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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Protease Separase tragt zur Regulation mitotischer und meiotischer Vorgange
entscheidend bei. Thre klassische Funktion ist die Induktion der Schwesterchromosomen-
trennung durch Spaltung des Cohesin-Proteinkomplexes, der die Schwesterchromatiden
von der S-Phase bis zur Mitose gepaart hélt. Separase wird am Ende der Metaphase durch
Ubiquitin-abhangigen Abbau ihres Inhibitors Securin aktiviert. Ein zweiter Separase-
Inhibitionsmechanismus ist die Hemmung durch Cyclin B1/Cdk1 (,,Cyclin Dependent
Kinase 1%). Dafur ist Separase-Phosphorylierung durch Cdkl notwendig (Stemmann et
al., 2001). In vielen Modellorganismen hat Separase Funktionen, die uiber die Anaphase-
Induktion hinausgehen. So tragt sie in S. cerevisiae beispielsweise zur Cdkl-
Inaktivierung beim Meiose I-Meiose II-Ubergang bei. Diese Separase-Funktion benotigt
die proteolytische Separase-Aktivitat nicht, ist jedoch abhangig vom Securin-Abbau. Fur
andere Funktionen der Separase hingegen konnte die Separase-abhangige Spaltung noch
nicht identifizierter Substrate notwendig sein.

In der vorliegenden Arbeit wird deshalb die Etablierung der IVEC-Methode (,,/n Vitro
Expression Cloning*) zur Identifizierung neuer Separase-Substrate vorgestellt. Mittels
IVEC wurde - basierend auf der proteolytischen Separase-Aktivitat - aus einer
menschlichen cDNA-Bibliothek das In-vitro-Separase-Substrat GASP isoliert.

Des Weiteren wurde die Separase-Hemmung durch Cyclin B1/Cdk1 nzher untersucht. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Separase
durch Cyclin B1/Cdk1 fur ihre Inhibition zwar notwendig, aber nicht hinreichend ist.
Nach Phosphorylierung der Separase assoziiert die Kinase stabil mit der Protease, und
erst diese Komplexbildung fuhrt letztendlich zur Inhibition der proteolytischen Separase-
Aktivitat. Cyclin B1/Cdk1 ist also ein nicht-katalytisch wirkender Separase-Inhibitor.

Die zeitlich korrekte Separase-Aktivierung ist fur die fehlerlose Chromosomentrennung
essentiell. Da Zellen ohne Securin ihre Chromosomen jedoch akkurat und zum richtigen
Zeitpunkt trennen, muss es alternative Separase-Inhibitionsmechanismen geben. Die
Separase-Hemmung durch Cyclin B1/Cdk1-Bindung konnte dieser gesuchte Securin-
unabhangige Mechanismus sein, da der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex in Zellen
bereits vor der Anaphase nachgewiesen werden kann und Cyclin Bl - wie Securin - am
Ende der Metaphase Ubiquitin-vermittelt abgebaut wird. Securin und Cyclin B1/Cdkl
konnen nicht gleichzeitig an Separase binden. Die beiden Inhibitoren sind also
Komponenten parallel und nicht konvergent wirkender Regulationsmechanismen.
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Die Phosphorylierung von Separase an Serin 1126 ist fur ihre Cyclin B1/Cdk1-abhéngige
Inhibition essentiell (Stemmann et al., 2001). Daneben konnte in der hier vorgestellten
Arbeit eine zweite Domine in Separase identifiziert werden, die ebenfalls sowohl fur die
Inhibition der proteolytischen Separase-Aktivitat als auch fur die Komplexbildung mit
Cyclin B1/Cdkl notig ist. Da diese zweite Cyclin B1/Cdkl1-Bindungsdeterminante
Sequenzhomologie zu dem Cdc6-Protein aufweist, wurde sie CLD (,,Cdc6 Like
Domain) genannt. Cdc6 ist ein konserviertes Protein, das in S. cerevisiae Cdkl-
Inhibitionsaktivitat besitzt. Dazu bindet es abhangig von der Phosphorylierung seines
Aminoterminus direkt an B-Typ-Cycline, die sich im Komplex mit ihren Cdks befinden
(Mimura et al., 2004). Durch Phosphatase-behandlung und Mutationsanalyse konnte
bewiesen werden, dass die Interaktion zwischen Separase und Cyclin B1/Cdk1 auch von
Phosphorylierung der Protease innerhalb ihrer CLD abhangt. Dies legt nahe, dass die
Separase-CLD wie der Cdc6-Aminoterminus direkte Kontakte mit der Cyclin-
Untereinheit der Kinase ausbildet. Serin 1126-Phosphorylierung ist dagegen indirekt an
der Kinase-Bindung beteiligt. Denn erstens wird sie nach der Etablierung des Komplexes
fur seinen Erhalt nicht mehr benotigt (Holland et al., 2006), und zweitens ist sie fur die
Wechselwirkung zwischen CLD-enthaltenden Separasefragmenten und der Kinase
abkommlich. Ein zunachst favorisiertes Bindungsmodell, bei dem die Polo-Kinase an
phosphoryliertes Serin 1126 bindet, um danach die Bindung von Cyclin B1 durch
Phosphorylierung der CLD zu vermitteln, konnte ausgeschlossen werden. Stattdessen
bewirkt die Phosphorylierung von Serin 1126 wohl eine Konformationinderung der
CLD, die dadurch in die Lage versetzt wird, starke Wechselwirkungen mit der Cyclin
B1-Untereinheit der Kinase einzugehen.

