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Abstract 

 

Saccharomyces cerevisiae cells control their cell size at a point in late G1 called Start. This work 

describes a negative role for the Sin3/Rpd3 histone deacetylase complex in the regulation of cell 

size at Start.  

Yeast cells must grow to a critical cell size, before they can enter S-Phase, and commit to a new 

cell cycle. In response to cellsize, the Cln3/Cdc28 kinase activates in late G1 the SBF-dependent 

transcription of G1-Cyclins. This work shows, that initiation of G1/S-specific transcription of 

CLN1, CLN2 and PCL1 in a sin3�  strain and a rpd3�  strain occurs at a reduced cell size compared 

with a wild-type strain. In addition, inactivation of the transcriptional regulator SIN3 partially 

suppressed a large cln3�  mutant, causing sin3� cln3�  double mutants to start the cell cycle at wild-

type size. Chromatin immunoprecipitation results demonstrate, that Sin3 and Rpd3 are recruited to 

promoters of SBF (Swi4/Swi6)-regulated genes and reveal that binding of Sin3 to SBF-specific 

promoters is cellcycle-specific regulated. We observe that transcriptional repression of SBF-

dependent genes in early G1 coincides with the recruitment of Sin3 to specific promoters, whereas 

binding of Sin3 is abolished from Swi4/Swi6-regulated promoters when transcription is activated at 

the G1 to S phase transition. Tandem affinity purification uncovered that Sin3 interacts in a 

complex with the SBF-subunits Swi6 and Swi4. Recruitment of Sin3 to SBF-dependent promoters 

is largely dependent on Swi6 and Swi4. The timing of Sin3-recruitment to the G1/S-specific 

promoters is similar to the binding of Stb1 to the same promotors through an interaction with Swi6. 

Immunopreciptation assays provided evidence that Sin3 interacts with the Start-specific activator 

Stb1 from late G1 throughout S phase. The observations indicate that recruitment of Sin3 to the 

G1-Cyclin promoters is not dependent on Stb1. Therefore this work suggests that Stb1 is involved 

in releasing the promotors from Sin3-dependent repression. We propose a model, in which 

repression by Sin3/Rpd3 is also abolished by the interaction with Stb1, through the previously 

described positive  Cln1/Cln2-feedbackloop.  

These results provide evidence, that Sin3 and Rpd3 are directly involved in regulation of G1-

Cyclin Transcription (CLN1, CLN2) and therefore are involved in cell size homeostasis at Start. We 

conclude that the Sin3/Rpd3 histone deacetylase complex helps to prevent premature activation of 

the S phase in daughter cells.  
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Zusammenfassung 

 

Saccharomyces cerevisiae Zellen kontrollieren ihre Zellgröße in der späten G1-Phase bei Start. In 

dieser Arbeit wird eine negative Rolle für den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex bei der 

Regulation der Zellgröße am G1/S-Phaseübergang untersucht. 

Hefen müssen bis zu einer kritischen Zellgröße wachsen, bevor die Cln3/Cdc28 Proteinkinase in 

der späten G1-Phase die SBF-abhängige Transkription der G1-Cycline aktiviert und die Zellen in 

die S-Phase eintreten. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass - im Vergleich zum Wildtyp - die G1/S-

spezifische Transkription von CLN1, CLN2 und PCL1 in einer sin3�  Mutante und einer rpd3�  

Mutante - bei einer reduzierten Zellgröße - erfolgt. Außerdem führt die Inaktivierung des 

Transkriptionsregulators SIN3 zu einer teilweisen Suppression des großen Start-Phänotyps von 

cln3�  Mutanten, und bewirkt, dass sin3� cln3�  Doppelmutanten ihren Zellzyklus bei Wildtypgröße 

starten. Die Ergebnisse von Chromatin-Immunpräzipitationen zeigen, dass Sin3 und Rpd3 an die 

Promotoren von SBF (Swi4/Swi6)-regulierten Genen rekrutiert werden und dass die Bindung an 

SBF-spezifische Promotoren zellzyklusspezifisch reguliert ist. Die Repression der SBF-abhängigen 

Transkription in der frühen G1-Phase korreliert mit der Rekrutierung von Sin3 und Rpd3 spezifisch 

an diese Promotoren. Die Dissoziaton von Sin3 von den Swi4/Swi6-abhängigen Promotoren 

erfolgt, wenn die Transkription am G1/S-Phase Übergang aktiviert wird. Tandem-Affinitäts-

Reinigungen zeigten, dass Sin3 mit den SBF-Untereinheiten Swi4 und Swi6 interagiert. Die 

Rekrutierung von Sin3 an die G1/S-spezifischen Promotoren ist insbesondere abhängig von Swi6 

und Swi4. Das Timing der Sin3-Rekrutierung gleicht dem von Stb1 an die selben Promotoren über 

die Interaktion mit Swi6. Immunpräzipitationen haben gezeigt, dass Sin3 mit dem Start-

spezifischen Aktivator Stb1, von der späten G1-Phase bis hinein in die S-Phase, assoziiert ist. Die 

Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Rekrutierung von Sin3 an die G1-Cyclin Promotoren 

nicht von Stb1 abhängt, vielmehr wird vorgeschlagen, dass Stb1 an der Dissoziation von Sin3 vom 

Promotor beteiligt ist. Die Aufhebung der Sin3/Rpd3-abhängigen Repression erfolgt durch die 

Phosphorylierung von Stb1 über die kürzlich beschriebene positive Feedback-Schleife.  

Diese Arbeit beschreibt ein Modell, in dem der Sin3/Rpd3 Komplex an der Zellgrößenhomeostasis 

bei Start in S. cerevisiae beteiligt ist und eine vorzeitige Aktivierung der S-Phase in Tochterzellen 

verhindert. 
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1. Einleitung 

 

1.2  Grundlagen des Zellzyklus 

 

Die Zellen aller Organismen durchlaufen den Zellteilungszyklus um sich zu vermehren. 

Bei Einzellern führt dies zur Bildung eines neuen Individuums, während bei Metazoen viele 

Zellteilungen notwendig sind, um verschiede Gewebe und Organe zu bilden, aus denen der 

Organismus aufgebaut ist. Der Zellzyklus wird in mehrere verschiede Phasen eingeteilt, G1(Gap1)-

Phase, S(Synthese)-Phase, G2(Gap2)-Phase und M(Mitose)-Phase. Der größte Teil des Zellzyklus 

besteht aus den drei Phasen der Interphase (G1, S, G2) und bereitet die Zelle auf die Kernteilung 

(Mitose) vor. In der G1-Phase erfolgt das Wachstum der Zelle, um durch Verdopplung der 

zellulären Bestandteile die Zellteilung zu ermöglichen. Anschließend erfolgt in der S-Phase die 

Replikation der DNA.  Die M-Phase lässt sich wiederum in verschiedene Phasen unterteilen, die 

allerdings kontinuierlich aufeinander folgen. In der Prophase der Mitose wird das verdoppelte 

Interphasenchromatin zu lichtmikroskopisch sichtbaren Chromosomen kondensiert.  In der 

Prometaphase bildet sich die - aus Mikrotubuli aufgebaute -  Mitosespindel aus. In der Metaphase 

ordnen die vorher gebildeten Kinetochorfasern die Chromosomen in der Äquatorialebene an. 

Während der Anaphase beginnt die Trennung der Schwesterchromatiden und in der Telophase 

erreichen die Chromatiden schließlich die Spindelpole und die Dekondensation der Chromosomen 

beginnt. Am Ende der M-Phase erfolgt dann die eigentliche Trennung von Mutter- und 

Tochterzelle (Cytokinese). 

Es existieren drei Hauptkontrollpunkte, die den koordinierten Ablauf des Zellzyklus kontrollieren. 

Die Entscheidung in einen neuen Zellzyklus einzutreten wird in der G1-Phase am 

"Restrictionpoint" getroffen (Abb.1.1), der mit "Start" in der Sprosshefe Saccharomyces cerevisiae 

vergleichbar ist (Hartwell et al., 1974; Pardee, 1974) (siehe Kapitel 1.2). Die Zelle überprüft hier 

die Zellgröße und die Umweltfaktoren, bevor sie in die S-Phase eintritt. Falls die Bedingungen für 

das erfolgreiche Durchlaufen des Zellzyklus nicht ausreichend sind, geht die Zelle in einen 

Ruhezustand über, die G0-Phase. Da während des Zellzyklus ein kontinuierliches Wachstum 

erfolgt, überprüft die Zelle ebenfalls am G2-Kontrollpunkt ihre Größe sowie die 

Umweltbedingungen und kontrolliert, ob die DNA korrekt repliziert wurde. Obwohl der G1- wie 

auch der G2-Kontrollpunkt in allen Lebewesen vorhanden ist, stellt der G1-

Zellgrößenkontrollpunkt in Saccharomyces cerevisiae und in Mammalia den wichtigeren der 

beiden dar, wohingegen in der Spalthefe  Schizosaccharomyces pombe der G2/M-Kontrollpunkt die 

Größe kontrolliert. Der dritte Kontrollpunkt liegt in der Metaphase. Hier, am Spindel-Checkpoint 

überprüft die Zelle, ob alle Chromosomen an der Spindel angeheftet sind. 
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Abb.1.1 Graphische Darstellung des Zellzyklus und der Cycline sowie der cyclinabhängigen 
Proteinkinasen, die den Zellzyklus in Saccharomyces cerevisiae und in Metazoen regulieren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der eukaryotische Zellteilungszyklus wird auf vielen verschieden Ebenen kontrolliert, wie 

etwa der Aktivierung und Repression der Transkription, sowie der posttranslationalen 

Proteinmodifikation und auch auf der Ebene der Proteinstabilität. Der Zellzyklus wird in allen 

Spezies durch die zyklische Aktivierung von Cyclin-abhängigen Proteinkinasen (CDK) reguliert 

(Hartwell, 1974; Hartwell et al., 1974; Nasmyth und Reed, 1980). Wie der Name bereits impliziert, 

beruht die zellzyklusspezifische Regulation der CDK-Aktivität auf der Assoziation mit den 

periodisch exprimierten Cyclinen. Die CDK´s sind ATP-abhängige Serin- und Threonin-Kinasen 

und katalysieren - durch Phosphorylierung von S/T-P Motiven verschiedener Substrate - den 

koordinierten Ablauf der verschiedenen Zellzyklusphasen. In tierischen und pflanzlichen Zellen 

wurden viele verschiedene CDK´s identifiziert, welche die Zellzyklusübergänge regulieren. In 

tierischen Zellen wurden die Cyclin-abhängigen Kinasen CDK1-7 identifiziert, wohingegen in 

Pflanzen CDKA bis CDKE identifiziert wurden, wobei CDKA und CDKB die wichtigen 

Regulatoren des pflanzlichen Zellzyklus sind. In Säugetieren sind CDK2, CDK4 und CDK6 

erforderlich für den koordinierten Ablauf der G1-Phase (Abb.1.1), wohingegen in Pflanzen die 

CDKA Proteinkinase den Übergang von der G1- zur S-Phase kontrolliert.  

Im Gegensatz dazu katalysiert in Saccharomyces cerevisiae nur eine CDK (Cdc28) die wichtigsten 

Zellzyklusprozesse, wobei aber auch hier noch vier weitere, untergeordnetere CDK´s identifiziert 
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wurden (Pho85, Kin28, Ssn3 und Ctk1). Zum Beispiel ist die nicht essentielle CDK Pho85 

ebenfalls mit einigen Cyclinen (Pcl1 - Pcl10) assoziiert und spielt ebenfalls eine Rolle in der 

Regulation von Start. Die verschiedenen CDK´s der Eukaryoten lassen sich anhand der 

Aminosäuresequenz PSTAIRE in ihrer Cyclin-bindenden Domäne charakterisieren. CDK1 

(Mammalia) und CDKA (Planta) besitzen hier die gleiche Sequenz wie Cdc2 (S. pombe) und 

Cdc28 (S. cerevisiae), wohingegen die anderen CDK´s verschiedene PSTAIRE Variationen 

aufweisen. 

Die  Aktivierung der CDK´s erfordert die Bindung von zellzyklusspezifisch exprimierten 

Cyclinen, sowie eine aktivierende Phosphorylierung (Tabelle 1) (Arellano und Moreno, 1997; 

Sherr, 1993; Solomon et al., 1992). Alle Cycline besitzen ein ähnliches Strukturmotiv - die 

"Cyclin-Box" - welche für die Interaktion und Aktivierung des CDK-Partners erforderlich ist. 

Sowohl die Cyclin-Bindung wie auch die Phosphorylierung von Threonin 160 der CDK (T169 in 

Cdc28), führen zur Konformationsänderung des CDK-eigenen T-Loops und zur Freigabe der 

Substrat-Bindungs-Region (Desai et al., 1992; Ducommun et al., 1991; Solomon et al., 1992).  

Die Cycline von Saccharomyces cerevisiae, die mit der Cdc28 Kinase assoziiert sind 

wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Die G1-Cycline Cln1, Cln2 und Cln3, sowie die B-Typ Cycline 

Clb1 - Clb6 (Nasmyth, 1993a) (Tabelle 1). Die G1-Cycline regulieren die Ereignisse, die die G1-

Phase und den Übergang zur S-Phase kennzeichnen (s. Kapitel 1.3) (Dirick et al., 1995; Dirick und 

Nasmyth, 1991; Skotheim et al., 2008). Die Hauptfunktion der S-Phase Cycline Clb5 und Clb6 ist 

die Initiation der DNA-Replikation, sowie die negative Regulation der Cln1,2/Cdc28 Aktivität und 

die Verhinderung der Reinitiation der Replikation (siehe Kapitel 1.3) (Basco et al., 1995; Epstein 

und Cross, 1992; Schwob et al., 1994; Schwob und Nasmyth, 1993). In der S-Phase erfolgt die 

Expression der B-Typ Cycline Clb3 und Clb4, sowie in G2 die der Cycline Clb1 und Clb2. Die B-

Typ Cycline sind genetisch redundant und haben überlappende Funktionen. Zellen, deren CLB1-4 

Gene deletiert wurden, replizieren ihre DNA, jedoch bilden sie keine Mitosespindel und arretieren 

in G2. In mitotischen Zellen ist die Clb2/Cdc28 Proteinkinase die wichtigste (Grandin und Reed, 

1993). Clb2 ist ein negativer Regulator der SBF-spezifischen Transkription und spielt eine Rolle in 

der Elongation der Mitosespindel (Amon et al., 1993; Rahal und Amon, 2008). 

Die Inaktivierung der CDK´s erfolgt durch Assoziation mit den inhibitorischen CKI-Proteinen 

(Cyclin-dependent-Kinase Inhibitor) (Cross et al., 2007; Mendenhall, 1993; Serrano et al., 1993). 

Zum Beispiel inhibiert - in Abhängigkeit vom Pheromon Alpha-Faktor - der CDK-Inhibitor Far1 

die Cln/Cdc28 Aktivität und bewirkt einen Zellzyklusarrest in G1(Chang und Herskowitz, 1992). 

Der Übergang von der G1- zur S-Phase wird von der CKI Sic1 kontrolliert, welche die S-Phase 

spezifische Proteinkinase Aktivität (Clb5/Cdc28, Clb6(Cdc28) inhibiert, bis Sic1 selbst von 

Cln/CDK´s phosphoryliert wird und durch ubiquitin-abhängige Proteolyse abgebaut wird (Cross et 

al., 2007; Mendenhall, 1993; Schwob et al., 1994). 
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Tabelle 1. CDK´s, Cycline und CKI´s von Saccharomyces cerevisiae 

Kategorie Genprodukt Funktion Expression 

    

Cdc28 Wichtigste CDK, verantwortlich für die Regulation aller 
Zellzyklusphasen. 
 

Während des gesamten 
Zellzyklus 
 

CDK 
 

Pho85 Involviert in die Regulation von Start.   

Cln3 Schlüsselregulator von Start. Initiiert die Transkription von 

CLN1 und CLN2 am G1/S-Phaseübergang. Vermittelt die 

Zellgrößenkontrolle.  

Während des gesamten 

Zellzyklus 

Cln1, Cln2 Stimuliert Inaktivierung und Abbau von Sic1. Initiiert 

Knospen-Bildung und Spindelpolkörper-Duplikation. 

Unterdrückt den Pheromon-induzierten Zellzyklusarrest. 

Bestandteil des positiven Feedback-Schleife 

Späte G1-S Phase 
 

Clb5, Clb6 Initiieren die DNA-Replikation. 
 

Späte G1-S Phase 
 

Clb3, Clb4 Essentiell für die Mitose. Regulieren den Aufbau der 

Mitosespindel. 

S-M Phase 

Cyclin 
 

Clb1, Clb2 Fördert die Elongation der Mitosespindel. Negativer Regulator 

der SBF-abhängigen Transkription.  

G2-M Phase 

Sic1 Inhibitor der Clb5,6/Cdc28 Kinasen. Wird bei G1/S durch 

Cln/Cdc28 Komplexe inaktiviert. 

G1-Phase 

CKI 
Far1 Inhibitor von Cln/Cdc28 Kinase-Komplexen. Vermittelt den 

Pheromon-induzierten Zellzyklusarrest in G1. 

M/G1-Phase 
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1.2  Regulation der Zellgröße 

 

„In dieser Gemütsstimmung konnte ich es nicht unterlassen an Lilliput zu denken, wo die 

Einwohner mich als das größte Naturwunder bestaunten, das jemals in der Welt erschienen sei; 

(….) Sicherlich ist die Behauptung der Philosophen, groß und klein seien nur Begriffe, die sich 

durch Vergleichungen ergeben, vollkommen wahr. Das Schicksal kann vielleicht die Lilliputer 

irgendein Land auffinden lassen, wo die Menschen hinsichtlich  ihrer ebenso winzig sind, wie sie 

im Vergleich mit mir.“ 1 

Es existiert eine große Variabilität in der Größe und Form der Tiere und Pflanzen auf 

unserem Planeten. Daher stellt sich die Frage, welche Mechanismen die endgültige Größe von 

mehrzelligen Organismen und ihren Organen regulieren. Die Untersuchungen von einigen 

Pflanzen- und Tierarten zeigen, dass Organismen und ihre Organe wachsen, bis sie die für ihre Art 

spezifische Größe und Form erreicht haben. Es scheint einen Mechanismus zu geben der diese 

Größe überwacht und aufrecht erhält. Bei Metazoen scheint dieser Mechanismus sowohl die 

Zellanzahl wie auch die Zellgröße zu regulieren (Beemster et al., 2003; Conlon und Raff, 1999; 

Stocker und Hafen, 2000). Wie aber die Zellteilung und die Zellexpansion während des 

Organwachstums und der Organentwicklung reguliert und miteinander abgestimmt werden, ist 

immer noch nicht aufgeklärt und Gegenstand aktueller Untersuchungen. Experimente, bei denen 

die Zellgröße oder die Zellanzahl verändert wurden, zeigten, dass  diese Effekte kompensiert 

wurden, um eine konstante Organ- bzw. Organismusgröße aufrecht zu erhalten (Jones et al., 1998; 

Neufeld et al., 1998). Bei einer Veränderung der Zellgröße, reagierte der Organismus mit einer 

Veränderung der Zellanzahl (Jones et al., 1998) und bei einer experimentell veränderten 

Zellanzahl, erfolgte die Kompensation durch eine Veränderung der Zellgröße (Neufeld et al., 1998; 

Qi und John, 2007). 

Die Zellgrößenkontrolle ist ein fundamentales Merkmal aller uni- und multizellulären Organismen. 

Um eine konstante Zellgröße aufrechtzuerhalten, koordinieren eukaryotische Zellen ihr 

Größenwachstum mit der Zellteilung. Die Zellgrößenhomöostase ist ein Schlüsselmechanismus des 

Zellzyklus, der bereits seit einigen Jahrzehnten untersucht wird. Allerdings wurden die 

molekularen Netzwerke, welche für die Zellgrößenhomöostase verantwortlich sind, immer noch 

nicht vollständig aufgeklärt.  

Grundlegende zellbiologische Untersuchungen zeigten, dass das Überschreiten eines 

Kontrollpunktes - in der G1-Phase des Zellzyklus - der Schritt ist, welcher die Zellgröße 

kontrolliert (Hartwell et al., 1974; Pardee, 1974). Dieses Ereignis ist notwendig, um einen neuen 

Zellzyklus zu initiieren. In tierischen und menschlichen Zellen wurde dieses, das Größenwachstum 

                                                 
      1 Zitiert aus: „Gullivers Reisen“ Jonathan Swift, Diogenes Verlag, 1993, S.138 
                (Travels into several remote nations of the world, London 1726) 
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kontrollierende Ereignis, als der "Restriction Point - (R)" des Zellzyklus definiert, an dem die 

Zellen nicht weiter abhängig von Wachstumsfaktoren (Growth Factors - "GF") sind (Pardee, 1974, 

1989; Pardee et al., 1978). Während der G1-Phase, vor dem Restriction Point des Zellzyklus, sind 

die Säugetierzellen abhängig von einer ausreichenden Versorgung mit Nährstoffen, 

Wachstumsfaktoren und von der Akkumulation eines "R-Proteins" (Blagosklonny und Pardee, 

2002; Pardee, 1974; Rossow et al., 1979). 

Von eukaryotischen Einzellern wie Saccharomyces cerevisiae (Hartwell et al., 1974; 

Hartwell et al., 1970), Schizosaccharomyces pombe (Fantes, 1977; Nurse, 1975) und 

Chlamydomonas reinhardii (Donnan und John, 1983; Oldenhof et al., 2007) konnte gezeigt 

werden, dass sie eine „kritische Zellgröße“ erreichen müssen, um einen neuen Zellteilungszyklus 

beginnen zu können. Da Saccharomyces cerevisiae Zellen eine asymmetrische Zellteilung 

vollziehen, endet ein jeder Zellzyklus in der Bildung einer großen Mutterzelle und einer kleineren 

Tochterzelle. Wenn sich Mutter- und Tochterzelle trennen, verbringen beide einen unterschiedlich 

langen Zeitraum in der G1-Phase bis sie einen neuen Zellteilungszyklus beginnen, wobei die 

Tochterzellen hierfür die kritische Zellgröße erreichen müssen, welche von den Mutterzellen 

bereits erreicht wurde (Hartwell und Unger, 1977; Jagadish und Carter, 1977; Johnston et al., 

1977). Die Koordination des Zellwachstums mit der Zellteilung erfolgt in der Bäckerhefe 

Saccharomyces cerevisiae bei „Start“, dem Kontrollpunkt in der späten G1-Phase des Zellzyklus 

(Hartwell, 1974; Hartwell und Unger, 1977). Hierbei werden an diesem Kontrollpunkt viele 

Parameter überprüft, wie das ausreichende Nährstoffangebot,  das Wachstum bis zu einer kritischen 

Zellgröße und die Abwesenheit des Alpha-Faktor-Pheromons. Das Überschreiten von Start ist 

gekennzeichnet durch die Prozesse, die durch das CDC28 Gen-Produkt vermittelt werden und 

zeichnet sich durch eine Resistenz gegenüber dem Alpha- Faktor Pheromon aus (Cross, 1995; 

Hartwell et al., 1974; Johnston et al., 1977).  

Es existieren zwei verschiedene Sorten von Mutanten, die die Zellgrößenhomöostase von 

der Zellzyklusregulation entkoppeln können (Johnston et al., 1977). Die Isolierung von 

temperatursensitiven Zellteilungszyklusmutanten (cdc – „cell division cycle) brachte die 

Möglichkeit, den Zellyklus zu blockieren ohne das Zellwachstum zu beeinflussen (Hartwell et al., 

1970; Reed, 1980). Diese cdc Mutanten halten ihren Zellzyklus in einer spezifischen Phase an, 

setzen ihr Wachstum aber fort und akkumulieren ihr Zellvolumen weiterhin bis zu einer abnormal 

großen Größe (Hartwell et al., 1973). 

Mutationen, die den Zellzyklus im Vergleich zum Wachstum hingegen beschleunigen oder 

verlangsamen, führen dazu, dass die Zellen eine geringere oder größere durchschnittliche Zellgröße 

aufweisen. Nachdem zuerst die wee1 Mutante von Schizosaccharomyces pombe identifiziert wurde, 

die die Mitose bei einer reduzierten Zellgröße initiierte (Fantes und Nurse, 1978; Nurse, 1975; 

Nurse et al., 1976; Thuriaux et al., 1978),  konnten später auch in Saccharomyces cerevisiae 

ebensolche Mutantenallele isoliert werden (Carter und Sudbery, 1980; Sudbery et al., 1980). Wee1 
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inhibiert durch Phosphorylierung die Cdk1 (engl. cyclin dependent kinase) der Spalthefe (CDC2 in 

S. pombe und CDC28 in S. cerevisiae), so dass eine Inaktivierung von wee1 zu einer Teilung der 

Zellen bei einer reduzierten Größe führt. Die Koordination des Größenwachstums mit der 

Zellteilung erfolgt in Schizossacharomyces pombe hauptsächlich bei dem Kontrollpunkt am G2/M-

Phase Übergang, wobei in Saccharomyces cerevisiae der Hauptkontrollpunkt am G1/S-Phase 

Übergang des Zellzyklus liegt.  

In Saccharomyces cerevisiae wurde später das hypermorphe WHI1-1 (CLN3-1) Allel  identifiziert, 

das eine abnormal kleine Zellgröße hervorruft, da es für ein hyperstabiles Cln3 Protein codiert  

(Abb.1.2.A) (Nash et al., 1988). Dieses Cyclin-Protein ist ein wichtiger Regulator für die 

Koordination der Zellgröße mit dem Zellzyklus am G1/S-Phase Übergang (Polymenis und 

Schmidt, 1997; Tyers et al., 1993).  

Später untersuchten Jorgensen et al. (Jorgensen et al., 2002) eine Saccharomyces cerevisiae 

Mutanten-Kollektion und fanden 500 haploide Mutantenstämme, die sowohl eine abnormal kleine 

Zellgröße (whi Mutanten), als auch eine abnormal große Zellgröße (lge Mutanten) zeigten. Unter 

den identifizierten Mutanten mit einer abnormal großen Zellgröße (lge), waren die bekannten Start-

Regulatoren des Zellzyklus (cln3� , swi4� , swi6�  und bck2� ). Dies bestätigte, dass jedes Ereignis, 

das den koordinierten Zellzyklusverlauf stört - ohne das Wachstum zu beeinflussen - zu einer 

abnormal großen Zellgröße führt. Neben diesen bekannten Zellzyklus-Regulatoren, deren Deletion 

zu einer abnormalen Vergrößerung der Zellen führt, wurden auch weitere lge Mutationen 

identifiziert, die verschiedene andere Prozesse beeinflussen und somit den Verlauf des Zellzyklus 

auch indirekt stören. Hierzu gehörten Bestandteile des Cytoskeletts, der Translationsmaschinerie 

und verschiedene Regulatoren der RNA-Polymerase II. 

Zu den identifizierten whi Mutanten, die die durchschnittliche Zellgröße einer Kultur reduzierten, 

gehörten whi5� , cdh1� , sfp1� , sch9�  (Jorgensen et al., 2002). Whi5 ist ein Repressor der Aktivität 

des SBF-Transkriptionsfaktorkomplexes und inaktiviert direkt die Transkripition der G1-Cycline 

(Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004; Jorgensen et al., 2002). CDH1 codiert für einen 

Substrat-Rekrutierungsfaktor des "Anaphase Promoting Complex" (APC) und fördert 

wahrscheinlich die Proteolyse von Start-Regulatoren. Zu den potentesten Zellgrößenregulatoren 

gehören SFP1 und SCH9, die als Aktivatoren der Ribosomenbiogenese identifiziert wurden und die 

in Abhängigkeit von der Nährstoffversorgung die Transkription ribosomaler Gene regulieren 

(Jorgensen et al., 2002; Jorgensen et al., 2004). In Abhängigkeit von der Kohlenstoffquelle 

reguliert der Ras/PKA- und TOR-Pathway den Schwellenwert der kritischen Zellgröße ("critical 

cell size threshold") über die Beeinflussung der Ribosomensynthese durch Sfp1 und Sch9 (Tokiwa 

et al., 1994). Der TOR-Pathway kontrolliert das Wachstum im Verhältnis zur Nährstoffversorgung 

in Hefe und auch in mehrzelligen Lebewesen wie Säugetieren, wobei in Metazoen auch 

Wachstumsfakotren (Growth Factors) eine große Rolle spielen, da die Nährstoffversorgung hier - 

auf Grund der physiologischen Bedingungen - relativ konstant bleibt.  
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1.3  Zellzyklusspezifische Ereignisse am G1/S-Phase Übergang in S. cerevisiae 
 

Das Erreichen einer kritischen Zellgröße bei Start, stellt sicher, dass die Saccharomyces 

cerevisiae Zellen genügend Ressourcen für die Replikation des Genoms und die anschließende 

Cytokinese besitzen. Limitierte Versorgung von Zellen mit Nährstoffen oder die Inhibierung ihrer 

Proteinsynthese führt zu einem verlangsamten Wachstum und daher zu einem verlängerten 

Aufenthalt in der G1 Phase (Abb.1.2). G1-spezifische Ereignisse koordinieren somit das Wachstum 

mit der Zellteilung (Pardee, 1989). Der konzertierte Ablauf dieser Ereignisse ist nötig, um der Zelle 

den Eintritt in den Zellzyklus bei Start zu ermöglichen. Die Aktivierung von Start ist Abhängig 

vom Wachstum bis zur kritischen Zellgröße. Die Zellgröße wird von der Hefezelle wahrscheinlich 

durch die Bestimmung der Gesamttranslationsrate überwacht. Der Größen-Indikator ist vermutlich 

das G1-Cyclin Cln3 (Polymenis und Schmidt, 1999), das den Eintritt in die S-Phase auslöst.  

Jedoch sind die Prozesse, welche die Signale über Zellgröße, Wachstum und Nährstoffversorgung 

integrieren noch nicht vollständig aufgeklärt. Modelle schlagen vor, dass die 

Gesamttranslationsrate durch die Cln3 Konzentration im Kern integriert wird. Cln3 ist ein 

instabiles Protein, dessen Konzentration in der Zelle nur äußerst geringen Schwankungen während 

des Zellzyklus unterliegt (Tyers et al., 1993) (Abb.1.3). Da aber die Zelle wächst und damit die 

Cln3 Menge zunimmt, steigt die Konzentration des kernlokalisierten Cln3 an. Die ansteigende Cln3 

Menge könnte hierbei gegen die feste Zahl der SBF-Bindungsstellen titriert werden und so die 

Zellgröße kontrollieren (Wang et al., 2009). Unterschiede in der Cln3 Expression oder 

Proteinstabilität haben dramatische Auswirkungen auf die Zellgröße beim Start des Zellzyklus 

(Tyers et al., 1993). Eine cln3�  Mutante besitzt deutliche Probleme bei der Zellgrößenkontrolle 

und produziert große Zellen (Abb.1.2). 

Abb.1.2 Zellzykluskontrolle und Zellgrößenkontrolle in Saccharomyces cerevisiae. 
Im Vergleich zu Zellen, die in Vollmedium kultiviert werden, ist der Zellgrößenschwellenwert von Zellen in 
Mangelmedium reduziert und die G1-Phase verlängert. Die Deletion von CLN3 führt dazu, dass die Zellen 
Start bei einer höheren Zellgröße überschreiten als der Wildtyp und die G1-Phase verlängert ist. Im Gegensatz 
dazu, bewirkt die Überexpression eines stabilisierten CLN3-1 Allels die Verkürzung der G1-Phase, da die 
Zellen bei einer reduzierten Zellgröße Start überschreiten. 
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Nachdem die Hefen die kritische Zellgröße erreicht haben, ist der erste Schritt in der späten 

G1-Phase ist die Aktivierung der Transkription der G1-Cycline (CLN1, CLN2) durch die 

Cdc28/Cln3 Proteinkinase (Cross, 1995; Dirick et al., 1995; Nash et al., 1988; Polymenis und 

Schmidt, 1997; Tyers et al., 1993) (Abb.1.3). Diesem folgt anschließend die Bildung der Knospe, 

die Replikation der DNA und die Verdopplung der Spindelpolkörper (Cross, 1995; Mendenhall 

und Hodge, 1998; Nash et al., 1988; Tyers et al., 1993). Die zellzyklusspezifische Expression der 

instabilen Cyclin-Proteine am G1/S Phase Übergang vermittelt den Eintritt in den Zellzyklus 

(Cross, 1988; Koch et al., 1996; Nash et al., 1988; Tyers et al., 1993). Die instabilen G1-Cyclin-

Proteine (Cln1, Cln2 und Cln3) aktivieren als regulatorische Untereinheiten eines Cyclin/CDK 

Proteinkomplexes die Cyclin abhängige Proteinkinase (CDK) (Futcher, 1991). In der Bäckerhefe 

Saccharomyces cerevisiae reguliert Cdc28 (CDK1) - als einzige CDK - den Zellzyklus indem sie 

mit vielen verschieden Cyclinen, während unterschiedlicher Zellzyklusphasen, interagiert 

(Abb.1.4) (Dirick et al., 1995; Futcher, 1991; Mendenhall und Hodge, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Expression der G1-Cycline Cln1/2 und deren Assoziation mit der Cdc28 Kinase (Futcher, 

1991) ist verantwortlich für die drei prominenten Ereignisse die Start kennzeichnen: � -Faktor-

Resistenz, Budding2, Verdopplung der Spindelpolkörper und die Aktivierung der gleichzeitig 

exprimierten Cycline Clb5 und Clb6 (Tyers et al., 1993) (Abb.1.3; Abb.1.4). Die beiden B-Typ 

Cycline Clb5/6 sind erforderlich für die Replikation der DNA und somit für die Initiation der S-

Phase (Epstein und Cross, 1992; Schwob et al., 1994; Schwob und Nasmyth, 1993). Clb5 und Clb6 

besitzen ebenso wie Cln1/2 ihr Expressionsmaximum in G1/S. Die beiden Clb/Cdc28 

Kinasekomplexe werden aber durch den Inhibitor Sic1 in einem inaktiven Zustand gehalten bis 

                                                 
2 Bildung einer Knospe (Bud) 

Abb.1.3 Zellzyklusspezifische Expression der Cycline.  
Die Expression von CLN3  ist während des Zellzyklus relativ konstant und zeigt nur einen geringen Anstieg 
in der G1 Phase. Die G1-Cyclin Gene CLN1 und CLN2 werden nur während eines relativ kurzen Zeitraumes 
am G1/S Phase Übergang des Zellzyklus exprimiert, zeitgleich mit den B-Typ Cyclinen CLB5/6. 
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Cln1/Cdc28 und Cln2/Cdc28 Aktivität auftritt (Mendenhall, 1993; Schwob et al., 1994). Sic1 wird 

dann durch die Cln/Cdc28 Kinasekomplexe phosphoryliert, was die Ubiquitinierung und den 

proteolytischen Abbau von Sic1 einleitet (Verma et al., 1997) (Abb. 1.4). 

 

SBF und MBF-abhängige Transkription 

Die Promotoren der G1-Cycline CLN1, CLN2 und PCL1 sowie des HO Endonuklease 

Gens sind gekennzeichnet durch das Vorhandensein von spezifischen Sequenzmotiven, die als SCB 

Elemente bezeichnet werden (Swi4/6-dependent cell cycle box – CACGAAA) (Harrington und 

Andrews, 1996; Iyer et al., 2001; Lowndes und Johnston, 1992; Pizzagalli et al., 1988). Die 

Transkription dieser Gene ist abhängig von der Aktivität des heterodimeren 

Transkriptionsfaktorkomplexes SBF, der aus der regulatorischen Untereinheit Swi6 sowie dem 

DNA bindenden Protein Swi4 zusammensetzt ist (Koch et al., 1996; Nasmyth und Dirick, 1991; 

Ogas et al., 1991). Der sequenzspezifische SBF-Komplex reguliert die Transkription der G1-

Cycline und von Genen, die an der Knospen-Bildung beteiligt sind (Igual et al., 1997; Iyer et al., 

2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1.4 Schematische Darstellung der Start-spezifischen Regulation der Transkription von G1-
Cyclinen.  
Die durch die Assoziation mit Cln3 aktivierte Cdc28 Proteinkinase reguliert in Abhängigkeit von der 
Zellgröße, die Aktivität des durch Whi5 inhibierten SBF (Swi4/Swi6) Komplexes. Phosphorylierung von 
Whi5 führt zu dessen Dissoziation von SBF und seinem Export aus dem Nukleus. Der aktivierte SBF 
Komplex initiiert die Transkription der CLN Cycline. Dies korreliert mit dem Budding und der Duplikation 
der Spindelpolkörper. Cln1/2 phosphorylieren den Clb5/6 Inhibitor Sic1, der anschließend proteolytisch 
abgebaut wird. Die aktiven Clb/Cdc28 Komplexe aktivieren nun die für die DNA-Replikation notwendigen 
Gene und initieren die S-Phase. 
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Die Transkription der B-Typ Cycline Clb5/6 und weiterer an der DNA-Replikation beteiligter Gene 

(POL1, RNR1, TMP1), wird durch MBF, als dem zweiten G1/S spezifischen 

Transkriptionsfaktorkomplex, reguliert. Dieser Komplex besteht ebenfalls aus der regulatorischen 

Swi6 Untereinheit, die über eine Interaktion mit dem Mbp1 Protein an MCB Promotorelemente 

(MluI cell cycle box – ACGCGTNA) rekrutiert wird (Andrews und Herskowitz, 1989b; Koch et 

al., 1993). Swi6 besitzt keine DNA-bindende Domäne und ist nur im Komplex mit Swi4 oder 

Mbp1 mit den Promotoren assoziiert (Harrington und Andrews, 1996; Koch et al., 1993; Primig et 

al., 1992; Sidorova und Breeden, 1993). Die Bildung der Swi4/Swi6 und Mbp1/Swi6 Komplexe 

erfolgt durch Interaktion der Proteine über ihren C-Terminus (Andrews und Moore, 1992; Koch et 

al., 1993; Primig et al., 1992; Sidorova und Breeden, 1993; Siegmund und Nasmyth, 1996). Swi4 

und Swi6 besitzen in ihrem zentralen Bereich mehrere "Ankyrin-(TPLH)-Repeats", die vermutlich 

für Protein-Protein Interaktionen, jedoch nicht für die SBF-Komplexbildung verantwortlich sind 

(Andrews und Herskowitz, 1989a, b; Bork, 1993; Sedgwick et al., 1998). 

Diese Ankyrin-Motive bestehen aus Tandem Repeats von � -Helices sowie � -Hairpins und besitzen 

TPLH-Konsensus-Sequenzen, die die Struktur der Repeats definieren (Mosavi et al., 2004). 

Außerdem besitzt Swi6 ein Leucin-Zipper-Motiv, dessen Funktion noch nicht aufgeklärt wurde und 

das scheinbar für die Interaktion zwischen Swi6 und Swi4 nicht erforderlich ist (Sidorova und 

Breeden, 1993).  

Etwa 13 Prozent aller Hefe-Gene sind zellzyklusreguliert (Spellman et al., 1998), davon sind über 

200 Gene G1-spezifisch reguliert und stellen potentielle Zielgene der beiden 

Transkriptionsfaktorkomplexe SBF und MBF dar (Cho et al., 1998; Iyer et al., 2001; Spellman et 

al., 1998). Die Analyse von genomischen Bindungsstellen von SBF und MBF durch DNA-

Microarray Untersuchungen von Chromatin-Immunpräzipitaten zeigte, dass Swi4 mit etwa 160 

Genen assoziiert ist (Iyer et al., 2001). Die meisten SBF-regulierten Gene sind an der Knospen-

Bildung sowie der Membran- und Zellwandsynthese beteiligt, wohingegen MBF-spezifische Gene 

hauptsächlich die Replikation regulieren (Igual et al., 1997; Iyer et al., 2001). Die Aktivierung 

dieser beiden heterodimeren Komplexe erfordert die Anwesenheit eines aktiven Cln3/Cdc28 

Komplexes (Dirick et al., 1995), wobei in einer cln3�  Mutante auch die Cln1/Cdc28 und 

Cln2/Cdc28 Kinasen die G1/S-spezifische Transkription aktivieren können (Dirick und Nasmyth, 

1991; Skotheim et al., 2008). 

Die Cln1/Cdc28 und Cln2/Cdc28 Kinasen sind Bestandteil einer positiven Feedbackschleife für 

ihre eigene Expression und aktivieren ebenfalls die SBF-Komplexe über die Cln/CDK-abhängige 

Inaktivierung des Repressors Whi5  (Bean et al., 2006; Cross und Tinkelenberg, 1991; Dirick und 

Nasmyth, 1991; Pomerening, 2009; Skotheim et al., 2008)  Diese Cln1- und Cln2-abhängige 

Feedback-Schleife macht die - durch Cln3 initiierte - Aktivierung der G1-Cyclin-Gene zu einer 

präzisen "Alles oder Nichts Entscheidung" und bewirkt die kohärente Expression der G1/S-

spezifischen Gene (Skotheim et al., 2008). Die CLN1 und CLN2 Transkription ist für den 
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unumkehrbaren Eintritt in den Zellzyklus von besonderer Bedeutung. Dies wird durch die 

Beobachtung bestätigt, dass es bei ektopischer Expression von CLN1/2 zu einem frühen Eintreten 

der Zellen in die S-Phase kommt (Dirick et al., 1995; Tyers et al., 1993). Die Inaktivierung von 

SWI4 führt daher auch zu einem Defekt der Start-spezifischen Transkription, wodurch die Zellen 

eine abnormal erhöhte Zellgröße aufweisen und Probleme in ihrer Morphogenese zeigen (Nasmyth 

und Dirick, 1991; Ogas et al., 1991; Stern et al., 1984). In der frühen G1-Phase ist der SBF-

Komplex bereits an den Promotor gebunden, aktiviert jedoch nicht die G1/S spezifische 

Transkription (Harrington und Andrews, 1996; Koch et al., 1996). 

Der Repressor Whi5 ist in der G1-Phase mit dem Swi4/Swi6 Komplex assoziiert und inaktiviert die 

G1/S spezifischen Transkription. Wobei noch nicht aufgeklärt ist, wie Whi5 seine Repressor-

Funktion vermittelt (Abb.1.2.C). In der späten G1-Phase wird Whi5 von Cln3/Cdc28 Kinasen 

phosphoryliert, was zur Dissoziation vom SBF-Komplex und zum Export aus dem Nukleus führt. 

Dies ermöglicht die Aktivierung der G1/S spezifischen Transkription der Cycline CLN1 und CLN2, 

die wiederum - über die Feedback-Schleife - ihre eigene Transkription aktivieren, indem sie Whi5 

phosphorylieren (Abb.1.2.C) (Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004; Jorgensen et al., 2002; 

Skotheim et al., 2008). 

Die Inaktivierung der SBF-spezifischen Transkription von der G2-M Phase ist abhängig 

von der Aktivität der Cycline Clb1-4, welche die Dissoziation des Swi4/Swi6-Komplexes vom 

Promotor in G2 bewirken (Amon et al., 1993). Swi4 ist ein Substrat von Cdc28 Kinasen und wurde 

in Immunpräzipitaten von Clb2/Cdc28-Komplexen nachgewiesen (Amon et al., 1993). Dies deutet 

darauf hin, dass die Phosphorylierung von Swi4 durch Clb2/Cdc28 Komplexe eine Ursache für die 

Inhibierung von SBF in G2 ist (Amon et al., 1993; Koch et al., 1996). Im Gegensatz zu Swi4 ist die 

subzelluläre Lokalisation von Swi6 zellzyklusspezifisch reguliert und die Phosphorylierung von 

Swi6 führt schließlich in G2 zum Export von Swi6 aus dem Zellkern (Geymonat et al., 2004; 

Sidorova et al., 1995). 

Die Regulation der G1-Cyclin Gene in Hefe ähnelt der in Metazoen, in beiden Fällen 

binden heterodimere Transkriptionsfaktoren (SBF bzw. E2F) an vergleichbare DNA-Sequenzen. 

Die Säugetier E2F-1/2/3 Transkriptionsfaktoren regulieren die Transkription von Genen am G1/S-

Phase Übergang (Cooper, 2006; Schaefer und Breeden, 2004). Die E2F Aktivatorproteine befinden 

sich in einem inaktiven Zustand, solange sie - während G1 - mit dem pRB Repressor 

(Retinoblastoma Tumor Supressor Protein) assoziiert sind. Der SBF-Repressor Whi5 in Hefe ähnelt 

somit funktionell dem Säugetier pRB Repressor. Wenn in der späten G1-Phase CDK-

Kinaseaktivität auftritt, wird pRB durch CyclinD/CDK4 Komplexe phosphoryliert, woraufhin es 

zur Dissoziation vom E2F/pRB Komplex  kommt und die Aktivierung der Transkription 

ermöglicht wird (Cooper, 2006; Dyson, 1998). 

An der Regulation der G1/S-spezifischen Transkription sind eine Vielzahl anderer 

Regulatoren beteiligt, unter anderem gehören hierzu CCR4 (Manukyan et al., 2008), XBP1(Mai 
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und Breeden, 2000), MSA1 (Ashe et al., 2008), NRM1 (de Bruin et al., 2006) und STB1 (Costanzo 

et al., 2003). Eine Deletion von STB1 in einer cln3�  Mutante führt zu einer verspäteten G1/S-

spezifischen Transkription und zur Akkumulation von großen Zellen ohne Knospe (Ho et al., 

1999), was darauf hinweist, dass Stb1 als Aktivator agieren könnte. Es wurde gezeigt, dass STB1 

unterschiedliche Effekte auf SBF und MBF regulierte Gene hat, obwohl Stb1 mit der gemeinsamen 

Swi6 Untereinheit interagiert (Costanzo et al., 2003). Dies korreliert mit der Beobachtung, dass 

SBF und MBF, trotz ihrer ähnlichen Architektur, nicht in gleicher Weise reguliert werden. Die 

zellzyklusspezifische Phosphorylierung von Stb1 erfolgt am G1/S-Phase Übergang durch 

Cln/Cdc28 Kinasekomplexe und inhibiert die Interaktion zwischen Stb1 und Swi6 (Costanzo et al., 

2003; de Bruin et al., 2008; Ho et al., 1999). Frühere Studien zeigten eine spezifische Assoziation 

von Stb1 mit MCB Elementen (Costanzo et al., 2003), wohingegen die Ergebnisse einer neueren 

Studie darauf hindeuten, dass Stb1 sowohl an SCB als auch an MCB Elemente rekrutiert wird (de 

Bruin et al., 2008). Ursprünglich wurde Stb1 als Interaktionspartner des Corepressors Sin3 in 

einem Two Hybrid Assay entdeckt (Kasten und Stillman, 1997). Neuere Ergebnisse, einer Analyse 

G1-spezifischer mRNAs von stb1�  und sin3�  Mutanten, implizieren eine gemeinsame Rolle dieser 

beiden Gene in der Regulation der G1/S spezifischen Transkription (de Bruin et al., 2008), jedoch 

sind die Ergebnisse der verschiedenen Studien widersprüchlich. Während Ho et al. (1999) darauf 

hinweisen dass Stb1 wahrscheinlich als Aktivator der G1/S-spezifischen Transkription wirkt, 

schreiben De Bruin et al. (2008) Stb1 eine Repressor-Funktion - durch Interaktion mit Sin3 - zu (de 

Bruin et al., 2008; Ho et al., 1999). Da die Mehrheit der Daten auf eine aktivierende Funktion von 

STB1 hinweisen (Costanzo et al., 2003; de Bruin et al., 2008; Ho et al., 1999), ist es fraglich ob die 

verfügbaren Daten (de Bruin et al., 2008) korrekt interpretiert wurden. 

 

 

1.3 Chromatin-Modifikationen und Transkription 

 

Eukaryotische Gene liegen im inaktiven Zustand in vivo, in einer dicht gepackten 

Konformation vor, die aus Nukleoproteinkomplexen besteht. Diese Nukleosomen setzen sich aus 

einem Histonoktamer (H2A/H2B-Dimer und ein H3/H4-Tetramer) zusammen, um das 147bp der 

DNA in 1,65 Umdrehungen gewunden sind. Die Bildung enger Histon-DNA Kontakte zwischen 

den aminoterminalen Enden der Kernpartikel und dem Phosphatrückrat der DNA, sowie die 

Organisation in Nukleosomen und höheren Strukturen, behindern die Interaktion genereller 

Transkriptionsfaktoren (GTF) und der RNA Polymerase II mit der DNA. Daher wird die 

Chromatinstruktur durch die Rekrutierung von Strukturmodulatoren an spezifische DNA-Bereiche 

für die RNA-Polymerase zugänglich gemacht, um die Transkription zu initiieren. Eukaryotische 

Gene besitzen verschiedene DNA-Elemente, die für die Aktivierung bzw. Regulation der 

Transkription essentiell sind (Guarente, 1984; Guarente und Hoar, 1984). Das Kern-
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Promoterelement besteht aus dem ersten transkribierten Nucleotid und der TATA-Konsensus-

Sequenz, die die Bindungsstelle für das TATA-Bindeprotein (TBP) und den basalen 

Transkriptionsapparat ist (Cormack und Struhl, 1992). Jenseits des Kern-Promotorelements liegen 

weitere regulatorische DNA-Elemente, die für die genspezifische Aktivierung und Repression der 

Transkription essentiell sind (Upstream regulating sequences: UAS und URS) (Guarente, 1984). 

Um die Transkription der eukaryotischen Gene zu ermöglichen, binden die promotorspezifischen 

Transkriptionsfaktoren an stromaufwärtsliegende aktivierende Sequenzen (Upstream activating 

sequence - UAS) und ermöglichen die Rekrutierung von weiteren Co-Aktivatoren und 

verschiedenen anderen Komplexen, wie SAGA und SWI/SNF, an die Promotoren (Bhaumik und 

Green, 2001; Cosma et al., 1999; Neely et al., 2002). Die Umordnung der Chromatinstruktur durch 

diese Komplexe, fördert die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren und ermöglicht die Initiation 

der Transkription (Bernstein et al., 2004; Miller und Widom, 2003). 

SAGA und der Mediator-Komplex ermöglichen die Bindung der generellen 

Transkriptionsfaktoren (GTF), was zur Bildung des Präinitiationskomplexes (PIC) führt. Dieser 

besteht aus den 12-Untereinheiten der RNA-Polymerase II und den generellen 

Transkriptionsfaktoren TFIID, TFIIB, TFIIE, TFIIF und TFIIH (Orphanides et al., 1996). Dabei 

erfolgt zuerst die Bindung des spezifischen DNA-bindenden Faktors TFIID, der sich aus dem 

TATA-bindenden Protein (TBP) und den TBP-assoziierten Faktoren (TAF) zusammensetzt.  

Die Faktoren, die die Chromatinstruktur verändern, um das Chromatin in einen „aktiven 

Zustand" zu versetzen und die Expression zu ermöglichen, scheinen vom Gen und der Lokalisation 

im Genom abzuhängen. Es konnte beobachtet werden, dass „aktives“ Chromatin mit 

phosphorylierten Linker-Histonen (H1), methylierten und acetylierten Kern-Histonen (H2-H4), 

sowie HMG-Proteinen und spezifischen Histon-Varianten assoziiert ist. 

Neuere Studien bestätigten, dass die Nucleosomendichte in Promotor-Regionen geringer 

ist, als in codierenden Regionen und dass es in Hefe-Promotoren etwa 200bp umfassende 

nucleosomenfreie Bereiche gibt (NFR), an die wahrscheinlich Transkriptionsfaktoren binden 

(Bernstein et al., 2004; Hartley und Madhani, 2009; Lee et al., 2007; Ozsolak et al., 2007; Raisner 

et al., 2005; Sekinger et al., 2005; Yuan et al., 2005). Diese 200bp umfassenden 

nukleosomenarmen Regionen sind von Nukleosomen flankiert, die Histon-Varianten (H2A.Z) 

enthalten (Albert et al., 2007; Hartley und Madhani, 2009; Mavrich et al., 2008a; Mavrich et al., 

2008b). Genomeweite Lokalisations-Assays zeigten, dass H2A.Z an einen großen Teil der Hefe-

Promotoren gebunden ist, vornehmlich an inaktive Promotoren, wohingegen die Assoziation von 

H2A.Z mit aktiv transkribierten Genen vermindert ist (Guillemette et al., 2005; Li et al., 2005; 

Millar  et al., 2006). Der Einbau dieser Histon-Variante in Nukleosomen, inhibiert 

histonmodifizierenden Enzyme und Nukleosomen-Remodelling Komplexe, die an der 

Transkription beteiligt sind (Guillemette et al., 2005; Li et al., 2005). Es wurde vorgeschlagen, dass 

H2A.Z die Chromatinstruktur auf die Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie vorbereitet 
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(Guillemette et al., 2005), wobei diese Histon-Varianten bei der Aktivierung der Transkription vom 

Promotor entfernt werden (Schones et al., 2008; Shivaswamy et al., 2008; Zanton und Pugh, 2006). 

