabead$ Pan Mouse IgG
(DynalfInvitrogen; 400000 Beadsd) versetzt und 3 Stunden bei 7°C auf einem Rotatarbiert.

Um die DynabeadsPan Mouse lgGs mit Epitope-Tag spezifischen Amfikén zu beladen,
wurden sie vorher mit 0,059 Antikorper/ | Bead-Suspension fur 15 Stunden bei 7°C auf einem
Rotator inkubiert. Die Antikorper, die in diesem r@matinimmunprazipitationsassay verwendet
wurden, waren anti-myc Antikérper 9E11 (Dianova) endanti-HA Antikorper 12CA5
(Laborpraparat).

Nach dreistiindiger Inkubation der Zellextrakte dgh Dynabeadswurden diese zweimal mit 1ml
Lysepuffer, Hochsalzpuffer (50 mM HEPES KOH pH B80 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton
X-100, 0.1% Deoxycholsaure), Waschpuffer (10 mMsHICI pH 8, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA,
0.5% NP40, 0.5% Deoxycholsaure) und TE-Puffer gehwxs. Die Beads wurden hierbei bei
jedem Waschschritt mit einem Magnethalter (MAE Particle Concentrator, Dynal Biotech)
sedimentiert und der Uberstand mit einer Pipettgeabgen. Die Prazipitate wurden in 5D
Elutionspuffer (50 mM TrisHCI pH 8, 10 mM EDTA, 18DS) bei 65°C fur 10 Minuten eluiert.
Die eluierten Proteine wurden durch eine SDS-PAAlelgktrophorese und anschlielRenden
Western-Blot analysiert.

Um die kovalenten Verknipfungen zwischen der DNA den Proteinen zu Idsen, wurden 120
1%SDS/TE Puffer zu 301 des Uberstandes gegeben und danach fir 16 Stuneie65°C
inkubiert. Die Eluate wurden mit 0.5/ | Proteinase K versetzt und 2 Stunden bei 37°Chigti
Die  coprazipitierte DNA  wurde danach durch zweigali Phenolextraktion
(Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol; 25/24/1) von dPmoteinen getrennt. Die isolierten DNA
Fragmente von Promotorbereichen oder codierendagioan wurden durch Multiplex-PCR
amplifiziert und in einem 2%igem Agarosegel anatsi

Das Standard-PCR Programm fur ChlIP sah wie folgt au

94°C 5 Min.
94°C 1 Min.
57°C 1 Min. 30 Zyklen
72°C 2 Min.
72°C  7Min.

4°C  unbegrenzt

4.13.3.1 Real-Time PCR

Um die prazipitierte DNA aus den Chromatinimmunagptations-Experimenten zu
guantifizieren wurde eine quantitative Real-TimeRP@urchgefihrt. Fur die Real-Time PCR
wurde der Mx3000P Spectrofluorometric Thermal Cyelen STRATAGENE verwendet. Um die
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Template-DNA Konzentration durch gPCR zu bestimma&uarde der Brilliant Il SYBR Green
QPCR Master Mix (Stratagene Catalog #600831) vedeen

Ein gPCR-Ansatz sah wie folgt aus:

In einer 25ul Reaktion wurden 2 pl ChlP-ProbeTamplate eingesetzt.

12,5puL 2x Brilliant I SYBR Green QPCR Master Mix

0,15pL upstream Primer (300nM Endkonzentration)

0,15uL downstream Primer (300nM Endkonzentration)

ad to 25uL Endvolumend

Die PCR-Ansdtze wurden in 96 Well-Plates zusamnmatfiert und nochmals Kkurz
abzentrifugiert.

Zur Quantifizierung der DNA, wurde eine Verdiunnumgjse von genomischer Template-DNA als
Standard verwendet.

Um zwischen der detektierten Floureszenz von sigebién und unspezifischen PCR-Produkten
unterscheiden zu kénnen wurde eine Dissoziationskain das PCR-Programm des qPCR-Assay
angehangt:

Die Analyse der Daten erfolgte mit der MXPYaQPCR Software von Stratagene.