Uberraschenderweise ist im Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex auch die Kinase inaktiv.
Diese unerwartete Separase-Funktion als Cdk1-Inhibitor ist in Oozyten der Maus fir den
Ubergang von der Meiose I in die Meiose II von entscheidender Bedeutung. Denn die
Inhibition der Separase-Cyclin B1/Cdkl-Komplexbildung durch Mikroinjektion
entsprechender Antikorper in Maus-Oozyten verhindert den Aussto3 des ersten
Polkorpers, d.h., die Eizellen konnen den Meiose I-Meiose II-Ubergang nicht vollziehen.
In diesen Oozyten sinkt die Cdk1-Aktivitat am Ende der Meiose I nicht wie bei Kontroll-
Oozyten ab. Diese persistente Cdkl-Aktivitait ist der Grund fur den verhinderten
Ubergang von Meiose I nach -II, da kunstliche Cdkl-Inhibition in Anwesenheit des
inhibitorischen Antikorpers den Polkorperausstofl wiederherstellt. In mitotischen Zellen
steigt der unter endogenen Bedingungen mit Separase assoziierte Anteil von Cyclin
B1/Cdk1 in der Anaphase - d.h. nach dem Abbau seines Bindungskompetitors Securin -
an. Ubertragen auf die Meiose bedeutet das, dass Securin-Abbau die Induktion der
Anaphase mit der Separase-abhangigen Cdk1-Inaktivierung koppelt.
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2 Einleitung

2.1 Der Zellzyklus

Die Verdoppelung der Zellinhalte und ihre Verteilung auf zwei sich bildende
Tochterzellen wird Zellzyklus genannt. Dieser stellt sicher, dass beide Tochterzellen die
gesamte genetische Information der Mutterzelle erhalten. Dazu muss die genetische
Information zunachst fehlerlos verdoppelt (Replikation) und anschlieBend gleichmaBig
auf die Tochterzellen verteilt werden (Mitose).

Bei Eukaryoten wird die Phase der DNA-Verdoppelung als S-Phase und die Phase der
DNA-Aufteilung als M-Phase bezeichnet. Dazwischen liegen die so genannten G-Phasen
(,,Gap*), G, vor der S-Phase und G, vor der M-Phase, in denen die Zelle wachst und
uberpriift, ob sie fur die nachste Zellzyklus-Phase gerustet ist. In Vielzellern verlassen die
meisten Zellen den Zellzyklus. In dieser G, genannten Phase teilen sich die Zellen nicht.
Sie verrichten vielmehr ihre spezielle Aufgabe im Korper. Manche in G, befindlichen
Korperzellen konnen bei hormoneller Stimulation auch wieder in den Zellzyklus
eintreten.

Eine Zelle im Zellzyklus muss sicherstellen, dass die einzelnen Zellzyklusphasen genau
aufeinander abgestimmt sind. Sie miussen zeitlich getrennt voneinander ablaufen. Dies
erfordert eine exakte Regulation. Die vorherrschenden regulatorischen Mechanismen im
Zellzyklus sind Proteinphosphorylierung und —degradation (Murray, 2004). Die
wichtigsten Zellzyklus-Regulatoren stellen dabei die so genannten Cyclin-abhangigen
Kinasen (Cdks). Diese werden durch Bindung an so genannte Cycline aktiv. Cycline
schwanken in ihrer Konzentration typischerweise zellzyklusabhangig und regulieren so
die Aktivitat der mit ihnen assoziierten Cdks (Murray, 2004). In hoheren Eukaryoten
findet man mehrere Cycline und Cdks, die in verschiedenen Kombinationen aktive Paare
mit unterschiedlicher Substratspezifitat bilden konnen. Durch die Phosphorylierung ihrer
Substrate stellen Cyclin/Cdks sicher, dass die fur ihre Phase typischen Prozesse ablaufen
konnen, wahrend andere Vorgéange, die nicht stattfinden durfen, gehemmt werden.