Bisher wurde jedoch nur an wenigen zellzyklusspezifischen Promotoren untersucht, welche 

Faktoren die Chromatinstruktur beeinflussen, um Initiation der zellzyklusspezifischen 

Transkription zu ermöglichen.   

Es gibt zwei Klassen von Enzymen, die durch lokale Umorganisation und Modifikation der 

Chromatinstruktur, die Bindung der basalen Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase II 

ermöglichen (Pollard und Peterson, 1998). Die eine Klasse sind die ATP-abhängigen-

Nukleosomen-Remodelling-Faktoren, welche die chemische Energie der ATP-Hydrolyse für die 

Veränderung der Chromatinstruktur nutzen. Hierzu gehört der ~2 MDa große und aus 11 

Untereinheiten bestehende Chromatin-Remodelling Komplex SWI/SNF (Gavin et al., 2001; 

Gutierrez et al., 2007; Kwon et al., 1994; Schwabish und Struhl, 2007). Remodelling-Komplexe 

wie SWI/SNF, ISWI und RSC bewirken in Abhängigkeit von ATP eine Mobilisierung der 

Nukleosomen, was die Zugänglichkeit der DNA für Transkriptionsfaktoren fördert (Lorch et al., 

2006; Saha et al., 2006a, b; Varga-Weisz und Becker, 2006; Zhang et al., 2006). 

Die andere Klasse katalysiert posttranslationale kovalente Modifikationen der Histone. Die 

Vielzahl dieser verschiedenen Histonmodifikationen umfasst die Acetylierung von Lysinen (K), die 

Methylierung von Lysinen und Argininen (R), die Phosphorylierung von Serinen (S) und 

Threoninen (T), sowie die Ubiquitinierung und Sumoylierung von Lysinen und die ADP-

Ribosylierung (Li et al., 2007). In den 1990er Jahren wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese 

posttranslationalen Modifikationen einen "Histon-Code" darstellen. Später wurden immer mehr 

Daten gesammelt, die die Hypothese untermauern, dass diese Modifikationen Bindungsstellen und 

Signale darstellen, die eine sequentielle Rekrutierung chromatinmodifizierender Enzyme 

organisieren (Carrozza et al., 2005b; de la Cruz et al., 2005; Jenuwein und Allis, 2001; Keogh et 

al., 2005; Lee und Shilatifard, 2007; Morris et al., 2007; Strahl und Allis, 2000; Turner, 2000).  

Zu den Enzymen, die diese Modifikationen vermitteln zählen die Histonacetyltransferasen 

(HAT), Histondeacetylasen (HDAC), Histonmethyltranferasen (HMT), Histondemethylasen und 

Histonkinasen. Zu dieser Klasse histonmodifizierender Enzyme gehören der 

Histonacetyltransferaseaktivität besitzende SAGA Komplex (Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase) und 

der NuA4-Komplex mit seiner HAT-Untereinheit Esa1(Brownell et al., 1996; Ginsburg et al., 

2009). Als Untereinheit des multifunktionalen Co-Aktivator Komplexes SAGA, acetyliert  Gcn5 

die Lysine der Histone H3 und H4 und destabilisiert somit deren Interaktion mit der DNA (Brown 

et al., 2001; Grant et al., 1997; Kuo et al., 1996; Wu et al., 2004). Beide Histonacetyltransferasen 

werden generell genomweit an Promotoren rekrutiert und führen zur Acetylierung von H3 und H4 

an aktiven Promotoren (Pokholok et al., 2005; Robert et al., 2004). Es wurden zwei Gruppen von 

HAT´s beschrieben, die Typ A HAT´s sind im Kern lokalisiert und acetylieren die Histone der 

Nucleosomen, während die des Typ B im Cytoplasma neu synthetisierte Histone acetylieren. Die 
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Histonhyperacetylierung korreliert mit der Aktivierung der Transkription. Es wird angenommen, 

dass diese Histon-Modifikation zu einer Veränderung bzw. Neutralisierung der positiven Ladung 

der Lysinreste führt und damit deren Interaktionen mit der DNA aufhebt (Morales und Richard-

Foy, 2000). Die Deacetylierung der acetylierten Lysinreste erfolgt durch hochmolekulare 

Histondeacetylase Komplexe (siehe Kapitel 1.4). 

Die Elongationsphase der Transkription wird eingeleitet, wenn sich der Prä-

Initiationskomplex auflöst und die RNA-Polymerase II getrennt von den meisten GTF´s den 

Promotor freigibt. Während der Elongationsphase erfolgt die koordinierte Rekrutierung 

verschiedener histonmodifizierender Enzyme, die die Chromatinstruktur modulieren. Die 

Methylierung von H3K4 und H3K36 durch die Histonmethylasen Set1 und  Set2 scheint hierbei 

primär ein Signal für die Rekrutierung von Chromatin-Remodelling-Faktoren und 

histonmodifizierenden Komplexen darzustellen (Li et al., 2007). Die Metylierung von H3K36 

durch Set2 im ORF wird von der Chromodomäne, der Eaf3 Untereinheit des Sin3/Rpd3[S]-

Histondeacetylasekomplexes erkannt und in Folge führt die Rekrutierung der Histondeacetylase 

Rpd3 zur Hypoacetylierung des ORF und zur Stabilisierung der Nukleosomen (Carrozza et al., 

2005b; Keogh et al., 2005; Pokholok et al., 2005). 

Obwohl lange Zeit unbekannt war ob Histonmethylierungen reversibel sind, wurde vor kurzem 

gezeigt, dass mehrere Histondemethylasen die Methylgruppen von Histonen entfernen (Tsukada et 

al., 2006; Yamane et al., 2006). 

 

Chromatin-Modifikationen an G1/S-spezifischen Genen 

Die Chromatin-Modifikation und das Remodelling an zellzyklusspezifischen Promotoren 

wurde bisher nur wenig untersucht. Die Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren und Chromatin 

modifizierenden Faktoren an zellzyklusspezifische Promotoren in S. cerevisiae wurde besonders 

eingehend am HO Endonukleasegen untersucht. HO ist ein spezifisch in der späten G1-Phase 

reguliertes Gen, das jedoch eine Sonderstellung einnimmt, da es nur in Mutter-, aber nicht in 

Tochterzellen exprimiert wird (Nasmyth, 1983). Die HO Endonuklease generiert am Hefe 

Paarungstyp-Locus Doppelstrangbrüche, die den Austausch der Paarungstyp-Kassetten MATa und 

MAT�  ermöglichen. Somit wird durch Gen-Konversion ein Paarungstypwechsel herbeigeführt.  

Der HO-Promotor lässt sich in zwei Regionen einteilen: eine distal stromaufwärts liegende URS1 

Region, die für die mutterzellspezifische Regulation zuständig ist, sowie eine proximal 

stromaufwärts liegende URS2 Region, die für die zellzyklusspezifische Regulation verantwortlich 

ist (Nasmyth, 1993b) (Abb.1.5). Die Transkription des HO Gens ist spezifisch abhängig von der 

Anwesenheit des Swi5 Aktivator-Proteins (Breeden und Nasmyth, 1987; Sternberg et al., 1987). 

Sin3 ist ein negativer Regulator von HO, da die Deletion von sin3 eine swi5�  Mutante supprimiert 

und die Expression von HO ermöglicht (Breeden und Nasmyth, 1987b; Sternberg et al., 1987). 
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Abb.1.5 Schematische Darstellung der Rekrutierung von Chromatin-Remodelling Komplexen und 
Transkriptionsfaktoren an den HO Promotor. 
In der späten Anaphase erfolgt bei Inaktivität von Cdk1 die Assoziation von Swi5 mit der URS1 des HO 
Promotors. Swi5 fördert die Bindung von Swi/Snf, was wiederum die Rekrutierung von SAGA initiiert. 
Nukleosomen-Reorganisation und Histondeacetylierung ermöglichen anschließend die Bindung von SBF an 
die URS2 Region. Aktivierung von Cdk1 in der späten G1-Phase führt dann zur Rekrutierung von TFIIB, 
TFIIH und der RNA-Polymerase II. 
(Verändert nach M. Cosma, Molecular Cell, Vol.10, 2002, 227-236) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wahrscheinlich bindet der Repressor Ash1 an die URS1 von HO und rekrutiert den Sin3/Rpd3-

Komplex, um der Bindung von SWI/SNF entgegenzuwirken (Carrozza et al., 2005a; Mitra et al., 

2006; Takahata et al., 2009). 

Das Transkriptionsprogramm von HO beginnt in der späten Anaphase, wenn CDK1 inaktiv 

ist, mit der Rekrutierung des Aktivators Swi5 an die zwischen 1200-1400bp stromaufwärtsliegende 

URS1 Region (Abb.1.5). Dies fördert die Bindung des SWI/SNF Chromatin-Remodelling 

Komplexes an die URS1 und URS2 Regionen (Cosma et al., 1999).  

Die Anwesenheit von Swi5 und die Reorganisation der Chromatinstruktur durch SWI/SNF 

wiederum ermöglicht die Bindung des Srb/Mediator Komplexes an die URS1 Region. Außerdem 

ist die Bindung von Swi5 und die Rekrutierung des SWI/SNF Komplexes essentiell für die 

nachfolgende Bindung des SAGA Komplexes (Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase) an den Promotor 

(Cosma et al., 1999; Krebs et al., 1999). 
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Die Rekrutierung der Gcn5 Acetyltransferase führt zur Acetylierung der Histone H3 und H4 in der 

frühen G1-Phase. Die ATP abhängige Konformationsänderung der Nukleosomen durch SWI/SNF, 

wie auch die Acetylierung der Histone eines 1kb großen Bereiches durch SAGA, bewirken die 

Mobilisierung der Nucleosomen und ermöglichen die Bindung des sequenzspezifischen 

Transkriptionsfaktorkomplexes SBF an die 100-700bp stromaufwärtsliegende URS2 Region. 

Der heterodimere Transkriptionsfaktorkomplex SBF wiederum rekrutiert den Mediator Komplex 

an die URS2 Region und die TATA-Box des Promotors (Cosma et al., 2001). Das Auftreten der 

Cdk1 Aktivität führt anschließend, durch Rekrutierung von TFIIB, TFIIH und der RNA-

Polymerase II, zum schrittweisen Aufbau des Präinitiationskomplexes (PIC) und zur Aktivierung 

der Transkription (Bhoite et al., 2001; Cosma et al., 2001; Krebs et al., 1999).  

Für andere zellzyklusspezifisch regulierte Gene ist die CDK-unabhängige Rekrutierung 

von SWI/SNF, SAGA, SBF und Srb/Mediator, sowie die CDK-abhängige Bindung der RNA-

Polymerase II in der späten G1-Phase, ebenso charakteristisch. Wobei es dennoch deutliche 

Unterschiede in der Regulation von HO und anderer Zellzyklus-Genen gibt. Zum Beispiel erfolgt 

die Transkription von CLN2 unabhängig von Swi5 und der SBF-Komplex rekrutiert den Mediator 

und die RNA-Pol II gemeinsam als Holoenzym. 

 

 

1.4  Histondeacetylasen und der Sin3/Rpd3 Komplex 

 

Vor ungefähr vierzig Jahren wurde erstmals die N� -Acetylierung von Histonen beschrieben 

und kurze Zeit später auch die Lysin-Deacetylasen identifiziert, die diese Modifikationen 

rückgängig machen (Gershey et al., 1968; Inoue und Fujimoto, 1969; Vidali et al., 1968). 

Mittlerweile ist bekannt, dass die Histondeacetylasen (HDAC) in höheren Eukaryoten eine Rolle in 

der Proliferation, Entwicklung und Differenzierung spielen, außerdem wurden HDAC´s im 

Menschen mit der Tumorentstehung und verschiedenen neuronalen Erkrankungen in Verbindung 

gebracht. Im Menschen wurden bisher 11 Histondeacetylasen identifiziert, die gemäß ihrer 

Sequenzähnlichkeit zu den Hefe-HDAC´s in zwei Klassen eingeteilt werden. Zur Klasse I zählen 

Histondeacetylasen die Rpd3 ähneln und zur Klasse II gehören der Hefe Hda1ähnelnde Enzyme. 

Neben Rpd3 und Hda1 wurden - in S. cerevisiae - auch noch die HDAC-Aktivität besitzenden 

Proteine Hos1-3 identifiziert. Neben ihrer Hauptfunktion als Histondeacetylasen in der Regulierung 

der Chromatinstruktur, können HDAC´s auch viele Nichthistonproteine deacetylieren, wie GTF´s, 

spez. Transkriptionsfaktoren (YY1, E2F1), den Tumorsuppressor p53, Hitzeschockproteine und 

Cytoskelettproteine. 

Die erste identifizierte Histondeacetylase war die Säugetier HDAC1, die große Ähnlichkeit 

mit dem S. cerevisiae Repressor Rpd3 zeigt (Taunton et al., 1996). In Hefe ist Rpd3 in einem etwa 

2MDa großen Komplex mit dem Co-Repressor Sin3 assoziiert. Die sin3 Deletion (swi - 
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independent) wurde erstmals als Suppressor von swi - Mutanten identifiziert, die Defekte beim 

Paarungstypwechsel (mating type switching) zeigen (Nasmyth, 1987; Nasmyth et al., 1987; 

Sternberg et al., 1987). Der Sin3/Rpd3-Komplex ist von der Hefe bis zum Menschen konserviert 

(Heinzel et al., 1997; Laherty et al., 1997; Rundlett et al., 1996) und ist durch Deacetylierung von 

Lysin-Resten der Histone H3/H4 an der Repression der Transkription beteiligt (Kadosh und Struhl, 

1998a, b; Rundlett et al., 1998). Der Co-Repressor Sin3 ist der Kern-Bestandteil dieses Komplexes 

und rekrutiert die HDAC Rpd3 über Interaktionen mit verschiedenen Faktoren an die DNA. Sin3 

ist ein 174,9 kDa großes Protein, das hauptsächlich aus Domänen aufgebaut ist, die für Protein-

Protein Interaktionen verantwortlich sind. Es besitzt 4 Helix-Loop-Helix ähnliche PAH-Domänen 

(Paired Amphiphatic � -Helices), eine Histon-Interaktionsdomäne (HID) und mehrere 

hochkonservierte Regionen (HCR) (Wang et al., 1990; Wang und Stillman, 1993). Da der Co-

Repressor Sin3 keine DNA-Binde-Aktivität besitzt, rekrutiert er seine assoziierte Histondeacetylase 

Rpd3 über Wechselwirkungen mit DNA-bindenden Proteinen (Transkriptionsfaktoren, Adaptor-

Proteinen) an Promotoren verschiedener Gene, um deren Transkription zu regulieren (Kadosh und 

Struhl, 1997; Rundlett et al., 1996). Zu den beschriebenen sequenzspezifischen DNA-bindenden 

Repressoren, die den Sin3/HDAC1(Rpd3) Komplex an Promotoren rekrutieren, gehören Mad 

(Hassig et al., 1997; Laherty et al., 1997), Ume6 (Kadosh und Struhl, 1997; Rundlett et al., 1998) 

und YY1 (Yang et al., 1996), sowie die Co-Repressoren SMRT (Nagy et al., 1997) und NCoR 

(Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997). Die Mehrzahl der charakterisierten Interaktionen von 

Sin3 mit Transkriptionsfaktoren finden über die PAH2 Domäne statt und nur einige wenige sind für 

die PAH1 Domäne beschrieben (Ayer et al., 1995; Kadosh und Struhl, 1997; Kasten und Stillman, 

1997; Tsai et al., 1999).  

Sin3 ist ein wichtiger globaler Regulator der Chromatin-Struktur und erfüllt seine 

regulatorische Funktion als Komplex-Kernbestandteil für Protein-Protein Interaktionen in zwei 

verschiedenen Komplexen, dem 0,6MDa kleinen Rpd3[S] Komplex und dem 1,2MDa großen 

Rpd3[L] Komplex (Carrozza et al., 2005a; Carrozza et al., 2005b; Rundlett et al., 1996). Beide 

Komplexe scheinen unterschiedliche Funktionen zu erfüllen und haben - neben den Kern-

Komplex-Untereinheiten Sin3, Rpd3 und Ume1 - weitere verschiedene Komplex-Untereinheiten. 

Der große Komplex scheint an der Deacetylierung von Promotor-Bereichen beteiligt zu sein, da 

sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren wie Ume6 und Ash1 Bestandteile des Rpd3[L]-

Komplexes sind. Der kleine Rpd3[S]-Komplex hingegen, ist für die Deacetylierung der 

codierenden Regionen verantwortlich. Eaf3 und Rco1 sind spezifische Untereinheiten des Rpd3[S]-

Komplexes. Über seine Chromodomäne erkennt Eaf3 das K36-methylierte Histon H3 und 

rekrutiert Rpd3 an Nucleosomen, die durch die Set2 Histonmethyltransferase methyliert wurden 

(Carrozza et al., 2005b; Keogh et al., 2005).  

Kürzlich wurde gezeigt, dass sowohl der Rpd3[L] wie auch der Rpd3[S] Komplex an die 

Promotoren von HSP-Genen rekrutiert werden, während Rpd3[S] nur an die codierenden Regionen 
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bindet. Hier scheinen SAGA und Rpd3 - im Zusammenspiel - die Chromatinstruktur zu 

beeinflussen, um die Transkription zu modulieren (Kremer und Gross, 2009). 

Da Sin3 mit vielen unterschiedlichen Proteinen, wie Transkriptionsfaktoren interagiert, 

scheint es an der Regulation einer Vielzahl verschiedener Prozesse beteiligt zu sein (Grzenda et al., 

2009; Silverstein und Ekwall, 2005). Vor zehn Jahren wurde in Säugetieren mit Mad1 der erste 

Transkriptionsfaktor idenzifiziert, der mit mSin3A einen Komplex bildet. Mad1 interagiert mit der 

PAH2 Domäne von mSin3A und rekrutiert die Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2 über die 

Interaktion mit mSin3A an die Myc/Mad/Max-regulierten Promotoren (Ayer et al., 1995).  

In Hefe wurde am ausführlichsten die genspezifische Promotor-Rekrutierung von 

Sin3/Rpd3 über den Transkriptionsregulator Ume6 beschrieben. Der Hefe-Transkriptonsfaktor 

Ume6 rekrutiert den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex an die Promotoren von Genen, die an 

der Phospholipidbiosynthese, Meiose und Sporulation beteiligt sind (Bowdish und Mitchell, 1993; 

Hepworth et al., 1998; Hudak et al., 1994). Durch die Bindung an Sin3 wirkt Ume6 solange als 

Repressor der Transkription, bis die Interaktion zwischen Ime1 und Ume6 mit der negativen 

Regulation durch Sin3 interferiert und die Aktivierung der Transkription einleitet (Bowdish und 

Mitchell, 1993; Kadosh und Struhl, 1997; Washburn und Esposito, 2001). Untersuchungen von 

Ume6-spezifischen Promotoren zeigten, dass Rpd3 hier H3 und H4 - vornehmlich an H4K5, 

H4K12 und H4K16 – deacetyliert (Kadosh und Struhl, 1998a, b; Rundlett et al., 1996). 

 

 

1.5  Fragestellung dieser Arbeit 

 

Angeregt durch die Identifizierung eines SIN3 Allels, das bei ektopischer Expression die 

Zellgröße von Hefezellen verändert, sollte in dieser Arbeit aufgeklärt werden, ob Sin3 und die 

assoziierte Histondeacetylase Rpd3 eine Funktion in der Zellgrößenhomeostasis beim Start des 

Zellzyklus spielen. Es sollte die Frage geklärt werden, ob der Sin3/Rpd3-Komplex direkt an der 

Regulation der Transkription von G1-Cyclinen beteiligt ist und so die Größe beeinflusst, bei der die 

Saccharomyces cerevisiae Zellen in die S-Phase eintreten. Weiterhin wurde untersucht, wie die 

zellzyklusspezifische Funktion von Sin3 reguliert ist und welche weiteren Faktoren die Funktion 

des Sin3/Rpd3-Komplexes bei der Regulation zellzyklusspezifischer Gene in der späten G1-Phase 

beeinflussen. Es wurde bestimmt, ob die Start-spezifischen Regulatoren Whi5 und Stb1 eine 

Funktion bei der Rekrutierung des Sin3-Komplexes an SBF-spezifische Gene spielen. 
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2.  Resultate 

 

2.1  Analyse eines, aus einer Genbank isolierten SIN3 Allels 

 

2.1.1 Die Expression eines verkürzten SIN3 Allels aktiviert die Expression von CLN2 

und reduziert die Zellgröße von cln3�  Mutanten 

 

Um neue positive Regulatoren der G1/S spezifischen Transkription zu identifizieren, wurde 

ein Screen durchgeführt, bei dem von einem Zellgrößen-Phänotyp, der cln3�   Nullmutante, 

Gebrauch gemacht wurde. Da in einer cln3�  Mutante die G1/S spezifische Transkription verspätet 

aktiviert wird, sollte eine Überexpression von positiven Start-Regulatoren besonders deutliche 

Effekte auf die Zellgröße zeigen. Eine S. cerevisiae Genbank, deren multicopy Ausgangsvektor 

YEplac181 war, wurde in eine cln3�  Mutante transformiert. Aus diesem Transformantenpool 

wurden durch zentrifugale Elutriation jene Transformanten isoliert, die eine Reduktion der 

Zellgröße von G1-Zellen zeigten (R. Söllner, C. Koch, nicht veröffentlichte Daten). Neben 

Plasmiden, die für die bekannten Regulatoren CLN1, CLN2, CLN3 und SWI4 codieren, wurde ein 

Plasmid isoliert, das für eine verkürzte Version von SIN3 codiert und die Zellgröße von cln3�  

Zellen reduziert. Diesem 2�  SIN3� C Allel fehlt der C-terminale Teil des SIN3 Leserahmens nach 

dem Nucleotid 2436 und codiert somit für ein, aus den Aminosäuren 1-810 bestehendes Sin3-

Fragment (R. Söllner, C. Koch, nicht veröffentlichte Daten).  

Um festzustellen, ob das Fehlen des C-terminalen Bereiches von SIN3 den Effekt auf die 

Zellgröße der cln3�  Zellen verursacht, wurde eine Mutationsanalyse dieses 2�  SIN3� C(AS 1-810) 

Allels durchgeführt. Das SIN3� C(AS 1-810) Allel wurde durch eine, auf PCR-basierende Methode um 

einen definierten Bereich verlängert (O. Stephan, nicht veröffentlichte Daten). Dieses daraus 

resultierende SIN3� C(AS 1-949) Allel codiert für eine, aus 949 Aminosäuren bestehende Sin3-

Variante. Außerdem wurde durch Gap repair das 2�  SIN3� C(AS 1-810) Allel zu der Wildtyp Version 

SIN3[Wt](AS 1-1536) ergänzt (siehe Materialien und Methoden).  

Der Vergleich der Zellgröße von Transformanten, die das plasmidcodierte SIN3� C(AS 1-810) 

exprimierten, mit Zellen, die mit dem Leervektor YEplac181 transformiert worden waren, 

bestätigte, dass das 2�  SIN3� C(AS 1-810) die Zellgröße von cln3�  Zellen reduzierte, und zeigte, dass 

die verlängerte Version [SIN3� C(AS 1-949)], im Gegensatz dazu, nicht die Zellgröße von cln3�  

Nullmutanten reduzierte (Abb.2.1.B; Oben und Mitte). Das durch Gap repair erhaltene (siehe 

Materialien und Methoden), vollständige SIN3(Wt) Allel reduzierte ebenso wie SIN3� C(AS 1-949) nicht 

die durchschnittliche Zellgröße einer cln3�  Population (Abb2.1.B; Unten und Mitte). Diese 

Beobachtungen zeigten, dass die reduzierte Zellgröße der Transformanten, die SIN3C(AS 1-810) 

exprimierten, durch Abwesenheit des C-terminalen Bereiches von Sin3 hervorgerufen wird. Dieser 
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fehlende Bereich umfasst den größten Teil der Histon-Interaktions-Domäne (HID) und die PAH4 

Domäne von Sin3. Da dieser Region eine Rolle bei der Interaktion mit der Histondeacetylase Rpd3 

zugeschrieben wird, könnte es sein, dass Sin3� C nicht mehr in der Lage ist, seinen 

Interaktionspartner Rpd3 zu rekrutieren. 

Sin3 wurde ursprünglich als Repressor der Transkription beschrieben (Kadosh und Struhl, 

1998b; Nasmyth et al., 1987; Silverstein und Ekwall, 2005; Sternberg et al., 1987; Vidal et al., 

1991). Sin3�  Mutanten waren identifiziert worden, da sie die Expression des HO-Endonuklease 

Gens in Abwesenheit von SWI5 ermöglichen. Um zu untersuchen, ob die Expression von 

SIN3� C(AS 1-810) einen Effekt auf die HO-Expression hat, wurde der Einfluss von SIN3� C(AS 1-810) auf 

die Expression eines HO-ADE2 Reportergens untersucht. YEplac181 und das 2�  SIN3� C(AS 1-810) 

Plasmid wurden in einen swi5�  Stamm transformiert, der ein ADE2 Reportergen besitzt, das unter 

der Kontrolle des HO-Promoters  steht (siehe Materialien und Methoden). Swi5�  Mutanten, die mit 

dem 2�  SIN3� C(AS 1-810) Plasmid transformiert waren, wuchsen im Gegensatz zum Kontrollstamm 

mit dem Vektor YEplac181 auf -ADE Mangelmedium, exprimierten also das HO-ADE2 

Reportergen (Abb.2.1.C) (Stephan und Koch, 2009). Die verlängerte Version SIN3� C(AS 1-949) 

bewirkte dagegen kein Wachstum des swi5�  Teststammes auf -ADE Mangelmedium (Abb.2.1.C). 

Diese Beobachtung wies darauf hin, dass die ektopische Expression von SIN3� C(AS 1-810) die Sin3 

abhängige Repression der Transkription von HO  in swi5�  Mutanten aufheben kann. 

Der Einfluss von SIN3� C(AS 1-810) auf die Mutterzell-spezifische Regulation der Transkription von 

HO in der späten G1-Phase ist jedoch kein Nachweis für einen Effekt auf die größenabhängige 

Gen-Regulation. Beim Erreichen einer kritischen Zellgröße in der späten G1-Phase aktiviert die 

Cdc28 Proteinkinase, im Komplex mit dem Cyclin Cln3, die Transkription der G1-Cycline CLN1 

und CLN2. Diese G1/S-spezifische Transkription der G1-Cycline ist ein wesentliches Ereignis für 

das zellgrößenabhängige Eintreten der Zellen in den nächsten Zellteilungszyklus. Aus diesem 

Grund ist die Analyse der mRNA Mengen von CLN1 und CLN2 während der G1-Phase, ein 

wichtiger Hinweis für den irreversiblen Eintritt in den Zellzyklus. 

Um die G1/S-spezifische Transkription von Zellen direkt zu vergleichen, die mit 

YEplac181 oder dem 2�  SIN3� C(AS 1-810) Plasmid transformiert worden waren, wurde die mRNA 

Menge durch Northern Blot Analyse untersucht. Die Northern Blot Analyse der G1/S-spezifischen 

mRNA von logarithmisch wachsenden 2�  SIN3� C(AS 1-810) Transformanten zeigte, dass diese Zellen 

einen erhöhten CLN2 Transkriptlevel aufweisen (Abb.2.1.D). Ebenso besaß diese asynchrone 

Transformanten-Population, im Vergleich mit den Zellen, die mit dem YEplac181 Vektor 

transformiert worden waren, einen erhöhten Budding Index (Abb.2.1.D). Das weist darauf hin, dass 

in der SIN3� C(AS 1-810) exprimierenden Population ein höherer Anteil von Zellen die G1-Phase 

verlassen hat. 

 

 



Resultate 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2.1  Multicopy Plasmide, die für ein verkürztes 2�  SIN3C Allel codieren, reduzieren die 
Zellgröße von cln3�  Mutanten und aktivieren die Transkription des G1-Cyclins CLN2. 
(A) Das Sin3 Protein besteht aus 1536 Aminosäuren und besitzt 4 PAH Domänen (Paired Amphiphatic 
Helix) (Wang et al., 1990) sowie eine HIC Domäne (HDAC Interaction Domain). Das 2�  SIN3� C(AS 1-810)

Allel codiert für ein 810 Aminosäuren umfassendes Polypeptid. Dieses Allel wurde C-terminal auf 949 AS 
verlängert [2�  SIN3� C(AS 1-949)], und durch Gap repair auf die Wt Länge ergänzt [2�  SIN3(Wt) (AS 1-1536)]. (B)
Wildtyp Zellen (CY979) und cln3�  Mutanten (CY2028) wurden mit dem Leervektor YEplac181 und den 
YEplac181 Derivaten pCK2036, pCK1888 und pCK2107 transformiert. Diese Plasmide codieren für 2�  
SIN3� C(AS 1-810), 2�  SIN3� C(AS 1-949) und SIN3(Wt). Eine Einzelkolonie der Transformanten wurde jeweils in -
LEU Mangelmedium  bei 30°C kultiviert. Während der logarithmischen Wachstumsphase wurde bei einem  
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Angesichts der beschriebenen Rolle von Sin3 als negativer Regulator der Genexpression, ist 

die naheliegendste Hypothese, dass die verkürzten SIN3 Allele als dominant negative Allele 

wirken. Um diese Möglichkeit zu untersuchen, wurden nachfolgend die Interaktionen zwischen den 

verkürzten Sin3-Varianten und der Histondeacetylase Rpd3, durch Immunpräzipitation, analysiert. 

 

 

2.1.2  Sin3� C(AS 1-810) interagiert nicht mit der Histondeacetylase Rpd3 

 

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass der Effekt des SIN3� C(AS 1-810) Allels 

auf die G1/S-spezifische Transkription und die Zellgröße dadurch verursacht wird, dass dem 

exprimierten Sin3� C(AS 1-810) der Bereich zwischen den Aminosäuren 810 und 1536 fehlt. Eine 

mögliche Erklärung für den Effekt des SIN3� C(AS 1-810) Allels auf die Zellgröße von 

Transformanten wäre, dass Sin3� C(AS 1-810) nicht mit Rpd3 interagiert und daher die 

Histondeacetylase nicht rekrutieren kann.  

Um die physikalischen Interaktionen von Sin3� C(AS 1-810) zu untersuchen und somit einen 

Einblick in die Wirkungsweise der verkürzten Version von Sin3 zu erhalten, wurde durch 

Immunpräzipitation die Assoziation plasmidcodierter Sin3-Varianten mit Rpd3 untersucht. Bei 

diesem Experiment konnten keine Interaktionen zwischen den epitopmarkierten Sin3-Varianten 

und dem epitopmarkierten Rpd3 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Da die eingesetzten 

Stämme sowohl das genomische SIN3(Wt) Allel als auch die plasmidcodierten SIN3-Varianten 

exprimierten, besteht die Möglichkeit, dass eine Kompetition der beiden Versionen die Effizienz 

der Immunpräzipitation beeinflusst. Das genomische SIN3 wurde deshalb, vor der Transformation 

mit den Plasmiden, auf chromosomaler Ebene deletiert.  

Damit die Sin3-Varianten über die Bindung an eine, mit anti-myc Antkörpern beladene, 

Affinitätsmatrix isoliert werden können, wurde an die plasmidcodierten Leserahmen der Sin3-

Varianten eine myc-Affinitätsmarkierung kloniert, die aus 3 Kopien einer Sequenz des humanen c-

myc Proteins bestand (Evan et al., 1985; Sells und Chernoff, 1995; Squinto et al., 1990). Die myc-

Epitoptag-Kassette wurde durch PCR amplifiziert und nach einem Restriktionsverdau mit XbaI, in 

die XbaI Schnittstelle der Plasmide kloniert. Die Plasmide, die für diese Sin3-myc 

Titer von 3,4x107 Zellen/ml die Zellgröße mit einem CASY®1 cell counter (Schärfe Systems) bestimmt. (C) 
Swi5�  Mutanten, die ein HO-ADE2 Reportergen besitzen (CY954), wurden mit YEplac181 (CY4274), 
pCK1509 (CY4275), pCK1836 (CY4282) transformiert. Die Transformanten CY4274, CY4275 und CY4282 
sowie die Positivkontrolle (CY953) (Genotyp: SWI5, HO-ADE2) wurden auf -LEU Mangelmedium 
ausgestrichen. Nach 2 Tagen Inkubation bei 30°C wurden die Zellen auf -ADE Mangelmedium übertragen. 
Die Platten wurden anschließend 3 Tage bei 30°C inkubiert (O. Stephan, Diplomarbeit, 2004). (D) Wildtyp 
Zellen (CY979) und cln3�  Mutanten (CY2028) wurden mit dem Leervektor YEplac181 und pCK1509 
transformiert. Die CLN2 mRNA Mengen der in -LEU Medium kultivierten Transformanten CY4256, 
CY4257, CY4265 und CY4266 wurden durch Northern Blot Analyse bestimmt und mit der  BIOCAPT v. 12.3 
Software quantifiziert. Der Budding Index wurde durch Zählen von 250 Zellen bestimmt. 
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Fusionsproteinvarianten codieren, wurden anschließend in eine sin3�  Deletionsmutante 

transformiert, die ein epitopmarkiertes Rpd3-HA Protein exprimiert. Um zuvor die HA-

Epitopmarkierung auf chromosomler Ebene in das RPD3 Gen dieses Stammes einzubringen, wurde 

ein DNA-Fragment, dass für sechs Kopien einer Sequenz aus dem Haemaglutinin Protein des 

Influenza Virus codiert (Knop et al., 1999; Niman et al., 1983; Wilson et al., 1984), durch 

homologe Rekombination C-terminal, an den RPD3-Leserahmen fusioniert (Materialien und 

Methoden). Die Einführung der sin3�  Deletion erfolgte durch Kreuzung des Hefestammes, der das 

epitopmarkierte Rpd3-HA exprimierte, mit einem Stamm, dessen SIN3 Leserahmen durch eine 

KanMX Deletionskassette ersetzt worden war (Winzeler et al., 1999). Die Deletion von SIN3 

wurde durch PCR überprüft und die Rpd3-HA exprimierenden sin3�  Zellen anschließend mit den 

2�  SIN3� C Plasmiden transformiert. Die Zellen exprimierten folglich sowohl die markierte 

Version von Rpd3 - unter der Kontrolle des eigenen Promotors mit der natürlichen Expressionsrate 

- als auch die plasmidcodierten Sin3-myc Varianten. 

Aus Zellen einer logarithmisch wachsenden Kultur wurden Extrakte durch physikalischen 

Zellaufschluss gewonnen und mit der Affinitätsmatrix inkubiert. Die Affinitätsmatrix bestand aus 

paramagnetischen Eisenoxydpartikel (Dynabeads®), an deren Oberfläche anti-myc Antikörper 

(9E11) immobilisiert worden waren (Materialien und Methoden). Über diese Affinitätsmatrix 

wurden die Sin3-myc Epitoptag-Fusionsproteine spezifisch immunpräzipitiert (Materialien und 

Methoden). Später wurden, durch Western-Blot Analyse, die copräzipitierten Rpd3-HA6 

Fusionsproteine in den Eluaten immunologisch detektiert.  

Die Western-Blot Analyse in Abb.2.2 zeigt, dass die affinitätsmarkierten Sin3-Varianten in 

den Ganzzellextrakten der Transformanten eindeutig immunologisch nachgewiesen werden 

konnten. Die plasmidcodierten Sin3-Varianten Sin3(Wt)-myc, Sin3(AS 1-949)-myc und Sin3(AS 1-810)-

myc wurden aus den Ganzzellextrakten der sin3�  Mutante, durch Adsorption, an die 

Affinitätsmatrix erfolgreich präzipitiert (Abb.2.2). Sowohl im Eluat der Immunpräzipitation von 

Sin3(Wt)-myc, wie auch in dem von Sin3(AS 1-949)-myc ließ sich das copräzipitierte Rpd3-HA 

immunologisch nachweisen (Abb.2.2). Im Gegensatz dazu, war im Eluat der Immunpräzipitation 

von Sin3(AS 1-810)-myc kein Rpd3-HA nachweisbar, obwohl die Präzipitation von Sin3(AS 1-810)-myc, 

immunologisch durch anti-myc Antikörper, nachgewiesen werden konnte (Abb.2.2).  

Diese Beobachtung zeigt, dass Sin3(AS 1-810)-myc nicht mit Rpd3-HA interagiert und deutet darauf 

hin, dass die Sin3-Region zwischen den Aminosäuren 810 und 949 für die Bindung der 

Histondeacetylase essentiell ist.  
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Untersuchung der Interaktion von chromosomal codierten Sin3-Verkürzungen mit 

Rpd3 in Wildtyp-Zellen 

 Um die Bindung der plasmidcodierten Sin3-Varianten an Rpd3 zu bestätigen und zu 

überprüfen, wurde eine Immunpräzipitation mit chromosomalen Sin3-Varianten durchgeführt. Um 

verkürzte Versionen von Sin3, unter der Kontrolle ihres eigenen Promotors, mit der natürlichen 

Expressionsrate exprimieren zu können, wurde der SIN3-Leserahmen teilweise C-terminal 

deletiert. Bestimmte Bereiche des SIN3-Leserahmens wurden durch homologe Rekombination 

spezifisch mit einer myc-Tag-Kassette deletiert (Materialien und Methoden). Somit wurden 

verkürzte Varianten von Sin3 als affinitätsmarkierte Fusionsproteine, unter der Kontrolle des 

natürlichen Promotors exprimiert, denen die gleichen Bereiche fehlten, wie den plasmidcodierten 

Abb.2.2 Rpd3-HA bindet nicht an Sin3� C-myc(AS 1-810).  
Sin3�  Mutanten, die ein chromosomales Rpd3-HA exprimierten, wurden mit Vektor YEplac181 und den 
YEplac181 Derivaten pCK2036, pCK1888 und pCK2107 transformiert. Diese Plasmide codierten für 2�  
SIN3� C(AS 1-810), 2�  SIN3� C(AS 1-949) und 2�  SIN3(Wt). Eine Einzelkolonie der Transformanten CY5095, 
CY5098 und CY5151 wurde jeweils in -LEU Mangelmedium bei 30°C kultiviert. Die Zellen wurden 
während der logarithmischen Wachstumsphase, bei einem Titer von 3,4x107 Zellen/ml durch 
Zentrifugation geerntet. Nach dem physikalischen Zellaufschluss durch Glasbeads wurden die Sin3-myc 
Varianten durch Immunpräzipitation aus den Ganzzellextrakten isoliert. Die Immunpräzipitation erfolgte 
durch Bindung von Sin3-myc an anti-myc Antikörper, die zuvor an magnetische Dynabeads® 
immobilisiert worden waren. Als Kontrolle für die spezifische Copräzipitation von Rpd3-HA mit den 
Sin3-Varianten, wurde ein Stamm (CY5093) verwendet, der Rpd3-HA exprimierte und mit dem 
Leervektor YEplac181 transformiert worden war. Die isolierten Sin3-myc Varianten sowie das 
copräzipitierte Rpd3-HA wurden anschließend durch Western-Blot Analyse immunologisch detektiert. 
Das Vorhandensein der Sin3-myc Varianten wurde duch anti-myc Antikörper (9E10, Santa Cruz) 
nachgewiesen. Die Copräzipitation von Rpd3-HA wurde durch anti-HA Antikörper (12CA5, 
Laborpräparat) gezeigt. GZE: Ganzzellextrakte; IP: Immunpräzipitation. 
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Abb.2.3 Rpd3-HA interagiert nicht mit chromosomal codiertem Sin3(AS 1-810)-myc. 
Der C-terminale Bereich des SIN3-Leserahmen wurden durch homologe Rekombination von myc-Tag-
Kassetten deletiert. Aus Hefestämmen, die diese C-terminal verkürzten Sin3-Versionen und Rpd3-HA 
exprimierten, wurde Sin3-myc durch Immunpräzipitation isoliert (SIN3(AS 1-810), SIN3(AS 1-949) und 
SIN3(Wt)). Um die Copräzipitation von Rpd3-HA nachweisen zu können, exprimierten diese Stämme 
ebenfalls ein Rpd3-HA Epitop-Tag Fusionsprotein. Einzelkolonien der Stämme CY4955, CY5111, 
CY5116 wurden jeweils in YEPD Medium bei 30°C kultiviert. Um die spezifische Copräzipitation von 
Rpd3-HA mit Sin3-myc nachzuweisen, wurde der Kontroll-Stamm CY4874 verwendet, der nur Rpd3-HA 
aber kein affinitätsmarkiertes Sin3-myc exprimierte. Die Zellen wurden, während der logarithmischen 
Wachstumsphase, bei einem Titer von 3,4x107 Zellen/ml durch Zentrifugation geerntet. Aus den 
Ganzzellextrakten wurden die Sin3-myc Varianten durch Immunpräzipitation mit Anti-myc Antikörpern, 
die zuvor an magnetische Dynabeads® immobilisiert worden waren, isoliert. Die Analyse der Eluate 
erfolgte anschließend durch Western-Blot. Die Sin3-myc Varianten wurden immunologisch duch anti-
myc Antikörper (9E10, Santa Cruz) nachgewiesen. Die Copräzipitation von Rpd3-HA wurde durch anti-
HA Antikörper (12CA5, Laborpräparat) gezeigt. GZE: Ganzzellextrakte; IP: Immunpräzipitation. 
 

Versionen. Durch Kreuzung der Stämme, die diese verschiedenen Sin3-myc Varianten 

exprimierten, mit einem Stamm, der ein Rpd3-HA Fusionsprotein exprimierte, wurden die 

Genotypen kombiniert (Materialien und Methoden). Die Sin3-myc Fusionsproteine wurden durch 

Immunpräzipitation auf die gleiche Weise isoliert wie die vorher, in Abb.2.2 beschriebenen, 

plasmidcodierten Sin3� C-myc Varianten. Die Präzipitation der Sin3-myc Varianten und die 

Copräzipitation von Rpd3-HA wurde im folgenden durch Western-Blot Analyse nachgewiesen 

(Abb.2.3).  

Die Untersuchung der Zellextrake und Immunpräzipitate durch Western-Blot Analyse 

(Abb.2.3) ergab, dass die Sin3-myc Versionen und Rpd3-HA in den Ganzzellextrakten eindeutig 

immunologisch nachgewiesen werden konnten und dass Sin3-myc erfolgreich über die 

Affinitätsmatrix immunpräzipitiert wurde (Abb.2.3). Rpd3-HA wurde mit den Sin3(Wt)-myc und  
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Sin3(AS 1-949)-myc Versionen copräzipitiert und konnte daher im Western Blot durch anti-HA 

Antikörper (12CA5) detektiert werden (Abb.2.3). Jedoch wurde keine Copräzipitation von Rpd3-

HA mit Sin3(AS 1-810)-myc nachgewiesen (Abb.2.3).  

Dieses Ergebnis stimmt mit dem vorher beschriebenen Resultat der Immunpräzipitation 

von plasmidcodierten Sin3-Varianten (Abb2.2) überein und zeigt, dass Rpd3 nicht an Sin3(AS 1-810) 

bindet. Das Ergebnis unterstützt ebenfalls die vorherige Beobachtung (Abb.2.2), dass der Sin3-

Bereich zwischen den Aminosäuren 810 und 949 für die Interaktion mit der HDAC Rpd3 essentiell 

ist. 
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2.2  Sin3 und Rpd3 reprimieren die SBF-spezifische Transkription  

 

Die vorangegangenen Untersuchungen (siehe Kapitel 2.1.1) zeigten, dass ein verkürztes 

Sin3 die G1/S-spezifische Transkription beeinflusst und die durchschnittliche Zellgröße einer 

cln3�  Population reduziert. Um aufzuklären, ob SIN3 eine direkte Rolle in der Regulation der G1/S 

spezifischen Transkription spielt, wurde untersucht, bei welcher Zellgröße Wildtyp und sin3�  

Mutante die G1/S-spezifische Transkription aktivieren, Knospen bilden und die DNA verdoppeln. 

Wenn SIN3 ein Repressor der G1/S-spezifischen Transkription ist, sollte in einer sin3 Nullmutante 

die Aktivierung der Transkription bei einer kleineren Zellgröße erfolgen als in Wildtypzellen.  

Die Zellen einer asynchronen, logarithmisch wachsenden Hefe-Kultur, befinden sich alle in 

verschiedenen Zellzyklusphasen. Daher muss die Bestimmung der Zellgröße, bei der die G1/S-

spezifische Transkription einsetzt, in einer synchronisierten Population erfolgen. Aus diesem 

Grund wurden Wildtyp und sin3�  Mutanten untersucht, die in der frühen G1-Phase synchronisiert 

worden waren. Der direkte Vergleich der Zellgrößen einer synchronisierten Wildtyp und sin3�  

Population bei Start sollte zeigen, ob Sin3 einen Einfluss auf das Timing der G1-Cyclin Expression 

und somit auf die Regulation der Zellgröße ausübt.  

Um aus einer asynchronen Hefekultur eine Population von kleinen Zellen ohne Knospen zu 

erhalten, die sich alle in der G1-Phase ihres Zellzyklus befinden, wurde die zentrifugale Elutriation 

verwendet (Gordon und Elliott, 1977) (Abb.2.4). Diese Methode, Zellen aus einer asynchronen, 

logarithmisch wachsenden Population nach ihrer Größe aufzutrennen, beruht auf zwei Prinzipien: 

Das eine ist die Sedimentation der Zellen unter dem Einfluss der Zentrifugalkraft und das andere ist 

die Gegenstrom-Elutriation, welche als Flüssigkeitsstrom der Zentrifugalkraft entgegenwirkt 

(Abb.2.4). In einer trichterförmigen Elutriationskammer erfolgt die Trennung der Hefezellen nach 

ihrer Größe, in Abhängigkeit von der Zentrifugalkraft und der Strömungsgeschwindigkeit des, die 

Kammer durchfließenden Mediums (Abb.2.4). Während der Rotor der Zentrifuge sich dreht, wird 

die Zellsuspension (Hefezellen in Flüssigmedium) in die Elutriationskammer gepumpt. Dort 

wandern die Zellen, in Abhängigkeit von ihrer Größe, mit dem Strom zu der Position im Kräfte-

Gradienten, wo sich die beiden Kräfte ausgleichen (Abb.2.4). Durch graduelles Erhöhen der 

Strömungsgeschwindigkeit werden zuerst die kleinen, dann die größeren Zellen aus der Kammer 

gespült und somit nach ihrer Zellgröße getrennt. 

Um mit dieser Methode eine hohe Anzahl kleiner G1-Phase Zellen ohne Knospen isolieren 

zu können, wurden für die zentrifugale Elutriation Hefe-Populationen verwendet, die in 

galactosehaltigem Medium gewachsen waren. Die Nährstoffversorgung der Zellen hat einen 

Einfluss auf die Länge der G1-Phase (Hartwell und Unger, 1977; Jagadish und Carter, 1977). Die 

G1-Phase einer Kultur, die in YEPGal wächst ist verlängert, daher ist ein höherer Anteil von 

kleinen G1-Zellen ohne Knospe vorhanden. 
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Die Hefezellen wurden in YEPGal Flüssigmedium bei einer Temperatur von 25°C kultiviert. 

Während ihrer logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen bei einem Titer von 5x107 

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

ihrer Größe aufgetrennt. Die, durch zentrifugale Elutriation, isolierten G1-Zellen wurden in 

frischem YEPGal Medium resuspendiert und bei 25°C weiterkultiviert. In regelmäßigen Abständen 

wurden der Population Proben entnommen, um den Verlauf ihres Zellzykluses zu analysieren. Es 

wurde untersucht, ob sin3�  Mutanten verfrüht in den Zellzyklus eintreten und ob sie bei einer 

kleineren Zellgröße als Wildtyp-Zellen die G1/S-spezifische Transkription aktivieren. Die 

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

durch Northern Blot Analyse untersucht. Außerdem wurde bestimmt, bei welcher Zellgröße die 

Knospung ("budding") einsetzt und wann die Zellen die DNA-Synthese beginnen.  

Abb.2.4. Isolierung von kleinen 
ungebuddeten G1-Phase Zellen durch 
zentrifugale Elutriation.   
Schematische Darstellung der, in den Rotor 
der Zentrifuge eingebauten 
Elutriationskammer, während drei 
verschiedener Phasen der Elutriation. 
(A) Während der Elutriationsrotor sich dreht, 
wurden die, in Flüssigmedium (YEPGal) 
aufgenommenen Zellen in die 
Elutriationskammer gepumpt. (B) Aufgrund 
der gegeneinander wirkenden Zentrifugal-
und Strömungskräfte trennen sich die Zellen 
nach ihrer Größe und verteilen sich in der 
Kammer. Durch die auseinanderstrebenden 
Wände der Kammer kommt es zu einer 
Abnahme der Strömungsgeschwindigkeit. 
Dies führt zum Aufbau zweier, 
gegeneinander gerichteter, Gradienten 
innerhalb der Kammer: ein Zentrifugalkraft-
Gradient und ein 
Strömungsgeschwindigkeits-Gradient. Die 
Zellen bewegen sich in der Kammer bis zu 
der Stelle, an der sich die beiden 
gegeneinander gerichteten Kräfte gerade 
ausgleichen. Dies ist abhängig von Größe und 
Dichte der Zellen. Hierbei wandern die 
kleinen Zellen schneller mit dem 
Flüssigkeitsstrom als die großen Zellen und 
ordnen sich somit näher an der 
Rotationsachse an. Eine Erhöhung der 
Flussrate führt dazu, dass die Zellen in 
Richtung der Rotationsachse wandern. (C)
Jenseits der Elutriationsgrenze verengt sich 
die Kammer, was zu einer Erhöhung der 
Fließgeschwindigkeit führt. Die kleinen 
Zellen erreichen zuerst die Elutriationsgrenze 
und werden durch die erhöhte 
Fließgeschwindigkeit aus der Kammer 
gespült. 
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Im Gegensatz zum Wildtyp, stellte sich die zentrifugale Elutriation von kleinen G1-Zellen 

ohne Bud (Knospe) aus sin3�  Kulturen als schwierig heraus und es konnten nur Populationen 

isoliert werden, die maximal  91 - 92 % Zellen ohne Knospe enthielten. Diese Beobachtung deutete 

bereits darauf hin, dass sin3�  Mutanten verfrüht in den Zellzyklus eintreten. Wenn die Zellen bei 

einer kleineren Zellgröße in den Zellteilungszyklus eintreten, führt dies zu einer verkürzten G1-

Phase und somit zu einem geringeren Anteil von kleinen ungebuddeten G1-Zellen in der 

asynchronen Ausgangskultur. In der Tat zeigten asynchron wachsende sin3�  Kulturen einen 

deutlich erhöhten Budding Index (Anteil von Zellen mit Knospe in der Population) von 73%, 

wohingegen Wildtyp Kulturen einen Budding Index von 48% aufwiesen.  