Tabelle 4.11: Quantifizierung von DNA aus ChIP-Elugen durch Real Time PCR

PCR-Programm: (Fur PCR Produkte bis 500bp) Dissoations-Programm:
95°C 10 min.

95°C 45 sec. 95°C 1 Min.

57°C 45 sec. 40 Zyklen 55°C 30 Sek:. Zyhlus
72°C 2 min. 95°C 30 Sek

4.14 Subzellulare Proteinlokalisation

4.14.1 In situ Immunfluoreszenz

Die subzellulare Lokalisation von Proteinen wurdecti indirektein situ Immunfluoreszenz mit
Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern untesisu

Die exponentiell wachsenden oder in einer bestimmaellzyklus Phase arretierten Zellen einer
Hefekultur (ORye=1-1,5) wurden im Verhaltnis 1/10 mit 37%iger Foldedydldsung versetzt und
fur 20 Min. bei Raumtemperatur fixiert. Die Zellewurden zentrifugiert (4000 rpm, 2 Min.,
Raumtemperatur), in Formaldehyd - 0,1 M Kaliumplhmepuffer Puffer (27,8 ml 1 M KPQ,
und 72,2 ml 1 M KHPQ,, ad 1 Liter HO; pH 6,4; 3,7% Formaldehyd)) resuspendiert und tbe

Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde dreimal @it M Kaliumphosphatpuffer gewaschen und
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einmal mit Sorbitolpuffer. AnschlieRend wurden dellen in 0,2 ml Sorbitolpuffer (1,74 g
K,HPQO, und 0,7 g Zitronenséaure Monohydrat, ad 100 niODHpH 5,9) resuspendiert und die
Zellwande durch Zugabe von 5 pl Zymolyase T 100n(Bml Zymolyase in 10% Glucose, bei -
20°C gelagert) und 1 pl Glusulase verdaut (40-60.Miei 30 °C). Die Zellen wurden nach
anschlieBender Zentrifugation (4000 rpm, 2 Min.} ®orbitolpuffer gewaschen und in 100
Sorbitolpuffer resuspendiert. Die Probe konnteeio20°C gelagert werden.

In die Vertiefungen eines Objekttragers wurden jea&5-3 ul 0,1 % Polylysin (400K, Sigma P-
1524) pipettiert. Nach 2 Min. wurde der Objekttndgait destilliertem Wasser gespult und
getrocknet. Danach wurden 5 pl Zellen auf die Eatitungen gegeben, der Uberschuss nach
Min. wieder abgesaugt und der Objekttrager zumefea dann fir 3 Min. in ein -20°C-kaltes
Methanol-Bad und anschlieBend fur genau 10 Sekuimdeim Aceton-Bad (-20°C) gestellt. Nach
dem Verdampfen des Acetons folgte eine 1- bis Bditje Inkubation mit dem ersten Antikorper
(verdunnt in BSA-PBS), wobei jeweils 5 pl Antikorfissung auf die Zellen gegeben wurden. Die
Platte wurde in dieser Zeit feucht und dunkel getagNach dreimaligem Waschen mit BSA-PBS
wurde der sekundéare Antikorper zugegeben und wigeiStunden unter gleichen Bedingungen
inkubiert. Danach wurde viermal mit BSA-PBS (1% BBALx PBS ) gewaschen und dann jeweils
2 pl pd-DAPI (100 mg p-Phenylendiamin in 10 ml PB&t 8.0; 90 ml Glycerin und 0,05 pg/ml
DAPI ) auf die behandelten Einbuchtungen gegebers. Deckglas wurde auf dem Objekttrager

mit farblosem Nagellack fixiert.