An so genannten Kontrollpunkten (,,Checkpoints®) wahrend des Zellzyklus wird
uberpruft, ob die Zelle alle Voraussetzungen erfullt, um die néachste Zellzyklus-Phase
durchfuihren zu konnen. Ist ein wichtiger Vorgang noch nicht abgeschlossen oder sind
Fehler geschehen, so verhindert die Zelle den Eintritt in die nachste Phase. Der wichtigste
Schritt dabei ist die Modulation eines oder mehrerer Cyclin/Cdk-Paare, die den Ubergang

in die nachste Zellzyklus-Phase vorbereiten. Konnen wichtige Vorgiange nicht korrekt
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beendet werden oder sind irreversible Fehler geschehen, zerstoren sich Zellen vielzelliger
Organismen selbst (Apoptose).

Somit konnen zwei Regulierungsprinzipien des Zellzyklus unterschieden werden: Die
zeitliche Koordination durch Cdks wund die Kontrollmechanismen an den
Kontrollpunkten.

Im Folgenden werden die Vorgange und die Regulation der Mitose genauer erklart.

2.2 Die Mitose

In der Mitose wird je eine Kopie der gesamten genetischen Information auf die beiden
Tochterzellen verteilt. Dies wird dadurch gewahrleistet, dass die beiden Kopien jedes
Chromosoms, die in der S-Phase durch Replikation entstanden sind, voneinander getrennt
und zu den gegenuiberliegenden Polen der Zelle transportiert werden. Die beiden
Chromosomen-Kopien werden Schwesterchromatiden genannt. Sie bleiben nach der
Replikation bis zu ihrer Trennung in der Mitose als Paar beieinander. Die exakte
Verteilung der Chromosomen ist evolutionar fur den Erhalt einer konstanten genetischen
Information einer Spezies und physiologisch fur die Ausubung der Zellfunktion
essentiell. In vielzelligen Organismen sind Fehler bei der Weitergabe der genetischen
Information eine wichtige Ursache fur Krankheiten wie Krebs oder Trisomien.

Schon Walther Flemming (1843 - 1905) hat die Mitose in ihren Grundzugen
mikroskopisch analysiert und beschrieben. Davon abgeleitet wird die Mitose in funf
mikroskopisch unterscheidbare Phasen eingeteilt (Lodish et al., 2003): In der Prophase
kondensieren die Chromosomen und die so genannte mitotische Spindel wird gebildet
(Abbildung 1). In der Prometaphase zerfillt die Kernmembran und die Chromosomen
wandern in die Zellmitte, die Aquatorialebene oder Metaphasenplatte. Sind sie dort
angelangt, befindet sich die Zelle in der Metaphase. In der nun folgenden Anaphase
werden die Schwesterchromatiden physisch voneinander getrennt und bewegen sich zu
den gegeniiberliegenden Zellpolen. Danach depolymerisiert die mitotische Spindel in der
Telophase und die Chromosomen dekondensieren, wahrend sich die Kernmembran neu
bildet. Mit der Zytokinese, der Teilung des Zytoplasmas, wird die Zellteilung
abgeschlossen. Die wichtigsten Vorgange der mitotischen Phase sollen nun noch etwas
genauer erklart werden.

Der Eintritt in die Prophase ist durch eine dramatische Umorganisierung des so
genannten Mikrotubuli-Zytoskeletts gekennzeichnet. Dabei wird die mitotische Spindel
aufgebaut, eine bipolare Struktur aus Mikrotubuli (MT) (Lodish et al. 2003), die mit den
kondensierten Chromosomen assoziiert und diese in der Anaphase trennt. MT

entspringen dem MT-Organisationszentrum (MTOC), das auch Centrosom genannt wird,
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Abbildung 1: Die mitotischen Phasen und die Regulation der Cdk1-Aktivitat

(A) Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der mitotischen Phasen von Saugetierzellen. Prophase: Die
MTOCs wandern zu gegeniiberliegenden Zellpolen. Die Kernhille ist noch intakt. Die Chromosomen
beginnen zu kondensieren. Prometaphase: Das Chromatin ist vollstandig kondensiert. Die Kernhulle ist
mittlerweile aufgelost. Die mitotische Spindel bildet sich und bindet die Kinetochore. Metaphase: Die
bipolare mitotische Spindel ist vollstindig. Die Chromosomen haben die Metaphaseplatte erreicht.
Anaphase: Die Schwesterchromatiden sind getrennt und wandern zu den Spindelpolen (Anaphase A). (B)
Wechselspiel der Cdk1-, APC®*- und APC®'-Aktivititen in der Mitose. Beim Eintritt der Zellen in die
Mitose (M) ist die Cdk1-Aktivitat hoch. Sind alle Chromosomen korrekt, d.h. bipolar, mit der mitotischen
Spindel verbunden, wird durch Inaktivierung des SACs (,,Spindle Assembly Checkpoint®) der APC**
aktiv und vermittelt den proteasomalen Abbau von Cyclin B1 und damit die teilweise Cdk1-Inaktivierung.
Dadurch gewinnen Phosphatasen die Uberhand und kdnnen Cdhl dephosphorylieren. Dies bewirkt eine
Steigerung der APC“™"'- Aktivitit im Verlauf der Anaphase, wodurch dieser den proteasomalen Abbau von
Cyclin B1 und Cdc20 induzieren kann. Die APC“***-Aktivitat wird dadurch zeitlich begrenzt. Zusammen
mit anderen Mechanismen hilft APC™ die Cdk1-Aktivitit so weit abzusenken, dass die Zelle die Mitose
verlassen kann.