Abb.2.5 zeigt, dass bei den elutriierten Wildtyp Zellen die Bildung des Buds und damit der Start 

des Zellzyklus bei einer durchschnittlichen Größe von 32 - 35 fl einsetzte. Im Gegensatz dazu 

erfolgte das Budding bei sin3�  Mutanten bereits bei einer deutlich kleineren Zellgröße von 24 - 26 

fl (Abb.2.5.A). Es ist unwahrscheinlich, dass der beobachtete Unterschied zwischen Wildtyp und 

sin3�  Mutante dadurch verursacht wird, dass die Zellen der sin3�  Population weniger synchron 

sind. Die Untersuchung der durchschnittliche Zellgröße der elutriierten Zellen ergab, dass die 

elutriierte sin3�  Population im Durchschnitt kleiner war, als die elutriierten Wildtyp Zellen (sin3� : 

20,9 fl; Wildtyp: 21,8 fl), obwohl die sin3�  Population mehr Zellen enthielt, die bereits die S-Phase 

durchlaufen und ihre DNA verdoppelt hatten (Abb.2.5.C). Dies wird auch durch den Vergleich des 

Budding Index von elutriierten Wildtyp- und sin3�  Zellen bestätigt. Die sin3�  Population enthält 

mehr Zellen, die bereits eine Knospe bilden, wobei die Zellgröße aber im Durchschnitt kleiner als 

die des Wildtyp ist (Budding Index: sin3� : 8,6%; Wildtyp: 3%) (Abb.2.5.A). Die durchschnittliche 

Zellgröße einer Population, die mehr S-Phase Zellen enthält, sollte eigentlich größer sein als die 

einer Population, die nur aus G1-Phase Zellen besteht.  

Durch Northern Blot Analyse wurde die Transkription der Gene, die am G1/S-Phase Übergang 

durch den Swi4/Swi6 Komplex (SBF) reguliert werden, untersucht. Die Akkumulation der mRNA 

von CLN2, PCL1 setzte in Wildtyp-Zellen bei einer Größe von 30fl ein (Abb.2.5.B). In sin3�  

Mutanten erfolgte die Transkription dieser Gene bei einer Zellgröße von 23 fl (Abb.2.5.B). Die 

Expression der G1-Cycline CLN2 und PCL1 korrelierte dabei mit dem Einsetzen der Knospung 

(Abb.2.5.A,B). In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen zeigte eine Untersuchung des 

DNA-Gehaltes durch FACS-Analyse, dass die sin3�  Zellen auch die DNA-Replikation bei einer 

kleineren Größe vollzogen, als der Wildtyp (Abb.2.5.C).  

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Sin3 direkt an der Repression der G1/S-

spezifischen Transkription beteiligt ist. Da eine Inaktivierung von SIN3 zu einem verfrühten 

Eintreten der Mutantenzellen in den Zellzyklus führt, scheint Sin3 ein negativer Regulator von 

Start zu sein. 
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Abb.2.5  In sin3�  und rpd3�  Mutanten erfolgt die G1/S-spezifische Genexpression bei einer kleineren 
Zellgröße als in Wildtyp-Zellen. 
(A) Wildtyp (CY4196; Stammhintergrund: BY4742 - S288C), sin3�  Mutante (CY5538) und rpd3�  Mutante 
(CY4061) wurden in jeweils 4 Liter YEPGal Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Die Zellzykluszeiten waren 240 
Minuten (Wt; CY4196), 340 Minuten (sin3� ; CY5538) und 350 Minuten (rpd3� ; CY4061). Während der 
logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen bei einem Titer von 50x107 Zellen/ml durch Zentrifugation 
geerntet und in 250ml YEPGal aufgenommen. Die Hefezellen wurden in die Elutriationskammer geladen und 
anschließend kleine ungebuddete Zellen isoliert. Diese wurden in frischem YEPGal  Medium aufgenommen und 
bei 25°C weiterkultiviert. Während die Zellen ihren Zellzyklus durchliefen, wurden in regelmäßigen Abständen 
Proben entnommen, um den Budding Index, die G1/S-spezifische Transkription und die Initiation der DNA-
Synthese zu analysieren. Die Zellgröße wurde mit dem CASY®1 cell counter (Schärfe Systems) gemessen. Die  

sin3 �  

Wt 
rpd3 �  
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Sin3 wurde als Corepressor beschrieben, der als Bestandteil des Sin3/Rpd3 

Histondeacetylasekomplexes, die HDAC-Aktivität von Rpd3 zu den Promotoren verschiedener 

Gene rekrutiert (Kadosh und Struhl, 1997; Rundlett et al., 1996; Rundlett et al., 1998). Da Sin3 

seine Funktion als negativer Regulator der Transkription meist im Zusammenspiel mit Rpd3 erfüllt, 

würde man erwarten, dass dies auch bei der Regulation der G1/S-spezifischen Transkription der 

Fall ist. Aus diesem Grund wurde untersucht, bei welcher Zellgröße rpd3�  Mutanten ihren 

Zellzyklus starten. Hierfür wurden, aus einer asynchronen, logarithmisch wachsenden rpd3�  

Population, wiederum kleine G1-Zellen isoliert. Die, durch zentrifugale Elutriation, isolierten 

rpd3�  Mutanten begannen die Bildung ihrer Buds bei einer durchschnittlichen Zellgröße von 24 - 

26 fl (Abb.2.5.A). Dies ist vergleichbar mit den beobachteten Zellgrößen für die sin3�  Mutanten 

(Abb.2.5.A). Ein Vergleich der Start-spezifischen Transkription von CLN2 und PCL1 zeigt, dass 

sowohl sin3�  als auch rpd3�  Mutanten - bei der gleichen Zellgröße - die mRNAs dieser Gene 

akkumulieren. In beiden synchronisierten Populationen beginnt die mRNA-Synthese bei einer 

Größe von 23 fl (Abb.2.5.A,B). Diese Ergebnisse deuten auf eine Rolle für Rpd3 in der Regulation 

der G1/S-spezifischen Transkription hin und lassen den Schluss zu, dass Sin3 gemeinsam mit Rpd3 

eine Funktion in der Regulation von Start erfüllt. 

 

Die durchschnittliche Zellgröße einer asynchronen sin3�  Population ist im Vergleich 

zum Wildtyp nicht reduziert  

Da sin3 und rpd3 Nullmutanten bei einer kleineren Zellgröße in den Zellzyklus eintreten, 

sollten asynchrone sin3�  und rpd3�  Populationen eine reduzierte durchschnittliche Zellgröße im 

Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Um zu testen, ob sich der Effekt der sin3�  bzw. rpd3�  Deletion 

auf die Zellgröße auch in einer asynchronen Population nachweisen lässt, wurde die 

durchschnittliche Zellgröße von logarithmisch wachsenden sin3�  und rpd3�  Kulturen mit der, des 

Wildtyps verglichen. Die Analyse der durchschnittlichen Zellgröße von asynchronen sin3�  und 

rpd3�  Kulturen zeigte ein überraschendes Ergebnis. Die durchschnittliche Zellgröße der sin3�  und 

rpd3�  Populationen war im Vergleich zur Wildtyp-Population nicht reduziert (Abb.2.6). Die 

durchschnittliche Zellgröße der beiden asynchronen Mutanten-Populationen war sogar etwas 

größer als die des Wildtyps (Abb.2.6).  

Warum ist die durchschnittliche Zellgröße der asynchronen sin3�  und rpd3�  Kulturen im 

Vergleich zum Wildtyp nicht reduziert? Möglicherweise könnte die verkürzte G1-Phase und damit 

der erhöhte Anteil von G2/M-Phase Zellen in der Population, diese Beobachtung erklären. Wenn 

Zellgröße ist als durchschnittliches Zellvolumen der Population in fl angegeben. Der Budding Index wurde 
bestimmt indem 250 Zellen gezählt wurden. Die roten Pfeile markieren die Zellgröße, bei der die G1/S-
spezifische Transkription aktiviert wurde. (B) Die mRNA von CLN2, PCL1 und TMP1 wurde durch 
Northern Blot analysiert. Als Ladekontrolle diente das konstitutiv exprimierte CMD1 Gen. (C) Der DNA-
Gehalt der Zellen wurde mit einem FACSCalibur Durchfluß-Zytometer von BD Biosciences bestimmt. Log: 
Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase. 
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sin3�  Zellen früher als der Wildtyp Start überschreiten und in die S-Phase eintreten, sollte eine 

sin3�  Population mehr gebuddete Zellen besitzen. Tatsächlich konnte ein erhöhter Budding Index 

von 73% in der sin3�  Population beobachtet werden, wohingegen der Wildtyp nur 48% gebuddete 

Zellen aufwies (Abb.2.6). Die Ergebnisse der FACS Analyse bestätigten, dass in der asynchronen 

sin3�  Kultur, ein höherer Prozentsatz der Zellen in die S-Phase eingetreten war und die DNA 

verdoppelt hatte (Abb.2.6).  

Diese Beobachtungen zeigen, dass die G1-Phase verkürzt ist, da mehr Zellen mit Knospe und 

doppeltem DNA-Gehalt in der asynchronen sin3�  Kultur vorhanden sind. Auch in G2 findet ein 

Größenwachstum statt und G2/M-Phase Zellen sind größer als G1-Zellen. Der höhere Anteil von 

G2/M-Phase Zellen in der sin3�  Population könnte also die Ursache dafür sein, dass die 

asynchrone sin3�  Population etwas größer ist als der Wildtyp.   

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

2.3  Die Inaktivierung von SIN3 supprimiert den Start-Phänotyp einer cln3�    

       Mutante 

Die Analyse des Timings der G1/S-spezifischen Transkription in kleinen ungebuddeten 

sin3�  Zellen zeigte, dass Sin3 eine Rolle in der Repression der SBF-abhängigen Transkription bei 

Start spielt (siehe vorheriges Kapitel 2.2). Daher wurde nachfolgend untersucht, ob Cln3 als 

Aktivator der G1/S-spezifischen Transkription, eine Funktion bei der Aufhebung einer Sin3-

abhängigen Repression erfüllen könnte.  

Um festzustellen, ob Sin3 eine Rolle in der Cln3-abhängigen Größenregulation spielt, wurde 

untersucht, welche Auswirkungen die Inaktivierung von SIN3 in einer cln3�  Mutante auf die 

Zellgröße hat. Die durchschnittliche Zellgröße einer logarithmisch wachsenden Kultur von 

sin3� cln3�  Doppelmutanten wurde mit der Zellgröße von Einzelmutanten und Wildtyp verglichen 

(Abb.2.7).  

Die durchschnittliche Zellgröße von cln3�  Mutanten betrug wie erwartet, etwa das 

Doppelte von Wildtyp Zellen (Cross, 1995) (Abb.2.7.C). Die Inaktivierung von SIN3 in cln3�  

Abb.2.6 Im Vergleich zum Wildtyp ist in einer 
asynchronen sin3�  Kultur ein höherer Prozentsatz 
der Zellen in die S-Phase eingetreten. 
Wildtyp (CY4196) und sin3�  Zellen (CY5538) wurden 
in YEPD Flüssigmedium bei 30°C kultiviert. Während 
der logarithmischen Wachstumsphase bei einer OD600

von 1,4  wurde die durchschnittliche Zellgröße mit dem 
CASY®1 cell counter bestimmt. Wiedergegeben ist der 
Mittelwert aus sechs unabhängigen Experimenten und 
deren Standardabweichung. Der DNA-Gehalt wurde mit 
dem FACSCalibur Durchflußzytometer bestimmt. Um 
den Budding Index zu ermitteln wurden 250 Zellen 
gezählt. 
 



Resultate 

35 

Mutanten führte zu einer Reduktion der durchschnittlichen Zellgröße auf ungefähr die Größe von 

sin3�  Einzelmutanten (61,8 fl ± 5,9 für sin3�  und 59,6 fl ± 8,8 für sin3� cln3� ) (Abb.2.7.A,B,C). 

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, dass die Inaktivierung von SIN3 die cln3 Deletion teilweise 

supprimiert. Dieser epistatische Effekt von sin3�  gegenüber cln3�  zeigte sich auch bei der 

Untersuchung des Budding Index.  

Ebenso wie die sin3�  Mutante, hatte die asynchrone sin3� cln3�  Doppelmutante einen 

erhöhten Budding Index von 76%, während die cln3�  Mutante einen Budding Index von 43% 

aufwies (Abb.2.7.A). Die Wildtyp Population hatte hingegen einen Anteil von 48% gebuddeten 

Zellen (Abb2.7.A). Diese Ergebnisse der Zellgrößenanalysen von asynchronen sin3� cln3�  

Doppelmutanten lieferten damit erste Hinweise für eine Beteiligung von SIN3 an der Funktion von 

CLN3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2.7  Inaktivierung von SIN3 reduziert die durchschnittliche Zellgröße von cln3�  Mutanten. 
Wildtyp Zellen (CY4196; Stammhintergrund: BY4742 - S288C), sin3�  Mutanten (CY5538), cln3�  Mutanten 
(CY5713) und sin3� cln3�  Doppelmutanten (CY5717) wurden in YEPD Flüssigmedium  bei 28°C kultiviert. 
(A) Während der logarithmischen Wachstumsphase wurde die Morphologie der Zellen durch DIC 
Mikroskopie untersucht. Der Budding Index wurde bestimmt, indem 250 Zellen untersucht wurden. (B) Die 
Größe der Zellen in den asynchronen Kulturen wurde mit dem CASY®1 cell counter bestimmt. (C) Das 
durchschnittliche Zellvolumen von Wildtyp, sin3� , cln3�  und sin3� cln3�  Mutanten wurde in 10 
unabhängigen Messungen bestimmt.  Wiedergegeben sind die Mittelwerte aus den 10 Messungen mit der 
Standardabweichung. 
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Durch Elutriation synchronisierte sin3� cln3�  Zellen aktivieren die G1/S-

spezifische Transkription bei Wildtyp-Zellgröße 

 

Die Analysen der durchschnittlichen Zellgrößen der Einzelmutanten und der sin3� cln3�  

Doppelmutante deuteten bereits darauf hin, dass SIN3 an einem oder mehreren Start-spezifischen 

Prozessen beteiligt ist, die durch die Cln3-Cdc28 Proteinkinase aktiviert werden. Um festzustellen, 

ob die Inaktivierung von SIN3 den CLN3-abhängigen Eintritt in den Zellzyklus dereguliert, wurden 

aus asynchronen Wildtyp-, aus cln3�  und aus sin3� cln3�  Populationen, kleine ungebuddete Zellen 

isoliert. Ähnlich wie bei der sin3�  Mutante (siehe Kapitel 2.2) erwies es sich als schwierig, durch 

zentrifugale Elutriation, kleine ungebuddete G1-Zellen aus der sin3� cln3�  Population zu isolieren. 

Im Vergleich mit cln3�  Mutanten, führte die Inaktivierung von SIN3 in cln3�  Zellen zu einer 

deutlichen Reduktion der durchschnittlichen Zellgröße von elutriierten G1-Zellen (44fl für cln3�  

Zellen; 26fl für cln3� sin3�  Zellen) (Abb.2.8.A,C). Die synchronisierten cln3�  Zellen initiierten die 

Bildung ihrer Knospen bei einer Zellgröße, die ungefähr das Doppelte von der des Wildtyps betrug 

(Abb.2.8.A). Im Gegensatz dazu, bildeten die sin3� cln3�  Doppelmutanten die Knospen bei einer 

Größe, die der des Wildtyps entsprach (Abb.2.8.A). Auch die Aktivierung der G1/S spezifischen 

Transkription erfolgte in sin3� cln3�  Zellen bei einer viel kleineren Zellgröße als bei cln3�  

Mutanten (Abb.2.8..B). Das Timing der G1/S-spezifischen Transkription der Doppelmutante war 

vergleichbar mit der des Wildtyps und erfolgte bei einer Zellgröße von ~30fl (Abb.2.8.B). Die 

Replikation der DNA setzte in sin3� cln3�  Mutanten ebenfalls bei einer erheblich geringeren 

Zellgröße ein, als bei den cln3�  Mutanten (Abb.2.8.C).  

Die Inaktivierung von SIN3 in einer cln3�  Mutante führte also zu einem deutlich früheren 

Eintritt in den Zellzyklus, als in cln3�  Einzelmutanten. Dies zeigt, dass in einer sin3� cln3�  

Doppelmutante die CLN3 abhängige Aktivierung der G1/S Transkription bei Start teilweise 

dereguliert ist.  
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Abb.2.8  Inaktivierung von SIN3 führt dazu, dass cln3�  Mutanten die G1/S spezifische Transkription 
bei Wildtyp Zellgröße aktivieren. 
(A) Wildtyp Zellen (CY4196; Stammhintergrund: BY4742 - S288C)), cln3�  Mutanten (CY5713) und 
sin3� cln3�  Mutanten (CY5717) wurden in YEPGal Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Die 
Zellzykluszeiten waren 240 Minuten (Wt; CY4196), 290 Minuten (cln3� ; CY5713) und 300 Minuten 
(sin3� cln3� ; CY5715). Bei einem Titer von 5x107 Zellen/ml wurden die Zellen während ihrer 
logarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet und 8000 OD Zellen in eine 
Elutriationskammer geladen. Anschließend wurden kleine ungebuddete G1-Phase Zellen durch zentrifugale 
Elutriation isoliert. Die Zellen wurden hierbei in frischem YEPGal Medium aufgenommen und der 
Zellzyklusverlauf bei 25°C in regelmäßigen Abständen analysiert. Die durchschnittliche Zellgröße wurde 
mit dem CASY®1 cell counter bestimmt. Um den Budding Index zu ermitteln wurden zu jedem Zeitpunkt 
250 Zellen ausgezählt. (B) Die mRNA Mengen von CLN2, PCL1 und TMP1 wurden durch Northern Blot 
Analyse bestimmt. Als Ladekontrolle wurde das konstitutiv exprimierte CMD1 Gen verwendet. (C) Der 
Zeitpunkt der DNA-Replikation wurde mit dem FACSCalibur Durchflusszytometer bestimmt. 
Log: Asynchrone Zellen während ihrer logrithmischen Wachstumsphase. 
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2.4  Sin3 bleibt während der verschiedenen Zellzyklusphasen mit der Histon- 

       deacetylase Rpd3 assoziiert 

 

 Sin3 rekrutiert die HDAC Rpd3 zu Promotoren und reguliert so die Transkription einer 

Vielzahl von Genen (Kadosh und Struhl, 1997, 1998b; Wang et al., 1990; Wang und Stillman, 

1993; Washburn und Esposito, 2001). Die, in den vorherigen Kapiteln beschriebenen, Experimente 

zeigten, dass Sin3 und Rpd3 die Regulation der G1/S-spezifischen Transkription beeinflussen. 

Wenn der Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex direkt die Transkription der G1-Cycline reguliert, 

indem er lokal die Chromatinstruktur dieser Gene beeinflusst, könnte es sein, dass Rpd3 

zellzyklusspezifisch durch Sin3 an die Promotor-Bereiche G1/S-spezifischer Gene rekrutiert wird. 

Eine zellzyklusspezifische Regulation der Bindung von Rpd3 an die Promotoren dieser Gene 

könnte in diesem Fall entweder über eine zellzyklusabhängige Interaktion zwischen Rpd3 und dem 

Corepressor Sin3 erfolgen oder über eine zellzyklusspezifische Assoziation von Sin3 mit DNA-

bindenden Proteinen. Um zu testen, ob die Interaktion zwischen Sin3 und Rpd3 in Abhängigkeit 

von der Zellzyklusphase erfolgt, wurde die Bindung von Sin3 an Rpd3, während unterschiedlicher 

Zellzyklusphasen, durch Immunpräzipitation untersucht.  

Damit die Interaktion zwischen Sin3 und Rpd3 durch Immunpräzipitation analysiert 

werden konnte, wurde - auf chromosomaler Ebene - in den SIN3-Leserahmen eine myc-Tag-

Kassette durch homologe Rekombination eingeführt (Materialien und Methoden). Mit der gleichen 

Methode wurde eine HA-Affinitätsmarkierung C-terminal an den RPD3-Leserahmen angefügt. 

Durch meiotische Rekombination wurden die beiden Marker in einem Stamm zusammengeführt 

(siehe Materialien und Methoden).  

 Zellen, die beide affinitätsmarkierten Proteine exprimierten, wurden in Vollmedium kultiviert 

und während ihrer logarithmischen Wachstumsphase auf mehrere Kulturen aufgeteilt. Ein Teil 

blieb unbehandelt, während die anderen Teile entweder mit Nocodazol, Hydoxyurea oder Alpha-

Faktor behandelt wurden. Alpha-Faktor arretiert Zellen vom Paarungstyp "MAT a" in der späten 

G1-Phase vor Start. Dieses Pheromon aktiviert - durch Bindung an einen membrangebundenen 

Rezeptor - eine MAPKinase-Kaskade, die wiederum den Cln/Cdc28-Inhibitor (CKI) Far1 aktiviert. 

Hydroxyurea inhibiert die Ribonucleotidreduktase und führt somit - durch eine Blockierung der 

DNA-Synthese - zu einem Arrest in der frühen S-Phase des Zellzyklus. Das Spindelgift Nocodazol 

bewirkt die Depolymerisation der Mikrotubuli und arretiert die Hefen daher in G2/M. 

Nach 170 Minuten waren die Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen (G1-, S-, G2-Phase) 

arretiert und ihre Extrakte wurden anschließend in Immunpräzipitationen eingesetzt. Als Kontrolle 

für die spezifsche Copräzipitation von Rpd3-HA mit Sin3-myc, diente ein asynchroner Stamm, der 

nur das Rpd3-HA Fusionsprotein exprimierte. Die Sin3-myc Fusionsproteine wurden, durch 

Bindung an die anti-myc Antikörper der Affinitätsmatrix, aus den Zellextrakten immunpräzipitiert 
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und die Eluate durch Western Blot Analyse immunologisch auf Copräzipitation von Rpd3-HA 

untersucht.  

Die Western-Blot Analyse der Ganzzellextrakte - aus den asynchronen Zellen - bestätigte die 

Expression von Sin3-myc und Rpd3-HA (Abb.2.9; GZE). In den Zellen, die mit Alpha-Faktor, 

Hydroxyurea oder Nocodazol arretiert worden waren, ließen sich Sin3-myc und Rpd3-HA in der 

gleichen Menge immunologisch nachweisen, wie in der asynchronen Population (Abb.2.9; GZE). 

Der Vergleich der asynchronen Kultur mit den arretierten Kulturen zeigte, dass die Expression von 

Sin3-myc und Rpd3-HA keinen zellzyklusabhängigen Schwankungen unterliegt, sondern während 

der G1-, S- und G2-Phase in konstanter Menge in der Zelle vorliegt. Die Western Bot Analyse der 

Immunpräzipitate ergab, dass Sin3-myc über die Bindung an die Affinitätsmatrix erfolgreich 

isoliert werden konnte (Abb.2.9; IP). Sowohl aus den asynchronen Zellen, als auch aus den 

Kulturen, die in verschiedenen Zellzyklusphasen arretiert worden waren, wurde die gleiche Menge 

Sin3-myc präzipitiert (Abb.2.9; IP). Unabhängig von der Zellzyklusphase, in der sich die Zellen 

befanden, wurde Rpd3-HA mit Sin3-myc aus den Extrakten copräzipitiert (Abb.2.9; IP). 

Diese Beobachtung zeigt, dass die Interaktion zwischen Sin3 und Rpd3 nicht zellzyklusspezifisch 

reguliert wird. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2.9 Sin3 und Rpd3 sind in G1-, S- und G2- Phase miteinander assoziiert. 
Wt Zellen, die ein Sin3-myc und ein Rpd3-HA Fusionsprotein exprimierten (CY4954), wurden in YEPD 
Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Als Kontrolle für die spezifische Copräzipitation von Rpd3-HA mit Sin3-
myc diente ein Kontroll-Stamm (CY4874), der nur Rpd3-HA exprimierte. Während der logarithmischen 
Wachstumsphase wurde die Kultur bei einer OD600 von 0,4 aufgeteilt. Eine Population wurde unbehandelt 
bei 25°C weiterkultivert, die zweite Kultur wurde mit Alpha-Faktor (Endkonzentration 7,5� g/ml Kultur) 
behandelt, die Dritte mit Hydroxyurea (Endkonzentration im Medium 200mM) und die Vierte mit Nocodazol 
(Endkonzentration 15� g/ml Kultur). Nachdem die Zellen in der G1-, S-, bzw. der G2-Phase arretiert waren, 
wurden die vier Kulturen durch Zentrifugation geerntet. Aus den Zellextrakten wurde anschließend durch 
Immunpräzipitation über eine Affinitätsmatrix (Dynabeads), Sin3-myc isoliert. Die Ganzzellextrakte und die 
Eluate wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend 
immunologisch im Western Blot durch anti-myc (Santa Cruz) oder anti-HA (12CA5, Laborpräparat) 
Antikörper detektiert. GZE: Ganzzellextrakte; IP: Immunpräzipitat; Log: Logarithmisch wachsende Zellen. 



Resultate 

40 

 

2.5  Sin3 ist während der verschiedenen Zellzyklusphasen im Kern lokalisiert 

 

Bei vielen Transkriptionsregulatoren erfolgt die Kontrolle ihrer Aktivität auf der Ebene 

ihrer subzellulären Lokalisation. Zu den Transkriptionsregulatoren, deren Lokalisation im Zellkern 

von der Zellzyklusphase abhängig ist, gehören Swi5, Swi6 und Whi5 (Costanzo et al., 2004; Moll 

et al., 1991; Sidorova et al., 1995). Daher wäre es möglich, dass sich die subzelluläre Lokalisation 

des Sin3/Rpd3 Komplexes, in Abhängigkeit von der Zellzyklusphase, verändert.  Um die 

Lokalisation von Sin3 durch in situ Immunfluoreszenzmikroskopie in verschiedenen 

Zellzyklusphasen bestimmen zu können, wurden arretierte Hefezellen untersucht, die ein 

affinitätsmarkiertes SIN3 Allel exprimierten. Der Affinitätstag wurde, wie in Kapitel 2.1.2 

beschrieben, durch homologe Rekombination einer myc-Tag-Kassette in den SIN3-Leserahmen 

eingefügt (Materialien und Methoden). Um die Sin3-myc exprimierenden Zellen in der G1-Phase 

arretieren zu können, wurden sie mit einer temperatursensitiven cdc28-13 Mutante gekreuzt. Der 

Arrest in der S- und G2-Phase erfolgte durch Behandlung der Zellen mit Hydroxyurea bzw. 

Nocodazol.  

Arretierte Zellen wurden durch Zugabe von 1% Formaldehyd fixiert und durch in situ 

Immunfluoreszenz untersucht. Als Kontrollen dienten eine asynchrone, logarithmisch wachsende 

Kultur und ein Stamm, der kein affinitätsmarkiertes Sin3 exprimierte. 

Der Vergleich der logarithmisch wachsenden Zellen, die Sin3-myc exprimierten, mit dem 

Kontrollstamm (CY1617) bestätigte, dass sich Sin3-myc spezifisch durch die anti-myc Antikörper 

nachweisen ließ (Abb.2.10; Kontrolle; Log). Die Analyse der Zellen einer asynchronen Kultur 

zeigte, dass Sin3-myc in G1-Phase Zellen im Kern lokalisiert ist (Abb.2.10; Log). In der 

logarithmisch wachsenden Kultur lässt sich bereits erkennen, dass die Kernlokalisation nicht auf 

G1-Zellen beschränkt ist, sondern dass sich Sin3-myc ebenso im Kern von Zellen mit kleiner 

Knospe, wie auch in mitotischen Zellen nachweisen lässt (Abb.2.10; Log). Diese Beobachtung 

wurde durch die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von Sin3-myc in den arretierten 

Zellen bestätigt. In den Zellen, die in der G1-Phase, S-Phase oder in der G2-Phase arretiert worden 

waren, ließ sich Sin3-myc im Kern nachweisen (Abb.2.10). 

Da Sin3 ein globaler Regulator der Transkription einer Vielzahl von Genen ist, sind diese 

Resultate nicht überraschend. Sin3 beeinflusst, als Bestandteil des Sin3/Rpd3 

Histondeacetylasekomplexes, die Expression auch von jenen Genen, die nicht direkt einer 

zellzyklusspezifischen Regulation unterliegen. Deshalb stehen Beobachtungen, die eine 

zellzyklusphasenunabhängige Kernlokalisation von Sin3 zeigen, im Einklang mit seiner Rolle als 

Regulator einer Vielzahl verschiedener zellulärer Prozesse. 
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Abb.2.10 Sin3 ist während verschiedener Zellzyklusphasen im Kern lokalisiert. 
Ein Wildtyp (CY4849) und ein cdc28-13 Hefestamm (CY5327), die beide ein Sin3-myc Fusionsprotein 
exprimierten, wurden in YEPD Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Als Kontrolle diente ein Stamm (CY1617), 
der kein affinitätsmarkiertes Protein exprimierte. Während der logarithmischen Wachstumsphase, bei einem 
Titer von 1x107 Zellen/ml wurde die cdc28-13 Population bei 37°C arretiert. Die Wildtypzellen (CY4849) 
wurden durch Zugabe von Hydroxyurea zum Medium (200mM Endkonzentration) in der S-Phase arretiert, und 
durch Nocodazol (Endkonzentration 15� g/ml) in der G2-Phase. Nachdem die Zellen arretiert waren, wurden sie 
mit 1% Formaldehyd fixiert. Nach einem Verdau mit Zymolyase wurden die Zellen mit Polylysin auf einem 
Objektträger immobilisiert und Sin3-myc immunologisch durch anti-myc Antikörper (9E10 aus Maus) 
detektiert. Der sekundäre anti-Maus Antikörper war an einen CY3 Farbstoff gekoppelt, der sich durch UV-
Bestrahlung unter dem Fluoreszenzmikroskop nachweisen ließ. Die DNA wurde durch DAPI angefärbt. 



Resultate 

42 

 

2.6  Sin3 reguliert die Aktivität von SCB-abhängigen Promotoren durch   

       Interaktion mit SBF 

 

Die vorherigen Experimente zeigten, dass Sin3 an der Repression der G1/S-spezifischen 

Transkription beteiligt ist. Im folgenden wurde untersucht, ob Sin3 ein negativer Regulator der 

Funktion des SBF Transkriptionsfaktorkomplexes ist. Dazu wurden Doppelmutanten-Analysen 

zwischen SIN3 und der SBF Untereinheit SWI4 durchgeführt und es wurden physikalische Protein-

Protein Interaktionen zwischen Sin3 und den SBF-Bestandteilen Swi4 und Swi6 durch Tandem 

Affinitätsreinigung analysiert. Durch Chromatinimmunpräzipitationen sollte schließlich aufgeklärt 

werden, ob Sin3 an Swi4-regulierte Promotoren bindet.  

 

2.6.1  Die Inaktivierung von SIN3 reduziert nicht die Zellgröße von swi4�   

          Mutanten 
 

Um zu überprüfen, ob SIN3 ein Regulator der Funktion von SBF (Swi4/Swi6) ist, wurden 

genetische Interaktionen zwischen SIN3 und SWI4 untersucht. Wenn Sin3 ein Regulator der 

Funktion des SBF Transkriptionsfaktorkomplexes ist, sollte sich, durch Analyse von swi4�  Einzel- 

und swi4� sin3�  Doppelmutanten, die funktionellen Abfolge ihrer Genfunktion aufklären lassen. 

Wildtyp-Zellen, swi4�  und sin3�  Einzelmutanten, sowie swi4� sin3�  Doppelmutanten 

wurden in YEPD Flüssigmedium bei 30°C kultiviert (Stammhintergrund BY4742, S288C). Die 

durchschnittlichen Zellgröße der logarithmisch wachsenden sin3� swi4�  Doppelmutanten wurde 

mit der von congenischen Einzelmutanten und Wildtyp-Zellen verglichen. Die 

Häufigkeitsverteilung der Zellgrößen in Abb.2.11.A zeigt, dass Zellen der swi4�  Mutante deutlich 

größer waren als Wildtyp- oder sin3�  Mutanten-Zellen. Es erwies sich, dass die Inaktivierung von 

SIN3 die Zellgröße einer swi4�  Mutante erhöhte (Abb.2.11.A). Die durchschnittliche Zellgröße 

einer asynchronen swi4�  Kultur betrug 84fl ± 6,8 und die einer sin3� swi4�  Doppelmutante 109fl ± 

2,6. Die einfachste Erklärung für diese Beobachtung ist, dass die Wirkung von SIN3 von SWI4 

abhängig ist.  

Um die Rolle von SIN3 weiter zu untersuchen, wurde die Zellgröße analysiert, bei der der 

Eintritt in die S-Phase eingeleitet wird. Dazu wurden aus logarithmisch wachsenden Zellen einer 

swi4� sin3�  Kultur, durch zentrifugale Elutriation, kleine ungebuddete G1 Zellen isoliert. Während 

die synchronen G1 Zellen ihren Zellzyklus durchliefen, wurde die Größe bestimmt, bei der diese 

Zellen typische G1-Transkripte akkumulieren. 

Es zeigte sich, dass sowohl die swi4� sin3�  Doppelmutante, als auch die swi4�  

Einzelmutante, bei einem beträchtlich größeren Zellvolumen als der Wildtyp, die Bildung ihrer 

Buds initiierten (Abb.2.11.B). Die Bildung der Buds setzte in swi4� sin3�  Mutanten sogar bei einer  
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Abb.2.11 Inaktivierung von SIN3 führt in swi4�  Mutanten nicht zu einem früheren Eintritt in den 
Zellzyklus bei Start. 
(A) Wildtyp Zellen (CY4196; Stammhintergrund: BY4742 - S288C)), swi4�  Mutanten (CY5565), sin3�
Mutanten (CY5538) und sin3� swi4�  Mutanten (CY5629) wurden in YEPD Flüssigmedium bei 30°C kulti-
viert. Bei einem Titer von 3,5x107 Zellen/ml wurde während der logarithmischen Wachstumsphase die 
durchschnittliche Zellgröße mit dem CASY®1 cell counter gemessen. (B) Wildtyp Zellen (CY4196), swi4�
Mutanten (CY5565) und sin3� swi4�  Mutanten (CY5629) wurden in YEPGal Flüssigmedium bei 25°C 
kultiviert. Während der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen bei einem Titer von 5x107

Zellen/ml durch Zentrifugation geerntet und 8000 OD Zellen in eine Elutriationskammer geladen. 
Anschließend wurden kleine ungebuddete G1-Phase Zellen durch zentrifugale Elutriation isoliert. Der 
Zellzyklusverlauf, der in frischem YEPGal Medium aufgenommenen G1-Zellen, wurde bei 25°C in 
regelmäßigen Abständen analysiert. Die durchschnittliche Zellgröße wurde mit dem CASY®1 cell counter 
bestimmt. Um den Budding Index zu ermitteln, wurden jeweils 250 Zellen ausgezählt. (C) Die mRNA 
Mengen von PCL1 und TMP1 wurden durch Northern Blot Analyse bestimmt. Das konstitutiv exprimierte 
CMD1 Gen diente als Ladekontrolle. (D) Der Zeitpunkt der DNA-Replikation wurde mit dem FACSCalibur 
Durchflusszytometer bestimmt. 
Log: Asynchrone Zellen während ihrer logrithmischen Wachstumsphase. 
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etwas größeren Zellgröße ein als bei den swi4�  Mutanten (Abb.2.11.B). Die Zellgröße, bei der die 

Akkumulation der G1-spezifischen Transkripte und die DNA-Replikation in swi4� sin3�  Zellen 

nachgewiesen wurde, war vergleichbar mit der von swi4�  Mutanten, obgleich dies in  swi4� sin3�  

Zellen bei einer leicht höheren Zellgröße als in swi4�  Zellen erfolgte (Abb.2.11.C und D). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass der späte Eintritt von swi4�  Mutanten in den Zellzyklus, 

durch Deletion von SIN3 nicht früher erfolgt. In elutriierten swi4� sin3�  Zellen wurde die G1/S-

spezifische Transkription bei einer vergleichbaren Zellgröße aktiviert wie in elutriierten swi4�  

Zellen. In swi4�  Mutanten ist die Transkription von SBF-abhängigen Genen, wie von CLN1 und 

CLN2, erheblich reduziert (10-20% des Wildtyp-Levels) (Nasmyth und Dirick, 1991). Da die 

Deletion von SIN3 in einer swi4�  Mutante die Zellgröße, bei der die G1/S-spezifische 

Transkription erfolgt, nicht erheblich beeinflusst, ist die einfachste Erklärung die, dass Sin3 über 

Swi4 wirkt. Möglicherweise könnte Sin3, durch direkte Interaktion mit Swi4 oder Swi6 die 

Transkription regulieren. 

 

 

2.6.2  Sin3 ist ein Interaktionspartner des SBF Transkriptionsfaktorkomplexes 
 

Um eine mögliche Interaktion zwischen den Untereinheiten des SBF-

Transkriptionsfaktorkomplexes (Swi4/Swi6) und Sin3 direkt nachzuweisen, wurde der Sin3/Rpd3 

Komplex durch Tandem-Affinitätsreinigung isoliert (Puig et al., 2001).  

Das Prinzip dieser Aufreinigungsmethode ist in Abb.2.12 dargestellt. Bei dieser Methode 

wird der TAP-Tag mit dem Zielprotein fusioniert, um anschließend Protein-Komplexe, mit Hilfe 

des Tags, in zwei Schritten aufreinigen zu können (Abb.2.12.A). Das TAP-Tag-Fusionsprotein 

wird über eine IgG-Agarosematrix und anschließend über eine Calmodulin Affinitätsmatrix 

gereinigt, wobei aktive makromolekulare Proteinkomplexe isoliert werden können (Abb2.12.A) 

(Puig et al., 2001). Der C-terminale TAP-Tag besteht aus zwei IgG bindenden Domänen von 

ProteinA (Staphylococcus aureus ProtA) und einem Calmodulin bindenden Peptid (CBP). Da 

ProtA mit hoher Affinität an die IgG-Agarosematrix bindet, sind die beiden Affinitätsmarkierungen 

durch eine TEV-Protease Schnittstelle getrennt, um die gebundenen Komplexe durch den TEV-

Protease-Verdau von der Matrix eluieren zu können.  

Um Sin3 über diese Methode mit dem TAP-Affinitätstag zu isolieren, wurde durch 

homologe Rekombination auf chromosomaler Ebene, ein TAP-Tag-Modul in den Leserahmen von 

Sin3 integriert (Materialien und Methoden) (Knop et al., 1999; Puig et al., 2001). Die untersuchten 

Zellen exprimieren somit nur das C-terminale Sin3-TAP-tag-Fusionsprotein unter der Kontrolle des 

zelleigenen, natürlichen Promotors, also mit der natürlichen Expressionsrate. Damit, nach der 

Reinigung von Sin3-TAP, in den Eluaten die Anwesenheit von Swi6 überprüft werden kann, wurde 

an den Leserahmen von SWI6 eine Affinitätsmarkierung fusioniert. Durch homologe 

Rekombination wurde die HA-Epitoptag Kassette an den SWI6-Leserahmen angefügt. 
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Anschließend wurden zwei Kreuzungen durchgeführt, um Stämme zu generieren, deren PEP4 Gen 

deletiert ist und die Sin3-TAP sowie Swi6-HA exprimieren (siehe Materialien und Methoden). Die 

Deletion von PEP4 führte zu einer Inaktivierung der vakuolären Peptidasen (Jones, 1991a, b).  

Die TAP-Reinigung wurde parallel mit Extrakten aus zwei logarithmisch wachsenden 

Stämmen durchgeführt. Der eine Stamm exprimierte sowohl das Sin3-TAP, wie auch das Swi6-HA 

Fusionsprotein, der Kontrollstamm hingegen exprimierte nur Swi6-HA. Nach dem Aufschluss der 

Zellen wurden die Extrakte einer Ultrazentrifugation unterzogen und der Überstand dialysiert 

(siehe Materialien und Methoden). Das Dialysat wurde im ersten Aufreinigungsschritt mit der IgG-

Matrix inkubiert, die IgG Beads anschließend über ein Säulchen vom Dialysat getrennt und mit 

IPP150 Puffer gewaschen. An die Matrix gebundene Proteinkomplexe wurden durch TEV-Protease 

Spaltung eluiert und im zweiten Aufreinigungschritt mit Calmodulin Beads inkubiert (Materialien 

und Methoden). Die Bindung des CBP an die Calmodulin-Matrix erfolgt Ca2+-abhängig. Nachdem 

die Calmodulin-Matrix mit Calmodulin-Binding Puffer gewaschen worden war, wurden die 

Proteinkomplexe durch einen EGTA enthaltenden Puffer eluiert (siehe Materialien und Methoden).  

Die in den Eluaten enthaltenen Proteine wurden elektrophoretisch in einem 

Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschließend durch Western-Blot Analyse immunologisch 

untersucht. Die Analyse der Dialysate, sowie der Eluate der beiden Reinigungsschritte mit 

Antikörpern, die spezifisch gegen das Calmodulin-bindende-Peptid des TAP-Tags gerichtet waren, 

bestätigte die Expression und die spezifische Aufreinigung von Sin3-TAP (Abb.2.12.B; � -CBP). 

Ein Vergleich mit der Silberfärbung des Proteingels zeigt, dass aus dem Sin3-TAP exprimierenden 

Stamm, im Gegensatz zum Kontrollstamm, mehrere Proteine isoliert wurden (Abb.2.12.D). Das 

Molekulargewicht der beiden prominentesten Banden bei ~200kDa und ~50kDa entspricht dem 

von Sin3-TAP und Rpd3. Durch die anti-HA Antikörper (12CA5) ließ sich immunologisch die 

Anwesenheit von Swi6-HA im Dialysat beider Stämme nachweisen (Abb.2.12.B; � -HA).  Nach der 

Elution des Sin3-TAP Komplexes von der IgG-Matrix durch TEV-Protease-Spaltung, ließ sich 

Swi6-HA im Eluat des Sin3-TAP exprimierenden Stammes, in deutlich größerer Menge 

nachweisen, als in dem des Kontrollstammes (Abb2.12.B; � -HA). 

Nach dem zweiten Reinigungsschritt, bei dem Sin3-TAP durch EGTA von der Calmodulin-Matrix 

eluiert worden war, wurde Swi6-HA nur im Eluat des Sin3-Tap exprimierenden Stammes 

nachgewiesen (Abb.2.12.B; � -HA). Die Aufreinigung von Swi6-HA erfolgte also spezifisch über 

die Interaktion mit Sin3-TAP. Obwohl im zweiten Aufreinigungsschritt eine mit dem ersten Schritt 

vergleichbare Menge Sin3-TAP isoliert wurde (Abb.2.12.B; � -CBP), nahm die Menge des 

coisolierten Swi6-HA deutlich ab (Abb.2.12.B; vgl. TEV- und EGTA-Eluat). Diese Beobachtung 

deutet daraufhin, dass die Interaktion zwischen Sin3 und Swi6 spezifisch ist, die beiden Proteine 

aber nicht in stöchiometrischen Mengen im Komplex vorliegen. 

Die Untersuchung der EGTA-Eluate mit Antikörpern die spezifisch gegen Swi4 gerichtet 

waren zeigte, dass Swi4 ebenfalls mit Sin3-TAP coisoliert wurde (Abb.2.12.C). Diese Analyse  
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Abb2.12 Sin3 interagiert in vivo mit den SBF-Untereinheiten Swi6 und Swi4. 
(A) Schematische Darstellung des TAP-Tags und der Reinigungsschritte der Tandem-Affinitätsreinigung 
(verändert nach Puig et al. 2001). Der TAP-Tag besteht aus drei Einheiten. Das erste Modul des Tags besteht 
aus zwei IgG bindenden Domänen des ProteinA von Staphylococcus aureus (ProtA). Das Zweite ist ein 
Calmodulin-bindendes Peptid (CBP), und die dritte Einheit umfasst eine TEV Protease Schnittstelle, die das 
ProtA vom CBP trennt. Diese TAP-Tag Kassette wurde durch homologe Rekombination an den SIN3-
Leserahmen C-terminal angefügt. Zellen, die ein Sin3-TAP und ein Swi6-HA Fusionsprotein exprimierten 
(CY5237), wurden in YEPD Flüssigmedium bei 30 °C kultiviert. Als Negativkontrolle diente ein Stamm 
(CY2557), der nur Swi6-HA exprimierte. Während der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen 
bei einer OD600 von 2,0 durch Zentrifugation  
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wurde aber nur einmal durchgeführt und die Qualität dieser Antikörper war fragwürdig, obwohl die 

Spezifität durch Vergleich mit Extrakten aus swi4�  Mutanten und Wildtyp-Zellen nachgewiesen 

wurde (Abb.2.12.C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

geerntet. Die Zellen wurden physikalisch aufgeschlossen und die Extrakte anschließend ultrazentrifugiert und 
dialysiert. Danach wurde Sin3-TAP durch Tandem-Affinitäts-Reinigung über eine IgG-Matrix und eine 
Calmodulin-Matrix isoliert. (B) Die Eluate wurden elektrophoretisch in einem SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetrennt und die Proteine durch Silberfärbung nachgewiesen. Um die spezifische Anreicherung von Sin3-
TAP nachzuweisen, wurde ebenso mit dem Extrakt eines Kontrollstammes, der kein TAP-Tag-Fusionsprotein 
exprimierte, eine TAP-Reinigung durchgeführt. (C) Western-Blot Analyse der Dialysate, TEV-Eluate und der 
EGTA-Eluate. Die Anreicherung von Sin3 während der TAP-Reinigung wurde mit Antikörpern gegen das 
Calmodulin Bindende-Peptid gezeigt. Die Coreinigung von Swi6-HA über Sin3-TAP wurde mit Antikörpern 
gegen den HA-Tag nachgewiesen. 
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2.6.3  Sin3 wird in Abhängigkeit von Swi4 und Swi6 an G1/S-spezifische   

           Promotoren rekrutiert 

 

Sin3 bindet nicht direkt an DNA, es ist aber bekannt, dass Sin3 über Interaktion mit DNA-

bindenden Proteinen an spezifische Promotorelemente rekrutiert werden kann (Elkhaimi et al., 

2000; Grzenda et al., 2009; Kadosh und Struhl, 1997, 1998b; Silverstein und Ekwall, 2005; 

Washburn und Esposito, 2001). Es ist dokumentiert, dass das DNA-bindende Protein Ume6 über 

Interaktion mit dem Corepressor Sin3, den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex an Promotoren 

von verschiedenen Genen in der Bäckerhefe rekrutieren kann (Kadosh und Struhl, 1997; Rundlett 

et al., 1998). Die Rekrutierung von Sin3 an die Ume6-Bindungsstellen in den Promotorbereichen 

von Genen, die an der Regulation der Meiose, sowie des Inositol- und Phospholipidstoffwechsels 

beteiligt sind, führt zur Repression der Transkription dieser Gene (Hudak et al., 1994; Kadosh und 

Struhl, 1997, 1998a, b; Washburn und Esposito, 2001). Da Ume6 an der Rekrutierung von Sin3 an 

Promotorbereiche von G1/S-spezifisch regulierten Genen beteiligt sein könnte, wurden diese 

Promotoren nach Sequenzen durchsucht, die für Ume6-Bindungstellen spezifisch sind (Daten nicht 

gezeigt). Es wurden keine Sequenzen gefunden, die für Bindungsstellen von Ume6 spezifisch sind.  

Wenn Sin3 als Corepressor an der Regulation der SBF (Swi4/Swi6) abhängigen 

Transkription beteiligt ist, sollte es an den Promotoren der, in der späten G1-Phase aktivierten Gene 

nachweisbar sein. Aus diesem Grund wurde nachfolgend untersucht, ob Sin3 in Abhängigkeit von 

den SBF-Untereinheiten Swi4 und Swi6, an G1/S-spezifisch regulierten Promotoren rekrutiert 

wird. Um die Bindung von Sin3 an Promotoren von SBF-abhängigen Genen in Wildtyp-Zellen, 

sowie in swi4�  und swi6�  Mutanten aufzuklären, wurde die Methode der Chromatin-

Immunpräzipitation angewandt (Cosma et al., 2001; Dedon et al., 1991; Solomon und Varshavsky, 

1985; Strahl-Bolsinger et al., 1997). 

 

Die Grundlagen der Chromatin-Immunpräzipitation 

Durch die Methode der Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) wurde die Assoziation von 

Sin3 mit Fragmenten aus Upstream Activating Sequences (UAS) untersucht, die spezifisch für 

SBF-abhängig regulierte Gene sind. Das Prinzip der Chromatin-Immunpräzipitation beruht darauf, 

dass epitopmarkierte Fusionsproteine durch Formaldehyd in vivo mit anderen Proteinen und 

Nukleinsäuren reversibel quervernetzt werden (Jackson, 1978; McGhee und von Hippel, 1975a, b; 

Orlando, 2000; Orlando et al., 1997; Solomon und Varshavsky, 1985). Formaldehyd ist ein sehr 

reaktives Reagenz, das mit den Amino- und Imino-Gruppen von Proteinen (Lysin, Arginin, 

Histidin) und Nukleinsäuren (Adenin, Cytosin) eine Schiffsche Base bildet. Dieses Intermediat 

reagiert mit weiteren Amino-Gruppen und kondensiert zu DNA-Protein Komplexen (Jackson, 

1978; McGhee und von Hippel, 1975a, b). Nach dem Aufschluss der fixierten Zellen werden die 
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Zellextrakte sonifiziert, wobei die DNA-Stränge durch Ultraschall geschert und in kleine 

Fragmente zerlegt werden. Durch die hier verwendeten Sonifizierungs-Bedingungen, besaßen die 

DNA-Fragmente eine durchschnittliche Länge von 500bp (Daten nicht gezeigt) (Strahl-Bolsinger et 

al., 1997). Anschließend werden die quervernetzen DNA-Protein und Protein-Protein Komplexe 

durch Immunpräzipitation isoliert. Die mit Epitoptags affinitätsmarkierten Proteine werden durch 

Adsorption an eine Matrix präzipitiert, an die spezifische Antikörper gekoppelt sind. Nach der 

Immunpräzipitation werden die Quervernetzungen der präzipitierten DNA-Protein Komplexe 

revertiert und die Chromatin-Fragmente durch Phenol/Chloroform Extraktion isoliert. Die 

copräzipitierten DNA-Bereiche werden anschließend durch PCR mit spezifischen Primern 

analysiert und so die Assoziation des untersuchten Proteins mit bestimmten Bereichen des 

Hefegenoms untersucht.  

 

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

assoziiert 

Als Affinitätsmatrix für die Chromatin-Immunpräzipitation von quervernetzten Sin3-

Chromatin-Komplexen dienten paramagnetische Eisenoxydpartikel (Dynabeads®), an deren 

Oberfläche anti-myc Antikörper (9E11) immobilisiert worden waren. Um die Sin3-DNA 

Komplexe mit Hilfe der Affinitätsmatrix isolieren zu können, wurde Sin3 mit einer 

Affinitätsmarkierung versehen. Hierfür wurde SIN3 durch eine Sin3-myc-tag Fusion ersetzt (siehe 

Materialien und Methoden). Um zu untersuchen, ob die Bindung von Sin3-myc SWI4- oder SWI6-

abhängig ist, wurde der Sin3-myc exprimierende Hefestamm mit einer swi4�  Mutante bzw. einer 

swi6�  Mutante gekreuzt. Der SWI4 Leserahmen war zuvor durch eine LEU2-Deletionskassette 

(Koch et al.,1993) oder einer KanMX Deletionskassette (Winzeler et al., 1999) ersetzt worden. Der 

SWI6 Leserahmen war gegen eine TRP1 (Koch et al.,1993) oder KanMX Deletionskassette 

(Winzeler et al., 1999) ausgetauscht worden. Nach der Sporulation der diploiden Zellen wurde der 

Genotyp der haploiden Segreganten durch PCR-Analyse getestet. 