Tabelle 4.12: In derin situ Immunfluoreszenz eingesetzte Antikorper

Antikorper Herkunft/Verdiinnung (in BSA/PBS)

9E10 monoklonaler anti-myc-Atikdrper (Hybridomazellkulturiiberstand; Laborprégia aus Maus
Verdiinnung 1:4

12CA5 monoklonaler anti-HAAntikérper (Hybridomazellkulturiberstand; Laborpa#at; aus Maus
Verdiinnung 1:4

YOL34 monoklonaler anti-Tubulin-Antikdrper (aus Ratte)
Verdiinnung 1:80

Cy3 polyklonaler anti-Maus—Antikdrper aus Ziege; sekined Antikdrper
Verrdiinnung 1:100

Alexa 595 polyklonaler anti-Ratte-Antikdrper ; sekundarer Aitper
Verdiinnung 1:100
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4.15 Bestimmung der Zellgrof3e vorsaccharomyces cerevisiae

Die ZellgroRenmessungen wurden mit dem CAS¥lodel TT Cellcounter von Schéarfe Systems,
einem ZellgrélRenanalysator durchgefuhrt. Fir died@nmessung der Hefezellen wurden
entweder asynchrone Kulturen verwendet, deren Zelldch in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden, oder Zellen die durchriion aus einer logarithmisch wachsenden
Kultur isoliert wurden. Zu Beginn wurde die Uberhtultur einer Einzelkolonie fur die weitere
Analyse auf eine Ofg,von 0,3in Flissigmedium angeimpft. Die Zellen wurden b&i-230°C
inkubiert, bis sie eine Qg von 1,3 erreicht hatten. Fir die Messung wurd8r1P Zellen in 7ml
Casy-ton Puffer verdunnt und in ein Messrohrchegegen. Dieser Ansatz wurde 20 Sekunden auf
niedrigster Stufe (10%) mit einem Bandelin Sonoplt2070/SH70G sonifiziert um
Zellaggregationen aufzulésen. AnschlieRend wurdeMissgerat (CASYL Cellcounter) dreimal
jeweils 400! der Losung vermessen. Das Messprinzip beruhtdaufWiderstandmesstechnik.
Hierbei werden die Zellen in der L6sung durch édiapillare gesaugt. Wahrend der Messung wird
uber zwei Platinelektroden eine Spannung an didrelgtgefilite Kapillarstrecke angelegt. Beim
Hindurchtreten der Zellen durch die Kapillare komeg zu einer Widerstandsdnderung im
angelegten elektrischen Feld. Diese Widerstandséndest proportional zur Zellgrof3e und wird
vom Gerdt mit 1x1D Messungen/Sekunde detektiert. Aus den Einzelmessurimprechnet
CASY®1 das Integral des MeRsignals (Pulsflachenanalyda$. Gerét ermittelt die Menge der
vermessenen Zellen und bestimmt ihre GroRRe, die Esrm einer Haufigkeitsverteilung ausgibt.
Angegeben wird der Durchmesser und das VolumerZeken. Es wird sowohl der Durchmesser
bzw. das Volumen angegeben, bei dem die meistdarzgémessen wurden £}, Dmay, als auch
das durchschnittliche Volumenp¥ehschni: Und der durchschnittliche Durchmessey,Bschnii: aller
vermessenen Zellen. Die gemessenen GroRen werden Halufigkeitsverteilung des
Zelldurchmessers in einer Graphik dargestellt. BiAchse gibt den Zelldurchmesser im an

und die Y-Achse die Menge der gemessenen Zellen.
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Abktrzungen

Amp Ampizillin

CBP Calmodulin bindendes Peptid
CDK Cyclin-abhangige Proteinkinase
CDC Cell division cycle

Cdc28 Wichtigste CDK iis. cerevisiae
ChiP Chromatinimmunprazipitation
Cin1-3 G1-Cycline

ColP Coimmunprazipitation

C-terminal Carboxyterminal

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyethyl)-tetragssiure

fl Femtoliter

G418 Geneticin 418

GZE Ganzzellextrakte

HU Hydroxyurea

IP Immunprazipitation

Kan Kanamycin

Noc Nocodazol

ORF Open Reading Frame (Leserahmen)

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase KBttarktion)
Prom Promotor

SIN SWI-independent

STB Sin three binding

TAP Tandem Affinty Purification (Tandem Affini&Reinigung)
TEV Tobacco Etch Virus

UTR Untranscribed Region

Wt Wildtyp
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