einem komplexen aus verschiedenen Proteinen aufgebauten Gebilde, dessen Kennzeichen
in den meisten Organismen das so genannte Centriolenpaar darstellt. Das MTOC
verdoppelt sich vor der Mitose, so dass eine mitotische Zelle zwei MTOCs besitzt, die
sich in der Nahe der Kernmembran befinden (Mattison and Winey, 2006). Die MTOCs
wandern in der Prophase zu den gegenuiberliegenden Polen der Zelle und bilden so die
Grundlage der bipolaren Organisation der mitotischen Spindel. Man unterscheidet drei
von den MTOCSs generierte MT-Spindel-Strukturen, die astralen MT, die polaren MT und
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die Kinetochor-MT. Die astralen MT bilden eine sternformige Struktur um die MTOCs
an den Zellpolen (Astern), die zum Teil Kontakte mit dem Zellkortex ausbilden und so
helfen, die Lage der Spindel zu stabilisieren. Die polaren MT verlaufen von beiden
Zellpolen in die Mitte der Zelle, wo sie auf die polaren MT des gegeniiberliegenden
MTOCs treffen und antiparallele MT-Buindel ausbilden. Die Kinetochor-MT ziehen
ebenfalls zur Zellmitte. Dort assoziieren sie mit den Chromosomen, die beim Ubergang
der Pro- in die Prometaphase durch den Zerfall der Kernmembran zugénglich werden und
nun durch Kondensation die typische X-Form mitotischer Chromosomen besitzen. Die
Anheftungsstelle der Kinetochor-MT ist das Kinetochor, das im Elektronenmikroskop als
trilaminare Protein-Struktur dargestellt werden kann (Lodish et al., 2003). Die
Kinetochore befinden sich an der heterochromatischen Centromer-Region der
Chromosomen, die als Einschniirung der X-formigen Metaphase-Chromosomen sichtbar
werden. Da jedes mitotische Chromosom aus zwei Schwesterchromatiden besteht, besitzt
es zwei Kinetochore, die sich gegenuiberliegen. Im Verlauf der Prometaphase binden die
Kinetochore MT (Kinetochor-MT) in einer Weise, dass jedes Kinetochor mit nur einem
MTOC verbunden ist. Aulerdem wird so gewahrleistet, dass die beiden Kinetochore
eines Chromosoms ausschlieBlich mit MT verbunden sind, die von gegenuiberliegenden
MTOCs stammen (bipolare Anheftung). Beim Ubergang in die Metaphase ubt die
mitotische Spindel uber ihre MT Krifte auf die Chromosomen aus, so dass diese sich in
der Aquatorialebene anordnen.

In der Anaphase werden die Schwesterchromatiden zu den Zellpolen transportiert. Dazu
miussen sie physisch voneinander getrennt werden. Dies geschieht durch Auflosung der
Protein-Verbindungen (Cohesin, Abschnitt 2.2.4.1), die die Schwesterchromatiden
zusammenhalten. Die fur die Chromosomenwanderung notwendigen Krafte werden von
der mitotischen Spindel in zwei voneinander unterscheidbaren Bewegungen zur
Verfugung gestellt (Lodish et al., 2003): In der so genannten Anaphase A verkiirzen sich
die Kinetochor-MT, wodurch die Chromatiden zu den Zellpolen gezogen werden. Die
Anaphase B hingegen ist durch eine Verlingerung der mitotischen Spindel
gekennzeichnet, die unter anderem durch eine Gleitbewegung der antiparallelen polaren
MT bewirkt wird und ebenfalls zur Chromosomentrennung beitragt.

In der Telophase haben die Chromosomen durch eine vollendete Anaphase A die
Zellpole erreicht und beginnen zu dekondensieren. Die Kernmembran bildet sich erneut
um die Chromosomen, und die mitotische Spindel depolymerisiert.