Sin3-myc exprimierenden Wildtyp-Zellen, entsprechende swi4�  und swi6�  Mutanten und 

ein Kontrollstamm - ohne epitopmarkiertes Protein - wurden in Vollmedium kultiviert. Die 

logarithmisch wachsenden Zellen wurden durch 1% Formaldehyd fixiert. Aus sonifizierten 

Zellextrakten wurden anschließend die Sin3-myc Epitoptag-Fusionsproteine mit der 

Affinitätsmatrix gezielt immunpräzipitiert. Nach der Immunpräzipitation wurden die kovalenten 

Quervernetzungen der isolierten Protein-DNA Komplexe, durch Erhitzen (65°C) in Tris-HCl 

Puffer bei niedrigem pH revertiert. Aus dem Präzipitat wurden die Proteine durch Proteinaseverdau 

und Phenol/Chloroform Extraktion entfernt. Die isolierten DNA-Fragmente wurden schließlich 

durch PCR charakterisiert. Während der PCR verändert sich die Vermehrungsrate der DNA, 

weshalb die Kinetik der PCR-Reaktion durch Real Time qPCR analysiert werden müsste, um die 

Template-Mengen direkt zu quantifizieren. 
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Abb.2.13 Schematische Darstellung der Bindungsstellen von Primern, die in der ChIP-PCR-Analyse 
verwendet wurden. 
Die, durch Chromatin-Immunpräzipitation isolierten DNA-Fragmente wurden durch multiplex PCR mit zwei 
Primer-Paaren analysiert. In derselben PCR wurden Primer für die Amplifizierung von Promotorsequenzen, 
zusammen mit Kontroll-Primern eingesetzt. Mit den Kontroll-Primern ck2229/ck2230 wurde eine 
nichttranskribierten Region auf Chromosom V amplifiziert. Diese Kontroll-Primer dienten somit dem 
Nachweis der Spezifität der Anreicherung von Promotor-Bereichen durch die Immunpräzipitation. Die 
copräzipitierten DNA-Fragmente aus dem Promotor-Bereichen von CLN2 und CLN1 wurden durch die 
Primerpaare ck2148/ck2149 und ck2158/ck2159 amplifiziert (schwarze Pfeile). Die gewählten Promotor-
Regionen enthielten die für SBF spezifischen SCB-Elemente (Swi4/Swi6 cell cycle box) (rot). Die Primer 
ck1724/ck1725 und ck2254/ck2255 waren spezifisch für die codierenden Regionen von CLN2 und CLN1. 
Diese Primer dienten als weitere Kontrolle für die spezifische Anreicherung von Promotor-Bereichen.  Die 
copräzipitierten UAS-Fragmente von PCL1 und TMP1 wurden durch die Primerpaare ck2364/ck2366 und 
ck1057/ck1058 amplifiziert. Die gewählten Promotor-Regionen von PCL1 enthielten die für SBF spezifischen 
SCB-Elemente (Swi4/Swi6 cell cycle box). Die für den TMP1 Promotor spezifischen Primer amplifizierten 
ein Fragment, das die MCB (MluI cell cycle box) Sequenzen enthielt. Die Primer ck2348/ck2349 und 
ck1275/ck1284 waren spezifisch für die codierenden Regionen von PCL1 und TMP1.  
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Die Endpunktbestimmung einer herkömmlichen PCR ermöglicht jedoch auch eine relative 

Bestimmung der eingesetzten Template-Menge, wenn Verdünnungsreihen des Templates in die 

PCR eingesetzt werden. Dadurch war es möglich, die Assoziation des Epitoptag-Fusionsproteins 

mit den spezifischen Promotorbereichen von SBF-regulierten Genen zu analysieren. 

Um zu testen, ob Sin3 an die Promotoren von G1/S-spezifisch aktivierten Genen  rekrutiert 

wird, wurden Primerpaare verwendet, die für die Promotoren von CLN1 und CLN2 spezifisch 

waren (Abb.2.13). Die Promotoren von CLN2 und CLN1 enthalten drei potenzielle SCB-Elemente, 

an die der SBF Transkriptionsfaktorkomplex bindet (Cross, 1995; Koch und Nasmyth, 1994; Stuart 

und Wittenberg, 1994). Die Primerpaare für die Amplifikation der Promotor-Bereiche wurden so 

gewählt, dass die analysierten Sequenzen die, für SBF spezifischen SCB Elemente (Swi4/Swi6 cell 

cycle box) enthielten (Abb.2.13). Als Negativ-Kontrolle für die spezifische Anreicherung der 

Promotor Bereiche von CLN1 und CLN2 wurden Zellen analysiert, die kein Epitoptag-

Fusionsprotein exprimierten. Um festzustellen, ob Sin3 spezifisch an die Promotor-Bereiche der 

G1/S-spezifisch exprimierten Gene rekrutiert wird, wurden zusätzlich Bereiche aus den 

codierenden Regionen dieser Gene durch PCR untersucht (Abb.2.13). Die Chromatin-Fragmente 

wurden durch Multiplex PCR (Chamberlain et al., 1988) analysiert. Bei den folgenden PCR-

Analysen wurden in jede PCR jeweils zwei Primerpaare eingesetzt (Duplex PCR). Die Bereiche 

aus den Promotoren der Gene CLN1 oder CLN2 wurden gleichzeitig mit einer nichttranskribierten 

Kontroll-Region, auf Chromosom V (Materialien und Methoden) in derselben Reaktion 

amplifiziert. Ebenso wurden die Regionen aus den codierenden Bereichen dieser Gene auch mit der 

Kontroll-Region in derselben PCR analysiert. Die Amplifikation der ORF-freien Region auf 

Chromosom V stellt ein Maß für die Menge von unspezifisch präzipitierten Chromatin-Fragmenten 

dar. 

Der Vergleich der, aus dem Immunpräzipitat von Sin3-myc exprimierenden Zellen amplifizierten 

PCR-Produktmenge von CLN1 und CLN2 Promotor-Bereichen (Abb.2.14.A und B; Wt: Spur 4-6), 

mit der von Kontroll-Zellen, die kein affinitätsmarkiertes Protein exprimierten (Abb.2.14.A Spur 1-

3; Abb.2.14.B Spur 7-9), zeigt die spezifische Copräzipitation der UAS-Fragmente mit Sin3-myc. 

Die Ergebnisse der PCR-Analyse zeigen, dass die Promotorelemente von CLN1 und CLN2, durch 

die ChIP aus Wildtyp-Extrakten signifikant stärker angereichert wurden, als die nichttranskribierte 

Kontroll-Region von Chromosom V (Abb.2.14.A und B; Wt: Spur 4-6). Die dreifache 

Durchführung der Chromatinimmunpräzipitation demonstrierte die gute Reproduzierbarkeit des 

Experimentes (Abb.2.14.A und B Spur 4-6). Die amplifizierte Produktmenge der Fragmente aus 

den codierenden Regionen von CLN1 und CLN2, lag nicht signifikant über der, des Kontroll-

Bereiches auf Chromosom V (Abb.2.14.A und B; Wt: Spur 4-6). 
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Abb.2.14 Sin3 wird an SBF-spezifisch regulierte Promotoren rekrutiert. 
Wildtyp (CY4849, CY5387), swi4�  (CY5386) und swi6�  (CY5469) Zellen, die ein Sin3-myc9 Fusionsprotein 
exprimierten, wurden in YEPD Flüssigmedium bei 30°C kultiviert. Während der logarithmischen 
Wachstumsphase, bei einem Titer von 3x107 Zellen/ml, wurden die Zellen mit 1% Formaldehyd 20 Minuten 
bei RT fixiert. Aus den mit Formaldehyd fixierten Zellen wurden die Extrakte präpariert. Nachdem die DNA 
durch Sonifizierung in ~500bp große Fragmente geschert worden war, wurde Sin3-myc9 durch 9E11 
Antikörper (immobilisiert an Dynabeads) aus den Extrakten präzipitiert. ChIP Assays mit Extrakten aus 
Zellen, die kein Sin3-myc-tag Fusionsprotein exprimierten, dienten als Kontrolle (CY1617). Die Chromatin-
Immunpräzipitationen (ChIP) wurden anschließend dreifach durchgeführt (Kontrolle: Spur 1-3; Wt: Spur 4-6; 
Mutante: Spur 7-9). Die copräzipitierte  DNA wurde anschließend durch multiplex PCR analysiert. Die DNA-
Fragmente aus den UAS von CLN2 wurden mit die Primer ck2148 und ck2149 amplifiziert, die von CLN1 mit 
ck2158 und ck2159. Bereiche aus den codierenden Regionen von CLN2 und CLN1 wurden mit den 
Primerpaaren ck1724/ck1725 und ck2254/ck2255 analysiert. Primer für die Amplifikation einer 
nichttranskribierten Region auf Chromosom V dienten als unspezifische Kontrolle (ck2229 und ck2230). Die 
Kontrollprimer, wurden zusammen mit den Primer für die Promotor-Regionen und codierenden Regionen von 
CLN1 und CLN2, in der selben PCR eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igem Agarosegel 
analysiert und digitalphotographisch dokumentiert. (A) Chromatin-Immunpräzipitation mit Extrakten aus 
Wildtyp und swi6�  Zellen, die Sin3-myc exprimierten, sowie aus einem Kontroll-Stamm, der kein 
affinitätsmarkiertes Protein exprimierte. (B) Chromatin-Immunpräzipitation mit Extrakten aus Wildtyp und 
swi4�  Zellen die Sin3-myc exprimierten, sowie aus dem Kontroll-Stamm. (C) und (D) Die in einem 2%igem 
Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte wurden durch Ethidiumbromid gefärbt und digitalphotographisch 
dokumentiert. Anschließend wurden die Bandenintensitäten durch die BIOCAPT v.12.3 Software quantifiziert. 
Die Signalstärke der CLN2-Promotor-Fragmente, bzw. der CLN2-ORF-Fragmente wurde mit der, der 
untranskribierten Region von Chromosom V abgeglichen [(spez. ChIP/Kontroll ChIP) Tag / (spez. ChIP/ 
Kontroll ChIP) kein Tag]. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Chromatin-
Immunpräzipitationen und die Standardabweichung. 
GZE: Ganzzellextrakt; Kontrolle (ohne Tag): Zellen die kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimieren. 
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Diese Beobachtung zeigt, dass Sin3 an die Promotor-Bereiche, nicht aber an die codierenden 

Regionen dieser Gene rekrutiert wird. Die PCR-Analyse der Chromatin-Immunpräzipitate aus 

Deletionsmutanten zeigte, dass die Anreicherung der Promotorelemente von CLN1 und CLN2 aus 

swi6�  Mutanten (Abb.2.14.A; Spur 7-9) signifikant geringer war als aus Wildtyp-Zellen 

(Abb.2.14.A und C). Die Menge der aus swi6�  Mutanten copräzipitierten Promotor-Bereiche war 

vergleichbar mit der Menge der präzipitierten Kontroll-Bereiche (ORF; Chr.V UTR) (Abb.2.14.A 

und C). Die Bandenintensitäten, der aus den ChIP-Eluaten von Wildtyp und swi6 

Deletionsmutanten amplifizierten Sequenzen des CLN2-ORF, waren nicht signifikant 

unterschiedlich (Abb.2.14.A und C). 

Die Bindung von Sin3-myc an die CLN1 und CLN2 Promotorelemente der swi4�  Mutanten 

(Abb.2.14.B; Spur 1-3) war ebenfalls erheblich reduziert im Vergleich mit dem Wildtyp 

(Abb.2.14.B; Spur 4-6). Jedoch war der Unterschied zwischen Wildtyp und swi4�  Mutante 

geringer als zwischen Wildtyp und swi6�  Mutante (Vgl. Abb.2.14.C und D). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Sin3 spezifisch mit den Promotor-Bereichen von SBF-

abhängig regulierten Genen assoziiert ist. Die Chromatin-Immunpräzipitationen mit Extrakten aus 

swi4�  und swi6�  Zellen zeigen außerdem, dass Sin3 durch den SBF Transkriptionsfaktorkomplex 

an die G1/S-spezifischen Promotoren rekrutiert wird, oder 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 zellzyklusspezifisch 
 

2.7.1  Sin3 besetzt SBF-abhängige Promotoren spezifisch in der G1-Phase 
 

Wenn Sin3 die Transkription von G1-Cyclinen beeinflusst, könnte seine Bindung von der 

Zellzyklusphase abhängen. Um zu testen, ob die Rekrutierung von Sin3 an die Promotoren von G1-

Cyclinen zellzyklusspezifisch erfolgt, wurden Extrakte von Zellen, die in der G1-Phase arretiert 

worden waren, durch Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) untersucht.  

Um die Besetzung der Cyclin-Promotoren durch Sin3, während der G1-Phase zu analysieren, 

wurde eine temperatursensitive cdc28-13 Mutante generiert, die ein Sin3-myc9 Fusionsprotein 

exprimiert. Die Cdc28 Kinase ist im Verbund mit den aktivierenden Cyclinen (CLN1,2,3 und 

CLB5,6), der wesentliche Koordinator aller G1/S-spezifischen Ereignisse (Cross, 1995; Hartwell et 

al., 1974; Johnston et al., 1977; Mendenhall und Hodge, 1998). Temperatursensitive cdc28-13 

Mutanten arretieren ihren Zellzyklus unter restriktiven Bedingungen in der späten G1-Phase vor 

Start (Hartwell et al., 1974; Hartwell et al., 1970).  

Ein Teil einer Kultur temperatursensitiver cdc28-13 Zellzyklusmutanten, die Sin3-myc 

exprimierten, wurde bei 37°C arretiert, während der andere Teil bei 25°C weiterkultiviert wurde. 

Nachdem die Zellen als große ungebuddete G1-Phase Zellen arretiert waren, wurden sie mit 

Formaldehyd fixiert. Anschließend wurden die mit Sin3-myc quervernetzten Chromatin-Fragmente 

aus den sonifizierten Zellextrakten durch ChIP isoliert. Die Immunpräzipitationen wurden dreifach 

durchgeführt, um Variationen in der Effizienz der Chromatin-Immunpräzipitationen 

auszuschließen. Die präzipitierten DNA-Fragmente wurden anschließend durch PCR analysiert, 

wobei Primer für die Amplifikation von Promotorbereichen und codierenden Regionen der Gene 

CLN1, CLN2, PCL1 und TMP1 eingesetzt wurden (Abb.2.13). Um die Spezifität der Chromatin-

Immunpräzipitation zu überprüfen, wurde bei jeder PCR-Analyse ein nichttranskribierter Bereich 

auf Chromosom V, als Kontrolle amplifiziert.  

Aus den Präzipitaten von arretierten cdc28-13 Zellen wurden signifikant mehr Promotor-

Fragmente, der G1/S-spezifischen Gene, amplifiziert, als aus den Präzipitaten der asynchronen 

Zellen (Abb.2.15.A; vgl. 37°C und 25°C). Im Gegensatz dazu war die Signalstärke der 

amplifizierten ORF-Sequenzen dieser Gene, bei den arretierten Zellen nicht höher als bei den 

asynchronen Zellen (Abb.2.15.A; vgl. 37°C und 25°C).  

Die Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitation zeigen, dass Sin3 in der G1-Phase an die 

Promotoren von CLN1, CLN2 und PCL1 rekrutiert wird. Die Beobachtung, dass die Signalstärke 

der Präzipitate aus arretierten Zellen signifikant höher ist als aus den asynchronen Zellen, könnte 

darauf hindeuten, dass Sin3 nicht während des gesamten Zellzyklus an diese Promotor-Bereiche 

bindet.  
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Um den Unterschied der Promotor-Assoziation von Sin3, zwischen in G1 arretierten und 

asynchronen Zellen zu quantifizieren, wurden die Präzipitate der ChIP durch quantitative Real 

Time PCR analysiert (Abb.2.15.B). Die Präzipitate von asynchronen und arretierten cdc28-13 

Mutanten, die Sin3-myc exprimierten, wurden durch qPCR analysiert und mit dem qPCR Ergebnis 

für Kontroll-Zellen abgeglichen, die kein affinitätsmarkiertes Sin3 exprimierten.   

Die Ergebnisse der qPCR (Abb.2.15.B) zeigen, dass aus dem Präzipitat von arretierten cdc28-13 

Zellen 5 mal mehr PCL1 Promotor-Fragmente amplifiziert wurden, als aus dem von asynchronen 

cdc28-13 Zellen. Die Menge der amplifizierten PCL1-ORF Sequenzen zeigt keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den arretierten und den asynchronen cdc28-13 Zellen (Abb.2.15.B). Die 

geringere Menge copräzipitierter Promotor-Fragmente aus asynchronen Zellen lässt die 

Schlussfolgerung zu, dass Sin3 wahrscheinlich spezifisch in der G1-Phase an Promotor-Bereiche 

des SBF-abhängigen Gens PCL1 rekrutiert wird.  

Die Sequenzen aus dem Promotor-Bereich des MBF (Mbp1/Swi6) - abhängigen Gens TMP1, 

wurden aus den Präzipitaten von arretierten cdc28-13 Zellen nicht in größerer Menge amplifiziert 

als aus denen von asynchronen Zellen (Abb.2.15.A). Aus den arretierten cdc28-13 

Zellzyklusmutanten konnten die Promotor-Fragmente von TMP1 nicht spezifisch copräzipitiert 

werden. Demzufolge ist Sin3 möglicherweise nur an der Regulation der Transkription von SBF-

abhängigen, nicht aber von MBF-abhängigen Genen beteiligt. 

 

Sin3 bindet während der M-Phase nicht an SBF-spezifische Promotoren 

Um zu erfahren, ob sich die Bindung von Sin3 an die Promotoren der SBF-spezifischen Gene nach 

der G1-Phase ändert, wurden Zellen untersucht, die entweder durch das Spindelgift Nocodazol in 

der Prometaphase oder durch das temperatursensitive cdc16-1 Allel am Übergang von der 

Metaphase zur Anaphase arretiert worden waren. 

Nocodazol inhibiert die Polymerisation der Microtubuli und verhindert somit die Bildung 

der Mitosespindel. Da die Kinetochore der Chromatiden nicht mit Spindelfasern assoziiert sind, 

halten die Zellen ihren Zellzyklus am Spindel-Checkpoint in der Prometaphase an.  

Cdc16 ist eine Untereinheit des APC (engl. Anaphase-Promoting Complex) und spielt eine 

wichtige Rolle in der Regulation der Ubiquitin-vermittelten Anaphase-Proteolyse von B-Typ 

Cyclinen. Durch die Inhibierung der Funktion des APC arretieren die cdc16-1 Zellzyklusmutanten 

bei 37°C am Übergang von der Metaphase zur Anaphase der Mitose, mit einem hohen CLB2 

Expressionslevel und nicht separierten Schwesterchromatiden.  

Eine Kultur von Sin3-myc exprimierenden Wildtyp-Zellen wurde aufgeteilt und eine Hälfte 

mit Nocodazol behandelt, während die andere unbehandelt blieb. Nachdem die behandelten Zellen 

in G2/M arretiert waren, wurde die Assoziation von Sin3-myc mit den Promotoren von CLN2 und 

PCL1 analysiert. 
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Abb.2.15 Sin3 bindet zellzyklusspezifisch in der G1-Phase, nicht aber in der G2/M-Phase an SBF-
abhängige Promotoren. 
(A) Dargestellt ist die PCR-Analyse der Chromatin-Immunpräzipitation mit Extrakten aus arretierten cdc28-13
Zellen. Cdc28-13 Zellzyklusmutanten, die ein Sin3-myc9 Fusionsprotein exprimieren (CY5327), wurden in 
YEPD Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Als Negativkontrolle für die spezifische Immunpräzipitation von 
Sin3-myc, diente ein Stamm (CY239), der kein affinitätsmarkiertes Fusionsprotein exprimierte. Bei einem 
Titer von 1x107 Zellen/ml wurde die logarithmisch wachsende cdc28-13 Kultur aufgeteilt und die eine Hälfte 
durch Inkubation bei 37°C für 165 Minuten, in der G1-Phase arretiert. Die andere Hälfte der Zellen wurde bei 
25°C ebenso lange weiterkultiviert. Nachdem die Zellen arretiert waren, wurden die Kulturen bei 
Raumtemperatur 20 Minuten mit 1% Formaldehyd fixiert. Die fixierten Zellen wurden durch Zentrifugation 
geerntet und danach die Zellextrakte durch physikalischen Zellaufschluß mit Glasbeads gewonnen. Mit den 
sonifizierten Extrakten wurde eine Chromatin-Immunpräzipitation mit anti-myc (9E11) beladenen 
Dynabeads® (Invitrogen) durchgeführt. Die Präzipitate wurden anschließend durch Multiplex PCR analysiert. 
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Um die Bindung an den CLN2-Promotor in der späten Metaphase zu analysieren wurden 

cdc16-1 Mutanten generiert, die Sin3-myc exprimierten. Diese cdc16-1 Zellen wurden, ebenso wie 

ein Sin3-myc exprimierender Wildtyp-Stamm während der logarithmischen Wachstumsphase auf 

zwei Kulturen aufgeteilt. Die eine Hälfte wurde bei 25°C weiterkultiviert, während die andere 

Hälfte 180 Minuten bei 37°C inkubiert wurde.  

Mit den fixierten Zellextrakten der asynchronen und arretierten Kulturen wurden 

anschließend Chromatin-Immunpräzipitationen durchgeführt. Als Negativkontrolle diente ein 

Stamm, der kein affinitätsmarkiertes Sin3 exprimierte. 

Der Vergleich der Bandenintensitäten der PCR-Produkte zeigt, dass aus den ChIP-

Präzipitaten von Nocodazol-behandelten Zellen weniger Promotor-Fragmente amplifiziert wurden 

(Abb.2.15.C; Spur 7-9), als aus den Präzipitaten von asynchronen Zellen (Abb.2.15.C; Spur 4-6). 

Die Primer für die Amplifikation von Promotor-Fragmenten der Gene CLN1, CLN2, PCL1 und TMP1 wurden 
zusammen mit Kontroll-Primern in dieselbe Reaktion eingesetzt.  Die Kontroll-Primer amplifizierten eine 
nichttranskribierte Region von Chromosom V. Eine weitere Kontrolle für die spezifische Anreicherung von 
Promotor-Elementen waren Primer, die Bereiche aus der codierenden Region dieser Gene amplifizierten.  Die 
PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen analysiert.  
ChIP: Chromatin-Immunpräzipitationen; GZE: Ganzzellextrakte 
(B) Analyse der ChIP-Resultate durch quantitative Real Time PCR. Die Bindung von Sin3 an den PCL1-
Promotor sowie den PCL1-ORF wurde durch ChIP analysiert wie in (A) beschrieben. Präzipitate aus den 
Chromatin-Immunpräzipitationen von Extrakten aus Zellen, die in der G1-Phase (cdc28-13) arretiert worden 
waren, wurden durch quantitative Real Time PCR analysiert. Die Menge der amplifizierten DNA wurde durch 
die MxPro qPCR software (Mx3000P; V4.01 von Stratagene) bestimmt. Der logarithmische-amplifikations-
basierende Schwellenwert der PCR (Ct-threshold crossing-point) von den ChIP-Proben wurde mit den Werten 
einer Standard-Verdünnungsreihe verglichen. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhängigen 
Experimenten mit ihrer Standartabweichung. Die ermittelten Werte des Kontrollstammes (ohne Epitoptag-
Fusionsprotein) wurde von den Werten der Stämme abgezogen, die Sin3-myc exprimierten. 
(C) Chromatin-Immunpräzipitation mit Extrakten aus Zellen, die durch Behandlung mit Nocodazol arretiert 
wurden. Wildtyp-Zellen (CY4849), die ein Sin3-myc Epitoptag-Fusionsprotein exprimieren, wurden in YEPD 
Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Bei einem Titer von 1x107 Zellen/ml wurde die Kultur aufgeteilt und die 
eine Hälfte mit dem Spindelgift Nocodazol arretiert, während die andere Hälfte unbehandelt weiterkultiviert 
wurde.  Nach 2,5 Stunden bei 25°C waren die Zellen in der G2-Phase arretiert und wurden mit 1% 
Formaldehyd fixiert. Anschließend wurde Sin3-myc, aus den sonifizierten Zellextrakten, durch 9E11 
Antikörper immunpräzipitiert. Die Chromatin-Immunpräzipitationen wurden dreimal durchgeführt. Um die 
spezifische Copräzipitation von Chromatin-Fragmenten durch Sin3-myc sicherzustellen, wurde in der ChIP 
ebenfalls ein Stamm eingesetzt, der kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte. Die Präzipitate wurden durch 
PCR analysiert, wobei Primer für die Amplifikation von Promotor-Bereichen von CLN2 und PCL1 eingesetzt 
wurden. ChIP: Chromatin-Immunpräzipitationen; GZE: Ganzzellextrakte 
(D) Analyse der ChIP-Resultate durch quantitative Real Time PCR wie beschrieben in (B). Präzipitate aus den 
Chromatin-Immunpräzipitationen von Extrakten aus Zellen, die durch Nocodazol arretiert worden waren, 
wurden durch quantitative Real Time PCR analysiert. 
(E) Wildtyp-Zellen (CY4849) und cdc16-1 Zellen (CY5385), die ein Sin3-myc Epitoptag-Fusionsprotein 
exprimieren, sowie eine Negativkontrolle (CY1023), die kein affinitätsmarkiertes Protein exprimierte, wurden 
in YEPD Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Bei einer OD600 von 0,4 wurden die Kulturen jeweils aufgeteilt 
und eine Hälfte bei 37°C arretiert, während die andere Hälfte unbehandelt weiterkultiviert wurde.  Nach 3 
Stunden waren die cdc16-1 Zellen in der M-Phase arretiert und wurden mit 1% Formaldehyd fixiert. 
Anschließend wurde Sin3-myc, aus den sonifizierten Zellextrakten, durch 9E11 Antikörper immunpräzipitiert 
wie in (A) beschrieben. Die Chromatin-Immunpräzipitationen wurden dreimal durchgeführt. Um die 
spezifische Copräzipitation von Chromatin-Fragmenten durch Sin3-myc nachzuweisen, wurde ein Kontroll-
Stamm verwendet, der kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte. Die Präzipitate wurden durch PCR mit 
Primerpaaren analysiert, die spezifisch für den CLN2-Promotor und den CLN2-ORF waren, als Kontrolle 
wurde außerdem eine nichttranskribierte Region von Chromosom V, mit den Primern CK2229 und CK2230 
amplifiziert. 
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Die Quantifizierung des zellzyklusabhängigen Unterschieds der Sin3-Bindung an den Promotor 

von PCL1, erfolgte durch Analyse der ChIP-Präzipitate von asynchronen und in G2/M arretierten 

Zellen durch quantitative Real Time PCR (Abb.2.15.D). Die qPCR-Analyse der ChIP von Sin3-

myc ergab, dass sich aus den Euaten der Nocodazol-behandelten Zellen, signifikant weniger 

Promotor-Sequenzen amplifizieren ließen, als aus der asynchronen Kultur (Abb.2.15.D). Aus den 

arretierten Zellen wurden etwa 5 mal weniger PCL1-Promotor Fragmente isoliert, als aus den 

asynchronen Zellen (Abb.2.15.D). Was die Menge der amplifizierten Fragmente aus dem ORF von 

PCL1 betrifft, konnte zwischen den asynchronen und den arretierten Zellen kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden (Abb.2.15.D). 

Demzufolge bindet Sin3 in der G2-Phase nicht an die Promotoren von G1/S-spezifischen Genen. 

Die Signalintensität der, aus ChIP-Präzipitaten von cdc16-1 Zellen amplifizierten CLN2-

Promotor-Bereiche, war geringer als die aus den Wildtypzellen (Abb.2.15.E; Vgl. Wt und cdc16). 

Aus den Präzipitaten von arretierten cdc16-1 Mutanten wurden deutlich weniger Promotor-

Fragmente amplifiziert, als aus asynchronen cdc16-1 Zellen (Abb.2.15.E; Vgl. cdc16 25°C und 

37°C). Aus arretierten cdc16-1 Zellen wurden somit weniger CLN2-Promotor-Fragmente durch 

ChIP isoliert als aus den asynchronen Zellen (Abb.2.15.E).  

Die Signalstärke der amplifizierten Promotor-Fragmente aus Wildtyp-Zellen, die bei 25°C 

kultiviert wurden, ist nicht verschieden von der aus Wildtyp-Zellen, die bei 37°C kultiviert wurden 

(Abb.2.15.E; Wt). Dies zeigt, dass die Kultivierungs-Temperatur keinen Einfluss auf die Promotor-

Bindung von Sin3-myc hat und auch die Effektivität der ChIP nicht beeinflusst. Die CLN2-ORF 

Fragmente und die nichttranskribierte Region von Chromosom V wurden nicht signifikant mit 

Sin3-myc isoliert, da die Bandenintensität aus Eluaten von Sin3-myc exprimierenden Zellen 

(Abb2.15.E; Wt) nicht wesentlich höher war, als aus den Eluaten der Negativkontrolle 

(Abb.2.15.E; Ohne Tag). 

 Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass Sin3 in der Metaphase nicht an die UAS 

von CLN2 bindet. 

 

2.7.2  Die Rekrutierung von Sin3 in der G1-Phase, erfolgt in Abhängigkeit  

           von SWI4 

 

Um festzustellen, ob die G1-spezifische Rekrutierung von Sin3 in Abhängigkeit von SBF 

erfolgt, wurde nachfolgend durch ChIP die Promotor-Assoziation von Sin3-myc in swi4�  Mutanten 

analysiert, die in der G1-Phase arretiert worden waren. Aus diesem Grund wurden Sin3-myc 

exprimierende cdc28-13 Zellzyklusmutanten mit einem Stamm gekreuzt, bei dem SWI4 durch eine 

KanMX Deletionskassette ersetzt worden war.  

Sin3-myc exprimierende swi4� /cdc28-13 Zellen und SWI4/cdc28-13 Zellen wurden 

arretiert und mit entsprechenden asynchronen Kulturen in eine Chromatin-Immunpräzipitation 

eingesetzt und miteinander verglichen.  
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Abb.2.16 Sin3 bindet abhängig von SWI4, während der G1-Phase an SBF-spezifische Promotoren. 
Die Promotorassoziation von Sin3 wurde  durch Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) mit Extrakten aus 
cdc28-13 Zellzyklusmutanten durchgeführt. Die ChIPs wurden jeweils dreimal durchgeführt, um die  
Spezifität der Copräzipitation von Chromatin-Fragmenten sicherzustellen. SWI4 und swi4�  Zellen, die ein 
Sin3-myc9 Fusionsprotein exprimierten (CY5327, CY5624), wurden in YEPD Flüssigmedium bis zu einem 
Titer von 1x107 Zellen/ml kultiviert. Anschließend wurde die Kultur aufgeteilt und die eine Hälfte, durch 
Inkubation bei 37°C für 165 Minuten, in der G1-Phase arretiert. Die andere Hälfte der Zellen wurde bei 
25°C ebenso lange weiterkultiviert. Anschließend wurden die Zellen bei Raumtemperatur 20 Minuten mit 
1% Formaldehyd fixiert. Nach dem Aufschluss der fixierten Zellen wurde Sin3-myc durch, mit 9E11 
Antikörpern beladene, Dynabeads präzipitiert. Die copräzipitierten DNA-Fragmente wurden durch PCR 
amplifiziert und auf einem 2%igem Agarosegel analysiert. Als Kontrolle für die spezifische Anreicherung 
von Promotor-Fragmenten durch die Präzipitation von Sin3-myc, wurde ein Stamm verwendet, der kein 
Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte (CY1617). Die Primer für die Amplifikation der Promotorbereiche 
von CLN2 und PCL1 wurden zusammen mit Primern für die Amplifikation einer nichttranskribierten Region 
auf Chromosom V, in derselben Multiplex PCR eingesetzt.  

Wie die Abb.2.16 zu sehen ist, ließen sich aus den Präzipitaten von SWI4 Wildtyp-Zellen 

signifikant promotorspezifische Sequenzen der Gene CLN2 und PCL1 amplifizieren. Wie der 

Vergleich der Bandenstärke der PCR-Produkte zeigt,  wurden aus der, in der G1- Phase arretierten 

SWI4/cdc28-13 Kultur, signifikant mehr Promotor-Fragmente angereichert, als aus den 

asynchronen SWI4/cdc28-13 Zellen (Abb.2.16). Die Anreicherung von CLN2 und PCL1 Promotor-

Fragmenten aus den SWI4 Zellen, war deutlich höher als die aus den swi4�  Mutanten (Abb.2.16). 

Die Menge der, aus Präzipitaten der asynchronen swi4�  Mutanten amplifizierten Promotor-

Fragmente unterschied sich nicht von der, aus den Kontroll-Zellen, die kein affinitätsmarkiertes 

Protein exprimierten (Abb.2.16; Vgl. Kontrolle und swi4� ). 

Somit lässt sich feststellen, dass im Vergleich mit SWI4 Wildtyp-Zellen, die Bindung von 

Sin3-myc an die Promotoren, in den asynchronen wie auch in den arretierten swi4�  Mutanten 

erheblich reduziert ist (Abb.2.16). Demgemäß wird die Rekrutierung von Sin3 an die Promotoren 

von CLN2 und PCL1 durch die Deletion von swi4 drastisch beeinträchtigt. Dies weist darauf hin, 

dass Sin3 durch den SBF-Komplex rekrutiert wird.  
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2.7.3  Rpd3 bindet in der G1-Phase an SBF-spezifische Promotoren  
 

Sin3 rekrutiert die Histondeacetylase Rpd3 an Promotor-Bereiche einer Vielzahl von 

Genen und ist so an der Regulation der Transkription beteiligt (Alland et al., 1997; Carrozza et al., 

2005; Kadosh und Struhl, 1998a, b; Vidal und Gaber, 1991; Vidal et al., 1991). Da Rpd3 die 

enzymatische Aktivität des Sin3/Rpd3 Komplexes vermittelt, wäre es denkbar, dass Rpd3 ebenso 

wie Sin3 an die Promotoren G1/S-spezifischer Gene rekrutiert wird.  

Durch Chromatin-Immunpräzipitation wurde die Assoziation von epitopmarkiertem Rpd3-HA mit 

SBF-spezifischen Promotoren, in asynchronen und arretierten cdc28-13 Zellen untersucht 

(Materialien und Methoden). Die präzipitierten DNA-Fragmente wurden anschließend durch PCR 

analysiert, wobei Promotorbereiche und codierende Regionen der Gene CLN1, CLN2, PCL1 und 

TMP1 aus den Eluaten der ChIP amplifiziert wurden (Abb.2.13). 

Wie in Abb.2.17 zu sehen ist, wurden aus den ChIP-Eluaten von arretierten cdc28-13 

Zellen mehr G1-Cyclin-spezifische Promotor-Sequenzen amplifiziert, als aus den asynchronen 

Zellen.  Dies zeigt, dass die UAS-Fragmente von CLN1, CLN2 und PCL1 zusammen mit Rpd3-HA 

spezifisch copräzipitiert wurden und liefert den Nachweis für die spezifische Rekrutierung der 

Rpd3 Histondeacetylase an die SBF-abhängige Promotoren (Abb.2.17). Demzufolge, wird Rpd3 

ebenso wie Sin3 in der G1-Phase an die SCB-Elemente der Gene CLN1, CLN2 und PCL1 

rekrutiert, obwohl die Signalstärke für Rpd3-HA geringer war als die für Sin3-myc (vgl. 

Abb.2.15.A und Abb.2.17). Eine Untersuchung der ChIP-Präzipitate auf Sequenzen aus dem 

Promotor-Bereich des MBF (Mbp1/Swi6) - abhängigen Gens TMP1, zeigte keine signifikant 

höhere Anreicherung in den arretierten Zellen (Abb.2.17). Die Beobachtung, dass weder mit Sin3-

myc noch mit Rpd3-HA die Promotor-Fragmente von TMP1 copräzipitiert werden konnten, weist 

darauf hin, dass der Sin3/Rpd3 Komplex möglicherweise nur die Transkription von SBF-

abhängigen, nicht aber die von MBF-abhängigen Genen reguliert.  
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Abb.2.17 Rpd3 ist in cdc28-13 Zellen, die in der G1-Phase arretiert wurden, mit den SBF-spezifischen 
Promotoren assoziiert. 
Die Assoziation von Rpd3 mit den CLN1-, CLN2- und PCL1-Promotoren in asynchronen Hefe-Zellen, sowie  
Zellen, die in der G1-Phase arretierten worden waren, wurde durch Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) 
untersucht. Temperatursensitive cdc28-13 Zellzyklusmutanten (CY5555), die ein Sin3-myc9 Fusionsprotein 
exprimieren, wurden in YEPD Flüssigmedium bis zu einem Titer von 1x107 Zellen/ml kultiviert. Um die 
spezifische Anreicherung von Chromatin-Fragmenten über Rpd3-HA sicherzustellen, wurde ein Kontroll-
Stamm verwendet, der kein affinitätsmarkiertes Protein exprimierte (CY239). Während der logarithmischen 
Wachstumsphase wurde die Kultur aufgeteilt und die eine Hälfte durch Inkubation bei 37°C für 165 Minuten, 
in der G1-Phase arretiert. Die andere Hälfte der Zellen wurde bei 25°C ebenso lange weiterkultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen bei Raumtemperatur 20 Minuten mit 1% Formaldehyd fixiert. Die fixierten 
Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet und die Zellen durch Glasbeads physikalisch aufgeschlossen. Mit 
den anschließend sonifizierten Extrakten wurde eine Chromatin-Immunpräzipitation mit anti-HA Antikörpern 
(12CA5; Laborpräparat) beladenen Dynabeads® (Invitrogen) durchgeführt. Die Präzipitate wurden 
anschließend durch Multiplex PCR analysiert. Die Primer für die Amplifikation von Promotorelementen der 
Gene CLN1, CLN2, PCL1 und TMP1 wurden zusammen mit Kontroll-Primern in dieselbe Reaktion 
eingesetzt.  Die Kontroll-Primer amplifizierten eine nichttranskribierte Region von Chromosom V. Eine 
weitere Kontrolle für die spezifische Anreicherung von Promotor-Elementen waren Primer, die Bereiche aus 
dem ORF dieser Gene amplifizierten.  Die PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen analysiert und 
digitalphotographisch dokumentiert. 
ChIP: Chromatin-Immunpräzipitationen; GZE: Ganzzellextrakte 
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2.7.4  Die  Dissoziation des Sin3/Rpd3 Komplexes von SBF-spezifischen Promotoren    

             korreliert mit der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription 

 

Da gezeigt werden konnte, dass Sin3 in G2/M nicht an die Promotoren bindet, wurde 

nachfolgend das Timing der Rekrutierung von Sin3 näher untersucht. Um zu überprüfen, ob eine 

Dissoziation des Sin3 Proteins von den Promotoren, mit der Aktivierung der Transkription bei Start 

korreliert, wurde ein Arrest-Release Experiment mit cdc28-13 Zellen durchgeführt. Diese cdc28-13 

Zellzyklusmutanten wurden unter den restriktiven Bedingungen in der G1-Phase arretiert, 

anschließend synchron aus ihrem Arrest entlassen und die Assoziation von Sin3-myc mit den 

Promotoren von G1-Cyclinen, in regelmäßigen Zeitabständen untersucht. 

Die cdc28-13 Zellen wurden in der späten G1-Phase als ungebuddete Zellen arretiert, 

anschließend wurde die Kultur in einem Wasserbad auf 25°C abgekühlt und die Zellen somit aus 

ihrem Zellzyklusarrest entlassen. Während die Zellen ihren Zellzyklus fortsetzten, wurden alle 10 

Minuten Proben aus der Kultur entnommen und die Bindung von Sin3-myc an die Promotoren 

durch ChIP untersucht. Um festzustellen wann die Zellen Start überschreiten und in einen neuen 

Zellzyklus eintreten wurde die Akkumulation der mRNA G1/S-spezifischer Gene durch Northern 

Blot analysiert. Ein Vergleich des Transkriptionsprofils der G1-Cycline mit dem 

Rekrutierungsmuster von Sin3-myc an die UAS sollte zeigen ob die Bindung von Sin3 mit der 

Repression der Transkription dieser Gene korreliert. Außerdem wurde bestimmt, wann die Bildung 

der Knospe einsetzt und mit Hilfe der Durchflußzytometrie beobachtet, wann die DNA-Replikation 

beginnt.  

Durch die PCR-Analyse lies sich eine starke Bindung von Sin3-myc an die Promotor-Bereiche der 

Gene CLN1, CLN2 und PCL1 in den asynchronen (Log) und den arretierten G1-Zellen (0 Min.) 

nachweisen (Abb.2.18.A). Die Menge der amplifizierten PCR-Produkte nahm 10 Minuten nach der 

Entlassung aus dem Zellzyklus-Arrest ab (Abb.2.18.A,C). Diese Beobachtung belegt die 

zellzyklusspezifische Abnahme der Promotor-Assoziation von Sin3. Die Abnahme der Promotor-

Bindung von Sin3, nachdem die Zellen aus dem G1-Arrest entlassen worden waren, korrelierte 

deutlich mit der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription (Abb.2.18.A,B,C). Als die Zellen 

aus ihrem Zellzyklus-Arrest entlassen worden waren, traten sie synchron in den Zellzyklus ein, wie 

das synchrone Einsetzen der Knospen-Bildung belegt (Abb.2.18.C). Zwischen 10 und 20 Minuten 

nachdem die Kultur durch den Temperaturwechsel auf 25°C aus dem Arrest entlassen worden war, 

wurde ein Maximum in der G1/S-spezifischen Transkription der Gene CLN2 und PCL1 beobachtet 

(Abb2.18.B). Anschließend begannen die Zellen in dem Zeitraum zwischen 20 und 30 Minuten mit 

der Replikation ihrer DNA und initiierten die Bildung ihrer Buds (Abb2.18.C,D). In weiteren 

Experimenten konnte auch gezeigt werden, dass die Bindung von Sin3-myc an Promotor-Elemente 

nach etwa 130 Minuten wiederhergestellt wird (Daten nicht gezeigt).  
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Abb.2.18 Die Dissoziation von Sin3 von den SBF-abhängigen Promotoren korreliert mit der 
Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription. 
Eine cdc28-13 Zellzyklusmutante, die ein Sin3-myc Fusionsprotein exprimierte (CY5327), wurde in YEPD 
Flüssigmedium bei 25°C bis zu einer OD600 von 0,4 kultiviert. Die Kultur wurde bei der restriktiven 
Temperatur von 37°C arretiert. Nach 180 Minuten bei 37°C waren die Zellen in der späten G1-Phase arretiert 
und wurden anschließend aus ihrem Zellzyklusarrest entlassen indem die Kultur im Wasserbad auf 25°C 
abgekühlt wurde. Zu den angegebenen Zeitpunkten (alle 10 Min.) wurden Proben aus der Kultur entnommen 
und die Zellen durch 1% Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. (A) Die Bindung von Sin3-myc an die 
Promotoren von CLN1 und CLN2 wurde durch Chromatin-Immunpräzipitation untersucht. Als Kontrolle für 
die spezifische Anreicherung von Sin3-myc durch Immunpräzipitation diente ein Stamm, der kein Sin3-myc 
Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte (CY1617). Die Analyse der Copräzipitation von Promotor-Fragmenten, 
oder Bereichen aus den codierenden Bereichen dieser SBF-spezifischen Gene, erfolgte durch PCR mit den 
Primern, die in Abb.2.13 beschrieben wurden. Die PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen 
analysiert mit einer Geldokumentationsanlage (Peqlab) fotographiert und mit der BIOCAPT v.12.3 Software 
quantifiziert. (B) Die Bestimmung der mRNA Mengen von CLN2 und PCL1 erfolgte durch Northern Blot 
Analyse. Die mRNA des konstitutiv exprimierten CMD1 Gens diente als Ladekontrolle. (C) Graphische 
Darstellung der Daten der Northern Blot Analyse, der Chromatin-Immunpräzipitation aus (A), und des 
Budding Index. Die Quantifizierung der ChIP-Daten erfolgte durch die BIOCAPT v.12.3 Software. Die 
Signalstärke der Promotor-Region wurde mit der, der untranskribierten Region von Chromosom V 
abgeglichen [(spez. ChIP/Kontroll ChIP) Tag / (spez. ChIP/ Kontroll ChIP) kein Tag]. (D) Der DNA-Gehalt 
der Zellen wurde mit dem FACSCalibur Durchflußzytometer bestimmt. GZE: Ganzzellextrakte; Log: Zellen 
in der logarithmischen Wachstumsphase. 
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Die Ergebnisse dieses Arrest-Release Experimentes zeigen, dass die Bindung von Sin3 an 

die Promotoren der G1-Cyclin Gene, einer zellzyklusabhängigen Regulation unterliegt. Sin3 bindet 

in der G1-Phase vor Start an die SBF-spezifischen Promotoren, während die G1/S-spezifische 

Transkription inaktiviert ist. Die Dissoziation von Sin3 vom Promotor, fällt schließlich mit dem 

Zeitpunkt der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription zusammen. Dieser zeitliche Verlauf 

der Bindung von Sin3 an die Promotoren, steht somit im Einklang mit einer Rolle für Sin3 in der 

Repression der Transkription von CLN1, CLN2 und PCL1 während der G1-Phase. 

 

 

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

wenn Sin3 vom Promotor dissoziiert ist 

 

Cdc28-13 Zellzyklusmutanten setzen ihr Zellgrößenwachstum während des Arrests in der G1-

Phase fort und akkumulieren ihre Zellbestandteile bis zu einer abnormal großen Zellgröße. Daher 

könnte es sein, dass die in der G1-Phase arretierten Zellzyklusmutanten, die Situation in kleinen 

ungebuddeten Wildtyp Zellen nicht exakt wiedergeben. Aus diesem Grund wurde die Bindung von 

Sin3 an die Promotoren der SBF-abhängigen Gene, in elutriierten Wildtyp Zellen analysiert. Zellen 

die ein Sin3-myc Fusionsprotein exprimierten wurden in YEPGal Flüssigmedium kultiviert und aus 

der logarithmisch wachsenden Kultur, kleine ungebuddete Zellen durch zentrifugale Elutriation 

isoliert. Die in frischem YEPGal Medium aufgenommenen elutriierten G1-Phase Zellen wurden bei 

25°C weiterkultiviert. Während die kleinen ungebuddeten Zellen in ihren Zellzyklus eintraten, 

wurde die Bindung von Sin3-myc an die Promotoren von CLN2 und PCL1 durch ChIP untersucht 

(Abb.2.19.A). Da für die Analyse der Promotor-Bindung durch ChIP, eine relativ große Menge 

Zellen benötigt wurde, war die Anzahl der untersuchten Zeitpunkte, durch die Menge der 

elutriierten Zellen, begrenzt. Die Akkumulation der mRNA von CLN2 und PCL1 wurde durch 

Northern Blot untersucht, außerdem wurde der Zeitpunkt  der Initiation der Kospen-Bildung und 

der DNA-Replikation bestimmt. 

Durch PCR wurden aus den ChIP-Eluaten von elutriierten, Sin3-myc exprimierenden 

Zellen (Abb.2.19.A; 20 Min.), mehr Promotor-Fragmente amplifiziert, als aus den Kontroll-Zellen, 

die kein affinitätsmarkiertes Protein exprimierten (Abb.2.19.A; Kontrolle). Außerdem zeigt ein 

Vergleich der Bandenintensitäten von Promotor-Fragmenten, mit Fragmenten aus codierenden 

Regionen und der UTR von Chromosom V, dass die Rekrutierung von Sin3 spezifisch an die 

Promotoren von CLN2 und PCL1 erfolgt (Abb.2.19.A; 20 Min.). Diese Ergebnisse der ChIP-

Analysen von elutriierten Zellen verdeutlichen, dass Sin3 mit den SBF-spezifischen Promotoren in 

der G1-Phase assoziiert ist. Nach 160 Minuten hatten die meisten Zellen die G1-Phase verlassen 

und die Menge der aus den Eluaten amplifizierten Promotor-Fragmente war signifikant verringert 

(Abb.2.19.A; 160 Min.). In diesen Zellen ließ sich die Transkription von CLN2 und PCL1 durch 
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Northern Blot zeigen, jedoch hatte diese wahrscheinlich ihr Aktivitätsmaximum bereits 

überschritten (Abb.2.19.B). Die Auswertung der FACS-Analyse zeigt, dass die Replikation der 

DNA auch bereits erfolgt war (Abb.2.19.C). 

Die Ergebnisse der ChIP-Analysen von elutriierten Zellen zeigen, dass Sin3 die 

Promotoren von CLN2 und PCL1 während der G1-Phase besetzt. Diese Assoziation von Sin3 mit 

den UAS korreliert mit der Repression der Transkription in G1 vor Start. Während die Zellen das 

Größenwachstum fortsetzen, dissoziiert Sin3 vom Promotor, was mit der Aktivierung der G1/S-

spezifischen Transkription  zusammenfällt (Abb.2.19.A,B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb.2.19 In elutriierten, ungebuddeten G1-Phase Zellen korrelierte die Dissoziation von Sin3 vom 
Promotor mit der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription.  
Wildtyp-Zellen (CY4849), die ein Sin3-myc9 Fusionsprotein exprimierten, wurden in YEPGal Flüssigmedium 
bei 25°C kultiviert. Während der logarithmischen Wachstumsphase bei einer OD600 von 2,3 wurden die Zellen 
durch Zentrifugation geerntet. Diese Zellen wurden in den Elutriator geladen und anschließend wurden durch 
zentrifugale Elutriation kleine ungebuddete G1-Phase Zellen isoliert. Die ungebuddeten G1-Zellen wurden bei 
25°C kultiviert und der Verlauf ihres Zellzykluses analysiert. (A) Die Bindung von Sin3-myc an die SBF-
spezifischen Promotoren von CLN2 und PCL1 wurde durch ChIP untersucht. Als Kontrolle für die spezifische 
Anreicherung von Chromatin-Fragmenten durch Sin3-myc, diente der kein Epitoptag-Fusionsprotein 
exprimierende Stamm CY1617. (B) Die Transkriptionsraten von CLN2 und PCL1 wurden durch Northern Blot 
Analyse untersucht, wobei die Northern Blots mit radioaktiv markierten DNA-Fragmente hybridisiert wurden. 
Hierbei diente das konstitutiv exprimierte CMD1 Gen als Kontrolle. (C) Die DNA-Gehalte der untersuchten 
Proben wurde mit dem FACSCalibur Durchflußzytometer bestimmt.  
Log: Zellen während ihrer logarithmischen Wachstumsphase; ChIP: Chromatin-Immunpräzipitation; GZE: 
Ganzzellextrakte; Kontrolle (ohne Tag): Zellen, die kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimieren. 
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Rpd3 dissoziiert bei Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription vom Promotor 
 

Durch Interaktion mit DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren beeinflusst Sin3 die 

Transkriptionelle Aktivität einer Reihe von Genen (Hudak et al., 1994; Kadosh und Struhl, 1997; 

Rundlett et al., 1998; Slekar und Henry, 1995). Hierbei dient Sin3 als Plattform für die 

Rekrutierung des Sin3/Rpd3 Histondeacetylase Komplexes (Silverstein und Ekwall, 2005). Die 

Histondeacetylase-Aktivität, die für die Repression der Transkription durch den Sin3/Rpd3 

Komplex verantwortlich ist, stammt von der HDAC Rpd3 (Kadosh und Struhl, 1998a, b). Um zu 

untersuchen, ob Rpd3 ebenso wie Sin3 die SBF-abhängigen Promotoren, vor der Aktivierung der 

G1/S-spezifischen Transkription verlässt, wurde ein Arrest-Release Experiment mit cdc28-13 

Zellzyklusmutanten durchgeführt, bei dem in regelmäßigen Abständen die Promotor-Assoziation 

von Rpd3-HA durch ChIP analysiert wurde. 

Nachdem die Zellen durch den Temperaturwechsel von 37°C auf 25°C aus dem G1-Arrest 

entlassen worden waren, traten sie synchron in den Zellzyklus ein und aktivierten die G1/S-

spezifische Transkription nach 20 Minuten (Abb.2.20.B). Die Abb.2.20.A zeigt, dass in den 

arretierten Zellen (0 Min.) Rpd3-HA deutlich stärker mit den Promotoren von CLN2 und PCL1 

assoziiert ist, als in den asynchronen Zellen (Log). Hierbei ist die Menge der Promotor-Elemente, 

die mit Rpd3-HA copräzipitiert wurden geringer, als die der mit Sin3-myc copräzipitierten (vgl. 

Abb.2.18.A und Abb.2.20.A). Wie Bandenintensität der amplifizierten Promotor-Fragmente von 

CLN2 und PCL1 zeigt, nahm die Menge der durch Rpd3-HA copräzipitierten Promotor-Fragmente 

zwischen 10 und 20 Minuten ab (Abb.2.20.A). Diese Abnahme der Promotor-Assoziation von 

Rpd3 korrelierte mit der Aktivierung der Transkription von CLN2 und PCL1 (Abb.2.20.B). Der 

zeitliche Verlauf der Promotor-Assoziation von Rpd3 ist mit dem von Sin3 vergleichbar (vgl. 

Abb.2.20.A und Abb.2.18.A).  

Die Ergebnisse belegen, dass Rpd3 in der G1-Phase, während der Repression der G1/S-

spezifischen Transkription, an die Promotoren SBF-abhängiger Gene rekrutiert wird. Als die Zellen 

aus ihrem G1-Arrest entlassen wurden, verließ Rpd3 die Promotor-Bereiche, bevor die G1/S-

spezifische Transkription aktiviert wurde. Die Beobachtungen, dass sowohl Sin3 wie auch Rpd3 in 

G1 an die Promotoren binden und später synchron von den Promotoren dissoziieren, deutet darauf 

hin, dass Sin3 und Rpd3 zusammen an die SBF-abhängigen Promotoren rekrutiert werden und dort 

direkt die G1/S-spezifische Transkription regulieren. 
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Abb.2.20 Rpd3 dissoziiert von den SBF-abhängigen Promotoren vor der Aktivierung der G1/S-
spezifischen Transkription. 
Eine cdc28-13 Zellzyklusmutante, die ein Rpd3-HA Fusionsprotein exprimierte (CY5555), wurde in YEPD 
Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Während der logarithmischen Wachstumsphase, bei einer OD600 von 0,4 
wurde die Kultur bei der restriktiven Temperatur arretiert. Nach 180 Minuten bei 37°C waren die Zellen in 
der späten G1-Phase arretiert und wurden anschließend aus ihrem Zellzyklusarrest entlassen indem die Kultur 
im Wasserbad auf 25°C abgekühlt wurde. In regelmäßigen Zeitabständen (10 Min.) wurden aus der Kultur 
Proben entnommen. Die Zellen wurden durch 1% Formaldehyd 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. (A)
Die Bindung von Rpd3-HA an die Promotoren von CLN2 und PCL1 wurde durch Chromatin-
Immunpräzipitation untersucht. Als Kontrolle für die spezifische Anreicherung von Rpd3-HA durch 
Immunpräzipitation diente ein Stamm, der kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte (CY1617). Die 
copräzipitierten Chromatin-Fragmente wurden durch PCR analysiert. Die Primer für die Amplifikation von 
Promotor-Fragmenten oder codierenden Bereichen sind in Abb.2.13 beschrieben. Die PCR-Produkte wurden 
auf 2%igen Agarosegelen analysiert, mit einer Geldokumentationsanlage (Peqlab) fotographiert und mit der 
BIOCAPT v.12.3 Software quantifiziert. (B) Die Bestimmung der mRNA Mengen von CLN2 und PCL1
erfolgte durch Northern Blot Analyse. Die mRNA des konstitutiv exprimierten CMD1 Gens diente als 
Ladekontrolle. (C) Graphische Darstellung der quantifizierten Daten aus (A) und (B).  Die Daten der 
Northern Blot Analyse sind als Verhältnis von CLN2 zu CMD1 mRNA wiedergegeben. Die Quantifizierung 
der ChIP-Daten erfolgte durch die BIOCAPT v.12.3 Software. Die Signalstärke der Promotor-Region wurde 
mit der, der untranskribierten Region von Chromosom V abgeglichen [(spez. ChIP/Kontroll ChIP) Tag / 
(spez. ChIP/ Kontroll ChIP) kein Tag]. (D) Der DNA-Gehalt wurde durch Durchflußzytometrie bestimmt 
(FACSCalibur). Log: Logarithmisch wachsende Zellen. 
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Die Dissoziation von Swi6 vom Promotor korreliert mit der Inaktivierung der 

Transkription  
 

Untersuchungen der Promotor-Bindung in arretierten Zellzyklusmutanten, durch Genomic 

Footprinting (Koch et al., 1996) zeigten, dass der SBF-Komplex während der G1-Phase an die 

SCB-Elemente von G1/S-spezifischen Genen gebunden ist, jedoch die Transkription nicht aktiviert. 

Abb.2.18 zeigt, dass Sin3 mit den selben SBF-spezifischen Promotor-Elementen von CLN1 und 

CLN2 assoziiert ist, bis es vor der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription die Promotoren 

verlässt. Um zu überprüfen, ob SBF (Swi4/Swi6) immer noch an die SCB-Elemente gebunden ist 

und die Transkription initiiert, während Sin3 bereits die Promotoren verlassen hat, wurde die 

Assoziation von epitopmarkiertem Swi6-myc mit den Promotoren durch ein Zellzyklus-Arrest-

Release Experiment untersucht. Dieses Experiment wurde gleichzeitig mit dem Arrest-Release der 

Sin3-myc exprimierenden Zellen (Abb.2.18), unter denselben Bedingungen durchgeführt und beide 

Stämme in derselben Weise behandelt. 

In Abb.2.21.A ist zu erkennen, dass aus den Chromatin-Immunpräzipitaten von  arretierten 

cdc28-13 Zellen, mehr Promotor-Sequenzen von CLN1 und CLN2 amplifiziert wurden als aus 

asynchronen Zellen. Der Vergleich mit den codierenden Bereichen dieser Gene oder der 

nichttranskribierten Region auf Chromosom V zeigt die spezifische Bindung an die G1-Cyclin 

Promotoren (Abb.2.21.A). Die Menge der mit Swi6-myc copräzipierten Promotor-Bereiche, blieb 

bis 30 Minuten nach dem Arrest auf gleichem Niveau und nahm anschließend annähernd synchron 

mit der Transkription der SBF-abhängigen Gene ab (Abb.2.21.A,B,C). Die arretierten Zellen traten 

zwischen 20 und 30 Minuten nachdem sie aus ihrem Arrest entlassen worden waren, synchron in 

den Zellzyklus ein, initiierten die Bildung ihrer Knospen und verdoppelten ihre DNA 

(Abb.2.21.C,D). Dies war vergleichbar mit den Beobachtungen für die Sin3-myc exprimierenden 

Zellen (Abb.2.18.B,C,D).  

Sowohl die Sin3-myc exprimierende Kultur (Abb.2.18), wie auch die Swi6-myc exprimierende 

Kultur (Abb.2.21), aktivierten die G1/S-spezifische Transkription zu einem vergleichbaren 

Zeitpunkt und erreichten das Maximum der Transkription zwischen 10 und 20 Minuten nachdem 

die restriktiven Bedingungen aufgehoben worden waren. 

Der Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Promotor-Assoziation von Sin3 und Swi6 

verdeutlicht, dass sowohl Swi6 als auch Sin3 während der G1-Phase an die Promotoren von G1/S-

spezifischen Genen binden, jedoch verlässt Sin3 früher als Swi6 die Promotor-Bereiche. Die 

Assoziation von Sin3 mit den SBF-spezifischen Promotor-Bereichen nahm bereits vor der 

Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription ab, während Swi6 die UAS parallel zur 

Inaktivierung der Transkription verlies. 
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Abb.2.21 Swi6 bindet an die SCB-spezifischen Promotoren bis die G1/S-spezifische Transkription 
inaktiviert wird.  
Cdc28-13 Zellen, die ein Swi6-myc9 Epitoptag-Fusionsprotein exprimierten (CY2623) wurden bei 
25°C in YEPD Flüssigmedium kultiviert. Bei einer OD600 = 0,4 wurden die Zellen bei 37°C inkubier. 
Nach180 Minuten waren die Zellen in der G1-Phase arretiert und wurden anschließend bei 25°C aus 
dem Zellzyklusarrest entlassen. Während die Zellen in ihren Zellzyklus eintraten wurden in 
regelmäßigen Zeitabständen Proben genommen. Die Zellen wurden durch Formaldehyd fixiert und 
danach aufgeschlossen. (A) Die Promotor-Assoziation von Swi6-myc9 wurde durch ChIP und 
anschließende PCR-Analyse untersucht. Als Kontrolle für die spezifische Anreicherung von Promotor-
Fragmenten durch Swi6-myc, wurde mit einem Stamm (CY1617) eine Chromatin-Immunpräzipitation 
durchgeführt, der kein Epitoptag-Fusionsprotein exprimierte. Die Analyse der Copräzipitation von 
Promotor-Fragmenten, oder Bereichen aus den codierenden Bereichen dieser SBF-spezifischen Gene, 
erfolgte durch PCR mit den Primern, die in Abb.2.13 beschrieben wurden. Die PCR-Produkte wurden 
auf 2%igen Agarosegelen analysiert. Die Quantifizierung erfolgte mit der BIOCAPT v.12.3 Software. 
(B) Die Bestimmung der mRNA Mengen von CLN2 und PCL1 erfolgte durch Northern Blot Analyse. 
Die mRNA des konstitutiv exprimierten CMD1 Gens diente als Ladekontrolle. (C) Graphische 
Darstellung der Daten der Northern Blot Analyse, der Chromatin-Immunpräzipitation aus (A), und des 
Budding Index. Für die Bestimmung des Budding Index wurden 250 Zellen gezählt. Die 
Quantifizierung der ChIP-Daten erfolgte durch die BIOCAPT v.12.3 Software. Die Signalstärke der 
Promotor-Region wurde mit der, der untranskribierten Region von Chromosom V abgeglichen [(spez. 
ChIP/Kontroll ChIP) Tag / (spez. ChIP/ Kontroll ChIP) kein Tag]. (D) Der DNA-Gehalt der Zellen 
wurde mit dem FACSCalibur Durchflußzytometer bestimmt. GZE: Ganzzellextrakte; Log: Zellen in der 
logarithmischen Wachstumsphase. 
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2.8  Interaktionen von Sin3 mit anderen G1/S-spezifischen Regulatoren 
  

Die vorangegangenen Experimente (siehe Kapitel 2.7.1-2.7.4) zeigten, dass Sin3 einen Einfluss auf 

die G1/S-spezifische Transkription ausübt, indem es direkt, in Abhängigkeit von SWI4 und SWI6, 

an Promotoren rekrutiert wird. Neben Swi4 und Swi6 könnten auch noch Whi5 und Stb1 an der 

Rekrutierung von Sin3 beteiligt sein und die G1/S-spezifische Funktion des Sin3/Rpd3 Komplexes 

beeinflussen. Sowohl Stb1 (Costanzo et al., 2003; de Bruin et al., 2008; Ho et al., 1999; Kasten 

und Stillman, 1997) als auch Whi5 (Cooper, 2006; Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004; 

Jorgensen et al., 2002) sind Regulatoren der G1/S-spezifischen Transkription und eine Deletion 

dieser Gene beeinflusst die Zellgröße bei Start (de Bruin et al., 2004; Ho et al., 1999). Beide 

Proteine interagieren mit dem SBF Transkriptionsfaktorkomplex, daher wurde nachfolgend 

untersucht, ob Stb1 oder Whi5 auch mit Sin3 wechselwirken und ob sie dessen Funktion in der 

späten G1-Phase beeinflussen. 

 

2.8.1 Elutriierte stb1 Nullmutanten sind bei Aktivierung der G1/S-spezifischen 

Transkription größer als der Wildtyp 
   

STB1 wurde als ein Aktivator von Start beschrieben (Ho et al., 1999), da asynchrone 

Kulturen von cln3� stb1�  Doppelmutanten einen hohen Anteil von G1-Phase Zellen ohne Knospen 

besitzen und erheblich größer sind als cln3�  Einzelmutanten. Ho et al. zeigten, dass elutriierte 

cln3� stb1�  Doppelmutanten bei der Transkription der G1-Cycline CLN1 und CLN2 deutlich 

größer waren als cln3�  Einzelmutanten. Dieser Befund deutet darauf hin, dass STB1 eine Rolle bei 

der Induktion von Start in einem cln3�  Stamm spielt. Jedoch konnten sie nicht belegen, ob die 

Inaktivierung von stb1 im Wildtyp die Zellgröße beeinflusst, bei der die G1/S-Transkription 

aktiviert wird. Um zu untersuchen ob die G1-Phase in stb1 Nullmutanten verändert ist, wurden 

durch zentrifugale Elutriation aus asynchronen Wildtyp- und stb1�  Mutanten-Populationen kleine 

G1-Zellen ohne Knospe isoliert (Stammhintergrund W303). Anschließend wurde analysiert, bei 

welcher Zellgröße stb1�  Zellen die Transkription der G1-Cycline aktivieren und in die S-Phase 

eintreten.    

Es zeigte sich, dass der W303-Wildtyp die G1/S-spezifische Transkription bei einer 

vergleichbaren Zellgröße aktivierte, wie der BY4742-Wildtyp (W303: 31fl; BY4742: 30fl) 

(vergleiche Abb.2.22.A;B und Abb.2.5.A;B). Die stb1�  Mutanten initiierten bei einem größeren 

Zellvolumen als der Wildtyp, die Bildung ihrer Knospen (Abb.2.22.A). Die Akkumulation der G1-

spezifischen Transkripte erfolgte im Wildtyp bei 31fl und in der stb1�  Mutante bei 39fl 

(Abb.2.22.A; B). Die Zellgröße bei der die DNA-Replikation initiiert wurde, war in stb1�  Zellen 

ebenfalls deutlich höher als im Wildtyp (Abb.2.22.C). 
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Dies zeigt, dass stb1�  Mutanten eine längere G1-Phase als Wildtyp-Zellen haben. Die 

Inaktivierung von stb1 führt dazu, dass diese Zellen größer sind als der Wildtyp, wenn sie die 

Expression der G1-Cycline aktivieren und in die S-Phase eintreten. Diese Beobachtungen 

unterstützen die Annahme, dass STB1 ein Aktivator von Start ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2.22 Bei Aktivierung der G1/S-spezifischen Genexpression sind stb1�  Mutanten größer als 
Wildtyp-Zellen. 
(A) Die stb1�  Mutanten (CY5701) wurden durch Kreuzung des W303-Wildtyps CY4849 (Stammhintergrund: 
W303; Sin3-myc) mit der stb1�  Mutante CY4505 (Stammhintergrund BY4742) generiert. Wildtyp (CY4849) 
sowie stb1�  Mutante (CY5701) wurden in jeweils 4 Liter YEPGal Flüssigmedium bei 25°C kultiviert 
(Stammhintergrund: W303; Sin3-myc). Während der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen bei 
einem Titer von 50x107 Zellen/ml durch Zentrifugation geerntet und in 250ml YEPGal aufgenommen. Durch 
zentrifugale Elutriation wurden anschließend kleine ungebuddete G1-Zellen isoliert. Diese wurden in frischem 
YEPGal  Medium aufgenommen und bei 25°C weiterkultiviert. Während die Zellen ihren Zellzyklus 
durchliefen, wurde der Budding Index, die G1/S-spezifische Transkription und die Initiation der DNA-
Synthese analysiert. Die Zellgröße wurde mit dem CASY®1 cell counter (Schärfe Systems) gemessen. Die ro- 
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2.8.2  Sin3 ist während der G1- und der S-Phase mit Stb1 assoziiert 
 

Da STB1 die Rolle eines Aktivators der G1/S-spezifischen Transkription spielt, besteht die 

Möglichkeit, dass Stb1 die Funktion von Sin3 bei der Regulation der Transkription von G1-Cyclin 

Genen beeinflusst. Stb wird in der G1-Phase über die Interaktion mit Swi6 an SBF-spezifische 

Promotoren rekrutiert und unterliegt einer zellzyklusspezifischen Phosphorylierung durch Cdc28 

Kinasen (Costanzo et al., 2003; de Bruin et al., 2008; Ho et al., 1999). Diese  Phosphorylierung 

korreliert mit der Dissoziation von Stb1 von den G1/S-Promotoren (de Bruin et al., 2008). Es 

besteht somit die Möglichkeit, dass Stb1 eine Funktion bei der Rekrutierung von Sin3 an SBF-

abhängigen Promotoren erfüllt. Wenn Stb1 an der Rekrutierung von Sin3 beteiligt ist, oder wenn es 

die Rekrutierung von Sin3 an die Promotoren reguliert, sollte eine direkte Interaktion zwischen 

Stb1 und Sin3 nachweisbar sein. 

Um eine mögliche Interaktion zwischen Sin3 und Stb1 zu verifizieren, wurde 

epitopmarkiertes Stb1-myc durch Immunpräzipitation aus asynchronen und in G1-arretierten Hefe-

Zellen isoliert und die Immunpräzipitate auf Copräzipitation von Sin3-HA untersucht. Als 

Kontrolle für die spezifische Copräzipitation von Sin3-HA wurde ein Stamm eingesetzt, der kein 

Stb1-HA exprimierte. Die Kulturen wurden, während ihrer logarithmischen Wachstumsphase 

geteilt und die eine Hälfte mit Alpha-Faktor behandelt, während die andere Hälfte unbehandelt 

blieb. Die geklärten Extrakte der, durch Alpha-Faktor arretierten Zellen sowie der asynchronen 

Zellen, wurden anschließend mit der Affinitätsmatrix inkubiert. Die Stb1-myc Fusionsproteine 

wurden durch Adsorption an anti-myc Antikörper (9E11; Dianova) präzipitiert (Materialien und 

Methoden). Um die Wechselwirkungen zwischen Stb1-myc und Sin3-HA nachweisen zu können, 

wurden die Präzipitate immunologisch durch Western-Blot Analyse untersucht.  

Durch die in Abb.2.23 wiedergegebene Western-Blot Analyse der Ganzzellextrakte ließ 

sich zeigen, dass Stb1-myc und Sin3-HA exprimiert wurden (Abb.2.23.A). Die asynchronen Zellen 

zeigen eine stärkere Expression des Stb1-myc Fusionsproteins als die arretierten Zellen 

(Abb.2.23.A). 

Die Analyse der Immunpräzipitate belegt, dass Stb1-myc über die mit Antikörpern beladenen 

Dynabeads aus den Extrakten von asynchronen Zellen isoliert wurde (Abb.2.23.A). Die 

Untersuchung der Präzipitate mit Antikörpern, die gegen den HA-Epitoptag gerichtet waren, ergab 

dass Sin3-HA spezifisch mit Stb1-myc copräzipitiert werden konnte (Abb.2.23.A).  

ten Pfeile markieren die Zellgröße, bei der die G1/S-spezifische Transkription aktiviert wurde. (B) Die mRNA 
Mengen von PCL1 und TMP1 wurden durch Northern Blot Analyse bestimmt. Das konstitutiv exprimierte 
CMD1 Gen diente als Ladekontrolle. (C) Der Zeitpunkt der DNA-Replikation wurde mit dem FACSCalibur 
Durchflusszytometer bestimmt. 
Log: Asynchrone Zellen während ihrer logarithmischen Wachstumsphase. 
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Die mit Alpha-Faktor behandelten Zellen waren in der G1-Phase des Zellzyklus, als ungebuddete 

Zellen mit einfachen DNA-Gehalt arretiert worden (Abb.2.23.A,B,C). Auch in den 

Immunpräzipitaten dieser arretierten G1-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass Sin3-HA mit 

Stb1-myc copräzipitiert wurde (Abb2.23.A). 

In früheren Studien (Costanzo et al., 2003; de Bruin et al., 2008; Ho et al., 1999) wurde gezeigt, 

dass Stb1 durch Cdc28 Kinasen phosphoryliert wird und dass sich zwei unterschiedlich schnell 

wandernde Formen von Stb1 im Western Blot nachweisen lassen. In den Ganzzellextrakten der 

asynchronen Zellen konnte das langsamer wandernde phosphorylierte Stb1-myc (Abb.2.23.A; 

Pfeil) und das schneller wandernde, nicht phosphorylierte Stb1-myc nachgewiesen werden 

(Abb.2.23.A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2.23 Sin3 interagiert mit Stb1 sowohl in 
asynchronen, wie auch in Alpha-Faktor 
arretierten Zellen.  
Hefezellen, die sowohl ein Stb1-myc wie auch ein 
Sin3-HA Epitop-Tag-Fusionsprotein exprimierten 
(CY4884) wurden in YEPD Flüssigmedium bei 
25°C kultiviert. Als Kontrolle für die 
Copräzipitation von Sin3-HA über Stb1-myc, 
diente eine Hefe-Stamm (CY4869), der nur Sin3-
HA exprimierte. Als Negativkontrolle für den 
immunologischen Nachweis von Stb1-myc und 
Sin3-HA, diente ein Stamm (CY1617), der kein 
affinitätsmarkiertes Protein exprimierte. Während 
der logarithmischen Wachstumsphase wurde der 
Kultur, bei einer OD600 von 0,4 das Alpha-Faktor 
Pheromon zugegeben (Endkonzentration = 
7,5� g/ml). Nach 180 Minuten waren die Zellen in 
der G1-Phase arretiert. Die Extrakte wurden durch 
physikalischen Zellaufschluss mit Glasbeads 
gewonnen und anschließend in eine 
Immunpräzipitation mit Dynabeads eingesetzt. Das 
Stb1-myc Fusionsprotein wurde durch Anti-myc 
Antikörper (9E11) präzipitiert, die an Pan-Maus-
IgG Dynabeads gekoppelt waren. Die Präzipitate 
wurden durch Western-Blot Analyse 
immunologisch untersucht. (A) Western-Blot 
Analyse der Ganzzellextrakte und Präziptate der 
Immunpräzipitation mit Anti-myc Antikörpern. 
Stb1-myc wurde mit Antikörpern gegen das myc-
Epitop (A-71; Santa Cruz), und Sin3-HA wurde mit 
Antikörpern gegen das HA-Epitop (12CA5; 
Laborpräparat) nachgewiesen. Die Pfeile 
kennzeichnen die phosphorylierte Form von Stb1-
myc. Der Budding Index wurde bestimmt durch 
Zählen von 250 Zellen. (B) Der DNA-Gehalt der 
Zellen wurde durch Durchflusszytometrie mit dem 
FACSCalibur bestimmt. (C) Die Bestimmung der 
mRNA Mengen von CLN2 und TMP1 erfolgte 
durch Northern Blot Analyse. Die rRNA wurde 
durch Methylenblaufärbung sichtbar gemacht und 
diente als Ladekontrolle. 
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Im Gegensatz dazu war die phosphorylierte Form von Stb1-myc in den Ganzzellextrakten der 

arretierten G1-Phase Zellen nicht nachweisbar (Abb.2.23.A).  

Sowohl aus den asynchronen, wie auch aus den arretierten Zellen wurde Sin3-HA mit 

Stb1-myc copräzipitiert (Abb.2.23.A; IP). Aus den asynchronen Zellen wurde doppelt soviel Stb1-

myc immunpräzipitiert, wie aus G1-Zellen. Da 49% der asynchronen Zellen noch keine Knospe 

ausgebildet hatten (Budding Index: 51%), stammte also ~49% des Stb1-myc aus den G1-Zellen der 

asynchronen Kultur (Abb.2.23.A). Dies entspricht der Menge des immunpräzipitierten Stb1-myc 

aus arretierten Zellen (Abb.2.23.A; IP). Trotzdem wurde aus asynchronen Zellen etwa doppelt 

soviel Sin3-HA mit Stb1-myc copräzipitiert, wie aus G1-Zellen (Abb.2.23.A; IP). Dies deutet 

darauf hin, dass die beiden Proteine möglicherweise auch außerhalb von G1 miteinander 

interagieren.  

Das Ergebnis der Immunpräzipitation zeigt, dass Sin3 und Stb1 miteinander wechselwirken. Die 

Analysen von asynchronen und in der G1-Phase arretierten Zellen deuten darauf hin, dass die 

Interaktion von Sin3 und Stb1 nicht auf die G1-Phase beschränkt ist. Der Phosphorylierungs-Status 

von Stb1 scheint die Interaktion mit Sin3 nicht zu beeinflussen.  

 

 

Während der G1/S-spezifischen Transkription bleiben Sin3 und Stb1 miteinander 

assoziiert 

 Die Resultate des vorangegangenen Experimentes deuten darauf hin, dass die 

Wechselwirkung zwischen Sin3 und Stb1 nicht nur auf die G1-Phase beschränkt ist. Daher wurde 

ein Zellzyklus-Arrest-Release Experiment durchgeführt, um zu überprüfen, ob Sin3 und Stb1 nur in 

der G1-Phase miteinander interagieren.  

Logarithmisch wachsende Zellen, die sowohl Stb1-myc als auch Sin3-HA exprimierten, 

wurden durch das Alpha-Faktor Pheromon in der G1-Phase arretiert. Durch Filtration und 

Überführung in frisches Medium wurden die Hefen aus dem Zellzyklus-Arrest entlassen. Aus 

Extrakten der Zellen, die im frischen Medium den Zellzyklus fortgesetzt hatten, wurde Stb1-myc 

immunpräzipitiert.  

Die Analyse der G1/S-spezifischen Transkription durch Northern Blot und die Analyse der 

Knospenbildung ergab, dass die G1-Zellen, nachdem sie aus ihrem Alpha-Faktor-Arrest entlassen 

worden waren, synchron den Zellzyklus fortsetzten (Abb.2.24.B,C). Dreißig Minuten nach dem 

Arrest, wurde das Maximum der G1/S-spezifischen Transkription erreicht (Abb.2.24.B), und die 

Zellen begannen nach 45 Minuten mit der Replikation ihrer DNA (Abb.2.24.D).  

Die immunologische Analyse der Ganzzellextrakte zeigt, dass während des G1-Arrests bis 

15 Minuten nachdem die Zellen aus dem Arrest entlassen worden waren, nur die unphosphorylierte 

Form von Stb1 vorliegt (Abb.2.24.A). 30 Minuten nach dem Arrest lassen sich sowohl das nicht 
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Abb.2.24  Sin3 und Stb1 sind sowohl in der G1- wie auch in der S-Phase miteinander assoziiert. 
Zellen, die ein Stb1-myc und ein Sin3-HA Fusionsprotein exprimierten (CY4884), wurden bei 25°C in 
YEPD Flüssigmedium kultiviert. Während ihrer logarithmischen Wachstumsphase wurden der Kultur bei 
einer OD600 = 0,4 Alpha-Faktor (Endkonzentration = 7,5� g/ml) zugegeben und somit in der G1-Phase 
arretiert. Nach 180 Minuten waren die Zellen arretiert und wurden durch Filtration aus dem Alpha-
Faktor-haltigen Medium entfernt. Anschließend wurden die Zellen in frischem Medium aufgenommen 
und bei 25°C weiterkultiviert. Alle 15 Minuten wurden aus der Kultur Proben entnommen und die G1/S-
spezifische Transkription und die Replikation der DNA untersucht. Außerdem wurde die Interaktion 
zwischen Stb1-myc und Sin3-HA durch Immunpräzipitation analysiert. (A) Die Ganzzellextrakte und 
Immunpräzipitate wurden durch Western-Blot Analyse untersucht. Stb1-myc wurde mit Antikörpern 
gegen das myc-Epitop (A-71; Santa Cruz), und Sin3-HA wurde mit Antikörpern gegen das HA-Epitop 
(12CA5; Laborpräparat) nachgewiesen. (B) Bestimmung der Transkriptionslevel von TMP1 und CLN2
erfolgte durch Northern-Blot Analyse.  Das konstitutiv exprimierte CMD1 diente als Ladekontrolle. (C)
Graphische Darstellung des Budding Index und der quantifizierten Northern-Blot Daten aus (B). Die 
Signalstärke der CLN2 mRNA wurde mit der, der CMD1 mRNA abgeglichen (D) Der DNA-Gehalt der 
Zellen wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt. 
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phosphorylierte, wie auch das phosphorylierte Stb1-myc nachweisen (Abb.2.24.A). Dabei fällt auf, 

dass das Maximum der G1/S-spezifischen Transkription mit dem Zeitpunkt des Auftretens der 

phosphorylierten Form von Stb1 zusammenfällt (Abb.2.24.A,B). In den Eluaten der 

Immunpräzipitation, ließen sich ebenfalls die phosphorylierte, wie auch die nicht phosphorylierte 

Form von Stb1-myc nachweisen (Abb.2.24.A). Aus den Extrakten aller untersuchten Zeitpunkte 

ließ sich Sin3-HA mit Stb1-myc copräzipitieren (Abb.2.24.A).  

Diese Beobachtungen belegen, dass Sin3 und Stb1 sowohl in arretierten Zellen - während 

der G1-Phase - wie auch in Zellen, die ihren Zellzyklus fortgesetzt haben und in die S-Phase 

eingetreten sind, miteinander interagieren. Da aus allen untersuchten Proben Sin3 und Stb1 

zusammen präzipitiert wurden, hat die Phosphorylierung von Stb1-myc offenbar keine Auswirkung 

auf die Assoziationsfähigkeit beider Proteine miteinander. 

 

 

2.8.3  Deletion von STB1 beeinflusst nicht die Assoziationfähigkeit von Sin3 mit  

          den G1-Cyclin Promotoren 

 

Sin3 und Stb1 sind in der G1-Phase miteinander assoziiert und bleiben das auch während 

der Transkription von SBF-spezifischen Genen (vorheriges Kapitel). Beobachtungen von De Bruin 

et al. 2008 zeigen, dass Stb1 ein vergleichbares Bindungsverhalten an die G1/S-spezifischen 

Promotoren aufweist, wie es in Kapitel 2.7.4 für Sin3 beschrieben wurde. Stb1 bindet ebenso wie 

Sin3 in der G1-Phase an die G1-Cyclin Promotoren und dissoziiert von diesen, wenn die 

Transkription der Gene aktiviert wird. Daher wäre ein mögliches Szenario für die Regulation der 

Promotor-Bindung von Sin3, die Rekrutierung des Sin3/Rpd3-Komplexes über eine Interaktion mit 

Stb1.  

Aus diesem Grund wurde nachfolgend untersucht, ob eine Deletion von STB1 die 

Bindungsfähigkeit von Sin3 an die Promotoren beeinträchtigt. Durch ChIP wurde die in vivo 

Assoziation des affinitätsmarkiertem Sin3-myc mit G1-Cyclin Promotoren, in Wildtyp und stb1�  

Mutanten analysiert. Sin3-myc wurde aus cdc28-13/STB1 Zellen, sowie cdc28-13/stb1�  

Nullmutanten immunpräzipitiert, die sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden oder 

in der G1-Phase arretiert worden waren.  

Die PCR-Analyse in Abb.2.25 zeigt, dass Sin3-myc in einer asynchronen STB1-Wildtyp-

Kultur spezifisch an den CLN2-Promotor bindet und das diese Bindung in einer arretierten G1-

Kultur noch stärker ist (Abb.2.25). Aus asynchronen STB1 Zellen wurde die gleiche Menge UAS-

Fragmente mit Sin3-myc copräzipitiert, wie aus den stb1�  Mutanten (Abb.2.25). Ebenso wurde aus 

den in G1 arretierten STB1 und stb1�  Zellen eine vergleichbare Menge UAS-Fragmente isoliert 

(Abb.2.25). 
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Das Ergebnis der Chromatin-Immunpräzipitation zeigt, dass die Deletion von STB1 die 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.8.4  Einfluss der Deletion von SIN3 auf die durchschnittliche Zellgröße  

           asynchroner stb1�  Mutanten 

 

Um zu untersuchen, ob die Deletion von SIN3 die Zellgröße von stb1�  Mutanten 

beeinflusst, wurde die durchschnittliche Zellgröße von Wildtyp-Zellen, von sin3�  und stb1�   

Einzelmutanten sowie von sin3� stb1�  Doppelmutanten gemessen.  

Die Mittelwerte der Messungen der durchschnittlichen Zellgröße von asynchronen Hefe-

Kulturen zeigten, dass stb1�  ebenso wie sin3�  Nullmutanten ein leicht erhöhtes Zellvolumen 

gegenüber dem Wildtyp aufweisen (Abb.2.26). Darüber hinaus war der Mittelwert der Zellgröße 

Abb.2.25 Inaktivierung von STB1 beeinträchtigt nicht die Assoziationsfähigkeit von Sin3 mit dem 
CLN2-Promotor. 
Ein cdc28-13/stb1�  (CY5712) und ein cdc28-13/STB1 Stamm (CY5327), die beide ein Sin3-myc 
Fusionsprotein exprimierten, wurden in YEPD Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Während der 
logarithmischen Wachstumsphase, bei einer OD600 von 0,4 wurden die Kulturen aufgeteilt. Die eine 
Hälfte wurde bei der restriktiven Temperatur arretiert und die andere Hälfte bei 25°C weiterkultiviert. 
Nach 180 Minuten bei 37°C waren die Zellen in der späten G1-Phase arretiert und wurden durch 1% 
Formaldehyd 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurde die Bindung von Sin3-myc an 
den Promotor von CLN2 durch Chromatin-Immunpräzipitation untersucht. Als Kontrolle für die 
spezifische Anreicherung von Sin3-myc durch Immunpräzipitation diente ein Stamm, der kein Epitoptag-
Fusionsprotein exprimierte (CY1617). Die copräzipitierten Chromatin-Fragmente wurden durch PCR 
analysiert. Die Primer für die Amplifikation von Promotor-Fragmenten oder codierenden Bereichen sind 
in Abb.2.13 beschrieben.  
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von stb1� sin3�  Doppelmutanten nicht signifikant unterschiedlich zu denen von sin3�  oder stb1�  

Einzelmutanten (Abb2.25). Der Budding Index der stb1� sin3�  Doppelmutante (60%) war 

gegenüber der stb1�  Einzelmutante (53%) erhöht, erreichte aber nicht den Wert der sin3�  

Einzelmutante (73%) (Abb.2.26). 

Dieses Ergebnis der Zellgrößenmessungen offenbart, dass die Inaktivierung von SIN3 die 

durchschnittliche Zellgröße von asynchronen stb1�  Kulturen nicht signifikant beeinflusst. Jedoch 

hat die Deletion von sin3 einen Effekt auf den Budding Index der stb1�  Kultur, der darauf 

hindeutet, dass eine sin3� stb1�  Population einen höheren Anteil von Zellen besitzt, die G1 

verlassen haben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2.26 Inaktivierung von SIN3 reduziert nicht die Zellgröße asynchroner stb1�  Kulturen. 
Wildtyp-Zellen (CY4196), sin3�  (CY5538) und stb1�  (CY4505) Einzelmutanten, sowie stb1� sin3�
(CY5571) Doppelmutanten wurden in YEPD Flüssigmedium bei 30°C kultiviert. Während der 
logarithmischen Wachstumsphase, bei einem Titer von 3,2 x 107 Zellen/ml wurde die durchschnittliche 
Zellgröße der Zellen mit dem CASY1® cellcounter gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von sieben 
unabhängigen Messungen der durchschnittlichen Zellgröße und deren Standardabweichung. Der Budding 
Index wurde bestimmt, indem 250 Zellen gezählt wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Budding 
Indizes. 
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2.8.5  Einfluss der Deletion von WHI5 auf die durchschnittliche Zellgröße  

           asynchroner  sin3�  und stb1�  Mutanten 

 

 WHI5 wurde als Repressor der G1/S-spezifischen Transkription beschrieben (Costanzo et al., 

2004; de Bruin et al., 2004; Jorgensen et al., 2002). Elutriierte whi5�  Nullmutanten aktivieren die 

G1/S-spezifische Transkription bei einer kleineren Zellgröße als der Wildtyp (Costanzo et al., 

2004). Die Inaktivierung von WHI5 reduziert die Zellgröße von cln3�  Mutanten (de Bruin et al., 

2004). Außerdem interagiert Whi5 mit dem SBF Transkriptionsfaktor-Komplex und bindet in der 

G1-Phase - vor der Aktivierung der Transkription - an die G1/S-spezifischen Promotoren (de Bruin 

et al., 2004). Da Whi5 ein wichtiger Regulator der G1/S-spezifischen Transkription ist, besteht die 

Möglichkeit, dass Whi5 die Funktion von Sin3 beeinflusst. 

 

 

Deletion von WHI5 reduziert nicht die durchschnittliche Zellgröße von asynchronen 

sin3�  und stb1�  Mutanten 

 

Um festzustellen, ob Whi5 in der Sin3-abhängigen Regulation der Zellgröße eine Rolle 

spielt, wurde untersucht, ob die Inaktivierung von WHI5 in einer sin3�  Mutante Auswirkungen auf 

die Zellgröße hat. Die durchschnittliche Zellgröße einer logarithmisch wachsenden whi5�  Kultur 

wurde mit der Zellgröße von sin3�  und stb1�  Einzelmutanten, whi5� sin3�  sowie whi5� stb1�  

Doppelmutanten und dem Wildtyp verglichen.  

Die Mittelwerte zeigen, dass die durchschnittliche Zellgröße von whi5�  Mutanten im 

Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert ist (Wildtyp-Zellen 49fl; whi5�  Zellen 36fl) 

(Abb.2.27.A) (de Bruin et al., 2004). Die durchschnittliche Zellgröße von sin3�  und stb1�  

Einzelmutanten ist etwas größer als die des Wildtyps (Abb.2.27.A, B, C). Die Deletion von whi5 

beeinflusst nicht die Zellgröße von sin3�  oder stb1�  Mutanten (Abb2.27.A, B, C). Der Vergleich 

der Häufigkeitsverteilungen von Einzelmessungen zeigt, dass die whi5� stb1�  Doppelmutanten 

eine mit stb1�  Einzelmutanten vergleichbare Zellgröße besitzen (Abb.2.27.C). Die gleiche 

Beobachtung wurde für whi5� sin3�  Mutanten gemacht (Abb.2.27.B).  

Aus dem Ergebnis der Zellgrößenmessung von sin3� whi5�  und stb1� whi5�  

Doppelmutanten lässt sich schließen, dass SIN3 und STB1 in der hierarchischen Reihenfolge vor 

WHI5 wirken.  
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2.8.6  Inaktivierung von WHI5 beeinflusst kaum die Bindung von Sin3 an die   

          Promotoren der G1/S-spezifischen Gene 

 

 Whi5 bindet während der G1-Phase an die SBF-abhängigen Promotoren der G1-Cycline und 

dissoziiert von diesen, wenn die G1/S-spezifische Transkription aktiviert wird (de Bruin et al., 

2004). Da dieses Promotor-Bindungsverhalten von Whi5 mit dem von Sin3 vergleichbar ist (vgl. 

Kapitel 2.7.4), könnte es sein, dass Sin3 über eine Interaktion mit Whi5 an die Promotoren der G1-

Cycline rekrutiert wird. 

 Um zu untersuchen, ob die Rekrutierung von Sin3 in Abhängigkeit von Whi5 erfolgt, wurde 

die Assoziation eines affinitätsmarkierten Sin3-myc  mit den G1/S-spezifischen Promotoren, in 

Wildtyp und whi5�  Nullmutanten untersucht. Da Whi5 und Sin3 in der G1-Phase an die Cyclin-

Promotoren binden, sollte sich ein Unterschied zwischen Wildtyp und whi5� , am deutlichsten in 

synchronisierten Zellen zeigen lassen. Daher wurden asynchrone Zellen mit zwei verschiedenen 

Methoden in der G1-Phase synchronisiert. 

 Um eine G1-Population zu erhalten, wurden entweder aus Wildtyp- und whi5�  Kulturen, 

durch zentrifugale Elutriation, kleine G1-Zellen ohne Knospe isoliert, oder cdc28-13 

Zellzyklusmutanten wurden durch einen Temperaturwechsel auf 37°C in der G1-Phase arretiert. 

Abb.2.27 Inaktivierung von WHI5 reduziert nicht die durchschnittliche Zellgröße von asynchronen 
sin3�  und stb1�  Mutanten. 
Wildtyp-Zellen (CY4196), sin3�  (CY5538), stb1�  (CY4505), whi5�  (CY4871) Einzelmutanten, sowie 
whi5� sin3�  (CY5584) und whi5� stb1�  (CY5586) Doppelmutanten wurden in YEPGal Flüssigmedium bei 
30°C kultiviert. Bei einem Titer von 3,2x107 Zellen/ml, wurde während der logarithmischen Wachstumsphase 
die durchschnittliche Zellgröße der Zellen, mit dem CASY cellcounter gemessen. (A) Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus sechs unabhängigen Messungen der durchschnittlichen Zellgröße und ihre 
Standardabweichung. (B) Dargestellt ist der Vergleich der Häufigkeitsverteilungen von Einzelmessungen der 
durchschnittlichen Zellgröße von Wildtyp, sin3� , whi5�  und whi5� sin3�  Mutanten. (C) Vergleich der 
Häufigkeitsverteilungen von Einzelmessungen der durchschnittlichen Zellgröße von Wildtyp, stb1� , whi5�
und whi5� stb1�  Kulturen.   
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Die asynchronen und die G1-Zellen wurden fixiert und anschließend mit Sin3-myc assoziierte 

Chromatin-Fragmente durch ChIP isoliert.   

 Die PCR-Analyse der Chromatin-Immunpräzipitate zeigt, dass sowohl aus den  asynchronen 

Wildtyp wie auch aus den asynchronen whi5�  Zellen eine vergleichbare Menge CLN2-Promotor-

Fragmente isoliert wurde (Abb.2.28.A). Aus dem Präzipitat der elutriierten Wildtyp-Zellen und 

auch aus dem der elutriierten whi5 Mutanten wurden mehr CLN2-Promotor-Fragmente 

amplifiziert, als aus dem der asynchronen Zellen (Abb2.28.A). Die Menge der amplifizierten 

Promotor-Fragmente aus den Eluaten der elutriierten Wildtyp-Zellen war jedoch etwas geringer als 

aus den Eluaten der elutriierten whi5�  Mutanten (Abb.2.28.A), obwohl die whi5�  Population einen 

höheren Anteil von Zellen mit Knospe aufwies (Wildtyp: 2%; whi5� : 5%). 

 Aus den arretierten cdc28-13 Wildtyp-Zellen und whi5�  Mutanten wurden mehr CLN1 und 

CLN2 Promotor-Fragmente isoliert als aus den asynchronen Zellen (Abb.2.28.B). Die Menge der 

amplifizierten Promotor-Fragmente aus den Präzipitaten der arretierten whi5�  Zellen war jedoch 

etwas geringer als die aus den Wildtyp-Zellen (Abb.2.28.B). 

Aus diesen Ergebnissen lässt sich nicht eindeutig feststellen, ob die Deletion von whi5 

einen Einfluss auf die Rekrutierung von Sin3 hat. In den beiden Experimenten zeigte sich zwischen 

asynchronen Wildtyp-Zellen und whi5�  Mutanten kein erheblicher Unterschied in der Assoziation 

von Sin3 mit den G1/S-spezifischen Promotoren. Die synchronisierten Zellen lieferten allerdings 

keine eindeutigen Ergebnisse. In den elutriierten G1-Zellen war die Bindung von Sin3-myc an die 

Cyclin-Promotoren von whi5�  Mutanten kaum verändert. Jedoch war in arretierten cdc28-13 

Zellen, durch die Deletion von whi5, die Assoziation von Sin3 mit dem CLN1/2-Promotor sichtlich 

schwächer. Abschließend lässt sich somit feststellen, dass WHI5 nicht essentiell für die 

Rekrutierung von Sin3 ist. Ein geringer Einfluss von WHI5 auf die Bindung von Sin3 an die G1-

Cyclin-Promotoren lässt sich jedoch nicht ganz ausschließen. 
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Abb.2.28 Deletion von WHI5 beeinflusst nur gering die Assoziationsfähigkeit von Sin3 mit G1/S-
spezifischen Promotoren. 
(A) Wildtyp (CY4849) und whi5�  Mutanten (CY5531), die Sin3-myc exprimierten wurden in YEPGal 
Flüssigmedium bei 25°C kultiviert. Während der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen bei 
einer OD600 von 2,0 durch Zentrifugation geerntet. Nachdem die Zellen in den Elutriator geladen worden 
waren, wurden kleine ungebuddete G1-Phase Zellen durch zentrifugale Elutriation isoliert. Die elutriierten 
Zellen wie auch die asynchronen Zellen wurden bei RT durch Formaldehyd fixiert. Anschließend wurde Sin3-
myc durch, an Dynabeads® gekoppelte, Anti-myc Antikörper präzipitiert. Als Kontrolle für die spezifische 
Präzipitation von Sin3-myc diente ein Hefe-Stamm (CY1617), der kein affinitätsmarkiertes Fusions-Protein 
exprimierte. Die Bindung von Sin3-myc an die Promotoren von CLN2 und PCL1 wurde durch Chromatin-
Immunpräzipitation untersucht. Die copräzipitierten Chromatin-Fragmente wurden durch PCR analysiert. Die 
Primer für die Amplifikation von Promotor-Fragmenten oder von codierenden Bereichen sind in Abb.2.13 
beschrieben. Der Budding Index wurde durch Zählen von 250 Zellen bestimmt. Die durchschnittliche 
Zellgröße der Populationen wurde mit dem CASY®1 cellcounter ermittelt. (B) Cdc28-13 Wildtyp und whi5�
Mutanten wurden bei 25°C kultiviert und bei einer OD600 von 0,4 durch einen Temperaturwechsel auf 37°C 
arretiert. Nachdem die arretierten Zellen mit Formaldehyd fixiert worden waren, wurden die Zellextrakte 
präpariert und eine ChIP durchgeführt wie in (A) beschrieben. 
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3. Diskussion 

In dieser Arbeit wurde, die Rolle von Sin3 und der Histondeacetylase Rpd3 beim Start des 

Zellzyklus der Bäckerhefe untersucht.  

Zu Beginn wurde dargestellt, dass die ektopische Expression eines verkürzten SIN3� C(AS 1-810) 

Allels die CLN2-Transkiption aktiviert. Durch Mutationsanalyse konnte gezeigt werden, dass nur 

die verkürzte Sin3-Version - die nicht mit der Histondeacetylase interagiert - die Zellgröße von 

cln3�  Mutanten reduziert. 

Angeregt durch diese Beobachtungen konnte im Folgenden erstmals gezeigt werden, dass SIN3 ein 

negativer Regulator der G1/S-spezifischen Transkription in Hefe ist. Die Deletion von sin3 

verkürzt die G1-Phase und reduziert die Zellgröße, bei der die Transkription von G1-Cyclinen 

initiiert wird. Außerdem supprimiert die Deletion von sin3 den Start-Phänotyp einer cln3�  

Mutante. Die Untersuchungen lassen darauf schließen, dass Sin3 direkt über eine Bindung an SBF 

(Swi4/Swi6) an die Promotoren von G1-Cyclinen rekrutiert wird. Die dargestellten Daten weisen 

darauf hin, dass Sin3 und Rpd3 zellzyklusspezifisch vor der Aktivierung der G1/S-spezifischen 

Transkription an die SBF-abhängigen Promotoren binden. Sin3 und Stb1 interagieren von der 

späten G1-Phase bis hinein in die S-Phase miteinander, jedoch ist STB1 für die Rekrutierung von 

Sin3 an G1/S-spezifische Promotoren nicht essentiell. 

Die Daten, die in dieser Arbeit präsentiert werden, zeigen, dass die Regulation der Transkription 

durch den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex einen weiteren Mechanismus der 

Zellzykluskontrolle am G1/S-Phase Übergang darstellt. 

 

3.1  Die zellzyklusspezifische Rekrutierung des Sin3/Rpd3 Komplexes an SCB-  

       Elemente reguliert die G1/S-spezifische Transkription  

 

Erfolgt die Rekrutierung von Sin3 an die G1-Promotoren nur in Abhängigkeit von 

Swi4 und Swi6 oder sind weitere Faktoren beteiligt? 

Die Expression der G1-Cycline CLN1 und CLN2 wird durch den heterodimeren 

Transkriptionsfaktorkomplex SBF aktiviert und ermöglicht den Übertritt von der G1 zur S Phase 

(Bloom und Cross, 2007; Cross, 1995; Koch et al., 1996). Da beide Proteine Komponenten des 

SBF Komplexes sind, beeinflusst die Deletion von swi4 oder swi6 die Start-spezifische 

Transkription, wobei swi4 den schwerwiegendsten Effekt zeigt und große unförmige Zellen 

produziert (Andrews und Herskowitz, 1989a; Breeden und Nasmyth, 1987a, b; Koch et al., 1993; 

Nasmyth, 1987; Stern et al., 1984). Swi4 ist die DNA-bindende Komponente, wohingegen Swi6 

vermutlich eine regulatorische Funktion im Transkriptionsfaktorkomplex übernimmt (Dirick et al., 

1992; Primig et al., 1992). Sin3 und Rpd3 agieren zusammen als Regulatoren der Transkription 

vieler Gene, die an verschiedenen zellulären Prozessen beteiligt sind. Sin3 bindet nicht direkt an 
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die Promotor-DNA, sondern interagiert mit weiteren DNA-bindenden Regulatoren der 

Transkription, um so die Histondeacetylase Rpd3 an spezifische Chromatin-Bereiche zu rekrutieren 

(Kadosh und Struhl, 1997; Washburn und Esposito, 2001).  

In Kapitel 2.2 wurde beschrieben, dass die Deletion von sin3 das Timing der G1/S-spezifischen 

Transkription beeinflusst. In elutriierten sin3�  Mutanten ist die G1-Phase verkürzt und die Zellen 

aktivieren die G1/S-spezifische Transkription bei einer reduzierten Zellgröße (Abb.2.5). Der 

Hinweis, dass Sin3 die SBF-abhängig regulierte Transkription in der späten G1-Phase beeinflusst, 

konnte durch den Nachweis einer direkten Interaktion von Sin3 mit Swi6 und Swi4, über Tandem 

Affinitätsreinigung, bestätigt werden (Kap.2.6.2). Durch Chromatin-Immunpräzipitation konnte die 

Assoziation von Sin3 und Rpd3 mit den G1-Cyclin Promotoren gezeigt werden (Kap.2.6.3). Neben 

diesen Genen, reguliert der heterodimere SBF-Transkriptionsfaktorkomplex auch noch die 

Transkription von über 160 weiteren Genen, in deren Promotoren sich SCB-Elemente (Swi4/Swi6-

dependent cell cyle box) nachweisen lassen (Iyer et al., 2001). Durch genomweite 

Lokalisationsanalysen der Histondeacetylase Rpd3 konnten insgesamt etwa 100 Gene identifizieren 

werden, an die Rpd3 bindet (Robert et al., 2004). Zu diesen gehören auch viele 

zellzyklusspezifische Gene, an deren Promotoren Swi4, Swi6 sowie andere zellzyklusspezifische 

Transkriptionsfaktoren (Fkh1, Fkh2, Ndd1, Mbp1) binden (Robert et al., 2004). Daher lassen sich 

die, in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen für die G1-Cyclin Promotoren vermutlich auch 

auf andere SBF-abhängige Gene übertragen. Die Bindung von Sin3 an die UAS-Elemente der Gene 

CLN1, CLN2 und PCL1 ist abhängig von den SBF-Untereinheiten Swi6 und Swi4, da die Deletion 

von swi4 oder swi6 die Bindung von Sin3 an die Promotoren von CLN1 und CLN2 erheblich 

beeinträchtigt (Abb.2.14). Die Deletion von swi4 scheint einen wesentlich geringeren Einfluss auf 

die Promotorbindung von Sin3 auszuüben, als die Deletion von swi6 (Abb.2.14). Woher kommt  

dieser Unterschied? Die Transkription von CLN1 und CLN2 ist in einer swi4�  Mutante erheblich 

beeinträchtigt und in einer swi4� mbp1�  Doppelmutante nicht detektierbar (Koch et al., 1993; 

Nasmyth und Dirick, 1991; Ogas et al., 1991). Die Promotoren enthalten sowohl Sequenzen, die 

für SBF-Bindungsstellen (SCB) spezifisch sind, als auch solche, die MCB-Konsensussequenzen 

gleichen (Nasmyth und Dirick, 1991; Ogas et al., 1991; Stuart und Wittenberg, 1994). Mbp1 

unterstützt die Swi4-abhängige Transkription und wirkt als Backup für die G1-Cyclin 

Transkription in swi4�  Mutanten. Daher könnte die Rekrutierung von Sin3 über Mbp1/Swi6 eine 

Erklärung dafür sein, dass die Inaktivierung von swi4 die Promotorbindungsfähigkeit von Sin3 

weniger herabsetzt als die Deletion von swi6. Im Gegensatz zu der swi4 Deletion beeinträchtigt die 

Deletion von swi6 die Bindung von Sin3 erheblich (Abb.2.14), was dadurch erklärt werden kann, 

dass Swi6 sowohl eine Untereinheit des SBF als auch des MBF Komplexes ist (Andrews und 

Moore, 1992; Koch et al., 1993). Dies würde auch bedeuten, dass Sin3 hauptsächlich über die 

Interaktion mit der SBF- und MBF-Untereinheit Swi6 rekrutiert wird.  
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Ein weiterer Hinweis, der die Beobachtungen einer Rekrutierung von Sin3 über den SBF-Komplex 

unterstützt, ergibt sich aus der Analyse der Phänotypen von swi4� sin3�  Mutanten. Elutriierte 

sin3� swi4�  Doppelmutanten treten bei einer Zellgröße in die S-Phase ein, die mit der von swi4�  

Mutanten vergleichbar ist (Abb.2.11.B,C). Da die Deletion von SIN3 die verspätete Aktivierung 

der G1/S-spezifischen Transkription in swi4�  Mutanten kaum beeinflusst, lässt sich schlussfolgern, 

dass Sin3 über Swi4 wirkt.  