Die Zellteilung wird anschlieBend durch die Teilung des Zytoplasmas wahrend der

Zytokinese abgeschlossen. Dabei schniirt sich die Zellmembran in der Aquatorialebene
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zunéchst dhnlich einer Irisblende ein. Die Zellteilung wird durch Abschnuirung der beiden
Tochterzellen vollendet.

Mitotische Kinasen, allen voran Cdk1 und die Polo-Kinase, steuern die Vorgange in der
Mitose (Nigg, 2001). Ihre Substrate sind jedoch oftmals unbekannt. Die Wirkweise,
Funktionen und wichtigsten Regulationsmechanismen dieser Kinasen werden im

Folgenden genauer beschrieben.

2.2.1 Regulation von Cdk1

Die Mitose ist durch eine hohe Aktivitat der Cdk1-Kinase gekennzeichnet. Sie assoziiert
mit den mitotischen A- und B-Typ-Cyclinen und phosphoryliert Proteine bevorzugt an
Serin-Prolin-Sequenzen.

In Analogie zur Cyclin A/Cdk2-Struktur, die durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklart
wurde (Bourne et al., 1996), soll nun die Regulation der Cdkl-Kinase naher erklart
werden. Die Cdkl ist maximal aktiv, wenn Folgendes zutrifft: Die Aminosaure Threonin
161 ist phosphoryliert, Threonin 14 sowie Tyrosin 15 sind nicht phosphoryliert, ein
Molekiil B- oder A-Typ-Cyclin ist gebunden und es ist kein Cdk-inhibitorisches Protein
(CKI) mit der Kinase assoziiert. Die Aminosauren Threonin 14 und Tyrosin 15 befinden
sich in der Tertiarstruktur in der Nahe des aktiven Zentrums. Die Phosphorylierung dieser
Reste interferiert mit der katalytischen Ubertragung einer Phosphatgruppe von ATP auf
ein Substrat. Die Assoziation von Cyclin B1 bewirkt eine dramatische Umstrukturierung
der Cdk1-Kinase. Dadurch wird unter anderem die Phosphorylierung von Threonin 161
moglich, die zusammen mit der Bindung des Cyclins die so genannte T-Schleife vom
aktiven Zentrum wegbewegt, so dass dieses fur das Substrat zuganglich wird und die fur
die Katalyse wichtigen Reste korrekt positioniert werden.

Cyclin B1/Cdk1 assoziiert noch mit einer dritten Untereinheit, dem Cks-Protein, Cksl in
der Mitose oder Cks2 in der Meiose (Bourne et al., 1996; Harper, 2001). Cks tibernimmt
ebenfalls eine Cdkl-regulatorische Funktion. Ohne dieses Protein kann ein Xenopus-
Oozytenextrakt (Abschnitt 2.4) weder in die Mitose ein- noch aus dieser wieder austreten
(Harper, 1997; Harper, 2001; Patra et al., 1999). Obwohl der genaue Wirkmechanismus
in vivo nicht bekannt ist, geht man davon aus, dass die Cks-Untereinheit Cdk1-abhangige
Phosphorylierung bestimmter Substrate fordert, ohne die intrinsische Kinase-Aktivitat zu
beeinflussen (Patra et al., 1999). Moglicherweise stimuliert Cks die Cdkl-
Phosphorylierung durch Rekrutierung von Cyclin B1/Cdk1 an bereits phosphorylierte
Substratproteine. Cks besitzt namlich eine Anionenbindestelle, die fahig ist,

phosphorylierte Proteine zu binden (Bourne et al., 2000).
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Man unterscheidet zwei verschiedene Familien Cdk-inhibitorischer Proteine (CKIs). Die
INK4-ahnlichen CKIs konkurrieren mit Cyclinen um die Bindung an die Kinase-
Untereinheit und verhindern so die Cdk-Aktivierung. Die CKIs der Cipl/Kipl-Familie
hingegen binden an intakte Cyclin/Cdk-Komplexe und inhibieren deren katalytische
Aktivitat (Harper, 1997). Dabei spielt die Wechselwirkung zwischen einem R-x-L-F-G
Motiv (Ein-Buchstaben-Aminosaure-Code) der Cipl/Kipl1-CKIs mit der M-R-A-I-L-
Sequenz in Cyclinen eine Rolle. Wahrend die Funktion von CKIs bei der Etablierung der
G1-Phase und der Kontrolle der G1-S-Transition gut dokumentiert ist, konnten bisher

keine Cdk1-CKIs identifiziert werden, die essentiell fur die Mitose-Regulation sind.

2.2.2 Polo Kinasen

Es gibt in Saugetierzellen vier Polo-Kinasen (Plk1-4), wahrend in Xenopus laevis drei
(PIx1-3) und in D. melanogaster (Polo), S. cerevisiae (Cdc5) und S. pombe (Plol) jeweils
nur eine Polo-Kinase bekannt sind (van Vugt and Medema, 2005).