Swi6 sowie Swi4 und Mbp1 besitzen in ihrem zentralen Bereich mehrere Ankyrin-Repeats 

(Andrews und Herskowitz, 1989b; Ewaskow et al., 1998; Foord et al., 1999; Sedgwick et al., 

1998). Diese 33 Aminosäuren umfassenden Ankyrin-(TPLH)-Repeats wurden in einer Vielzahl 

verschiedener Proteine als Vermittler von Protein-Protein Interaktionen beschrieben (Bork, 1993; 

LaMarco et al., 1991; Lux et al., 1990; Wharton et al., 1985). Ihre Funktion in Swi6/Swi4/Mbp1 ist 

jedoch noch unklar, aber es wird vermutet, dass die Ankyrin-Motive in Swi6 Interaktionen mit co-

regulatorischen Proteinen vermitteln (Foord et al., 1999; Sedgwick et al., 1998). Außerdem besitzt 

Swi6 eine Leuzin-Zipper ähnliche Domäne, deren Funktion auch noch nicht umfassend aufgeklärt 

wurde (Sidorova und Breeden, 1993; Wijnen et al., 2002). Es besteht die Möglichkeit, dass eine 

oder mehrere diese Domänen von Swi6 für die Interaktion mit Sin3 verantwortlich sind. Sin3 

besitzt vier PAH (Paired amphiphatic helix) Domänen, die für Protein-Protein Interaktionen 

verantwortlich gemacht werden (Grzenda et al., 2009; Silverstein und Ekwall, 2005; Wang et al., 

1990b; Wang und Stillman, 1993). Die Interaktion mit der HDAC wird von der Region zwischen 

der PAH3 und PAH4 vermittelt (Kapitel 2.2). Da beschrieben wurde, dass die PAH1 und PAH2 

mit DNA-bindenden Proteinen interagieren (Kadosh und Struhl, 1997; Tsai et al., 1999; Wagner et 

al., 2001; Washburn und Esposito, 2001), wäre es denkbar, dass Swi6 und möglicherweise auch 

Swi4 mit diesen Domänen interagieren. Möglicherweise über die Ankyrin-Repeats oder auch den 

Leuzin-Zipper. 

Neben Swi4 und Swi6 wurden bereits verschiedene DNA-bindende Proteine identifiziert, 

die an Sin3 binden. Neben der am besten charakterisierten Interaktion mit Ume6 wurde auch eine 

Bindung an Ash1, Mcm1 und Ssn6 nachgewiesen (Carrozza et al., 2005a; Mitra et al., 2006; Veis 

et al., 2007). 

Ume6 ist ein Regulator von Genen, die am Inositol- und Phospholipidstoffwechsel, sowie an der 

Meiose und Sporulation beteiligt sind. Die Transkription der Gene INO1, IME2 und SPO13 wird 

durch die Bindung des sowohl positiven als auch negativen Regulators Ume6 an spezifische DNA-

Sequenzen kontrolliert. An diese Gene rekrutiert Ume6 den Sin3/Rpd3 Histondeacetylasekomplex, 

um die Transkription zu inaktivieren (Carrozza et al., 2005b; Elkhaimi et al., 2000; Kadosh und 

Struhl, 1997; Rundlett et al., 1998; Slekar und Henry, 1995; Washburn und Esposito, 2001). Um 

die Transkription dieser Gene zu aktivieren verwandelt der Regulator Ime1 den Repressor Ume6 in 

einen Aktivator (Washburn und Esposito, 2001). Durch die Bindung von Ime1 an Ume6 wird die 

Interaktion mit Sin3 aufgehoben und Ume6 wirkt, im Komplex mit Ime1, als Aktivator der 
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Transkription (Washburn und Esposito, 2001). Ume6 wirkt somit als Repressor, wie auch als 

Aktivator der Transkription, was der in dieser Arbeit vorgestellten Funktion des SBF-Komplexes 

ähnelt. Die Untersuchung der Promotor-Bereiche von G1-Cyclinen zeigte kein Vorhandensein von 

Konsensussequenzen, die für Ume6-Bindungsstellen spezifisch sind (Silverstein und Ekwall, 

2005). Diese Beobachtung wird durch die Ergebnisse einer Untersuchung gestützt, welche die 

Bindungsstellen von Ume6 und Rpd3 im Genom der Bäckerhefe analysierte und miteinander 

verglich (Kurdistani et al., 2002). Diese Studie zeigte, dass Ume6 nur bei einer limitierten Anzahl 

von Promotoren für die Bindung von Rpd3 verantwortlich ist, und dass somit auch andere 

Rekrutierungsfaktoren die Assoziation von Rpd3 mit einer Vielzahl von Promotoren vermitteln 

können (Kurdistani et al., 2002). Daher wird in der vorliegenden Arbeit ein Modell favorisiert, in 

dem die Rekrutierung des Sin3/Rpd3-Komplexes, an G1/S-spezifische Promotoren, nur über SBF 

erfolgt (siehe Kapitel 3.4). 

Ash1 wirkt als Repressor der Transkription des HO Gens in Tochterzellen (Krebs et al., 1999; 

Mitra et al., 2006; Wang et al., 1990a). Es wird angenommen, dass Ash1 seine Funktion 

möglicherweise durch die Rekrutierung des Sin3/Rpd3 Komplexes an die URS1 erfüllt. Obwohl 

Ash1 und Sin3 als Bestandteil des gleichen Komplexes identifiziert wurden, gab es auch Daten, die 

zeigten, dass die Deletion von ash1 und sin3 additive Effekte auf die Regulation von HO haben 

(Carrozza et al., 2005a; Carrozza et al., 2005b; Mitra et al., 2006). Dies könnte ein Hinweis darauf 

sein, dass Sin3 die Regulation am HO-Promotor nicht nur im Komplex mit Ash1 beeinflusst, 

sondern auch durch Interaktion mit anderen Faktoren. 

Veis et al. (2008) haben berichtet, dass Sin3 zellzyklusreguliert an den Promotor des G2/M-

spezifischen Gens CLB2 bindet. Ihre Daten zeigten eine Rekrutierung von Sin3 in Abhängigkeit 

von Fkh2 und Mcm1. Diese Rolle von Sin3 in der Regulation von G2/M-spezifischen Promotoren 

zeigt auch, ebenso wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass Sin3 einer Rolle in der 

Regulation zellzyklusspezifischer Gene spielt und dass Sin3 über mehrere verschiedene 

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

 

 

Die G1/S-spezifischen Regulatoren Whi5 oder Stb1 sind für die Rekrutierung von 

Sin3 nicht essentiell 

Sowohl Stb1 wie auch Whi5 sind Regulatoren der G1/S-spezifischen Genexpression und 

beeinflussen die Zellgröße bei Start (Costanzo et al., 2004; Costanzo et al., 2003; de Bruin et al., 

2008; de Bruin et al., 2004; Ho et al., 1999). Stb1 wurde als Aktivator der G1/S-spezifischen 

Transkription beschrieben (Costanzo et al., 2003; Ho et al., 1999). Die Inaktivierung von stb1�  in 

cln3�  Mutanten führt zu einer Erhöhung der durchschnittlichen Zellgröße von asynchronen 

Kulturen, da die G1-Phase in stb1� cln3�  Doppelmutanten verlängert ist (Ho et al., 1999). Bei 

Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription sind elutriierte stb1� cln3�  Doppelmutanten 
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deutlich größer als die cln3�  Einzelmutanten (Ho et al., 1999). In Kapitel 2.8.1 konnte gezeigt 

werden, dass elutriierte stb1 Nullmutanten deutlich größer als der Wildtyp sind, wenn sie die G1-

Cyclin Expression aktivieren (Abb.2.22). Diese Beobachtung weist, ebenso wie die Ergebnisse für 

stb1� cln3�  Doppelmutanten (Ho et al., 1999) darauf hin, dass STB1 ein Aktivator der G1/S-

Transkription ist. In der vorliegenden Arbeit wurde durch Immunpräzipitation eine Interaktion von 

Sin3 mit Stb1 in der G1-Phase gezeigt und beobachtet, dass diese Interaktion während der 

Transkription der G1-Cycline, bis hinein in die S-Phase, erhalten bleibt (Abb.2.23). Das in dieser 

Arbeit beschriebene Timing der Promotor-Bindung von Sin3 und Rpd3 (Kap.2.7.4) gleicht dem 

von Stb1 (de Bruin et al., 2008). Jedoch konnte durch Chromatin-Immunpräzipitation festgestellt 

werden, dass die Deletion von stb1 die Bindung von Sin3 an G1/S-spezifische Promotoren nicht 

beeinflusst (Abb.2.24). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass Stb1 für die Bindung von Sin3 an die 

Promotoren nicht essentiell ist, obwohl beide Proteine während G1 und S-Phase interagieren und 

auch gleichzeitig an die Promotoren binden. 

Die Deletion von whi5 führt zur Aktivierung der G1-Cyclin Expression, bei einer deutlich 

reduzierten Zellgröße im Vergleich mit Wildtyp-Zellen. Whi5 interagiert mit dem heterodimeren 

SBF-Komplex und wirkt als Repressor der G1/S-spezifischen Transkription. Die Aktivierung der 

G1/S-spezifischen Transkription in der späten G1-Phase ist abhängig von der Inaktivierung des 

Whi5-Repressors. Die Cln3/CDK1 Proteinkinase phosphoryliert Whi5, was die Dissoziation vom 

SBF-Komplex und den anschließenden Export aus dem Kern bewirkt. Der Mechanismus über den 

der Repressor Whi5 die G1/S-spezifische Transkription inaktiviert ist nicht aufgeklärt. Whi5 erfüllt 

in Saccharomyces cerevisiae eine ähnliche Funktion wie das Retinoblastoma Tumor 

Suppressorprotein (Rb) in Metazoen (Säugetieren), welches als Repressor an den E2F 

Transkriptionsfaktorkomplex bindet und die G1/S-spezifische Transkription inaktiviert (Costanzo 

et al., 2004; de Bruin et al., 2004; Dyson, 1998; Frolov und Dyson, 2004; Trimarchi und Lees, 

2002). Jedoch zeigt die Primärstruktur von Whi5 keinerlei Ähnlichkeit mit Rb. Rb rekrutiert 

Histondeacetylasekomplexe, über die Interaktion mit der E2F Transkriptionsfaktorfamilie an die 

Promotoren der G1-Cycline. Obwohl Whi5 in Analogie zum Säugetier Rb Protein als Repressor 

der G1/S-spezifischen Transkription beschrieben wurde (Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 

2004; Schaefer und Breeden, 2004), zeigten die ChIP-Analysen in Deletionsmutanen (Kap.2.8.5), 

dass WHI5 für die Rekrutierung von Sin3, an SBF-spezifische Gene, nicht essentiell ist. In der 

vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Inaktivierung von whi5 die Assoziation von Sin3 mit 

den Promotoren von CLN2 oder PCL1  nicht wesentlich beeinträchtigt (Abb.2.28). Die Deletion 

von whi5 reduziert auch nicht die Zellgröße einer sin3�  Mutante (Abb.2.27), daher ist es fraglich, 

ob Whi5 an der Rekrutierung von Sin3 beteiligt ist.  

Kürzlich wurde durch Takahata et al. (2009) bestätigt, dass WHI5 keine essentielle Rolle 

bei der zellzyklusspezifischen Funktion von Rpd3 spielt. Sie konnten zeigen, dass die Rekrutierung 

der Sin3/Rpd3-Komplex-Untereinheit Sds3 an die Promotoren, durch Inaktivierung von WHI5 
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nicht beeinträchtigt, allerdings durch eine gleichzeitige Deletion von whi5 und stb1 reduziert wird 

(Takahata et al., 2009). Im Gegensatz dazu, konnten in der vorliegenden Arbeit keinerlei 

Interaktionen zwischen Whi5 und Sin3 gezeigt werden (Kap.2.8.5-2.8.6). Da die Deletion von whi5 

die Zellgröße einer stb1�  Mutante nicht reduziert, ist es unwahrscheinlich, dass Whi5 und Stb1 den 

Sin3-Komplex rekrutieren (Abb.2.27). Dieses Ergebnis müsste jedoch genauer untersucht werden 

und die Zellgröße festgestellt werden, bei der elutriierte whi5� stb1�  Doppelmutanten die G1-

Cyclin Transkription aktivieren. Da Whi5 ein gut charakterisierter Repressor von Start ist, erscheint 

es jedoch fragwürdig, dass Whi5, zusammen mit dem Aktivator Stb1, an der Rekrutierung von 

Sin3/Rpd3 beteiligt sein soll.  

 

 

Wie ist die Bindung von Sin3 an die Promotoren SBF-abhängiger Gene reguliert? 

Da der heterodimere Transkriptionsfaktorkomplex SBF als Rekrutierungsfaktor für Sin3 

wirkt, stellt sich die Frage, ob die Promotorbindung von Sin3, Rpd3 und SBF zeitgleich erfolgt. 

SBF bindet an die G1/S-spezifischen Promotoren, wenn die Zellen die M-Phase verlassen 

(Sidorova et al., 1995). Während der G1-Phase ist SBF zwar mit den Promotoren assoziiert, 

aktiviert aber nicht die Transkription (Koch et al., 1996). In der späten G1-Phase aktiviert SBF die 

G1-Cyclin Gene und bleibt während der S-Phase mit den UAS-Elementen assoziiert bis die 

CLN1,2 Transkription inaktiviert wird (Harrington und Andrews, 1996; Koch et al., 1996). Durch 

die Aktivität von Clb/Cdc28 Kinasen dissoziiert SBF in der G2-Phase vom Promotor und die 

Phosphorylierung von Swi6 führt anschließend zu dessen Export aus dem Kern.  

In der vorliegenden Arbeit wurde beschrieben, dass die subzelluläre Lokalisation von Sin3 bei der 

Regulation keinerlei Rolle spielt, da Sin3 während G1, S und G2/M im Kern lokalisiert bleibt 

(Kap.2.5).  

Es wurde gezeigt, dass Sin3 und Rpd3 in der G1-Phase an die G1-Cyclin Promotoren binden, da 

aus arretierten cdc28-13 Mutanten Chromatin-Fragmente der CLN1/2-Promotoren mit Sin3 und 

Rpd3 copräzipitiert wurden (Kap.2.7.4). In Zellen, die durch Nocodazol oder das 

temperatursensitve cdc16-1 Allel in G2/M arretiert worden waren, wurde keine Bindung von Sin3 

an die SBF-spezifischen Promotoren nachgewiesen (Kap.2.15). Arrest-Release Experimente mit 

cdc28-13 Zellen zeigten, dass Sin3 und Rpd3, vor der Aktivierung der G1/S-spezifischen 

Transkription, die SBF-abhängigen Promotoren in der späten G1-Phase verlassen (Abb.2.18; 

Abb.2.20). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Sin3 und Rpd3 nur in der frühen G1-Phase, 

vor der Aktivierung der G1-Cyclin Expression, an diese Promotoren rekrutiert werden. 

Im Gegensatz zu Sin3 und Rpd3 bindet Swi6 in der frühen G1-Phase an die UAS und  dissoziiert 

erst in der G2-Phase von den Promotoren, wenn die G1/S-spezifische Transkription inaktiviert wird 

(Koch et al., 1996). Die Ergebnisse der Arrest-Release Experimente aus Kapitel 2.7.4 weisen 

darauf hin, dass Sin3 und Rpd3 vor der Aktivierung der Transkription von den Promotoren 
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dissoziieren, während Swi6 in der S-Phase immer noch an diese gebunden bleibt und die G1-

Cyclin Transkription aktiviert (Kap.2.7.4) (Koch et al., 1996). Vor der Aktivierung der G1/S-

spezifischen Transkription erfolgt die Rekrutierung des Sin3/Rpd3 Komplexes in Abhängigkeit von 

Swi4 und Swi6. Das Timing der Swi6-, Sin3- und Rpd3-Bindung an die Promotoren ist also nicht 

kompatibel mit einem Modell, in dem die Dissoziation von Sin3/Rpd3 vom Promotor analog zu der 

von Swi6 erfolgt (Kap.2.7.4). Swi6 und Sin3 dissoziieren, unabhängig voneinander, in 

unterschiedlichen Zellzyklusphasen von den G1-Cyclin Promotoren (Kap.2.7.4). 

 

 

Welche Faktoren regulieren die Dissoziation von Sin3 vom Promotor am G1/S-Phase 

Übergang? 

Die Deletion von sin3 supprimiert teilweise den Start-Phänotyp einer cln3�  Mutante 

(Kap.2.3). Die abnormal lange G1-Phase der cln3�  Zellen (Cross, 1995) wird durch die 

Inaktivierung von sin3 verkürzt und somit die Zellgröße reduziert bei der diese Mutanten die G1/S-

spezifische Transkription aktivieren. Eine Funktion von Cln3 bei der Aufhebung der Sin3-

vermittelten Repression von G1-Cyclinen, würde diesen Effekt erklären. Sin3 ist ein 

Phosphoprotein (Ficarro et al., 2002), daher wäre es denkbar, dass es ein direktes Substrat der 

Cln3/Cdc28 Kinase ist. In dieser Studie wurde gezeigt, dass Threonin303 und Serin316 

phosphoryliert sind (Ficarro et al., 2002), jedoch wurde bisher noch nicht untersucht, ob die 

Phosphorylierung von Sin3 zellzyklusabhängig erfolgt. Die Phosphorylierungsstellen befinden sich 

zwischen der PAH1 (AS 238-285) und PAH2 Domäne (AS 426-472) (Wang et al., 1990a). Die 

PAH2 Domäne wird für Interaktionen mit DNA-bindenden Proteinen verantwortlich gemacht 

(Kadosh und Struhl, 1997; Kasten und Stillman, 1997; Tsai et al., 1999; Wagner et al., 2001; 

Washburn und Esposito, 2001; Zhang et al., 2001). Kasten und Stillman konnten durch ein Two 

Hybrid Assay zeigen, dass ein PAH2 enthaltendes Sin3-Fragment (AS 348-598) mit Stb1 

interagiert (Kasten und Stillman, 1997). Es wäre denkbar, dass die Bindung von Sin3 an SBF 

ebenfalls über die Region zwischen PAH1 und PAH2 erfolgt, und die Dissoziation durch die 

Phosphorylierung von Sin3 gefördert wird. Da Threonin303 über einige Spezies von S. cerevisiae 

bis H. sapiens konserviert ist (Daten nicht gezeigt), könnte über diese Phosphorylierungsstelle die 

Sin3-Rekrutierung durch die Aktivität von Cln/CDK Kinasen reguliert werden. Möglicherweise ist 

diese Phosphorylierung ein weiterer Faktor, der die Bindung von Sin3 an den SBF-Komplex 

beeinflusst. 

Da aber Sin3 und Rpd3 an einer Vielzahl verschiedener zellulärer Prozesse beteiligt sind 

(Silverstein und Ekwall, 2005), müsste die Wirkung von Cln3/CDK auf den Anteil aller 

Sin3/Rpd3-Komplexe begrenzt sein, der an der Regulation zellzyklusspezifischer Prozesse beteiligt 

ist. Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich, dass die Rekrutierung des Sin3/Rpd3 Komplexes an 

die CLN1 und CLN2 Promotoren nicht direkt durch Sin3-Phosphorylierung, sondern über weitere 
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Faktoren reguliert wird. Dieses Szenario, einer Regulation der Sin3-Rekrutierung durch weitere 

assoziierte Faktoren, wird außerdem durch die Beobachtung unterstützt, dass Sin3 als Bestandteil 

von verschiedenen Sin3/Rpd3 Komplexen (Sin3[S] und Sin3[L]) in der Zelle vorliegt und so 

verschiedene Funktionen erfüllt (Carrozza et al., 2005a; Carrozza et al., 2005b; Keogh et al., 2005; 

Silverstein und Ekwall, 2005).  

Da Stb1 als Aktivator der G1/S-spezifischen Transkription beschrieben wurde und sowohl 

mit Swi6 wie auch Sin3 interagiert, ist es ein guter Kandidat für einen Regulator der Sin3/Rpd3-

Promotorbindung (Kap.2.8.1 und 2.8.2) (Costanzo et al., 2003; Ho et al., 1999). Die Expression der 

G1-Cycline CLN1 und CLN2 ist in einer stb1�  Mutante reduziert (de Bruin et al., 2008; Ho et al., 

1999; Takahata et al., 2009), was darauf hinweist, dass STB1 ein Aktivator ist. Die Expression von 

STB1 selbst ist zellzyklusspezifisch reguliert und erreicht ihr Maximum in der späten G1-Phase 

(Ho et al., 1999). Frühe Studien haben gezeigt, dass Stb1 nur an synthetische MBF-spezifische 

Promotoren bindet, jedoch konnte eine aktuellere Studie belegen, dass Stb1 in vivo sowohl an SBF 

als auch an MBF Promotoren, über eine Interaktion mit Swi6, in der G1-Phase bindet (Costanzo et 

al., 2003). Die Phosphorylierung von Stb1 durch Cln/Cdks inhibiert die Interaktion von Stb1 mit 

Swi6 (Costanzo et al., 2003). ChIP-Assays zeigten später, dass die Phosphorylierung von Stb1 mit 

der Dissoziation vom Promotor korreliert (de Bruin et al., 2008). Die Aufklärung der 

zellzyklusspezifischen Promotorbindung von Sin3 und Rpd3 (Kap.2.7.4) und das vergleichbare 

Timing der Stb1-Bindung (de Bruin et al., 2008), eröffnet die Möglichkeit, dass diese drei Proteine, 

in einer konzertierten Aktion, ihren Effekt auf die G1/S-Transkription ausüben. Da Stb1 als 

Aktivator beschrieben wurde, ist es unwahrscheinlich, dass Stb1 die Sin3-abhängige Repression 

vermittelt. Jedoch könnte Stb1 an der Inaktivierung der Sin3/Rpd3-Funktion beteiligt sein. In der 

vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Stb1 und Sin3 während G1 und S-Phase miteinander 

interagieren (Kap.2.8.2). Außerdem fällt das Auftreten der phosphorylierten Form von Stb1 mit 

dem Maximum der CLN2-Transkription zusammen (Abb.2.24), was darauf hinweist, dass die 

Phosphorylierung von Stb1 an der Inaktivierung der Repression in der späten G1-Phase beteiligt 

ist. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass Stb1 den Sin3-Komplex nicht an den CLN2-Promotor 

rekrutiert, sondern dass Sin3 und Stb1 zusammen an Swi6 binden, wobei die Bindung von Sin3 

unabhängig von Stb1 erfolgt. Die Phosphorylierung von Stb1 durch Cln/Cdc28 Kinasen initiiert, 

vor der Aktivierung der G1-Cyclin Transkription, die Aufhebung der Sin3-Promotorbindung. 

Möglicherweise durch eine Konformationsänderung von Stb1. Ein ähnliches Prinzip, bei dem Sin3 

durch die Konformationsänderung des Bindungspartners vom Transkriptionsfaktorkomplex 

dissoziiert, stellt das Myc/Mad/Max-System in Metazoen dar (Ayer et al., 1995). Myc/Mad sind 

Transkriptionsfaktoren mit Helix-Loop-Helix Motiven und regulieren eine Vielzahl von Prozessen, 

wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose.  

Der SBF-Repressor Whi5 ist ein Substrat der Cln3/Cdc28 Kinase und seine 

Phosphorylierung führt zur Dissoziation vom Swi4/Swi6-Komplex, was in Folge die Transkription 



Diskussion 

91 

der G1-Cycline ermöglicht (Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit 

konnten durch Immunpräzipitation keine physikalischen Interaktionen zwischen Whi5 und Sin3 

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die Promotorrekrutierung von Sin3 wurde durch eine 

Deletion von whi5 nur leicht beeinträchtigt. Nur in cdc28-13 Zellen, die in der G1 Phase arretiert 

worden waren, konnte ein geringer Unterschied in der Sin3-Promotorbindung zwischen Wildtyp 

und whi5�  Mutante festgestellt werden (Abb.2.28.B). Takahata et al. bestätigten vor kurzem, dass 

die Deletion von whi5 nur wenig die Promotorbindung von Rpd3 reduziert (Takahata et al., 2009). 

Da der Repressor Whi5 nicht mit Sin3 interagiert oder an den Promotor rekrutiert,  ist die 

Dissoziation von Sin3 vom Promotor kein Resultat der Inaktivierung von Whi5. 

 

 

Welcher der beiden Sin3/Rpd3-Komplexe ist an der Regulation der G1-Cycline 

beteiligt? 

Die Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitationen von affinitätsmarkierten Rpd3 

bestätigten, dass Rpd3 in der G1-Phase an dieselben Promotoren von SBF-spezifischen Genen 

bindet wie Sin3 (Abb.2.17). Wenn die enzymatische Aktivität von Rpd3 die Transkription von G1-

Cyclinen reguliert, wie wird dann seine Rekrutierung reguliert? In Kapitel 2.4 wurde beschrieben, 

dass die Expression von Sin3 und Rpd3 keinen zellzyklusspezifischen Schwankungen unterliegt 

und dass Sin3 und Rpd3 während der G1, S und G2/M Phase in einem unveränderten Verhältnis 

miteinander immunpräzipitieren (Abb.2.9). Die Rekrutierung von Rpd3 an G1/S-spezifische 

Promotoren wird also nicht über eine zellzyklusabhängige Bindung an Sin3 koordiniert, sondern 

über die Bindung von Sin3 an DNA-bindende Proteine. Durch die Chromatin-Immunpräzipitation 

von Rpd3 aus Zellen, die aus ihrem G1-Phase Arrest entlassen worden waren, wurde gezeigt, dass 

die Bindungskinetik von Rpd3  an die G1/S-spezifischen Promotoren, der von Sin3 gleicht 

(Abb.2.18 und 2.20).  Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Beschreibung, dass Sin3 und 

Rpd3 als Untereinheiten des Sin3/Rpd3-Komplexes die regulatorischen Funktionen in allen bis 

heute beschrieben Prozessen im Zusammenspiel gemeinsam vermitteln (Silverstein und Ekwall, 

2005). Zum Beispiel wird die Rekrutierung von Rpd3 an die INO1, IME2 und SPO13 Promotoren 

durch die Assoziation von Sin3 mit DNA-bindenden Proteinen wie Ume6 reguliert (Carrozza et al., 

2005b; Elkhaimi et al., 2000; Kadosh und Struhl, 1997; Rundlett et al., 1998; Slekar und Henry, 

1995; Washburn und Esposito, 2001). 

Da zwei unterschiedliche Sin3/Rpd3-Komplexe existieren, stellt sich die Frage welcher Komplex 

an der Regulation der G1/S-spezifischen Gene beteiligt ist. Der kleine Rpd3[S] Komplex (0,6MDa) 

und der große Rpd3[L] Komplex (1,2MDa)  bestehen aus den drei Kern-Untereinheiten Sin3, Rpd3 

und Ume1 (Carrozza et al., 2005a; Carrozza et al., 2005b). Durch MudPIT wurde eine Vielzahl von 

Proteinen als spezifische Bestandteile des Rpd3[L]-Komplexes identifiziert, darunter die DNA-

bindenden Corepressorproteine Ume6 und Ash1 (Carrozza et al., 2005a; Carrozza et al., 2005b). 
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Hingegen besitzt der Rpd3[S] Komplex, neben den drei Kern-Bestandteilen, nur die für ihn 

spezifischen Untereinheiten Rco1 und Eaf3. Über diese Faktoren scheint der kleine Rpd3[S] 

Komplex an der Deacetylierung von codierenden Regionen beteiligt zu sein (Keogh et al., 2005; 

Lee und Shilatifard, 2007), wohingegen der große Rpd3[L] Komplex durch genspezifische DNA-

bindende Untereinheiten an die Promotoren rekrutiert wird. Daher reguliert vermutlich der große 

Rpd3[L] Komplex die Transkription der G1/S-spezifischen Gene. Dies wird durch die 

Beobachtung unterstützt, dass die Rpd3[L]-spezifische Untereinheit Sds3 an die G1-Cyclin 

Promotoren bindet (Takahata et al., 2009). 

 

 

3.2  Ist die reduzierte Zellgröße der sin3�  Mutante bei Start eine direkte Folge  

       der G1-Cyclin Expression? 

 Die Analyse der elutriierten G1-Tochterzellen zeigte, dass sin3�  Mutanten die Expression 

der G1-Cycline und die Bildung ihrer Knospen bei einer deutlich geringeren Zellgröße als der 

Wildtyp initiierten (Abb.2.5). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Sin3/Rpd3 Komplex direkt 

die Transkription der G1/S-spezifischen Gene CLN1 und CLN2 reguliert, indem Sin3 

zellzyklusspezifisch an die Promotoren der G1-Cycline rekrutiert wird.  

Lässt sich der Effekt der sin3 Deletion auf die Zellgröße auch dadurch erklären, dass Sin3 und 

Rpd3 unspezifisch die Transkription von Genen beeinflussen, die an der Regulation der Zellgröße 

beteiligt sind? Ist der Effekt vielleicht eine Konsequenz langsamen Wachstums? 

Die kritische Zellgröße (Hartwell et al., 1974; Johnston et al., 1977), die Hefezellen erreichen 

müssen, um sich teilen zu können, hängt von der Nährstoffquelle ab (Johnston et al., 1979; Tyson 

et al., 1979). Saccharomyces cerevisiae Zellen, die unter nährstoffarmen Bedingungen wachsen, 

setzen den Schwellenwert der Zellgröße herab und treten bei einer kleineren Größe in die S-Phase 

ein. Deshalb sind Zellen in Vollmedium im Durchschnitt größer, als Zellen, die in 

galactosehaltigem Medium kultiviert werden (Daten nicht gezeigt; C. Koch pers. Mitteilung). Diese 

Beeinflussung der Zellgröße erfolgt durch Glucose, über den Ras/cAMP/PKA Pathway und durch 

die Regulation der Ribosomenbiogenese über SFP1 und SCH9 (Jorgensen et al., 2002; Jorgensen et 

al., 2004; Jorgensen und Tyers, 2004; Tokiwa et al., 1994). SFP1 und SCH9 wurden in einem 

Screen gleichzeitig mit WHI5 als negative Regulatoren von Start identifiziert. Diese beiden 

Proteine sind Aktivatoren der Ribosomensynthese und die Deletion von sfp1 und sch9 führt zu 

einer reduzierten Zellgröße bei Start (Jorgensen et al., 2002). 

Es stellt sich also die provokante Frage, ob die veränderte Zellgröße einer sin3 Nullmutante nur 

durch Effekte auf die Proteinbiosynthese hervorgerufen wird. Es wird angenommen, dass die 

Ribosomen-Synthese die kritische Zellgröße beeinflusst (Bernstein et al. 2007; Jorgensen et al. 

2004). SIN3 könnte vielleicht an der Regulation ribosomaler Gene beteiligt sein, so dass die 

Inaktivierung von SIN3 die Proteinbiosynthese beeinflussen würde und somit die Zellgröße bei 
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Start verändert. Es wurde gezeigt, dass TOR (Target of Rapamycin) die Rekrutierung von Rpd3 zu 

ribosomalen Genen beeinflusst (Tsang et al., 2003). Unter Mangelbedingungen oder Rapamycin-

Behandlung wird TOR inhibiert, dies führt zur Bindung von Rpd3 an ribosomale Gene und zur 

Inhibierung der Transkription (Tsang et al., 2003). Die Inhibierung der Ribosomenbiogenese unter 

Nährstoffmangelbedingungen führt zu einer reduzierten kritischen Zellgröße. Die Deletion von 

rpd3 sollte also zu einer Aktivierung der ribosomalen Gene und zur Aktivierung der Protein-

Synthese führen, was wiederum die kritische Zellgröße erhöht. Dies steht im Gegensatz zu der 

Beobachtung, dass die Deletion von sin3 oder rpd3 zu einer Reduktion der Zellgröße bei Start 

führt. Somit ist es unwahrscheinlich, dass der Effekt einer sin3 und rpd3 Deletion auf die 

Zellgröße, von einer Beeinflussung der Proteinbiosynthese herrührt. 

 

 

Warum ist die durchschnittliche Zellgröße der asynchronen sin3�  Population nicht 

reduziert?  

Die, durch Elutriation synchronisierten, sin3�  und rpd3�  Mutanten aktivierten bei einer 

geringeren Zellgröße als der Wildtyp die G1/S-spezifische Transkription. Warum sind aber die 

durchschnittlichen Zellgrößen von asynchronen sin3�  und rpd3�  Populationen nicht geringer als 

die der Wildtyp-Population (Abb.2.6)? 

Obwohl die Wildtyp- und sin3�  Populationen nach der Elutriation etwa die gleiche 

durchschnittliche Zellgröße hatten (sin3�  21fl; Wildtyp 21,8fl), aktivierten die sin3�  Zellen die 

G1-Cyclin Expression bei einer deutlich geringeren Zellgröße als der Wildtyp (sin3�  23fl; Wildtyp 

30fl) (Kap.2.2). Trotz dieser verkürzten G1-Phase war die Verdopplungszeit der sin3�  Zellen 

länger als die des Wildtyps (sin3�  340 Min.; Wildtyp 240 Min.). Da in der G2-Phase ebenfalls 

Größenwachstum stattfindet, weisen diese Beobachtungen darauf hin, dass sin3�  Mutanten 

möglicherweise Probleme am G2/M Zellgrößen-Kontrollpunkt haben und die G2-Phase dadurch 

verlängert ist. Diese Annahme wird durch die Beobachtung gestützt, dass die asynchrone sin3�  

Population im Vergleich zum Wildtyp einen erhöhten Anteil von Zellen mit Knospe besitzt (sin3�  

73%, Wildtyp 48%) (Abb.2.6). Die FACS-Analyse zeigt ebenfalls, dass ein größerer Anteil von 

Zellen in der sin3�  Population in die S-Phase eingetreten war und die DNA verdoppelt hatte 

(Abb.2.6). Der längere Aufenthalt der sin3�  Zellen in der G2-Phase würde somit erklären, warum 

die durchschnittliche Zellgröße einer asynchronen sin3�  Population nicht geringer ist als die des 

Wildtyps, obwohl die sin3�  Zellen bei einer reduzierten Größe die G1-Cyclin Expression 

aktivieren. Die Beobachtungen von Veis et al. unterstützen dies ebenso, da sie zeigten, dass Sin3 

an der Regulation des G2/M-spezifischen Cyclins CLB2 beteiligt ist (Veis et al., 2007). 
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3.3  Welche biologische Bedeutung hat die Regulation der G1/S-spezifischen 

        Transkription durch Sin3? 

Die Koordination des Wachstums mit dem Zellzyklus erfolgt sowohl in Metazoen wie auch 

in der Bäckerhefe am Übergang von der G1 zur S Phase. In Saccharomyces cerevisiae ist das 

Cyclin Cln3, als Vermittler zwischen Größenwachstum und Zellzyklus, der Initiator der 

Genexpression am G1/S-Phase Übergang. Die Cln3/Cdc28 Proteinkinase initiiert die Expression 

der G1-Cycline CLN1 und CLN2. In dieser Arbeit wurde beschrieben, dass Sin3 und die assoziierte 

Histondeacetylase Rpd3, an der Regulation der Transkription dieser G1/S-spezifischen Gene und 

damit an der Zellgrößenregulation von S. cerevisiae beteiligt sind. Auf Grund pleiotroper Effekte 

der Deletion von sin3, ist die Zellgröße der asynchronen sin3 Population nicht kleiner als die des 

Wildtyps. Die Deregulation der G1/S-spezifischen Gene durch die Inaktivierung von sin3, zeigte 

sich aber nur deutlich in isolierten G1-Zellen oder cln3�  Mutanten. In cln3�  Mutanten ist die 

Regulation der G1/S-spezifische Transkription vor allem abhängig von einer Cln1/2-abhängigen 

positiven Feedback-Schleife (Cross und Tinkelenberg, 1991; Dirick et al., 1995; Dirick und 

Nasmyth, 1991; Skotheim et al., 2008). Die G1-Cycline CLN1 und CLN2 sind Bestandteile der 

positiven Feedback-Schleife, welche die kohärente Aktivierung der G1/S-spezifischen 

Transkription ermöglicht und damit den Eintritt in den Zellzyklus unumkehrbar macht (Bean et al., 

2006; Cross und Tinkelenberg, 1991; Dirick und Nasmyth, 1991; Pomerening, 2009; Skotheim et 

al., 2008). Cln1 und Cln2 können beide redundant ihre eigene Transkription aktivieren und somit 

verstärken, was die rapide und zusammenhängende Expression der G1/S-spezifischen Gene 

bewirkt (Skotheim et al., 2008). Diese Cln1- und Cln2-abhängige Feedback-Schleife macht die 

initiale Aktivierung der G1/S-Gene durch Cln3 zu einer scharfen "Alles oder Nichts Entscheidung" 

(Skotheim et al., 2008). Hierbei führt die Cln1,2/CDK1-abhängige Phosphorylierung des 

Repressors Whi5 zur rapiden Inaktivierung und Translokation aus dem Kern (Bean et al., 2006; 

Costanzo et al., 2003; de Bruin et al., 2004; Skotheim et al., 2008). Die Beobachtung, dass in 

cln1� cln2� whi5�  Mutanten die Induktion des CLN2-Promotors, im Vergleich mit 

CLN1CLN2whi5�  Zellen verspätet erfolgt (Skotheim et al., 2008), weist darauf hin, dass Cln1 und 

Cln2 die Feedback-Schleife auch über alternative Whi5-unabhängige Mechanismen aktivieren. 

In dieser Arbeit wird die Repression der G1-Cycline durch den Sin3-Komplex, als weiterer 

Kontrollmechanismus der Regulation des Übergangs von der G1 zur S-Phase dargestellt. Da die 

Inaktivierung von sin3 oder rpd3 die CLN2 Expression teilweise dereguliert, wird der 

Schwellenwert herabgesetzt, bei dem die positive Feedback-Schleife in cln3�  Mutanten aktiviert 

wird. Deshalb wird der Effekt einer sin3 Deletion in elutriierten cln3�  Tochterzellen - durch die 

Deregulation der CLN1/2-Transkription - besonders deutlich. Dies wird wiederum durch die 

Beobachtung bestätigt, dass das ektopisch exprimierte dominant negative SIN3� C Allel den 

deutlichsten Effekt auf die Zellgröße ebenfalls in cln3�  Mutanten hatte (Kap.2.1). Eine 
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massenspektrometrische Untersuchung - bei der mit Cyclin/CDK-Komplexen assoziierte Proteine 

identifiziert wurden - zeigte, dass Sin3 mit Cln2 copräzipiert (Archambault et al., 2004). Daher 

könnte Sin3 ein direktes Substrat der Cln2/CDK Kinasen sein. Obwohl die Beteiligung von Sin3 an 

der Regulation so vieler verschiedener  zellulärer Prozesse dagegen spricht, könnte die direkte 

zellzyklusspezifische Phosphorylierung von Sin3 einen Faktor in der Regulation seiner G1/S-

spezifischen  Funktion darstellen.  

Der wahrscheinliche Regulationsmechanismus der Sin3-Rekrutierung ist die Cln1,2/Cdk1-

abhängige Phosphorylierung des Aktivators Stb1 (Ho et al., 1999). Durch die Cln1/Cln2-abhängige 

Phosphorylierung von Stb1 kommt es - möglicherweise durch Konformationsänderung - zu einer 

Veränderung der Interaktionen innerhalb des Sin3/Swi6/Stb1 Komplexes, was zur Dissoziation von 

Stb1 und Sin3 vom SBF-Komplex führt. Die Beobachtung, dass die G1/S-spezifische Transkription 

in stb1�  Mutanten verspätet - bei einer größeren Zellgröße - erfolgt, weist darauf hin, dass Stb1 

wahrscheinlich als Bestandteil der positiven Feedback-Schleife wirkt und die Sin3-abhängige 

Repression aufhebt. Die Annahme, dass Stb1 ein Ziel des Cln1/Cln2-Feedbacks darstellt, wird 

durch die Beobachtung bestätigt, dass Stb1 hauptsächlich das Substrat von Cln1,2/Cdc28 Kinasen 

ist (Costanzo et al., 2003; Ho et al., 1999). Außerdem zeigt die Deletion von stb1 den 

schwerwiegendsten Effekt auf das Timing der G1/S-spezifischen Transkription in cln3�  Mutanten, 

da diese besonders abhängig von der Cln1/Cln2-Feedback-Schleife sind (Ho et al., 1999). 

Der Sin3/Rpd3-Komplex scheint also ein weiterer Regulator der G1/S-spezifischen 

Transkription zu sein, der dazu beiträgt, die Kohärenz der verschiedenen Prozesse sicherzustellen, 

wenn Tochterzellen beim Erreichen einer kritischen Zellgröße in die S-Phase eintreten. 

Interessanterweise haben Aparicio et al. davon berichtet, dass die Deletion von sin3 oder rpd3 dazu 

führt, dass die DNA-Replikation und damit die S-Phase  früher einsetzt (Aparicio et al., 2004). Sie 

beschreiben, dass Rpd3 - wahrscheinlich unabhängig von seiner Funktion als Repressor der 

Transkription - am Timing der Replikation beteiligt ist. Konsistent mit der, in der vorliegenden 

Arbeit beschriebenen, Funktion für den Sin3/Rpd3-Komplex - bei der Regulation der kohärenten 

Transkription am G1/S-Phaseübergang - scheint Rpd3 somit auch die effiziente Aktivierung und 

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

 

 

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

Stb1 bindet sowohl an die Promotoren SBF- wie auch MBF-spezifischer Gene (de Bruin et 

al., 2008). Daher stellt sich die Frage ob der Sin3-Komplex auch an der Regulation MCB-

spezifischer Gene beteiligt ist, die wie TMP1 oder RNR1 die Replikation der DNA regulieren. Die 

Analyse des Timings der G1/S-spezifischen Transkription von elutriierten sin3�  Mutanten hat 

gezeigt, dass die Transkription des MBF-spezifischen Gens TMP1 bei einer deutlich  geringeren 

Zellgröße initiiert wird als in Wildtyp-Zellen (Abb.2.4). Dies war vergleichbar mit der 
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Beobachtung für die Gene CLN2 und PCL1, die durch SBF reguliert werden und könnte darauf 

hinweisen, dass TMP1 ebenfalls durch SIN3 reguliert wird. 

Im Gegensatz zu dieser Beobachtung, zeigte die Analyse der, mit Sin3 oder Rpd3 copräzipitierten 

Chromatin-Fragmente, dass weder Sin3 noch Rpd3 während der G1-Phase an den Promotor von 

TMP1 binden (Abb.2.15.A; Abb.2.17). Diese Beobachtung könnte vielleicht auf Probleme mit den 

gewählten Primern zurückzuführen sein, jedoch wurde ihre Funktionalität getestet (Abb.2.15.A - 

GZE und nicht gezeigte Daten). Außerdem konnte für das MBF-spezifische Gen RNR1 ebenfalls 

keine Promotor-Rekrutierung von Sin3 festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).  

Da die Deletion von swi4 einen geringeren Einfluss auf die Promotorbindung von Sin3 hat als die 

Deletion von swi6 (Abb.2.14), könnte dies ebenfalls ein Hinweis darauf sein, dass möglicherweise 

die Rekrutierung von Sin3 auch über Mbp1 erfolgt. Da dies allerdings nur bei SBF-spezifischen 

Genen beobachtet wurde, könnte dies auch nur dann zutreffen, wenn Mbp1 die Swi4-abhängige 

Transkription unterstützt bzw. ersetzt, wie im Fall einer swi4 Deletion. Obwohl in der vorliegenden 

Arbeit keine eindeutigen Hinweise auf eine Beteiligung von Sin3 an der Regulation MBF-

spezifischer Gene gefunden wurden, könnten doch kürzlich gemachte Beobachtungen von 

Takahata et al. (2009) darauf hinweisen, da sie zeigen, dass die Sin3/Rpd3-Komplex-Untereinheit 

Sds3 an die Promotoren der MBF-abhängigen Gene CDC6 und CDC21 bindet. Obgleich die 

Bindung an diese Promotoren erheblich schwächer war als an die SBF-spezifischen Promotoren 

(Takahata et al., 2009). 
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3.4  Modellvorstellung des G1/S-Übergangs 

Auf Grund der, in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen und den Ergebnissen anderer 

Arbeiten, lässt sich folgendes Modell der Regulation von SBF-spezifischen Promotoren aufstellen 

(Abb.3.1.A). 

Am Ende der M-Phase wird das cytoplasmatische Swi6 in den Kern importiert (Sidorova et 

al., 1995) und wird über die Interaktion mit der DNA-bindenden SBF-Untereinheit Swi4 an die 

SCB-Elemente der G1/S-spezifischen Gene CLN1, CLN2 und PCL1 rekrutiert. Sin3 bindet über die 

Interaktion mit Swi6 an diese Promotoren und rekrutiert die Histondeacetylase Rpd3. Rpd3 

beeinflusst die Chromatin-Struktur der Promotoren und hält die Gene in einem inaktiven Zustand. 

Die Bindung von Sin3/Rpd3 an SBF wird über die Interaktionen mit Stb1 stabilisiert. Stb1 bindet 

an Swi6, während der Repressor Whi5  mit Swi4 assoziiert ist. Die Interaktion von Sin3 mit Stb1 

ermöglicht die Regulation der Sin3-Funktion über Cln/CDK1 Kinasen. Wenn die Cln3-Menge 

beim Erreichen der kritische Zellgröße den Schwellenwert überschreitet, initiiert die Cln3/Cdc28 

Proteinkinase durch Phosphorylierung von Whi5 die G1/S-spezifische Transkription. Diese initiale 

Transkription der G1-Cycline CLN1 und CLN2 wird durch die positive Feedback-Schleife in eine 

kohärente „Schalter-ähnliche“ Transkription von CLN1/2 und anderer SBF-regulierter Gene 

verwandelt. Hierbei phosphorylieren Cln1/Cdk1 und Cln2/Cdk1 sowohl Whi5 als auch Stb1 

(Abb.3.1.A). Dies führt zur Inaktivierung des Repressors Whi5 und zu seinem Export aus dem 

Kern. Die Cln/Cdc28-abhängige Phosphorylierung von Stb1 bewirkt die Dissoziation des 

Sin3/Rpd3-Komplexes von den SBF-spezifischen Promotoren und ermöglicht so die Aktivierung 

der G1/S-Transkription. Der Aktivator Stb1 bleibt dabei mit Sin3 assoziiert (Abb.3.1.A). 

Nachfolgend können Swi4/Swi6 durch Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie, die 

Transkription der G1/S-Gene aktivieren. Der SBF-Komplex rekrutiert also sowohl inhibierende 

Faktoren wie Sin3/Rpd3, als auch aktivierende Faktoren wie Spt16 (FACT) (Takahata et al., 2009), 

die die Chromatin-Struktur der Promotoren auf gegensätzliche Weise beeinflussen. Nachdem der 

repressive Sin3/Rpd3-Komplex vom Promotor dissoziiert ist, wirkt FACT zusammen mit SBF 

(Takahata et al., 2009) an den Nucleosomen der Promotoren um die Initiation der Transkription zu 

stimulieren. Durch Änderung der Chromatin-Struktur  fördert die FACT-Untereinheit Spt16 die 

Bindung von TBP und TFIIB sowie der RNA-PolII (Mason und Struhl, 2003). SBF rekrutiert 

ebenso den Mediator-Komplex und unterstützt so die anschließende Cdk-abhängige Bindung von 

PolII TFIIB und TFIIH (Cosma et al., 2001), um die Transkription  der G1-Cycline zu aktivieren. 

Später in der G2-Phase führt die Phosphorylierung von Swi6 durch Clb2/Cdc28 zur Dissoziation 

vom Promotor und damit zur Inaktivierung der Transkription. Während G2/M erfolgt anschließend 

auch der zellzyklusspezifische aktive Export von Swi6 aus dem Kern. 
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Regulation der G1/S-spezifischen Transkription in höheren Eukaryoten 

Analog zu dieser Modellvorstellung für die Regulation von Start in Hefezellen gibt es 

einen ähnlich beschriebenen Kontrollmechanismus auch in den Zellen höherer Eukaryoten 

(Abb.3.1.B). Vergleichbar mit SBF und MBF, reguliert hier die E2F Transkriptionsfaktorfamilie 

die Transkription der G1/S-spezifischen Gene (Ross et al., 1999; Takahashi et al., 2000). Die 

heterodimeren E2F/DP Transkriptionsfaktorkomplexe existieren in allen höheren Lebewesen, von 

den Säugetieren und Insekten bis zu den Pflanzen (Dyson, 1998; Inze, 2005). Ähnlich wie Whi5 in 

Hefe, wirkt in Eukaryoten das Retinoblastoma Tumor Suppressor Protein (Rb) als Repressor der 

G1/S-spezifischen Transkription, indem es an die E2F/DP Transkriptionsfaktorkomplexe bindet 

(Chellappan et al., 1991; Weintraub et al., 1992) und Histondeacetylasen an die Promotoren 

rekrutiert (Luo et al., 1998; Takahashi et al., 2000). Hierbei interagiert Rb nicht direkt mit dem 

Histondeacetylase-Komplex, sondern rekrutiert diesen über eine Interaktion mit Rbp1 

(Retinoblastoma Binding Protein) an E2F/DP. In Säugetierzellen (Maus, Mensch) wird über Rb 

und Rbp1 der Sin3-Histondeacetylase-Komplex an die Promotoren G1/S-spezifischer Gene 

A 

B 

Abb.3.1 Schematische Darstellung der Rekrutierung von Regulatoren der G1/S-spezifischen 
Transkription. 
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rekrutiert (Lai et al., 2001; Rayman et al., 2002). Sap30, ein konservierter Bestandteil des 

mSin3/HDAC-Komplexes, ist für dessen Rekrutierung an Rb ebenfalls erforderlich (Lai et al., 

2001). Diese Beobachtung eröffnet die Möglichkeit, dass Sap30 auch in Hefe an der G1-

spezifischen Rekrutierung des Sin3/Rpd3-Komplexes beteiligt sein könnte, vielleicht über eine 

Interaktion mit Whi5 und Stb1. Vergleichbar mit Cln3/Cdc28 in S. cerevisiae induzieren die 

CyclinD/Cdk4,6 Proteinkinasen durch Phosphorylierung von Rb, die Dissoziation dieses 

Repressors von den E2F/DP Komplexen (Mittnacht, 1998). Sobald Rb von den E2F 

Transkriptionsfaktoren abdissoziiert ist, aktivieren die heterodimeren Komplexe die Transkription 

der Cycline A und E und induzieren so den Eintritt in die S-Phase (Frolov und Dyson, 2004; 

Mittnacht, 1998). Die CycE/Cdk2 Kinasen aktivieren dann, analog zu den Cln1,2/Cdc28 Kinasen, 

die Transkription über eine positive Feedbackschleife (Frolov und Dyson, 2004; Trimarchi und 

Lees, 2002). 
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4. Materialien und Methoden 
 

4.1 Organismen 
 

4.1.1 Escherichia coli Stämme 

Die Amplifikation von Vektoren und Plasmiden erfolgte durch Transformation 
der E. coli Stämme DH5�  und XL1-Blue.    
 

Tabelle 4.1 : Escherichia coli Stämme 

    
 

4.1.2 Saccharomyces cerevisiae Stämme 

Alle in dieser Arbeit aufgeführten Stämme der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae sind 

haploide, congene Derivate der Hefestämme W303, BY4741 oder BY4742 (Tab.X.1).  

 

Tabelle 4.2: Hefestämme 

 

1 Stämme wurden bezogen von BIOCAT; Der Stammhintergrund beruht auf S288C.     

Nr. Stamm Genotyp Herkunft 
CE XL1-Blue endA1, gyrA96, hsdR17 (rk

- mk
-), lac, recA1, relA1, supE44, thi-1, F´(proAB,lacIqZ� M15,TN10(Tetr)) K12 

CE0 DH5�  f- � 80d lacZ� M15� (lacZya-argF), U169, recA1, endA1, hsdR17 (rk
- mk

-) Sambrook et 
al.2001 

Stamm                                              Genotyp Herkunft 
   

W303 MATa, ade2-1, trp1-1, can1-100, leu2-3,112 , his3-11,15,  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, his1 DC14a 

CY275 MATalpha, his1 DC17a 

CY979 MATa W303 

CY1023 MATalpha, cdc16-1, leu2, trp1 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, cln3::URA3 (congen mit W303)  [55] 

CY2098 MATa, swi4::LEU2 AG Koch 

CY2557 MATa, swi6::SWI6- HA6 (KLTRP1)  (congen mit W303) F. Friedrich 

CY4059 MATalpha, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY4060 MATalpha, rpd3::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY4061 MATa, rpd3::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY4196 MATalpha; his3� 1, leu2� 0, lys2� 0, ura3� 0  1 By4742 [52] 

CY4256 MATa,   [YEplac181]   CY979 

CY4257 MATa,   [pCK1509]  CY979 

CY4265 MATa, cln3::URA3    [YEplac181]  CY2028 



Materialien und Methoden 

101 

 
Tabelle 4.2: Hefestämme (Fortsetzung) 

 

1 Stämme wurden bezogen von BIOCAT; Der Stammhintergrund beruht auf S288C. 

 
 

Stamm                                              Genotyp Herkunft 
   

CY4266 MATa, cln3::URA3    [pCK1509]  CY2028 

CY4505 MATa, stb1::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY4849 MATa, trp1-� 63 , sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congen mit W303) CY4805 × CY1617 

CY4850 MATa, trp1-� 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congen mit W303) CY4805 × CY1617 

CY4851 MATalpha, trp1-� 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3 (congen mit W303) CY4805 × CY1617 

CY4870 MATa, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY4871 MATalpha, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY4880 MATa, rpd3::RPD3-HA6(KLTRP1), pep4::URA3  (congen mit W303) CY4650 × CY1617 

CY5084 MATalpha, trp1-� 63, sin3::SIN3-TAP (KLTRP1)  (congen mit W303) CY1078 

CY5182 MATa, cln3::URA3    [YEplac181] CY2028 

CY5183 MATa, cln3::URA3    [pCK1887] CY2028 
CY5184 MATa, cln3::URA3    [pCK1888] CY2028 
CY5185 MATa, cln3::URA3    [pCK1914] CY2028 
CY5186 MATa, cln3::URA3    [pCK1915] CY2028 
CY5187 MATa, cln3::URA3    [pCK1916] CY2028 
CY5188 MATa, cln3::URA3    [pCK2036] CY2028 
CY5189 MATa, cln3::URA3    [pCK2107] CY2028 
CY5237 MATa,trp1-� 63, swi6::SWI6- HA6 (KLTRP1), sin3::SIN3-TAP (KLTRP1)   (congen mit W303) CY2557 × CY5084 

CY5327 MAT alpha, trp1-� 63, cdc28-13, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3  (congen mit W303) CY239 × CY4849 

CY5385 MATa, cdc16-1, trp1-� 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3  (congen mit W303) CY1023 × CY4849 

CY5386 MATalpha, trp1-� 63, swi4::LEU2, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3  (congen mit W303) CY2098 × CY4851 

CY5387 MATa, trp1-� 63, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA  (congen mit W303)  CY2098 × CY4851 

CY5450 MATa; his3� 1, leu2� 0, met15� 0, ura3� 0   1 By4741 [52] 
CY5469
  

MATalpha, trp1-� 63, swi6::TRP1, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), pep4::URA3  (congen mit W303) CY239 × CY4849 

CY5538 MATa,  sin3::KANMX (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY5555 MATa , trp1-� 63, cdc28-13, rpd3::RPD3-HA6(KLTRP1), pep4::URA3 (congen mit W303) CY239 × CY4880 

CY5570 MATa, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY4505 

CY5571 MATa, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY4505 

CY5583 MATalpha, sin3::kanMX4, whi5::kanMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY4870 

CY5584 MATa, sin3::kanMX4, whi5::kKANMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY4870 

CY5585 MATa, stb1::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4505 × CY4871 

CY5586 MATalpha, stb1::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4505 × CY4871 

CY5624 Mat alpha, cdc28-13, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1), swi4::KANMX4, pep4::URA3 CY5327 × CY5565 

CY5626 MATa, swi4::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5565 × CY4059 

CY5627 MATa, swi4::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5565 × CY4059 

CY5628 MATa, swi4::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5565 × CY4059 

CY5629 MATalpha, swi4::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5565 × CY4059 

CY5701 Mat a, sin3::SIN3-myc9(KLTRP1),  stb1::KANMX4, pep4::URA3 CY5327 × CY4505 

CY5705 MATa, cln1::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY5706 MATa, cln2::KANMX4 (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY5717 MATa, cln1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY5705 
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Tabelle 4.2: Hefestämme (Fortsetzung) 

 

1 Stämme wurden bezogen von BIOCAT; Der Stammhintergrund beruht auf S288C. 

 
4.2 Plasmide und Oligonucleotide 

 

Tabelle 4.3 : Verwendete Plasmide 

Bezeichnung Beschreibung Referenz 
   YEplac112 Hefe-Expressionsplasmid, 2� m ori, TRP1, AMPR Gietz und Sugino,1988 

YEplac181 Hefe-Expressionsplasmid, 2� m ori, LEU2, AMPR Gietz und Sugino,1988 

pCK959 2� m ori, CLN3 AG Koch 

pCK971 2� m ori AG Koch 

pCK1509 2� m ori,SIN3� C AG Koch 

pCK1881 (pCK1509 Derivat) myc-Tag an den Leserahmen von SIN3 kloniert O. Stephan 

pCK1888 (pCK1836 Derivat) myc-Tag an den Leserahmen von SIN3 kloniert O. Stephan 

pCK2066 2� m ori, SIN3 komplettiert durch Gap repair. O. Stephan 

pCK2107 (pCK2066 Derivat) myc-Tag an den Leserahmen von SIN3 kloniert O. Stephan 

pYM3 (pCK1091) HA6 -Tag-Kassette (C-terminal),  (pFA6a-kanMX4) Knop et al., 1999 

pYM6 (pCK1094) Myc9-Tag-Kassette (C-terminal), (pFA6a-kanMX4) Knop et al., 1999 

pBS1479 (pCK1279) TAP-Tag-Kassette (C-terminal), kanMX4 Puig et al. 2001, Seraphin Labor 1 
                      1 http://www-db.embl-heidelberg.de/jss/servlet/de.embl.bk.wwwTools.GroupLeftEMBL/ExternalInfo/seraphin/TAP.html 

Stamm                                              Genotyp Herkunft 
   

CY5713 MATalpha,  cln3::KANMX (congen mit BY4741) 1 [52] 

CY5715
  

MATalpha, sin3::KANMX, cln3::KANMX  (congen mit BY4741) CY5713 × CY5538   

CY5716 MATa, cln1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY5705 

CY5718 MATalpha, cln1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY4059 × CY5705 

CY5719 MATalpha, sin3::KANMX, cln3::KANMX  (congen mit BY4741)2 CY5538 × CY5713 

CY5722 MATalpha, cln3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5713 × CY4870 

CY5723 MATalpha, cln3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5713 × CY4870 

CY5724 MATalpha, cln3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5713 × CY4870 

CY5725 MATa, cln3::KANMX4, whi5::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5713 × CY4870 

CY5726 MATalpha, cln1::KANMX4, cln2::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5716 × CY5706 

CY5727 MATalpha, cln1::KANMX4, cln2::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5716 × CY5706 

CY5728 MATalpha, cln1::KANMX4; cln2::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5716 × CY5706 

CY5729 MATa, cln2::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5716 × CY5706 

CY5730 MATa, cln2::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5716 × CY5706 

CY5759 MATa, cln3::KANMX4, stb1::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5760 MATa, cln3::KANMX4, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5761 MATalpha, cln3::KANMX4, stb1::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5762 MATalpha, cln3::KANMX4, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5763 MATalpha, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5762 MATalpha, cln3::KANMX4, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5763 MATalpha, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 

CY5764 MATa, cln3::KANMX4, stb1::KANMX4, sin3::KANMX4 (congen mit BY4741) CY5715 × CY4505 
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Tabelle 4.4 : Verwendete Oligonucleotide 

Name Sequenz  Beschreibung 
   CK616 5´-ACT CGA GTG ACA AAT GGT AT-3´ 5´-Primer zur Amplifikation eines Fragmentes aus dem 

codierendem Bereich von CLN2 (Northern-DNA-Sonde). 

CK617 5´-AGA GTG AGT CAT GTT TCT C-3´ 3´-Primer zur Amplifikation eines Fragmentes aus dem 

codierendem Bereich von CLN2 (Northern-DNA-Sonde). 

CK1057 5´- TGC AGC  TAC CTC AAA GAG ATT AG – 3´ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von TMP1 (ChIP). 

CK1058 5´- CCG  TTC TGT TAT GAA GCT CTC TC – 3´ 3'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von TMP1 (ChIP).  

CK1724 5´- ATA GTG ATG CCA CTG TAG AC – 3´ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

codierendem Bereich von CLN2 (ChIP). 

CK1725 5´- CAT GAT GGG GTT GAT ATG GT –3´ 3'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

codierendem Bereich von CLN2 (ChIP). 

CK1964 5´- CTG CAG CGA GGA GCC GTA AT – 3´ 5´ Primer zur Verifizierung aller Gen-Deletionen (KANMX-

Kassette) der Yeast Knockout Kollektion von BIOCAT. 

CK2034 5´-ACGACTGGGAATACTGAATCTTCAGACAAGG 
GGGCTAAGATTCAATCCATGGAAAAGAGAAG – 3´ 

SIN3 spezifischer 5´- Primer (S3-Primer) zur Amplifikation der 

TAP-Tag-Kassette aus pBS1479. 

CK2035 5´- CCCTGTCGTACTAAAGATTTTTGTTCTAAAT 
CTAGTTAAAACTACTACGACTCACTATAGGG – 3´ 

SIN3 spezifischer 3´- Primer (S2-Primer) zur Amplifikation der 

TAP-Tag-Kassette aus pBS1479. 

CK2057 5´- GAAGATCTGTACCTTTAAATTAATGTCAA - 3´ 
 

5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus der 3´UTR 

von SIN3. 

CK2058 5´- GGCTCTAGACAAAATATGAGGCTAACTCC – 3´ 
 

3'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus der 3´UTR 

von SIN3. 

CK2098 5´- AAC AAC GGT TAC TCC CCT TC -3´ 5´ Primer (A-Primer, SIN3-Promotor) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von SIN3 

CK2148 5´- ATC TTT TTC GTA TCC TCC GC –3´ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von CLN2 (ChIP). 

CK2149 5´- AAA GGG CCA ACA GTT GTT TC – 3´ 3'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von CLN2 (ChIP). 

CK2158 5´- TAG GGT AGC GTG CCA CAA AA – 3´ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von CLN1 (ChIP). 

CK2159 5´- CGT CTC TTG CAG GCT GAA CA – 3´ 3'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von CLN1 (ChIP).. 

CK2229 5´- CAG TTT AAC CCG AAG TTC TG – 3´ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem Bereich 

zwischen10562bp und 10699bp des Chr. V (ChIP).. 

CK2230 5´- AAC AAC GCA GCT GCT TTA AC – 3´ 3'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem Bereich 

zwischen 10562bp und 10699bp des Chr. V (ChIP).. 

CK2254 5´- TAG TTC ACC GCA AAG TAC TG – 3´ 5'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

codierendem Bereich von CLN1 (ChIP). . 
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Tabelle 4.4 : Verwendete Oligonucleotide (Fortsetzung) 

Name Sequenz  Beschreibung 
   CK2255 5´- TAT TGT AGA GGC CAG TTG CA – 3´ 3'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

codierendem Bereich von CLN1 (ChIP). 

CK2301 5´- ACC TTC TTA TCG GTC CTT TTT CAC TT – 3´ 5´ Primer (A-Primer, STB1-Promotor) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von STB1 

CK2302 5´- CGC TTC TTT TCT TTG TTG TAG AGT C – 3´ 3´ Primer (B-Primer, STB1-ORF) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von STB1 

CK2308 5´- TTA TCG GTA ATG GAT TGT CAA ATC T – 3´ 3´ Primer (B-Primer, SIN3-ORF) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von SIN3 

CK2309 5´- TTA GCG GCT TAA CTG TGC C – 3´ 3´ Primer zur Verifizierung der Deletion (URA3-Kassette) von 

STB1 

CK2348 5´- CCA TCC ATC GCA TTT TCT TG – 3´ 5'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

codierendem Bereich von PCL1 (ChIP).. 

CK2349 5´- CTG TGT TGT TCG CTA TGT TG – 3´ 3'-Priner zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

codierendem Bereich von PCL1 (ChIP). 

CK2350 5´- ACA TTG AGG GTT GTT CCT TC – 3´ 5´-Primer zur Amplifikation eines Fragmentes aus dem 

codierendem Bereich von PCL1  (Northern-DNA-Sonde). 

CK2364 5´- GCT AAC AAC TGA GAA TGC GA –3´ 5'-Primer zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von PCL1  (ChIP). 

CK2366 5´- ACA CAA GAG TTA AGG ACA AG – 3´ 3'-Priner  zur Amplifikation eines Fragments aus dem 

Promotorbereich von PCL1  (ChIP). 

CK2394 5´- AAT ATT TGC TGC TAA ATT CA – 3´ 5´ Primer (A-Primer, SWI4-Promotor) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von SWI4 

CK2395 5´- ATG TTG CAT ATC ATT TGA TTC CTT T – 3´ 3´ Primer (B-Primer, SWI4-ORF) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von SWI4 

CK2396 5´- ATC AAA TAG AGG CAA TAC TAC GCT G – 3´ 5´ Primer  (A-Primer, MBP1-Promotor) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von MBP1 

CK2397 5´- GGT CTA GGA AAT CCC ATA TCA CTT T – 3´ 3´ Primer (B-Primer, MBP1-ORF) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von MBP1 

CK2494 5´- TTT  TGC TGA CAA TAC ATT TTA ACG A – 3´ 5´ Primer (A-Primer, CLN1-Promotor)  zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von CLN1 

CK2495 5´- TCT AGT TTG ATG AGG ATT CAT CTC C – 3´  3´ Primer (B-Primer, CLN1-ORF) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von CLN1 

CK2496 5´- TCG ACT CTG GTA ACT ATT ATG CTC C – 3´ 5´ Primer  (A-Primer, CLN2-Promotor) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von CLN2 

CK2497 5´- TTT TTC AGA GCA TTG TTT GTC ATA A – 3´ 3´ Primer  (B-Primer, CLN2-ORF) zur Verifizierung der 

Deletion (KANMX-BIOCAT) von CLN2 

 

 

 

 

 

 

 



Materialien und Methoden 

105 

4.3 Enzyme  

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die verwendeten Enzyme (Tabelle X.5). 

 

 Tabelle 4.5: Verwendete Enzyme 

 

 

4.4 Antikörper 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die verwendeten Antikörper (Tabelle X.6). 

 

Tabelle 4.6: Verwendete Primär- und Sekundär -Antikörper 

 

Enzym Hersteller 
  Alkalische Phosphatase Roche/Boehringer 

Expand High Fidelity DNA-Polymerase Roche 

Glusulase (NEE-154) Du Pont 

Phusion DNA-Polymerase Finnzymes  

Proteinase K  Fermentas 

Restriktionsenzyme Fermentas, New England Biolabs , Roche/Boehringer 

Ribonuclease A Sigma 

Taq DNA-Polymerase Peqlab , Sawady 

T4-DNA Ligase New England Biolabs 

TEV-Protease Invitrogen 

Zymolyase T20 Seikugaku 

Nr. Bezeichnung Spezifität Quelle Verd. Herkunft 
      65 12CA5 anti-HA (monoclonal) Maus 1:250  Laborpräparat 

71 9E10 anti-Myc (polyclonal) Kaninchen 1:2000  Santa Cruz Biotechnology 

91 9E11 anti-Myc (monoclonal) Maus 0,2� g/� l Dianova 

76 12CA5 anti-HA (monoclonal) Maus 3,5� g/� l Laborpräparat 

172 anti-Mouse-
HRP 

anti-IgG (Maus) Ziege 1:15000  Promega (W402B) 

173 anti-Rabbit-
HRP 

anti-IgG (Kaninchen) Ziege 1:15000  Promega (W401B) 

08 anti-Swi6 anti-Swi6 (polyclonal) Kaninchen 1/20000 Laborpräparat 

-/- anti-CBP anti-Calmodulin binding peptide Kaninchen 1/2000 Sigma 

82, 
167 

PAP-Komplex anti Protein A Kaninchen 1/20000 Sigma 
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4.5 Protein- und DNA-Größenstandards  

 
                           FERMENTAS:  GeneRuler™  100 bp DNA Ladders (80-1000 bp) 
                                             10 Fragmente (in bp): 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 
 
 
                                                        
 
 
 
 
 

 

 

� pstI - DNA - Standard, (Laborpräparat):  

16174, 5077, 4507, 2838, 2556, 2443, 2140, 1986, 1700,1159,1093, 805, 514, 468, 448, 339, 

264,216 

 

PEQLAB: Prestained Protein-Marker, PeqGOLD  

 

 

 

 

 

 

 

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. 11585592001) 

Silver Stain Plus Kit (BIO-RAD, Kat. Nr. 161-0449) 

 

 

 

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 
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4.7 Puffer und Lösungen  

 
Tabelle 4.7: Verwendete Puffer und Lösungen 

 
Bezeichnung                                                                            Bestandteile 

Ampicillin-Lösung    
                                                               

100mg/ml Ampicillin (steril filtriert) 
 

Church and Gilbert - Puffer 0,5M Natriumphosphat-Puffer  (pH7,2) 
7% SDS 
10mM EDTA  
(Aliqotieren und den Puffer bei -20°C 
aufbewahren) 
1% BSA ( jedes Mal frisch einwiegen) 
 

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

Geneticin-G418-Lösung 
 

200mg/ml Geneticin (steril filtriert) 
 

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

HEPES-Aufschluß-Puffer 10mM  K-HEPES  (pH 7,9)                                                        
10mM  KCl                                                                                                  
1,5mM MgCl2 
0,5 mM  DTT                                                                                                 
0,5mM PMSF 
2mM Benzamidine 
1� M Leupeptin 
2� M Pepstatin 
(1 Tablette Complete Proteinaseinhibitor-
Mischung pro 50 mL Puffer)  
 

IPP150-Aufschlusspuffer                                                       10 mM  Tris-Cl  (pH 8,0)                                                       
150 mM  NaCl                                                                                                  
0,1 %  NP40                                                                                              
0,5 mM  DTT                                                                                                 
(1 Tablette Complete Proteinaseinhibitor-
Mischung pro 50 mL Puffer)  
 

IPP150-Calmodulin-binding Puffer 10 mM Tris-Cl (pH8.0)  
150 mM NaCl  
1 mM Mg-Acetat  
1 mM Imidazol  
2 mM CaCl2   
0,1% NP40  
10 mM � -Mercaptoethanol  
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Tabelle 4.7: Verwendete Puffer und Lösungen (Fortsetzung) 
 

Bezeichnung                                                                              Bestandteile 

IPP150-Calmodulin-Elutions Puffer 10 mM Tris-Cl (pH8.0)   
150 mM NaCl   
1 mM Mg-Acetat   
1 mM Imidazol   
2 mM EGTA   
0,1% NP40  
10 mM � -Mercaptoethanol   
 

IPP100-Aufschlusspuffer                                                       10 mM  Tris-Cl (pH 8,0 )                                                  
100 mM  NaCl                                                                                                  
0,1 %  NP40                                                                                              
0,5 mM  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) 
mit H2O ad 1 L 
(steril filtriert) 
 

NaOH/SDS Lösung                                                               200mM  NaOH                                                                                                      
1%  SDS 
 

1M Natriumphosphat-Puffer, pH7,2 156g/L Na2HPO4 
141,96g/L NaH2PO4 
mit H2O ad 1 L 
 

10x PBS-Puffer 14,4 g Na2HPO4 x 2 H2O 
2,4 g KH2PO4 
2 g KCl 
0 g NaCl  
mit H2O ad 1 L 
pH auf 7,4 eingestellt. 
 

Protease-Inhibitor Stammlösungen Complete Inhibitormix (Roche, 25x 
Stammlösung) 
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 TrisHCl  (pH 7,5) 
300 mM NaCl 
1 mM EDTA 
0,2% SDS 
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Tabelle 4.7: Verwendete Puffer und Lösungen (Fortsetzung) 

 
Bezeichnung                                                                              Bestandteile 

RNA 2 – Puffer 10 mM TrisHCl  (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 mM  Tris-Cl (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 
mit H2O ad 1 L 
 

TAE-Puffer 48,4 g/L      Tris base 
11,42 ml/L  Essigsäure (96%) 
20 ml/L       0,5M EDTA (pH 8) 
mit H2O ad 1 L 
 

TBS-Puffer 20 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
150 mM NaCl 

TEV-cleavage-Puffer 10 mM Tris-Cl (pH8.0)  
150 mM NaCl  
0,1% NP40  
0,5 mM EDTA  
1 mM DTT  
 

10x TE-Puffer 100 mM Tris-Cl (pH7,5)                                                                                               
10 mM EDTA mit H2O ad 1 L 
 

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

PEG/Li-Acetat-Puffer                                                            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 

Aminosäure-Drop Out Lösung                                               Arginin                            2 g/L                                                                                                                                                        

Histidin                                           1 g/L                                                            

Leucin                             6 g/L                                                                                                                            

Iso-Leucin                                    6 g/L                                                                                                                                                         

Lysin                                                 4 g/L                                                                                                
Methionin                        1 g/L                                                                                       

Phenylalanin                   6 g/L                                                                                                
Threonin                         5 g/L                     
Tryptophan                     4 g/L 
 

Leucin-Mangelmedium (fest)                                                           Ammoniumsulfat              5,5 g/L                     
Yeast nitrogen base              2 g/L                                                                                                
Adenin                            55 mg/L                                                                                                
Tyrosin                           55 mg/L                                                                                               
Uracil                             55 mg/L                                                                                               
Leucin-Drop Out             10 ml/L      
Agar                                   22 g/L   
Glucose 20 %  Lösung   100 ml/L  
                                                                                                        

Leucin-Mangelmedium (flüssig)                                                           Ammoniumsulfat              5,5 g/L                                                      
Yeast nitrogen base              2 g/L                                                                                                
Adenin                            55 mg/L                                        
Tyrosin                           55 mg/L                                                                                               
Uracil                             55 mg/L                      
Leucin-Drop Out             10 ml/L      
Glucose 20 %  Lösung   100 ml/L  
                                                                                                        

Minimalmedium (fest)                                                            Yeast nitrogen base               2 g/L                                                                                                                 

Ammoniumsulfat                5,5 g/L                                                                                                
Agar                                     22 g/L                                                                                
Glucose 20 % Lösung     100 ml/L   
 

Proteinaseinhibitor-Stammlösungen Complete Inhibitormix (Roche, 25x 
Stammlösung 
Aprotinin (10mg/ml) 
100mM PMSF (in Isopropanol) 
500mM Benzamidin 
Pepstatin A (1mg/ml in Methanol) 
Leupeptin (1mg/ml) 

Sporulationsmedium (fest)                                                     Natriumacetat                     8,2 g/L                                                                                                                                              

Kaliumchlorid                     1,9 g/L                                                                                                 
Natriumchlorid                   1,2 g/L                                                                     
Magnesiumsulfat              0,35 g/L 

Agar                                     15 g/L 
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Tabelle 4.8: Verwendete Kulturmedien (Fortsetzung) 
 

Bezeichnung                                                                         Bestandteile 

Tryptophan-Mangelmedium (fest) Casamino acid vitamin assay    11 g/L                                                                                                                                                      

Ammoniumsulfat                     5,5 g/L                                                                                                                                                       

Yeast nitrogen base                                2 g/L                         

Adenin                                   55 mg/L                                                  
Tyrosin                                   55 mg/L                                                                                                                                                       

Uracil                                      55 ml/L                                                                                                
Agar                                          22 g/L  

Glucose 20 %  Lösung         100 ml/L   
  

TYE- Medium (fest) Yeast extract                        5g/L 
Bacto tryptone                   10g/L 
NaCl                                    8g/L 
Agar                                   15g/L 
 

TYE- Medium (flüssig) Yeast extract                        5g/L 
Bacto tryptone                   10g/L 
NaCl                                    8g/L 
 

Uracil-Mangelmedium (fest) Casamino acid Assay         11 g/L                                                                                                                                                   

Ammoniumsulfat              5,5 g/L                                                                                                                                                       

Yeast nitrogen base1                   2 g/L                       

Adenin                             55 mg/L                                                  
Tyrosin                            55 mg/L                                                                                                                                                       

Leucin 0,5 %                   10 ml/L                                                                                                
Tryptophan 0,5 %           10 ml/L                                                 
Agar                                   22 g/L 

Glucose 20 %  Lösung  100 ml/L    
                                                                                              

YEPD-Medium (fest)                                                              Yeast extract                       11 g/L          
Pepton                                 22 g/L                                                                                                                                                       

Adenin                             55 mg/L                                                                                                
Agar                                    22 g/L  

Glucose 20 %  Lösung    100 ml/L        

                                                                                                                                            

YEPD-Medium (flüssig)                                                         Yeast extract                       11 g/L       
Pepton                                 22 g/L                                                                                                                                                       

Adenin                             55 mg/L                                                                                               
Glucose 20 %  Lösung   100 ml/L 

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

Pepton                                    22 g/L                                                                                                                                                      

Yeast extract                          11 g/L                                                                                               
Adenin                                55 mg/L                                          
Glucose 20 % Lösung       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 coli Stämme wurden in TYE-Flüssigmedium bei 37°C kultiviert. Wenn sie mit 

Plasmiden transformiert worden waren, wurde dem TYE-Medium das für die Selektion notwendige 

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

 

4.9.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae 

Hefestämme wurden auf den entsprechenden Festmedien bei 25 oder 30°C inkubiert und 

anschließend bei 4°C gelagert. Hefe-Flüssigkulturen wurden in YEPD-Medium bei 25 oder 30°C 

unter ständiger Durchmischung des Mediums kultiviert (Luftschüttler oder Wasserbadschüttler). 

Die Zelldichte im Flüssigmedium wurde optisch mit einem Photometer, bei einer Wellenlänge von 

600 nm gemessen (OD600). Zunächst wurde eine Vorkultur in Flüssigmedium angesetzt und über 

Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde aus der Vorkultur, eine Hauptkultur mit einer 

Anfangszelldichte von OD600 = 0,3 in dem benötigten Volumen angesetzt und kultiviert bis die 

gewünschte Zelldichte erreicht war. Die Hefezellen wurden meistens während ihrer 

logarithmischen Wachstumsphase, bei einer OD600 zwischen 1,0 und 2,0 geerntet. 

 

4.9.3 Kreuzung von Saccharomyces cerevisiae 

Von zwei Stämmen unterschiedlichen Paarungstyps wurde die gleiche Zellmenge mit einer sterilen 

Pipettenspitze aufgenommen und gemeinsam in 50� l sterilem Wasser resuspendiert. Diese 

Zellsuspension wurde auf eine YEPD-Platte pipettiert und ein bis zwei Tage bei 25°C inkubiert. 

Nach dieser Zeit wurde die Mischung aus diploiden und haploiden Zellen auf eine 

Sporulationsplatte gestrichen und bei 25°C inkubiert. Nach frühestens 2 Tagen wurden die Zellen 

unter dem Mikroskop auf Bildung von Ascosporen untersucht. 

 

4.9.4 Tetradenanalyse 

Nachdem unter dem Mikroskop Sporen identifiziert worden waren, wurde eine Pipettenspitze 

voller Zellen in 200� l Wasser + 20� l Zymolyase T20 (Seikugaku) resuspendiert. Dieser Ansatz 

wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch die Zymolyase wurde die Hülle des Ascus teilweise 

verdaut und die Sporen somit freigesetzt. Wobei die vier Sporen unter dem Mikroskop, immer noch 

als zusammenhängende Tetrade zu identifizieren waren. 150� l dieser Suspension wurden an den 

Rand einer YEPD - Platte pipettiert und getrocknet. Anschließend wurden die Ascosporen mit 

einem Mikromanipulator (Singer Instruments) vereinzelt. Nach 3-4 Tagen Inkubation bei 25°C 

waren die Sporen zu Kolonien herangewachsen. Diese Kolonien wurden durch Replikaplattierung 

mit sterilem Samt auf verschiede Selektionsmedium-Platten überstempelt. Der Paarungstyp der 

Segreganten wurde durch Kreuzung mit Stämmen bekannten Paarungstyps bestimmt. Die Kolonien 



Materialien und Methoden 

113 

wurden auf Minimalmedium-Platten überstempelt, auf denen nur diploide Zellen wachsen. Zuvor 

wurden die Stämme CY274 (MATa) und CY275 (MAT� ) jeweils in 100 � l sterilem Wasser 

resuspendiert und homogen auf den Minimalmediumplatten ausplattiert. Die meiotischen 

Segreganten, die sich mit dem jeweiligen Teststamm des anderen Paarungstyps vereinigen konnten, 

waren in der Lage die His-Auxotrophie der beiden Teststämme (CY274, his1; CY275, his1) zu 

komplementieren. Nach zwei Tagen Inkubation bei 25°C konnte der Paarungstyp der 

angewachsenen Kolonien bestimmt werden. Um die Zellen auf das Vorhandensein von 

Auxotrophie-Markern zu testen wurden sie auf die entsprechenden Mangelmedium-Platten 

überstempelt. Wenn Antibiotika-Resistenz-Marker vorhanden waren, wurden diese durch 

überstempeln auf Platten mit dem entsprechenden Toxin identifiziert (Geneticin (G418) - 

Resistenzgen: kanMX). 

 

4.9.5 Bestimmung des Budding Index einer Hefekultur 

Der Budding Index einer Hefekultur wurde bestimmt indem 50� l Zellsuspension auf eine Neubauer 

Zählkammer gegeben wurden und 250 Zellen gezählt wurden. 

 

4.9.6 Zellzyklusarrests 

Zellzyklusarrests von Temperatursensitiven-Mutanten (cdc28-13; cdc16-1) wurden in Flüssigkultur 

durchgeführt. Die Hefestämme wurden aus einer Übernachtkultur in frisches YEPD 

Flüssigmedium überimpft (OD600 = 0,2) und bis zu einem Titer von 1x107 Zellen/ml in einem 

Wasserbad bei 25°C kultiviert. Für den Zellzyklusarrest wurde die Kultur in ein 37°C Wasserbad 

überführt und die Zellen darin 165-180 Minuten inkubiert. Der Zellzyklusarrets wurde optisch 

unter dem Mikroskop überprüft. 

Ein Zellzyklusarrest durch Behandlung mit dem Spindelgift Nocodazol wurden ebenfalls in 

Flüssigkultur durchgeführt. Die Zellen wurden bei 25°C bis zu einer OD600 von 0,4 kultiviert. 

Während ihrer logarithmischen Wachstumsphase wurde Nocodazol zum Medium gegeben 

(Endkonzentration: 15� g/ml). Der Arrest der Zellen wurde in regelmäßigen Zeitabständen optisch 

durch Mikroskopie überwacht. Nach 180 Minuten waren die meisten Zellen in der G2-Phase 

arretiert. 

Alpha Faktor Arrests wurden bei 25°C durchgeführt. Bei einem Titer von 1x107Zellen/ml wurde 

Alpha Faktor Pheromon zur Kultur gegeben und 165 Minuten inkubiert, bis alle Zellen als G1-

Zellen ohne Knospe aber mit Shmoo arretiert waren. 

 

4.9.7 Elutriation von Saccharomyces cerevisiae 

Die Elutriation von Stämmen, die entweder congen zu W303 oder BY4742 waren, wurde 

durchgeführt mit dem Beckmann J6-MC Zentrifugal-Elutriator (Rotor JE-5.0). Für die Elutriation 

wurden die Stämme in 4000ml YEPGal Flüssigmedium bei 25°C im Wasserbad kultiviert, und in 
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der logarithmischen Wachstumsphase bei einer optischen Dichte von OD600 = 2,0 geerntet. Die 

Zellen wurden auf Eis abgekühlt und in einer Hereaus Multifuge 3 S-R (mit Ausschwingrotor-

6445) bei 4500rpm 20 Minuten abzentrifugiert. Die Pellets wurden in insgesamt 250ml frischem 

YEPGal Flüssigmedium resuspendiert und auf Eis gekühlt. Die Elutriationskammer wurde zuerst 

mit Wasser gespült und anschließend mit YEPGal (12°C) equilibriert, wobei darauf geachtet wurde 

das sich keine Luftblasen im System befanden. Die Elutriationskammer wurde dann bei einer 

Rotationsgeschwindigkeit von 3500rpm (12°C) mit einer Peristaltik-Pumpe (Masterflex, 

Pumpenkopf Model-Nr. 70-14, Schlauch Masterflex 96400-16) mit den Hefezellen beladen. Es 

wurde eine Gesamtmenge von 8000 OD Zellen in die Kammer gepumpt.  Nachdem die Kammer 

vollgeladen war wurde die Pumpenleistung so lange schrittweise erhöht bis die kleinsten 

ungebuddeten Hefezellen der Population gesammelt werden konnten. Es wurden mehrere 

Fraktionen kleiner ungebuddeter Zellen gesammelt. Von diesen Fraktionen wurden die Zellgröße 

und der Budding Index bestimmt. Die Fraktionen wurden gegebenenfalls vereinigt und bei 25°C in 

frischem YEPGal Medium kultiviert. Von dieser Population wurden in regelmäßigen Zeitabständen 

(alle 15 Minuten) Proben genommen und die Zellgröße mit dem CASY® Cellcounter bestimmt 

(siehe Kapitel X.11). Außerdem wurde der Budding Index bestimmt indem 250 Zellen gezählt 

wurden. Die Expression von G1/S-spezifischen Genen (CLN1, CLN2, PCL1 und TMP1) wurde 

durch Northern Blot Analyse überwacht (siehe Kapitel X.10.17 - X.10.18). 

 

4.9.8 Transformation von E. coli mittels Elektroporation 

Eine Übernachtkultur von E.coli (XL1-Blue, DH5� ) wurde in 500ml TYE-Flüssigmedium auf eine 

OD600 von 0,3 angeimpft und in einem 37°C Wasserbad geschüttelt. Bei einer OD600 von 0,8 

wurden die Zellen geerntet. Die Zellen wurden 15 Minuten bei 5000rpm abzentrifugiert (Sorvall® 

Zentrifuge 250ml Zentrifugenbecher). Das Zellpellet wurde in 500ml kaltem sterilen Wasser 

resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. Anschließend in 250ml kaltem Wasser gewaschen und 

wieder zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 10ml 10%igem Glycerin resuspendiert. Nach 

erneutem Zentrifugieren wurde das pellet in 3ml 10%igem Glycerin aufgenommen. Diese 

kompetenten Zellen wurden in 50� l Portionen eingefroren (in flüssigem Stickstoff) und bei –75°C 

aufbewahrt. Für die Transformation wurden die aliquotierten Zellen auf Eis aufgetaut. Die 50� l 

Zellen wurden dann mit der zu transformierenden DNA versetzt (0,2-3,5� l) und in eine 

Elektroporationsküvette überführt. Nachdem die Küvette in die Halterung des Gene Pulsers gestellt 

worden war, wurde ein 2,5kV Puls von 5 mS Dauer ausgelöst. Anschließend wurde 1ml SOC 

Medium zugegeben und die Suspension in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach 60 Minuten 

Inkubation bei 37°C wurde auf TYE-Amp Platten ausplattiert. 
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4.9.9 Transformation von Saccharomyces cerevisiae mit Lithiumacetat 

Aus einer 10ml über Nacht-Kultur in YEPD Flüssigmedium wurden 20ml oder 50ml YEPD  auf 

eine OD600  von 0,3 angeimpft. Bei einer OD600  zwischen 1,5 und 2 wurden die Zellen in 50ml 

Greinergefäßen durch Zentrifugation (3000 rpm, 3 min, 4°C) in einer Heraeus-Kühlzentrifuge mit 

Ausschwingrotor (6445) geerntet. Nach nochmaliger Zentrifugation (3000 rpm, 3 min, 4°C) wurde 

das Zellpellet in 10ml bzw. 20ml TE/LiAcetat resuspendiert. Anschließend wurde wieder 

zentrifugiert (3000 rpm, 3 min, 4°C) und die Zellen in 250� l oder 500� l TE/LiAcetat 

aufgenommen. Bis zur Transformation wurde die Zellsuspension auf Eis aufbewahrt. Für die 

Transformation wurden 50� l der Zellen eingesetzt. Diese 50� l wurden mit 5� l der Träger-DNA 

(10 g×L-1Herings-Sperma-DNA, sonifiziert) versetzt sowie mit bis zu 1� l der zu transformierenden 

Plasmid-DNA. Als Positivkontrolle wurde der Vektor Yeplac181 transformiert und als 

Negativkontrolle nur die Träger-DNA. Die Zellen wurden dann dreißig Minuten bei 30°C 

inkubiert. Anschließend folgte noch ein 45°C Hitzeschritt der fünfzehn Minuten dauerte. 200� l des 

Transformationsansatzes wurden auf Leucin-Mangelmediumplatten ausplattiert und drei Tage bei 

30°C inkubiert. Angewachsene Hefekolonien von transformierten Zellen wurden auf Leucin-

Mangelmediumplatten vereinzelt und nochmals 2 Tage bei 30°C inkubiert.  

 

4.9.10 Affinitätsmarkierungen und Deletionen 

Der SIN3 und STB1 ORF wurde auf genetischer Ebene - durch eine auf PCR-basierende Strategie - 

C-terminal mit einer Affinitätsmarkierungen versehen. Auf chromosomaler Ebene wurde, durch 

homologe Rekombination, ein DNA-Fragment in den Leserahmen von SIN3 und STB1 integriert 

(Knop et al., 1999). Dieses DNA-Fragment codiert für einen Epitoptag-Modul aus 9 Kopien einer 

Sequenz des humanen c-myc Proteins und ein klTRP1 Markergen (pWZV87) (Knop et al., 1999). 

Ebenso wurden an die Leserahmen von RPD3, SIN3 und SWI6 sechs Kopien einer Sequenz aus 

dem Haemaglutinin Protein des Influenza Virus angefügt (pWZV90) (Knop et al., 1999; Niman et 

al., 1983; Wilson et al., 1984). Die Epitoptag-Module wurden durch Primersets amplifiziert, die 

sowohl eine Standardsequenz für die Amplifikation des Moduls, wie auch eine spezifische Sequenz 

für die homologe Rekombination im Zielgen enthielten. Um die C-Terminalen Verkürzungen von 

Sin3 zu generieren (s. Kapitel 2.1.2), wurden die für die homologe Rekombination spezifischen 

Sequenzen entsprechend gewählt. Nachdem die PCR-Fragmente in Saccharomyces cerevisiae 

transformiert und auf Selektionsmedium ausplattiert worden waren, wurden die resultierenden 

Stämme durch Western-Blot Analyse auf die Expression beider affinitätsmarkierter Proteine 

getestet. Die Expression der, mit einem Epitoptag versehenen, Fusionsproteine erfolgte weiterhin 

unter der Kontrolle des eigenen Promotors, mit der natürlichen Expressionsrate. 
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4.10 Nukleinsäure-Analytik 

4.10.1 Plasmid-Mini-Präparation 

Eine Kolonie von mit der Plasmid-DNA transformierten  E. coli Zellen wurde in jeweils 3ml TYE-

AMP Flüssigmedium angeimpft. Diese über Nacht-Kultur wurde am nächsten Tag in ein 2ml 

Eppendorfgefäß überführt und bei 13200rpm 2 Minuten  abzentrifugiert. Nachdem das Medium 

vollständig abgezogen worden war, wurde das Zellpellet in 90� l  GTE-Puffer sorgfältig 

resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 180� l NaOH/SDS Lösung gegeben und invertiert. 

Anschließend wurden 135� l KAc/HAc Puffer (pH4,8) zugegeben und nochmals invertiert. Dann 

wurde fünf Minuten bei 13200rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde sorgfältig unter 

Vermeidung des weißen Niederschlages abgezogen und in ein neues Eppendorfgefäß überführt. 

Diese Lösung wurde mit 1ml Ethanol (100%) versetzt und gemischt. Nach fünfminütiger 

Inkubation auf Eis wurde wieder abzentrifugiert (13200rpm, 5 Min.). Die Flüssigkeit wurde restlos 

entfernt (getrocknet) und das Pellet in 40� l TE-Puffer gelöst. Nach Zugabe von 40� l LiCl (5M) 

wurde 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 Min., 13200rpm) wurde der Überstand 

in ein neues Eppendorfgefäß überführt und 200� l Ethanol (100%) zugegeben.  Nach 15 Minuten 

auf Eis wurde abzentrifugiert und das Pellet mit 200� l Ethanol (70%) gewaschen. Nach dem letzten 

Zentrifugationschritt wurde das Pellet getrocknet und anschließend in 20� l TE-Puffer gelöst. 

 

4.10.2 Plasmid-Maxi-Präparation 

Eine Kolonie bzw. mehrere Kolonien von, mit der Plasmid-DNA transformierten,  E. coli Zellen 

wurden in jeweils 100ml TYE-AMP Flüssigmedium angeimpft. Diese über Nacht-Kultur wurde am 

nächsten Tag in einen 250ml JA20 Zentrifugenbecher überführt und bei 5000rpm 5 Minuten  

abzentrifugiert. Nachdem das Medium vollständig abgezogen worden war, wurde das Zellpellet in 

5ml GTE-Puffer sorgfältig resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 10ml NaOH/SDS Lösung 

gegeben und invertiert. Anschließend wurden 5ml KAc/HAc Puffer (pH 4,8) zugegeben und 

nochmals invertiert. Dann wurde fünf Minuten bei 7000rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde 

sorgfältig unter Vermeidung des weißen Niederschlages abgezogen und in einen neuen 

Zentrifugenbecher überführt. Diese Lösung wurde mit 20ml Isopropanol (100%) versetzt und 

gemischt. Nach Zentrifugation (7000rpm, 5 Min.) wurde die Flüssigkeit restlos entfernt 

(getrocknet) und das Pellet in 1,5ml TE-Puffer gelöst. Nach Zugabe von 2ml LiCl (5M) wurde 5 

Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 Min., 10000rpm) wurde der Überstand in einen 

neuen Becher überführt und 7ml Ethanol (100%) zugegeben.  Nach 15 Minuten auf Eis wurde 

abzentrifugiert (10 Min., 14000rpm) und das Pellet mit 7ml Ethanol (70%) gewaschen. Nach dem 

letzten Zentrifugationschritt wurde das Pellet getrocknet und anschließend in 400� l TE-Puffer 

gelöst. 
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4.10.3 DNA-Präparation aus Hefen 

Eine Hefekolonie wurde in jeweils 10ml YEPD Flüssigmedium angeimpft. Diese über Nacht-

Kultur wurde in 15ml Greiner-Gefäßen  3 Minuten bei 3000rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde 

in 1ml deionisiertem Wasser resuspendiert und in ein 2ml Eppendorfgefäß überführt. Nach einem 

kurzen Zentrifugationsschritt (20Sek., 3000rpm) wurde das Zellpellet in 200� l SCE-Zymolyase-

Mercaptoethanol Lösung resuspendiert und 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Vor Verwendung der 

SCE-Zymolyase-Mercaptoethanol Lösung wurden 2mg/ml Zymolyase T20 und 8� l/ml � -

Mercaptoethanol  frisch zur SCE Lösungen (1M Sorbitol; 0,1M Na-Zitrat; 0,06M EDTA pH7,0) 

gegeben. Die Spheroblastierung der Hefezellen konnte unter dem Mikroskop beobachtet werden 

indem zu einem Aliqot der Suspension ein Tropfen 1%iger SDS Lösung gegeben wurde. Nach 

erfolgreicher Spheroblastierung wurde 0,2ml SDS Lösung (2% SDS; Tris/HCl 0,1M pH9,0; 0,05M 

EDTA) zugegeben und 5 Minuten auf 65°C erhitzt. Anschließend wurden 0,2ml KAc Lösung (5M) 

zugegeben und 5 Minuten bei 13200rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 

überführt und 0,2ml NH4Acetat und 1ml Isopropanol (100%) zugegeben. Nach anschließender 

Zentrifugation (2 Minuten 5000rpm) wurde das Pellet in 90� l TE gelöst. 

 

4.10.4 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Durch die Polymerase-Kettenreaktion wurden DNA-Fragmente aus genomischer Hefe-DNA oder 

Plasmiden als Template amplifiziert. Deletionskassetten, Epitoptag-Module sowie DNA-Fragmente 

für die Klonierungen wurden mit Phusion-Polymerase (Finnzymes) und Expand High Fidelity Taq-

Polymerase (Roche) amplifiziert. 

 
Tabelle 4.9: Amplifikation von DNA durch PCR 

 

 

 

 

 

 

 

PCR Ansatz   

  
Template DNA  1� l  (~100ng) 95°C      5Min. 

Primer          0,75 � l (500nM Endkonz.) 95°C      15Sek. 

dNTP´s              1� l (10mM dNTP-Mix ) (200� M Endkonz.) 53°C      30Sek.        35 Zyklen 

5x HF Puffer    10� l 72°C      45Sek. 

Polymerase      0,5� l 72°C      7Min. 

H20                   auf 50� l aufgefüllt      4°C       unbegrenzt 
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4.10.5 Amplifikation von DNA-Sequenzen aus ganzen Hefezellen 

Um genomische Hefe-DNA auf die Integration von Deletions-Kassetten oder Epitoptag-Kassetten 

zu testen, wurden Hefezellen entweder durch Erhitzen lysiert, oder die DNA wurde durch 

physikalischen Zellaufschluß mit anschließender Phenol/Chloroform Extraktion isoliert und die 

Lysate in eine PCR eingesetzt. 

 

Lyse durch Erhitzen: 

Eine Pipettenspitze voller Zellen wurde in 20� l 0,2%iger SDS-Lösung resuspendiert und 10 

Minuten bei 99°C erhitzt. Die Zellsuspension wurde bei 3000rpm 1 Minute zentrifugiert, um die 

Zelltrümmer zu sedimentieren. Anschließend wurden 6� l der geklärten Zellsuspension 

anschließend in 19� l eines PCR-Mastermixes eingesetzt. 

 

Physikalischer Zellaufschluß mit anschließender Phenol/Chloroform Extraktion: 

Eine Pipettenspitze voller Zellen wurde in 200� l IPP150 Puffer resuspendiert und 200 � l 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) sowie 250� l Glasbeads (Æ 0,5 mm, mit HCl 

gewaschen) zugegeben. Anschließend erfolgte der Zellaufschluß auf einem IKA® Vibrax VXR 

basic (3 Min. 2500 rpm, 4°C). Daraufhin wurde 2,5 Min. bei 13200rpm zentrifugiert. 100� l der 

wässrigen Phase wurden in ein neues 1,5ml Eppendorfgefäß überführt, mit 100%igem Ethanol im 

Verhältnis 1/3 gemischt und bei -20°C für 30 Minuten inkubiert, Anschließend wurde der Ansatz  

15 Min. bei 13200rpm (4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 200� l 70%igem Ethanol 

gewaschen und getrocknet. Das DNA-Pellet wurde schließlich in 100� l TE-Puffer aufgenommen. 

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

 
 
Tabelle 4.10: Amplifikation von DNA-Sequenzen aus ganzen Zellen durch PCR 

 

 

 
 
 

PCR - Mastermix  PCR-Programm 
  

Template DNA             2� l  oder 6 � l 95°C     5 Min. 

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

dNTP´s                         1� l (10mM dNTP-Mix ) (200� M Endkonz.) 52°C     1 Min.        40 Zyklen 

10xPuffer                      2,5� l 72°C     2 Min. 

Taq-Polymerase            1,5� l (Laborpräparat 2,5 U/� l) 72°C     7 Min. 

H20                                auf 25� l aufgefüllt      4°C       unbegrenzt 
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4.10.6 Aufreinigung von PCR-Produkten 

Die Reinigung und Konzentrierung von PCR-Produkten erfolgte entweder durch Phenol-

Chloroform Extraktion und anschließende Fällung mit Ethanol oder durch Verwendung des 

Quiagen® PCR-Purification Kit. 

   

4.10.7 Restriktionsverdaus von DNA 

Die Standardzusammensetzung eines Analytischen-Restriktionsverdaus sah wie folgt aus: 

2� l 10x Restriktionspuffer (Fermentas, NEB, Boehringer/Roche, Promega) 

0,5-1� g DNA (entsprechend 1-2� l) 

5 Units Restriktionsenzym (Fermentas, NEB, Boehringer/Roche) 

0,5� l RNAse A (1mg/ml, gekocht) 

auf 20� l mit sterilem Wasser aufgefüllt 

(Mindestens 1h bei 37°C inkubiert) 

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

aufgetragen. 

 

Restriktionsverdaus für Klonierungen: 

8-10� l  10x Restriktionspuffer (Fermentas, NEB, Boehringer/Roche, Promega) 

10-20� g DNA (entsprechend 10-20� l) 

10 Units Restriktionsenzym (Fermentas, NEB,Boehringer/Roche) 

0,5� l RNAse A (1mg/ml, gekocht) 

auf 80 oder 100� l mit sterilem Wasser aufgefüllt 

(Verdau von mindestens 3,5h.) 

 

4.10.8 Dephosphorylierung von geschnittener DNA 

Nach einem Einfach- oder auch Doppelverdau wurden die Phosphatgruppen entfernt, um die 

Religation kompatibeler 5´- und 3´- Enden der DNA zu verhindern. In der Mehrzahl der Fälle 

wurden 2� l alk. Shrimp Phosphatase (1 U/µl, Roche) einfach in 100� l Restriktionsverdau gegeben. 

Zuvor wurden die Restriktionsenzyme bei der für sie spezifischen Temperatur inaktiviert (meist 

65°C 20 Minuten). Die Dephosphorylierung erfolgte 1h bei 37°C. 
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4.10.9 Ligation von geschnittener DNA 

Um Doppelsträngige DNA-Fragmente mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent zu verknüpfen, 

wurde standardgemäß ein 20� l Restriktionsansatz verwendet. Entweder 4h bei 25°C oder über 

Nacht bei 14°C inkubiert. 

 

      Tabelle 4.11: Ligation von geschnittener DNA 

 

 

 

 

 

 

4.10.10 Fällung von DNA 

Eine Konzentrierung und Reinigung von DNA aus wässrigen Lösungen erfolgte durch Fällung. Die 

Lösung wurde dazu mit 1/10 des Volumens mit 3M NaAcetat pH5,5 versetzt und das doppelte 

ihres Volumens an Ethanol (100%) zugegeben. Dieser Ansatz wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurde 10 Minuten bei 13200rpm (4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde noch zweimal 

mit 200� l Ethanol (70%) gewaschen und nach erneuter Zentrifugation getrocknet. Das Pellet wurde 

schließlich in TE-Puffer aufgenommen.  