Menschliche Plk1-3 und die Polo-Kinasen anderer Organismen sind durch eine
aminoterminale Kinase-Domane und zwei carboxyterminale Polo-Boxen, die zusammen
die so genannte Polo-Box-Domine (PBD) bilden, gekennzeichnet (Barr et al., 2004).
Ausgehend von der Beobachtung, dass die PBD an phosphorylierte Serin-
Phosphoserin/Phosphothreonin-Prolin-Sequenzen bindet, wurde folgender genereller
Wirkmechanismus fur Polo-Kinasen vorgeschlagen (Elia et al., 2003a; Elia et al., 2003b):
Eine so genannte “Priming”-Kinase phosphoryliert eine Serin-Serin/Threonin-Prolin-
Sequenz eines Proteins am zweiten Serin/Threonin-Rest. Daraufhin kann Polo uiber ihre
PBD an diese phosphorylierte Sequenz binden. Diese Bindung, zusammen mit einer
Phosphorylierung in der so genannten T-Schleife, aktivieren die Kinase-Aktivitat,
wodurch die Polo-Kinase jetzt in der Lage ist, das Protein, an das sie gebunden ist oder
Proteine in der Nahe zu phosphorylieren. Plk1 phosphoryliert bevorzugt (E/D/Q)-x-(S/T)-
¢-Sequenzen (Barr et al., 2004). Dabei steht x fur eine beliebige und ¢ fur eine
hydrophobe Aminosaure.

Dieser Mechanismus ermoglicht eine komplexe Regulierung der Polo-Kinasen. Zum
einen wird ihre Aktivitat zeitlich tiber die Aktivierung der Priming-Kinase, zum anderen
raumlich uber die Lokalisierung von Polo an bestimmten subzellularen Strukturen
kontrolliert. Diese Art der Regulierung spielt in vivo eine entscheidende Rolle. Erstens
zeigt Plkl eine dynamische, komplexe zellulare Lokalisierung an Centrosomen,

Kinetochoren und Spindel (Nigg, 1998). Zweitens wurde in Xenopus-Oozyten bewiesen,
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dass die PBD fur meiotische Plx1-Funktionen (Polo-Kinasen in Xenopus laevis) benotigt
wird (Liu et al., 2004).

Polo-Kinasen beeinflussen alle wesentlichen Vorgange in der Mitose. So sind sie nicht
nur fur die Ausbildung einer bipolaren Spindel (Llamazares et al., 1991) (Lane et al.,
1996; Sunkel and Glover, 1988), sondern auch fur den mitotischen und meiotischen
Eintritt (Abschnitt 2.2.3.1), fur die Chromosomen-Segregation (Abschnitt 2.2.4.2;
Abbildung 4) und fur den mitotischen/meiotischen Austritt inklusive Zytokinese wichtig
(Barr et al., 2004). Die mitotischen/meiotischen Funktionen in Vertebraten werden dabei
vor allem durch Plk1 (Saugetiere) bzw. PIx1 (Xenopus laevis) ibernommen (Barr et al.,
2004). Es ist nicht immer der konkrete Wirkungsmechanismus, wohl aber die generelle
Funktion von Polo zwischen hoheren und niederen Eukaryoten konserviert. Auf die fur
diese Arbeit wichtigen Polo-Funktionen wird in den entsprechenden Kapiteln naher

eingegangen.

2.2.3  Der mitotische Ein- und Austritt
Die Cdk1-Aktivitat muss steigen (Abbildung 1B), damit die Zelle in die Mitose eintreten

kann. Durch Cdkl1-abhangige Phosphorylierung werden mitotische Vorgiange induziert
und Prozesse, die in der Mitose keinesfalls vor sich gehen durfen, unterdriickt. Damit
Phosphatasen die Gelegenheit bekommen, diese Vorgiange durch Dephosphorylierung
von Cdk1-Substraten riickgangig zu machen und dadurch den Austritt der Zelle aus der
Mitose zu gewahrleisten, muss die Cdkl-Aktivitit nach der Induktion der
Chromosomentrennung wieder abnehmen (Abbildung 1B). Zu den in der Mitose
unterdriickten Vorgiangen gehort die Replikations-,,.Lizenzierung”. Dabei wird durch den
Aufbau so genannter Pra-Replikationskomplexe die Grundlage fur die nachste
Replikation geschaffen. Die Hemmung der Replikations-, Lizenzierung* durch aktive

Cdks hilft, eine Uberreplikation zu verhindern.

2.2.3.1 Der mitotische Eintritt

Vor der Mitose liegt Cdk1 als inaktive Kinase vor (Abschnitt 2.2.1). Das heif}t, es ist kein
Cyclin gebunden, Threonin 161 ist nicht phosphoryliert und Threonin 14 und Tyrosin 15
tragen wegen hoher Aktivititen der Kinasen Weel und Mytl Phosphatgruppen. Es wird
angenommen, dass der Cyclin Bl1-Spiegel in der Zelle einen kritischen Wert
uberschreiten muss, damit geniigend Cdk1-Aktivitat fur die Aktivierung einer positiven

Ruckkopplungsschleife zur Verfugung steht. An dieser ist die Cdc25-Phosphatase
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beteiligt, die Threonin 14 und Tyrosin 15 dephosphorylieren kann. Cdc25 wird von
Cyclin B1/Cdk1 phosphoryliert und dadurch aktiviert, wodurch die Riickkopplungs-
schleife geschlossen ist. Aulerdem muss fur die Aktivierung von Cyclin B1/Cdk1 die so
genannte CAK-Kinase das Cdk1-Threonin 161 phosphorylieren. Man geht jedoch davon
aus, dass die CAK-Aktivitat nicht mit dem Zellzyklus schwankt, so dass deren Aktivitat
wohl keine Rolle bei der zeitlichen Regulation des mitotischen Eintritts spielt. Der
genaue Mechanismus der Cdkl-Aktivierung beim Mitose-Eintritt ist von Zelltyp zu
Zelltyp verschieden. Wiahrend die Akkumulation von Cyclin Bl in der frithen
Embryogenese der limitierende Schritt zu sein scheint, ist das in somatischen Zellen die
Dephosphorylierung von Threonin 14 und Tyrosin 15.

Polo-Kinasen spielen ebenfalls eine positive Rolle bei der Cdkl-Aktivierung, die zum
Eintritt in die Mitose fuhrt. Man geht davon aus, dass Polo am positiven Riickkopplungs-
Mechanismus zwischen Cyclin B1/Cdk1 und Cdc25 teilnimmt (Abrieu et al., 1998; Qian
et al., 1998). Polo-Kinasen konnen sowohl Cdc25 als auch Mytl phosphorylieren. Das
fuhrt bei Cdc25 zu einer Aktivierung der Phosphatase-Aktivitat, wahrend die Kinase-
Aktivitat von Mytl dadurch inhibiert wird (Liu and Maller, 2005). Zusammen fordert
dies die Dephosphorylierung der inhibitorischen CdkI-Phosphorylierungs-Stellen
Threonin 14 und Tyrosin 15 und damit eine Aktivierung der Cyclin B1/Cdk1-Kinase. In
Saugetierzellen scheint diese Regulation durch Plk1 nicht essentiell fur den Mitose-
Eintritt zu sein, da die meisten Zellen mit verminderter Plk1-Aktivitit in der
Prometaphase und nicht vor der Mitose arretieren (Lane et al., 1996). In anderen
Systemen, wie dem Eintritt von Xenopus-Oozyten in die Meiose I, steht ohne PIx1-
Aktivitat keine geniigend hohe Cyclin B1/Cdk1-Aktivitat fur den zeitlich korrekten
Eintritt in die Meiose zur Verfugung (Qian et al., 1998). Der Beitrag von Polo-Kinasen
zum mitotischen/meiotischen Eintritt variiert also mit dem Zelltyp, dem Organismus oder

dem Entwicklungsstadium.

2.2.3.2 Der Austritt aus der Mitose

In allen untersuchten Organismen ist die Cdkl-Inaktivierung durch den regulierten
Abbau mitotischer Cycline in der Anaphase der wichtigste Mechanismus. Der Abbau von
B-Typ-Cyclinen ist streng mit der erfolgreichen, d. h. bipolaren, Anheftung der
Chromosomen an die mitotische Spindel und der damit verbundenen Anordnung der
Chromosomen in der Aquatorialebene gekoppelt. Denn erst danach kann gewahrleistet
werden, dass die Schwesterchromatiden fehlerfrei auf die beiden Tochterzellen verteilt

werden konnen. Dieser Vorgang wird durch den so genannten “Spindle-Assembly-
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Checkpoint” (SAC) uberwacht (Gardner and Burke, 2000). Der Mechanismus und die
Regulation des Cyclin B-Abbaus werden im Folgenden néaher erlautert.