 

4.10.11 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA 

Um Proteine und andere Verunreinigungen aus einer wässrigen DNA-Lösung zu entfernen wurde  

die Phenol/Chloroform Extraktion verwendet. Die Probe wurde mit dem doppelten Volumen an 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) versetzt und kräftig gemischt. Anschließend wurde 5 

Minuten bei 13200rpm zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde abgezogen und in ein neues 

Eppendorfgefäß überführt. Die DNA wurde dann mit Ethanol 100% gefällt (siehe Fällung von 

DNA).  

 

4.10.12 Konzentrationsbestimmung von DNA 

Die Konzentration von DNA in wässriger Lösung wurde mit einem SmartspecTM3000  

Spektrophotometer von Biorad bei einer Wellenlänge von 260nm bestimmt. Die DNA wurde in 

Wasser verdünnt und gegen reines Wasser als Referenz in einer Quarzküvette vermessen. Ein 

Absorptionswert von 1 entspricht einer Konzentration von 50� g/ml doppelsträngiger DNA. Ein 

Maß für die Reinheit der DNA war der Quotient aus der Absorption bei 260nm und bei 280nm.  

Ligationsansatz  

 
2� l 10x T4 DNA-Ligase Puffer 

2-3� l Vektor DANN 

2-7� l Insert DANN 

1 µl (400 Units) T4-DNA-Ligase 

auf 20� l mit deionisiertem sterilem Wasser aufgefüllt 
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4.10.13 Sequenzierung von DNA 

Plasmid-DNA wurde mit dem ABI 310 Sequenzierautomat sequenziert (Molekulare 

Pflanzenphysiologie, Uni-Erlangen) oder von der Firma GATC. 20� l DNA einer Mini-Präp. 

wurden mit 60� l TE auf 80� l aufgefüllt. Anschließend wurden 2� l RNAse A (1mg/ml; gekocht) 

zugegeben und 1h bei 37°C inkubiert. Nachdem 200� l Phenol/Chloroform zugegeben und kräftig 

geschüttelt worden war, wurde 5 Minuten bei 13200rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 

10� l NaAcetat und 200� l Ethanol 100% versetzt. Nach 10 minütiger Zentrifugation bei 13200rpm 

wurde noch zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Nach dem Trocknen 

wurde die DNA in 20� l Wasser aufgenommen. Die Konzentration der DNA wurde Photometrisch 

bestimmt.  

 
Tabelle 4.12: Sequenzier PCR 

 

Der PCR-Ansatz wurde mit Wasser auf 200� l aufgefüllt und 20� l NaAcetat  sowie 500� l Ethanol 

(100%) zugegeben. Anschließend wurde 15 Minuten zentrifugiert bei 13200rpm. Das Pellet wurde 

mit 500� l Ethanol 70% gewaschen und zentrifugiert (5 Minuten). Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet getrocknet. Die DNA wurde in 20� l HPLC-Wasser resuspendiert und 4� l davon mit 

16� l HPLC-Wasser in ein Sequenzer-Tube pipettiert. 

 

4.10.14 Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel  

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen verschiedener Dichte. Agarose 

(Peqlab) wurde mit TAE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle erhitzt, bis sie vollständig gelöst 

war. Um die DNA anzufärben wurde dem Agarosegel nach dem Aufkochen Ethidiumbromid 

zugegeben (6� g Ethidiumbromid /100ml Gel), oder die Gele wurden nachträglich in einem 

Ethidiumbromid-Bad gefärbt. Die Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer (30% Glycerol, 0,25% 

Bromphenolblau, 1xTE) versetzt, auf das Gel aufgetragen und bei einer Spannung von ~100 V 

elektrophoretisch in TAE-Puffer getrennt. Die Position der DNA-Fragmente wurde durch 

Anregung der Ethidiumbromid-Fluoreszenz im UV-Licht visualisiert und fotografisch 

dokumentiert.  

 

Sequenzier - PCR - Mastermix  Sequenzier-PCR-Programm 

  
0,5� g      Plasmid-DNA 96°C     10Sek. 

5pmol    Primer (entspricht 0,5� l einer 1/10 Verd. 100pmol/� l) 52°C       5Sek.    25 Zyklen 

2� l         Premix 60°C     4 Min.         

auf 10� l mit Wasser aufgefüllt 4°C       unbegrenzt 
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4.10.15 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen  

Bei Präparativen Agarosegelen wurde die DNA mit dem Quiagen® Gel Extraktion Kit isoliert. Das 

DNA-Fragment wurde zuerst mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und gewogen. Dem 

Gel-Fragment wurde anschließend das dreifache Volumen an Puffer QG zugegeben (100mg Gel + 

300� l QG). Dann wurde 10 Minuten bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe von einem Gelvolumen an 

Isopropanol wurde die Lösung auf eine QiaquickSpin Säule geladen und 1 Minute bei 13200rpm 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es wurde anschließend 0,75ml Puffer PE auf die 

Säule geladen und nochmals zentrifugiert (13200rpm, 1Min.). Durch nochmaliges Zentrifugieren 

(13200rpm 1 Min.) wurden die letzten Pufferreste entfernt, und anschließend die DNA mit 30-40� l 

Puffer EB eluiert (Zentrifugation 1 Min., 13200rpm).   

 

4.10.16 Plasmid gap repair 

Um die Wildtyp-Sequenz von SIN3 zu isolieren, wurde die Methode des gap repair eingesetzt. Gap 

repair beruht auf der Fähigkeit von Hefe die Lücken in DNA-Sequenzen, in vivo durch homologe 

Rekombination, mit chromosomalen DNA-Sequenzen zu ergänzen. Nur linearisierte Plasmide, die 

repariert und rezirkularisiert wurden, können replizieren und isoliert werden. 

Mit den Primern CK2057/CK2058 wurde aus genomischer DNA (CK1873) ein Fragment aus der 

3´UTR von SIN3 amplifiziert. Dieses Fragment wurde nach Restriktionsverdau in die 

Restriktionsschnittstellen BglII und XbaI von pCK1509 (SIN3� C) kloniert. Das resultierende 

Plasmid war pCK2064 und besaß zwei Sequenzen die homolog zum Hefegenom waren: SIN3� C 

und die SIN3-3´UTR. Dieses Plasmid wurde durch BlpI und BglII linearisiert und in  den 

Saccharomyces cerevisiae Wildtyp (CY699) transformiert. Aus den auf –LEU Medium 

angewachsenen Transformanten wurde das Plasmid isoliert und sequenziert. Das resultierende 

Plasmid pck2066 (pck2071) enthielt das komplette Wildtyp SIN3 Gen. 

 
4.11. RNA Isolierung und Analyse 

4.11.1 Isolierung von RNA aus Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae wurde bis zu einem Titer von 2.5x107 Zellen/ml in Flüssigmedium 

kultiviert. Die Hefezellen wurden anschließend auf Eis abgekühlt und jeweils 5x108 Zellen 

abzentrifugiert (4000rpm, 4Min., 4°C). Danach wurden die Zellen zweimal mit 1ml kaltem TE-

Puffer gewaschen (13200rpm, 5 Sek.,4°C) und die Zellpellets in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

Die Hefen wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert. Das Zellpellet wurde später auf 

Eis aufgetaut und in 300 � l RNA-Puffer 1 (10 mM TrisHCl pH 7,5, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

0,2% SDS) resuspendiert. Nach Zugabe von 300 � l Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) 

und 250 � l Glasbeads (Æ 0,5 mm, mit HCl gewaschen), erfolgte der Zellaufschluß auf einem 

IKA® Vibrax VXR basic (15 min. 2500 rpm, 4°C). Die wässrige Phase wurde in ein neues 2ml 

Eppendorfgefäß überführt, mit 100%igem Ethanol im Verhältnis 1/3 gemischt und bei -20°C für 20 



Materialien und Methoden 

123 

Minuten inkubiert, Anschließend wurde der Ansatz  15 Min. bei 13200rpm (4°C) zentrifugiert. Das 

Pellet wurde in RNA-Puffer 2 (10 mM TrisHCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,2% SDS) resuspendiert 

und 5 Min. bei 65°C inkubiert. Die RNA-Konzentration wurde in Quarzküvetten bei 260nm mit 

einem SmartspecTM3000  Spektrophotometer von Biorad gemessen (1 A260= 40µg/ml). 

 

4.11.2 Northern Blot Analyse 

Gelelektrophoretische Auftrennung und Kapillarblott ing der RNA 

Jeweils 20 � g der isolierten RNA wurden in 15 � l RNA-Probenpuffer (10ml Formamid, 3,5ml 37% 

Formaldehyd, 2ml 10x MOPS-Puffer, 3,8mg Xylenanol, 3,8mg Bromphenolblau, steril filtriert) 

aufgenommen und für 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Die Proben wurden auf Eis abgekühlt und 

nochmals 5 Sekunden bei 13200rpm abzentrifugiert. Anschließend wurden die RNA auf einem 

1,3%igem Formaldehyd-Agarosegel (1,3% Agarose, 1,3% Formaldehyde, 1x MOPS-Puffer) 

aufgetrennt. Für die Herstellung des Gels wurden 2,8g Agarose in 200ml Wasser in der Mikrowelle 

aufgekocht und nach dem Abkühlen auf 70°C wurden 22ml 10x MOPS-Puffer sowie 6,7ml 37% 

Formaldehyd zugegeben. Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS-Puffer bei einer Spannung von 

130V. Die RNA wurde danach durch Kapillarblotting in 10x SSC Puffer auf eine Gene Screen 

Nylonmembran transferiert. Der Transfer erfolgte über Nacht (16 Stunden). Nach dem Abbau des 

Blots wurde die Membran 10 Sekunden in 50 mM Na-Phosphat Puffer pH 7,0 geschwenkt und 

anschließend getrocknet. Dann wurde die RNA mit UV-Licht auf der Membran fixiert 

(Stratalinker, Vilber Lourmat, 0,120 J/cm2). Mit RNA-Färbelösung ( 0,04% Methylenblau in 0,5M 

Natriumacetat pH5,5) wurde die Membran anschließend 5 Minuten gefärbt und mit Wasser 

mehrmals entfärbt, um die Qualität der RNA (Sichtbarmachung der rRNA) auf dem Blot zu 

überprüfen.  

 

Herstellung von 32P markierten Sonden 

Der spezifische Nachweis von mRNA erfolgte durch Hybridisierung mit DNA Sonden, die mit 32P 

radioaktiv markiert worden waren. Die DNA Sonden wurden durch PCR aus genomischer Hefe-

DNA amplifiziert und anschließend mit dem High Prime Labelling Kit (von Roche) radioaktiv 

markiert. Für die Herstellung von spezifischen Sonden für die CLN2-mRNA, PCL1-mRNA, 

TMP1-mRNA sowie die CMD1-mRNA wurden folgende Primer verwendet: 

 

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

PCL1: CK2349 (5´-CTGTGTTGTTCGCTATGTTG-3´), CK2350 (5´-A CATTGAGGGTTGTTCCTTC-3´) 

TMP1: CK1275 (5´-ATGGAGCCAGGTGAGTTCATT-3´), CK1284 (5´-CA TTTGAATTCTTGGATGAGG-3´)  

CMD1: CK1053(5´-AGCCTTTGCCCTCTTTGATAAAG-3´),CK1054(5´-TCC ATCACTAACCTCTCTTAGCA-3´) 

 

100ng der Sonden-DNA wurden in 11µl Endvolumen in Wasser aufgenommen und 10 Minuten bei 

99°C im Heizblock denaturiert. Anschließend wurde der Ansatz auf Eis abgekühlt. Um die DNA 

radioaktiv zu markieren wurden 4µl High Prime Labelling Mix (Roche) sowie 5µl 50µCi 
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[� 32P]dCTP zugegeben und der Ansatz 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 2µl 

0,2M EDTA gestoppt und die nicht eingebauten Desoxyribonucleosidtriphosphate über eine Quick 

Spin Sephadex G-50 Säule entfernt Hierzu wurde die Sephadex G-50 Säule zunächst 1 Min. bei 

3000rpm zentrifugiert um den Puffer zu entfernen. Anschließend wurde der Reaktionsansatz auf 

die Säule pipettiert und bei 3000rpm 2Minuten abzentrifugiert. Der Durchlauf enthielt die 

radioaktivmarkierten DNA-Fragmente.  

 

Prähybridisierung, Hybridisierung, Waschen und Autoradiographie 

Die Nylonmembran wurde in eine Hybridisierungsröhre gegeben, mit Wasser befeuchtet und im 

Hybridisierungsofen bei 65°C vorgewärmt. Nach 10 Minuten wurde auf 65°C vorgewärmter 

Church and Gilbert – Puffer (0,5M Na-Phosphat-Puffer, pH 7,5, 7% SDS, 10mM EDTA, 1% BSA) 

zur Membran gegeben. Die Membran wurde in diesem Church and Gilbert – Puffer 1 Stunde bei 

65°C prähybridisert. Die radioaktiv-markierten DNA-Sonden wurden 10 Minuten bei 99°C 

denaturiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Anschließend wurde der Prähybridisierungspuffer 

abgegossen und durch frischen Church and Gilbert – Puffer ersetzt. Die radioaktiven DNA-

Fragmente wurden zur Membran gegeben und bei 65°C 16 Stunden hybridisiert. Nach der 

Hybridisierung wurde die Membran in der Röhre einmal kurz mit 50ml 2x SSC, 0,1% SDS Lösung 

gespült. Als nächstes wurde zweimal 5 Minuten mit 2x SSC, 0,1% SDS Lösung gewaschen und 

schließlich noch zweimal mit 1x SSC, 0,1% SDS Lösung. Der Blot wurde aus der 

Hybridisierungsröhre genommen, kurz getrocknet und in Plastikfolie eingeschweißt. In einer 

Filmkassette mit Verstärkerfolie wurde ein Röntgenfilm auf den Blot gelegt und 24 bis 72 Stunden 

bei -80°C belichtet 

 

4.12 Proteinanalytik 

4.12.1 Präparation von Hefe-Zellextrakten  

Die Zellen wurden in 15 mL YEPD-Flüssigmedium auf eine OD600 von 0,3 angeimpft. Bei einer 

OD600 = 1,5 bis 2 wurden die Zellen durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 min, 4°C) in einer Heraeus-

Kühlzentrifuge mit Ausschwingrotor (6445) geerntet. Anschließend wurden sie in 5 mL 

deionisiertem Wasser (4°C) resuspendiert und erneut abzentrifugiert (4000 rpm, 4 min, 4°C). Dann 

wurde das Pellet in 500� l IPP150-Aufschlusspuffer (4°C) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation 

wurden die Zellen  in einer etwa dem Pelletvolumen (100� l) entsprechenden Menge IPP150-

Aufschlusspuffer (4°C) resuspendiert und in ein 2 mL Eppendorfgefäß überführt. Der 

Zellsuspension wurden Glasperlen (Æ 0,5 mm, mit HCl gewaschen) zugesetzt und die Zellen 

mechanisch durch heftiges Schütteln auf einem IKA® Vibrax VXR basic aufgeschlossen (25 

min. 2500 rpm, 4°C). Die Glasperlen und Zelltrümmer wurden anschließend durch 

Zentrifugation (Eppendorf-Kühlzentrifuge: 13200 rpm, 20 min, 4°C) abgetrennt. 30� l des 
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Zellextraktes wurden mit 15 � l  SDS/b-ME-Auftragepuffer versetzt und 10 Minuten auf 95°C 

erhitzt. 

 

4.12.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Zur quantitativen Bestimmung des Poteingehaltes von Zellextrakten wurde das Bradford-Assay 

verwendet. Bei diesem Assay verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes 

Coomassie-Brilliantblau G250 in Gegenwart von Proteinen und in einem sauren Milieu von 465 

nach 595nm. Der Farbstoff bindet hierbei unspezifisch an hydrophobe Seitenketten der Proteine. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung einer 1/5 mit deionisiertem 

Wasser verdünnten Bradford-Reagenz-Stammlösung. Vor der Messung wurde eine Eichgerade mit 

BSA im Konzentrationsbereich zwischen 1� g/� l und 12� g/� l erstellt. Für die Messung wurde 

jeweils 1� l des Protein-Rohextraktes mit 99 � l deionisierten Wasser verdünnt und 1ml der 

Bradford-Reagenz-Stammlösung zugegeben. Nach fünf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur 

wurde die Absorption bei 595nm mit dem Photometer gemessen. 

 

4.12.3 Trennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die aus Hefezellen extrahierte Proteinlösung wurde vor der Elektrophorese mit SDS- und 

Mercaptoethanol - haltigem Auftragspuffer versetzt und sieben Minuten bei 95°C inkubiert. Bei 

dieser Methode werden die Proteine denaturiert und von SDS Molekülen (Sodium Dodecyl Sulfat) 

umhüllt. Die Proteine werden somit in einer Micellen ähnelnden Umhüllung eingeschlossen. 

Dieses Detergenz überdeckt die Eigenladung der Proteine, so dass eine konstante negative Ladung 

pro Masseneinheit entsteht. Die Trennung der Proteine erfolgte in einem SDS-haltigem 

diskontinuierlichem Polyacrylamidgel. Dieses bestand aus einem 10%igem Trenngel (pH 8,8), das 

von einem 5%igem Sammelgel (pH 6,8) überschichtet wurde. Die Elektrophorese erfolgte in einem 

Tris/Glycin-Elektrophoresepuffer (0,25M Tris-Base, 1,92M Glycin, 1% SDS), bei einer 

Stromstärke von 20mA pro Gel. 

 

Tabelle 4.13. Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trenngel 10%  Sammelgel 5% 
  
Trenngelpuffer     25 % (v/v)  
(1,5M Tris-Cl pH 8,8; 0,4% SDS) 

Sammelgelpuffer     50 % (v/v)  
(0,25M Tris-Cl pH 6,8; 0,2% SDS) 

Acrylamid 30 %   33 % (v/v)                                   Acrylamid 30 %       17 % (v/v) 

TEMED  100 µL pro 10 mL Gellösung                   TEMED 100 µL pro 10 mL Gellösung 

APS 10 %   5 µL pro 10 mL Gellösung                   APS 10 %  25 µL pro 10 mL Gellösung 
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4.12.4 Silberfärbung von SDS-Polyacrylamidgelen 

Ein Nachweis von Proteinen in Polyacrylamidgelen durch Silberfärbung erfolgte mit dem Silver 

Stain Plus Kit von BIORAD, Nachdem eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese durchgeführt 

worden war, wurden die Proteine im Gel fixiert. Hierzu wurde das Gel für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur in der Fixative Enhancer Lösung geschwenkt ( 50% Methanol, 10% Essigsäure, 

10% Fixative Enhancer Konzentrat, 30% deionisiertes Wasser). Anschließend wurde das Gel kurz 

mit 200ml Wasser gespült und zweimal mit 200ml Wasser 10 Minuten gewaschen. Kurz vor 

Gebrauch wurde die Färbelösung vorbereitet. In einen Erlenmeyerkolben wurden 2,5ml Silver 

Complex Lösung, 2,5ml Reduction Moderator Lösung, 2,5ml Image Development Reagenz und 

17,5ml deionisiertes Wasser gegeben, sowie in einem zweiten 12,5g Na2CO3 in 237ml 

deionisiertem Wasser gelöst. Die beiden Lösungen wurden vereinigt und das Polyacrylamidgel 

darin inkubiert, bis die Banden die gewünschte Intensität erreicht hatten (20 Min.). Um die 

Reaktion zu stoppen wurde das Gel in 5% Essigsäure geschwenkt. 

 

4.12.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Blot Analyse 

Das Prinzip des Western-Blots ist die Übertragung, der im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten 

Proteine, auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Roche), durch Wanderung in einem 

angelegten elektrischen Feld. Dieser Transfer wurde im Semi-dry Verfahren mit einem 

diskontinuierlichen Puffersystem durchgeführt. Das Polyacrylamidgel wurde auf die 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran zwischen zwei Lagen in verschiedenen Puffern getränkten 

Whatman-Filterpapiere gelegt (siehe Abbildung). Dieser Stapel wurde zwischen zwei Glaskohle 

Elektroden platziert, an die eine Stromstärke von 32mA (pro Gel) angelegt wurde. Der Westernblot 

wurde 60 Minuten bei konstanter Stromstärke durchgeführt. 

                                                                                                                             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 in H2Obid. 

Blotpuffer 2:         25 mM Tris-Base in H2Obid 

Blotpuffer 3:         40mM DL-Norleucin; 5,2g/L � -Aminocapronsäure in H2Obid. 
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Der Proteintransfer wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur durchgeführt. Anschließend wurde die 

PVDF Membran in PBS-Tween Puffer mit 5% Magermilchpulver inkubiert. Am nächsten Tag 

wurden die Proteine durch Dekoration mit spezifischen Antikörpern und anschließende Enhanced 

Chemolumineszenz detektiert. Die PVDF-Membran wurde für 2 Min. mit Ponceau S-Lösung 

gefärbt. Anschließend wurde in Wasser entfärbt bis die Proteinbanden erkennbar waren. Die 

Membran wurde in PBS-Tween-Milch bei Raumtemperatur entfärbt und zur Blockierung 

unspezifischer Bindestellen über Nacht bei 4 °C in PBS-Tween-Milch inkubiert. 

PBS-Tween:                           0,1 % Tween, in PBS-Puffer 

PBS-Tween-Milch:                5% Magermilchpulver, 0,1% Tween 20, in PBS-Puffer 

Am nächsten Tag wurden die Proteine durch Dekoration mit spezifischen Antikörpern und 

anschließende Enhanced Chemolumineszenz detektiert. 

Die über Nacht in PBS-Tween-Milch blockierte Menbran wurde in eine Folie eingeschweißt und 

4ml einer PBS-Tween-Milch Lösung mit dem Primären-Antikörper zugegeben. Die Membran 

wurde dann 1h auf einem Tischschüttler inkubiert. Anschließend wurde die Membran dreimal mit 

PBS-Tween-Milch gespült und dreimal 10 Minuten in PBS-Tween-Milch gewaschen. Die 

Membran wurde weiterhin in 15ml PBS-Tween-Milch mit dem Sekundären Antikörper 1h 

inkubiert. Nach der Inkubation wurde die PVDF-Membran in PBS-Tween dreimal gespült und 

dreimal 10 Minuten gewaschen. Anschließend wurden die spezifisch gebundenen Antikörper durch 

eine Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht. Hierfür wurden zuerst die Lösungen ECL1 

und ECL2 frisch hergestellt. 

 

ECL1-Lösung:  10 ml 100 mM TrisHCl pH 8.5  +  144� l CuLu-Mix  (Der Fertig-Mix wurde bei  

                                                                                                                 –20°C zwischengelagert) 

 

 

 

ECL2-Lösung:  10 ml 100 mM TrisHCl pH 8.5       +      6 µl H2O2-Lösung (30%) 

 

Die beiden ECL-Lösungen wurden vereinigt und die Membran für etwa eine Minute darin 

geschwenkt. Anschließend wurde die Membran zwischen zwei Plastikfolien zusammen mit einem 

Röntgenfilm in eine Röntgenkassette gelegt und der Film unterschiedlich lange belichtet. Dieser 

Film wurde dann in einer Entwicklermaschine (Optimax) entwickelt. 

 

 
 
 
 
 

[44 µl  90mM Coumarinsäure (in DMSO), 

100 µl  250nM Luminol (in DMSO)]  
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      Tabelle 4.13: Antikörper-Verdünnungen für die Western Blot Analyse 

 

4.13 Funktionsanalytik (Protein-Protein und Protein-DNA Interaktionen) 

4.13.1 Coimmunpräzipitation 

Um die Zielproteine über eine, mit Antikörpern beladene, Affinitätsmatrix isolieren zu können, 

wurden an die Leserahmen Epitoptags angefügt. Auf chromosomaler Ebene wurden, durch PCR 

amplifizierte Epitoptag-Kassetten, über homologe Rekombination in den Leserahmen integriert. 

An den RPD3-Leserahmen wurden auf chromosomaler Ebene, sechs Kopien einer Sequenz aus 

dem Haemaglutinin Protein des Influenza Virus angefügt (Knop et al., 1999; Niman et al., 1983; 

Wilson et al., 1984).  In den SIN3-Leserahmen wurde ein Epitoptag-Modul aus 9 Kopien einer 

Sequenz des humanen c-myc Proteins integriert (Knop et al., 1999) (Materialien und Methoden). 

Die Expression dieser, mit einem Epitoptag versehenen Fusionsproteine, erfolgte somit weiterhin 

unter der Kontrolle des eigenen Promotors mit der natürlichen Expressionsrate. 

Für die Coimmunpräzipitation wurden paramagnetische Pan Mouse IgG Dynabeads® 

(Dynal®Invitrogen) verwendet. Für die Immunpräzipitation eines Lysates von 60 OD Zellen 

wurden 50� l Beadsuspension eingesetzt. Die Suspension wurde in ein Eppendorf-

Schraubverschlussgefäß überführt und dreimal mit 1ml BSA/PBS (5mg/ml) gewaschen. Zum 

Festhalten der Beads wurde ein magnetischer Eppendorfgefäßhalter verwendet (MPC®-E Particle 

Concentrator, Dynal Biotech). Anschließend wurden die Beads in 50� l der Antikörperlösung 

aufgenommen. Die Antikörperkonzentration entsprach 2,5� g Antikörper auf 50� l Beadsuspension. 

Die Antikörper wurden mit den Beads bei 4°C über Nacht auf einem Rotator inkubiert. Außerdem 

wurde eine Übernachtkultur in YEPD Flüssigmedium angesetzt. Am nächsten Tag wurde eine 

Hauptkultur in 100ml YEPD auf eine OD600 von 0.3 mit den Zellen der Übernachtkultur angeimpft. 

Bei einer OD600 = 1,1 wurden die Zellen durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 min, 4°C) in einer 

Heraeus-Kühlzentrifuge mit Ausschwingrotor (6445) geerntet. Es wurden jeweils 55ml der 

Zellsuspension (entspricht 60 OD Zellen) abzentrifugiert. Anschließend wurden sie mit 10 mL 

deionisiertem Wasser (4°C) gewaschen und erneut abzentrifugiert (4000 rpm, 4 min, 4°C). Dann 

wurde das Pellet in 1ml IPP150-Aufschlusspuffer (mit Proteaseinhibitoren / 4°C) resuspendiert. 

Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 350� l IPP150-Aufschlusspuffer (4°C) 

aufgenommen und zusammen mit 250µl Glasperlen (Æ 0,5 mm, mit HCl gewaschen) in ein 2 mL 

Nummer Antikörper Spezifität Ursprung Verdünnung  

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

71 A-14 (9E11) anti-Myc (polyclonal) Kaninchen 1:2000 

08 Anti- Swi6 Anti-Swi6 (polyclonal) Kaninchen 1:20000 

172 anti-Mouse-HRP anti-IgG (Maus) Ziege 1:15000  

173 anti-Rabbit-HRP anti-IgG (Kaninchen) Ziege 1:15000  
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Eppendorfgefäß überführt. Dann wurden die Zellen mechanisch durch heftiges Schütteln auf einem 

IKA® Vibrax VXR basic (25 min. 2500 rpm, 4°C) aufgeschlossen. Nachdem die Zelltrümmer 20 

Minuten bei 13200 rpm (4°C) abzentrifugiert worden waren, wurden 30� l des Extraktes mit 15 � l  

SDS/b-ME-Auftragepuffer versetzt und 7 min auf 95°C erhitzt. 350� l des Rohextraktes wurden mit 

50� l Beads versetzt und 2,5-3 Stunden auf dem Rotator bei 4°C inkubiert. Die mit den Antikörpern 

inkubierten Beads wurden kurz vor der Zugabe zum Zellextrakt noch dreimal mit BSA/PBS 

(5mg/ml) gewaschen. Nach den 2,5-3 Stunden wurden die Beads unter Verwendung des 

magnetischen Eppendorfgefäßhalters sedimentiert und der Extrakt abgezogen. Die Beads wurden 

anschließend viermal mit IPP150-Puffer (mit Proteaseinhibitoren: 1x Roche-Complete-

Inhibitormix, Aprotinin 10µg/ml, PMSF 1mM, Benzamidin 1mM, Pepstatin A 1µg/ml, Leupeptin 

0,5µg/ml) gewaschen. Danach wurde der Puffer mit einer Gilson-Pipette abgezogen und die Beads 

nochmal bei 3000rpm 1 Minute bei 4°C zentrifugiert um den restlichen Puffer zu entfernen. Die 

Beads wurden dann mit 50� l SDS/b-ME-Auftragepuffer versetzt und 10 Minuten auf 95°C erhitzt. 

Schließlich wurden jeweils 10� l auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 

aufgetrennt und ein Western-Blot durchgeführt. 

     

4.13.2 Tandem Affinitätsreinigung 

Tandem Affinitätsreinigungen wurden mit Modifikationen durchgeführt, wie beschrieben bei (Puig 

et al. 2001). Hefe-Stämme wurden in 1000ml YEPD-Flüssigmedium bis zu einer OD600 von 2,0 

kultiviert. Während der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen durch Zentrifugation 

bei 4500 rpm (15 Minuten, 4°C) geerntet. Die Zellen wurden einmal mit 25ml sterilem Wasser 

gewaschen und nochmals zentrifugiert (4500 rpm, 25 Minuten, 4°C). Anschließend wurde das 

Zellpellet in 25ml HEPES-Aufschluß-Puffer resuspendiert und abzentrifugiert (4500 rpm, 25 

Minuten, 4°C). Die Zellen wurden in 5ml HEPES-Aufschluß-Puffer aufgenommen und jeweils 

750� l dieser Zellsuspension mit 300� l Glasbeads (Æ 0,5 mm, mit HCl gewaschen) versetzt und die 

Zellen auf einem IKA® Vibrax VXR basic mechanisch aufgeschlossen (25 min. 2500 rpm, 4°C). 

Nachdem die Extrakte bei 13000rpm 20 Minuten abzentrifugiert worden waren, wurden die 

Überstände der verschiedenen Ansätze vereinigt und mit 3M KCl auf eine Konzentration von 

0,1mol/L eingestellt. Die Extrakte wurden 90 Minuten bei 35000rpm ultrazentrifugiert (Beckmann-

Ultrazentrifuge L8-60M, 60Ti-Rotor, 4°C). 

Der Überstand wurde in einen präparierten Dialyseschlauch (Servapor, 16mm,MWCO 12kDa-

14kDa; Mit deionisiertem Wasser gespült) überführt und gegen 500ml Dialysepuffer (20mM K-

HEPES pH 7,9; 50mM KCl; 0,2mM EDTA; 0,5mM DTT; 20% Glycerol; 0,5mM PMSF; 2mM 

Benzamidin) über Nacht dialysiert. Die Dialysate wurden anschließend auf 10mM Tris-Cl pH 8, 

100mM NaCl und 0,1% NP40 eingestellt (Stammlösungen: 1M Tris pH 8,0; 4M NaCl; 10% 

NP40). Hierbei wurde eine Chlorid-Konzentration von 50mM im Dialysat vorrausgesetzt.  
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135� l IgG-Agarosematrix (Sigma) wurden einmal mit IPP100, zweimal mit saurem Glycin-Puffer 

(100mM Glycin, 150mM NaCl, pH 2,7) und viermal mit IPP150 gewaschen (jeweils 500� l 0,5 

Min. 800rpm). Die äquilibrierte IgG-Agarosematrix (135� l) wurde mit dem Dialysat versetzt und 2 

Stunden bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Die IgG-Matrix wurde danach über ein 2,5ml 

Säulchen filtriert, dreimal mit 2,5ml IPP100 und einmal mit TEV-Cleavage-Puffer gewaschen. Die 

Säule wurde verschlossen und mit 250� l TEV-Cleavage-Puffer und 3,5� l TEV-Protease (35 units) 

versetzt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 16°C und 650rpm Durchmischung auf dem Thermomixer 

wurde das TEV-Eluat aufgefangen und nochmals mit 200� l TEV-Puffer gespült. Das im TEV-

Eluat vorhandene EDTA wurde durch Zugabe von 6� l 0,05M CaCl2/100� l TEV-Eluat komplexiert. 

135� l Calmodulin(CaM)-Matrix (Stratagene) wurden durch dreimaliges Waschen mit Calmodulin-

Binding-Puffer äquilibriert. Die Calmodulin-Beads wurden mit dem TEV-Eluat 1 Stunde bei 4°C 

auf dem Rotator inkubiert. Wiederum wurde auch diese Matrix über ein 2,5ml Säulchen filtriert 

und viermal mit IPP150 gewaschen. Die Elution der Proteine, von der Calmodulin-Matrix, erfolgte 

durch EGTA-Elutionspuffer in mehreren Fraktionen (jeweils 100� l), wobei die erste Fraktion 20 

Minuten inkubiert wurde. Die eluierten Proteine wurden mit SDS/� -Me-Auftragspuffer versetzt, 10 

Min. bei 95°C inkubiert und durch eine SDS-PAA Gelelektrophorese, sowie anschließenden 

Western-Blot analysiert. 

 

4.13.3 Chromatin-Immunpräzipitation 

Chromatin-Immunpräzipitationen wurden mit Modifikationen durchgeführt wie beschrieben bei 

(Cosma et al. 2001; Strahl et al. 1997). Die Rohextrakte wurden aus Zellen von Hefekulturen 

präpariert, die mit 1% Formaldehyd (Endkonzentration) für 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert 

wurden. Nach Zugabe von 135 mM Glycin und Inkubation für 5 Minuten bei Raumtemperatur, 

wurden 55 ml Zellkultur (2.5x107 cells/ml) durch vierminütige Zentrifugation bei 4000rpm (4°C) 

geerntet.  

Die Hefezellen wurden anschließend in 2 ml TBS Puffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl) 

resuspendiert und 10 Sekunden bei 13000 rpm abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde viermal 

wiederholt um das restliche Formaldehyde zu entfernen . Danach wurden die Zellen einmal mit 400 

� l Lysepuffer (50 mM HEPES KOH pH 7.5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% 

Deoxycholsäure) gewaschen und das Zellpellet bei -196°C in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die 

Zellen wurden in 600 � l Lysepuffer (mit Proteaseinhibitoren: 1x Roche-Complete-Inhibitormix, 

Aprotinin 10µg/ml, PMSF 1mM, Benzamidin 1mM, Pepstatin A 1µg/ml, Leupeptin 0,5µg/ml)  

aufgenommen. Anschließend wurden die Hefezellen mit Glasbeads (Æ 0,5 mm, mit HCl 

gewaschen) versetzt und der Zellaufschluß auf einem IKA® Vibrax VXR basic durchgeführt(25 

min. 2500 rpm, 4°C). Die Extrakte wurden fünfmal für 30 Sekunden sonifiziert unter Verwendung 

eines Bandelin Sonoplus HD2070/SH70G. Zwischenzeitlich wurden die Proben in einem 

Eis/Wasser Gemisch gekühlt. Die Zelltrümmer wurden später durch Zentrifugation entfernt (16.000 
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g 5 Minuten, 4°C). Jeweils 400 � l  des Überstandes wurden mit 50 � l Dynabeads® Pan Mouse IgG 

(Dynal®Invitrogen; 400000 Beads/� l) versetzt und 3 Stunden bei 7°C auf einem Rotator inkubiert.  

Um die Dynabeads® Pan Mouse IgGs mit Epitope-Tag spezifischen Antikörpern zu beladen, 

wurden sie vorher mit 0,05 � g Antikörper/� l Bead-Suspension für 15 Stunden bei 7°C auf einem 

Rotator inkubiert. Die Antikörper, die in diesem Chromatinimmunpräzipitationsassay verwendet 

wurden, waren anti-myc Antikörper 9E11 (Dianova) oder anti-HA Antikörper 12CA5 

(Laborpräparat).  

Nach dreistündiger Inkubation der Zellextrakte mit den Dynabeads®, wurden diese zweimal mit 1ml 

Lysepuffer, Hochsalzpuffer (50 mM HEPES KOH pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton 

X-100, 0.1% Deoxycholsäure), Waschpuffer (10 mM TrisHCl pH 8, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 

0.5% NP40, 0.5% Deoxycholsäure) und TE-Puffer gewaschen. Die Beads wurden hierbei bei 

jedem Waschschritt mit einem Magnethalter (MPC®-E Particle Concentrator, Dynal Biotech) 

sedimentiert und der Überstand mit einer Pipette abgezogen. Die Präzipitate wurden in 50 � l 

Elutionspuffer (50 mM TrisHCl pH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS) bei 65°C für 10 Minuten eluiert. 

Die eluierten Proteine wurden durch eine SDS-PAA Gelelektrophorese und anschließenden 

Western-Blot analysiert.  

Um die kovalenten Verknüpfungen zwischen der DNA und den Proteinen zu lösen, wurden 120 � l 

1%SDS/TE Puffer zu 30 � l des Überstandes gegeben und danach für 16 Stunden bei 65°C 

inkubiert. Die Eluate wurden mit 0.5 � g/� l Proteinase K versetzt und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Die copräzipitierte DNA wurde danach durch zweimalige Phenolextraktion 

(Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol; 25/24/1) von den Proteinen getrennt. Die isolierten DNA 

Fragmente von Promotorbereichen oder codierenden Regionen wurden durch Multiplex-PCR 

amplifiziert und in einem 2%igem Agarosegel analysiert.  

Das Standard-PCR Programm für ChIP sah wie folgt aus: 

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 präzipitierte DNA aus den Chromatinimmunopräzipitations-Experimenten zu 

quantifizieren wurde eine quantitative Real-Time PCR durchgeführt. Für die Real-Time PCR 

wurde der Mx3000P Spectrofluorometric Thermal Cycler von STRATAGENE verwendet. Um die 
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Template-DNA Konzentration durch qPCR zu bestimmen, wurde der Brilliant II SYBR Green 

QPCR Master Mix (Stratagene Catalog #600831) verwendet. 

Ein qPCR-Ansatz sah wie folgt aus: 

In einer 25µl Reaktion wurden 2 µl  ChIP-Probe als Template eingesetzt. 

12,5µL  2x Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix 

0,15µL  upstream Primer (300nM Endkonzentration) 

0,15µL  downstream Primer (300nM Endkonzentration) 

ad to 25µL Endvolumen H20  

Die PCR-Ansätze wurden in 96 Well-Plates zusammenpipettiert und nochmals kurz 

abzentrifugiert. 

Zur Quantifizierung der DNA, wurde eine Verdünnungsreihe von genomischer Template-DNA als 

Standard verwendet.  

Um zwischen der detektierten Floureszenz von spezifischen und unspezifischen PCR-Produkten 

unterscheiden zu können wurde eine Dissoziationskurve an das PCR-Programm des qPCR-Assay  

angehängt: 

Die Analyse der Daten erfolgte mit der MXProTM QPCR Software von Stratagene. 

 

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

 

 

4.14 Subzelluläre Proteinlokalisation 

4.14.1  In situ Immunfluoreszenz 

Die subzelluläre Lokalisation von Proteinen wurde durch indirekte in situ Immunfluoreszenz mit 

Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikörpern untersucht.  

Die exponentiell wachsenden oder in einer bestimmten Zellzyklus Phase arretierten Zellen einer 

Hefekultur (OD600=1-1,5) wurden im Verhältnis 1/10 mit 37%iger Formaldehydlösung versetzt und 

für 20 Min. bei Raumtemperatur fixiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (4000 rpm, 2 Min., 

Raumtemperatur), in Formaldehyd - 0,1 M Kaliumphosphatpuffer Puffer (27,8 ml 1 M K2HPO4 

und 72,2 ml 1 M KH2PO4, ad 1 Liter H2O; pH 6,4; 3,7% Formaldehyd)) resuspendiert und über 

Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde dreimal mit 0,1 M Kaliumphosphatpuffer gewaschen und 

PCR-Programm: (Für PCR Produkte bis 500bp)  Dissoziations-Programm:  

  

95°C 10 min.  

95°C 45 sec. 95°C    1 Min. 

57°C 45 sec.       40 Zyklen 55°C  30 Sek.        1 Zyklus 

72°C   2 min.  95°C  30 Sek 
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einmal mit Sorbitolpuffer. Anschließend wurden die Zellen in 0,2 ml Sorbitolpuffer (1,74 g 

K2HPO4 und 0,7 g Zitronensäure Monohydrat, ad 100 ml H2O; pH 5,9) resuspendiert und die 

Zellwände durch Zugabe von 5 µl Zymolyase T 100 (3 mg/ml Zymolyase in 10% Glucose, bei -

20°C gelagert) und 1 µl Glusulase verdaut (40-60 Min. bei 30 °C). Die Zellen wurden nach 

anschließender Zentrifugation (4000 rpm, 2 Min.) mit Sorbitolpuffer gewaschen und in 100 � l 

Sorbitolpuffer resuspendiert. Die Probe konnte so bei -20°C gelagert werden. 

In die Vertiefungen eines Objektträgers wurden jeweils 2,5-3 µl 0,1 % Polylysin (400K, Sigma P-

1524) pipettiert. Nach 2 Min. wurde der Objektträger mit destilliertem Wasser gespült und 

getrocknet. Danach wurden 5 µl Zellen auf die Einbuchtungen gegeben, der Überschuss nach 1 

Min. wieder abgesaugt und der Objektträger zum Fixieren dann für 3 Min. in ein -20°C-kaltes 

Methanol-Bad und anschließend für genau 10 Sekunden in ein Aceton-Bad (-20°C) gestellt. Nach 

dem Verdampfen des Acetons folgte eine 1- bis 2-stündige Inkubation mit dem ersten Antikörper 

(verdünnt in BSA-PBS), wobei jeweils 5 µl Antikörperlösung auf die Zellen gegeben wurden. Die 

Platte wurde in dieser Zeit feucht und dunkel gelagert. Nach dreimaligem Waschen mit BSA-PBS 

wurde der sekundäre Antikörper zugegeben und wieder 1-2 Stunden unter gleichen Bedingungen 

inkubiert. Danach wurde viermal mit BSA-PBS (1% BSA in 1x PBS ) gewaschen und dann jeweils 

2 µl pd-DAPI (100 mg p-Phenylendiamin in 10 ml PBS; pH 8.0; 90 ml Glycerin und 0,05 µg/ml 

DAPI ) auf die behandelten Einbuchtungen gegeben. Das Deckglas wurde auf dem Objektträger 

mit farblosem Nagellack fixiert. 

 

Tabelle 4.12: In der in situ Immunfluoreszenz eingesetzte Antikörper 

Antikörper Herkunft/Verdünnung (in BSA/PBS) 

9E10 monoklonaler anti-myc-Antikörper (Hybridomazellkulturüberstand; Laborpräparat; aus Maus)  

Verdünnung 1:4 

12CA5 monoklonaler anti-HA-Antikörper (Hybridomazellkulturüberstand; Laborpräparat; aus Maus)  

Verdünnung 1:4 

YOL34  monoklonaler anti-Tubulin-Antikörper (aus Ratte)  

Verdünnung 1:80 

Cy3  polyklonaler anti-Maus–Antikörper aus Ziege; sekundärer Antikörper 

Verrdünnung 1:100 

Alexa 595 polyklonaler anti-Ratte-Antikörper ; sekundärer Antikörper  

Verdünnung 1:100 
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4.15 Bestimmung der Zellgröße von Saccharomyces cerevisiae  

Die Zellgrößenmessungen wurden mit dem CASY®1 Model TT Cellcounter von Schärfe Systems, 

einem Zellgrößenanalysator durchgeführt. Für die Größenmessung der Hefezellen wurden 

entweder asynchrone Kulturen verwendet, deren Zellen sich in der exponentiellen 

Wachstumsphase befinden, oder Zellen die durch Elutriation aus einer logarithmisch wachsenden 

Kultur isoliert wurden. Zu Beginn wurde die Übernacht Kultur einer Einzelkolonie für die weitere 

Analyse auf eine OD600 von 0,3 in Flüssigmedium angeimpft. Die Zellen wurden bei 25 - 30°C 

inkubiert, bis sie eine OD600 von 1,3 erreicht hatten. Für die Messung wurden 2,3x105 Zellen in 7ml 

Casy-ton Puffer verdünnt und in ein Messröhrchen gegeben. Dieser Ansatz wurde 20 Sekunden auf 

niedrigster Stufe (10%) mit einem Bandelin Sonoplus HD2070/SH70G sonifiziert um 

Zellaggregationen aufzulösen. Anschließend wurden im Messgerät (CASY®1 Cellcounter) dreimal 

jeweils 400� l der Lösung vermessen. Das Messprinzip beruht auf der Widerstandmesstechnik. 

Hierbei werden die Zellen in der Lösung durch eine Kapillare gesaugt. Während der Messung wird 

über zwei Platinelektroden eine Spannung an die elektrolytgefüllte Kapillarstrecke angelegt. Beim 

Hindurchtreten der Zellen durch die Kapillare kommt es zu einer Widerstandsänderung im 

angelegten elektrischen Feld. Diese Widerstandsänderung ist proportional zur Zellgröße und wird 

vom Gerät mit 1x106 Messungen/Sekunde detektiert. Aus den Einzelmessungen berechnet 

CASY®1 das Integral des Meßsignals (Pulsflächenanalyse). Das Gerät ermittelt die Menge der 

vermessenen Zellen und bestimmt ihre Größe, die es in Form einer Häufigkeitsverteilung ausgibt. 

Angegeben wird der Durchmesser und das Volumen der Zellen. Es wird sowohl der Durchmesser 

bzw. das Volumen angegeben, bei dem die meisten Zellen gemessen wurden (Vmax, Dmax), als auch 

das durchschnittliche Volumen VDurchschnitt und der durchschnittliche Durchmesser DDurchschnitt aller 

vermessenen Zellen. Die gemessenen Größen werden als Häufigkeitsverteilung des 

Zelldurchmessers in einer Graphik dargestellt. Die X-Achse gibt den Zelldurchmesser in � m an 

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

Kapitel 1 
 
Abb.1.1  Graphische Darstellung des Zellzyklus und der Cycline sowie der cyclinabhängigen 

   Proteinkinasen, die den Zellzyklus in Saccharomyces cerevisiae und in Metazoen   
   regulieren. 

 
Abb.1.2  Zellzykluskontrolle und Zellgrößenkontrolle in Saccharomyces cerevisiae. 
 
Abb.1.3  Zellzyklusspezifische Expression der Cycline. 
 
Abb.1.4  Schematische Darstellung der Start-spezifischen Regulation der Transkription von G1- 

   Cyclinen.  
 
Abb.1.5  Schematische Darstellung der Rekrutierung von Chromatin-remodelling Komplexen und  

   Transkriptionsfaktoren an den HO Promotor. 
 

Kapitel 2 
 
Abb.2.1  Multicopy Plasmide, die für ein verkürztes 2�  SIN3C Allel codieren, reduzieren   
               die Zellgröße von cln3�  Mutanten und aktivieren die Transkription des G1- 
               Cyclins CLN2. 
 
Abb.2.2  Rpd3-HA bindet nicht an Sin3� C(AS 1-810).  
 
Abb.2.3  Rpd3-HA ist nicht mit chromosomal codiertem  Sin3(AS 1-810)-myc. 
 
Abb.2.4  Isolierung von kleinen ungebuddeten G1-Phase Zellen durch zentrifugale Elutriation. 
 
Abb.2.5  In sin3�  und rpd3�  Mutanten erfolgt die G1/S-spezifische Genexpression bei  
               einer kleineren Zellgröße als in Wildtyp-Zellen. 
 
Abb.2.6  Im Vergleich zum Wildtyp ist in einer asynchronen sin3�  Kultur ein höherer  
               Prozentsatz der Zellen in die S-Phase eingetreten. 
 
Abb.2.7  Inaktivierung von SIN3 reduziert die durchschnittliche Zellgröße von cln3�   
               Mutanten. 
 
Abb.2.8  Inaktivierung von SIN3 führt dazu, dass cln3�  Mutanten die G1/S spezifische  
              Transkription bei Wildtyp Zellgröße aktivieren. 
 
Abb.2.9  Sin3 und Rpd3 sind in G1-, S- und G2- Phase miteinander assoziiert. 
 
Abb.2.10 Sin3 ist während verschiedener Zellzyklusphasen im Kern lokalisiert. 
 
Abb.2.11 Inaktivierung von SIN3 führt in swi4�  Mutanten nicht zu einem früheren Eintritt  
                in den Zellzyklus bei Start. 
 
Abb.2.12 Sin3 interagiert in vivo mit den SBF-Untereinheiten Swi6 und Swi4. 
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Abb.2.13 Schematische Darstellung der Bindungsstellen von Primern, die in der ChIP- 
                 PCR-Analyse verwendet wurden. 
 
Abb.2.14 Sin3 wird an SBF-spezifisch regulierte Promotoren rekrutiert. 
 
Abb.2.15 Sin3 bindet zellzyklusspezifisch in der G1-Phase, nicht aber in der G2/M-Phase an  
                SBF-abhängige Promotoren. 
 
Abb.2.16 Sin3 bindet abhängig von SWI4, während der G1-Phase an SBF-spezifische  
                Promotoren. 
 
Abb.2.17 Rpd3 ist in cdc28-13 Zellen, die in der G1-Phase arretiert wurden, mit den SBF- 
                spezifischen Promotoren assoziiert. 
 
Abb.2.18 Die Dissoziation von Sin3 von den SBF-abhängigen Promotoren korreliert mit  
                der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription. 
 
Abb.2.19  In elutriierten, ungebuddeten G1-Phase Zellen korrelierte die Dissoziation von  
                 Sin3 vom Promotor mit der Aktivierung der G1/S-spezifischen Transkription. 
 
Abb.2.20  Rpd3 dissoziiert von den SBF-abhängigen Promotoren vor der Aktivierung der  
                 G1/S-spezifischen Transkription. 
 
Abb.2.21  Swi6 bindet an die SCB-spezifischen Promotoren bis die G1/S-spezifische  
                 Transkription inaktiviert wird. 
 
Abb.2.22  Inaktivierung von SIN3 reduziert nicht die Zellgröße asynchroner stb1�   
                 Kulturen. 
 
Abb.2.23 Sin3 interagiert mit Stb1 sowohl in asynchronen, wie auch in Alpha-Faktor  
                 arretierten Zellen. 
 
Abb.2.24 Sin3 und Stb1 sind sowohl in der G1- wie auch in der S-Phase miteinander  
                 assoziiert. 
 
Abb.2.25  Inaktivierung von STB1 beeinträchtigt nicht die Assoziationsfähigkeit von Sin3  
                 mit dem CLN2-Promotor. 
 
Abb.2.26  Inaktivierung von WHI5 reduziert nicht die durchschnittliche Zellgröße von  
                 asynchronen sin3�  und stb1�  Mutanten. 
 
Abb.2.27  Deletion von WHI5 beeinflusst nicht die Assoziationsfähigkeit von Sin3 mit  
                 G1/S-spezifischen Promotoren. 
 

Kapitel 3 
 
Abb.3.1    Schematische Darstellung der Rekrutierung von Regulatoren der G1/S-spezifischen   
                 Transkription. 
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Abkürzungen  

 

Amp   Ampizillin 

CBP   Calmodulin bindendes Peptid 

CDK  Cyclin-abhängige Proteinkinase  

CDC   Cell division cycle 

Cdc28  Wichtigste CDK in S. cerevisiae 

ChIP   Chromatinimmunpräzipitation 

Cln1-3  G1-Cycline 

CoIP   Coimmunpräzipitation 

C-terminal Carboxyterminal 

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

fl   Femtoliter 

G418  Geneticin 418 

GZE   Ganzzellextrakte 

HU   Hydroxyurea  

IP   Immunpräzipitation 

Kan   Kanamycin 

Noc   Nocodazol 

ORF   Open Reading Frame (Leserahmen) 

PCR   Polymerase Chain Reaction (Polymerase Ketten Reaktion) 

Prom  Promotor 

SIN   SWI-independent 

STB   Sin three binding 

TAP   Tandem Affinty Purification (Tandem Affinitäts Reinigung) 

TEV   Tobacco Etch Virus  

UTR   Untranscribed Region 

Wt   Wildtyp 
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