B-Typ-Cycline werden durch das Proteasom abgebaut, einem Komplex, der verschiedene
Proteasen und regulatorische Proteine enthilt (Glotzer et al., 1991). Das Proteasom
erkennt, bindet und degradiert Proteine, die durch Anhdngen einer Kette aus mehreren
Ubiquitin-Einheiten (Polyubiquitinierung) fur den Abbau markiert worden sind. Die
Polyubiquitinierung, jedoch nicht der Abbau durch das Proteasom, ist bei der
Degradation eines bestimmten Proteins der regulierte Schritt. Sie wird von einem
Enzymkomplex bestehend aus den E1 (Ubiquitin-Akivierungs-Enzym), E2 (Ubiquitin-
Konjugations-Enzym) und E3 (Ubiquitin-Ligase) genannten Untereinheiten in einer sich
wiederholenden Reaktion katalysiert (Peters, 2006). Das erste Ubiquitin wird an ein
Lysin des abzubauenden Proteins gekoppelt. Bei jedem weiteren Reaktionszyklus wird
ein einziges Ubiquitin-Molekul durch eine Isopeptid-Bindung mit der e-Aminogruppe
eines Lysins des Vorganger-Ubiquitins verknupft. Es gibt in der Zelle nur ein El-,
wenige E2- und viele E3-Enzyme.

Im Fall der B-Typ-Cycline wird die Ubiquitinierung vom E3-Enzym APC/C (,,Anaphase-
Promoting-Complex/Cyclosome®) vermittelt (Glotzer et al., 1991; Peters, 2002). Der
APC/C wird am Ende der Metaphase aktiv, wenn alle Chromosomen in der Aquatorial-
Ebene angeordnet sind (Abbildung 1B) (Clute and Pines, 1999). Dabei spielt das den
APC/C aktivierende Protein Cdc20 eine entscheidende Rolle. Cdc20 assoziiert beim
Ubergang von der Meta- in die Anaphase mit dem APC/C (APC®*") (Hagting et al.,
2002). Es vermittelt die Ubertragung von Ubiquitin in Abhéngigkeit so genannter D-Box-
Sequenzen im abzubauenden Protein, die fur die Protein-Erkennung durch den APC/C
notwendig sind. B-Typ-Cycline enthalten in ihrem N-Terminus eine D-Box und werden
dementsprechend beim Metaphase-Anaphase-Ubergang APC®*“*’-abhingig abgebaut
(Peters, 2002).

Die APC/C-Aktivierung wird durch den ,Spindle Assembly Checkpoint” (SAC)
kontrolliert (Nasmyth, 2005). Der SAC ist aktiv, solange noch nicht alle Kinetochore in
korrekter Weise mit Kinetochor-MT verbunden sind. Er reagiert auf Kinetochore, die
nicht mit MT besetzt sind und womoglich auch auf nicht vorhandene Spannungskrafte an
den Centromeren, die erst durch die mitotische Spindel nach bipolarer Anheftung an die

C? {iber so

Chromosomen entstehen. In seiner aktiven Form halt der SAC den AP
genannte “Checkpoint”-Proteine, zu denen die Mad- und Bub-Proteine gehoren, inaktiv.
Dabei bildet Mad2 einen Komplex mit Cdc20 und hemmt so den APC“*® (De Antoni et

al., 2005; Peters, 2002). Erst wenn alle Chromosomen korrekt mit der mitotischen
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Spindel verbunden sind, wird dieses Signal abgeschaltet und der APC““* kann die
Cyclin B-Degradation induzieren.

Ein weiterer APC/C-Aktivator ist das Cdh1-Protein, das wie Cdc20 die Degradation von
D-Box enthaltenden Proteinen vermittelt, zusatzlich jedoch die Ubiquitinierung von
Proteinen mit einer so genannten KEN-Box induzieren kann (Peters, 2002). APC“™™ ist
erst spater als Cdc20 in der Mitose bis in die G1-Phase aktiv (Abbildung 1B) (Hagting et
al., 2002). Er tragt zum mitotischen Austritt in S. cerevisiae bei, ist dafur aber nicht
essentiell (Archambault et al., 2003).

Die Polo-Kinase ist durch die Phosphorylierung bestimmter APC/C-Untereinheiten an
der APC/C-Aktivierung in der Mitose beteiligt (Barr et al., 2004). Dies scheint jedoch
kein Mechanismus zur zeitlichen Regulation des Metaphase-Anaphase-Ubergangs zu
sein, sondern eine grundsatzliche mitotische Aktivierung des APC/C.

In S. cerevisiae spielt die Cdkl-Inaktivierung uber den so genannten MEN-Signalweg
(,,Mitotic Exit Network®) eine essentielle Rolle beim mitotischen Austritt (Jensen et al.,
2004). MEN koppelt den Austritt aus der Mitose mit der korrekten Positionierung der
mitotischen Spindel, indem er erst dann aktiv wird, wenn ein Spindelpol in die Anlage
der Tochterzelle (Knospe) eingewandert ist. Der MEN-Signalweg induziert uber die
Cdc14-Phosphatase unter anderem durch die Aktivierung des CKIs Sicl und des APC/C-
Aktivators Cdhl die Hemmung von Cdc28 (Cdkl in S. cerevisiae). Dennoch sind Sicl
und Cdhl nicht essentiell fur den mitotischen Austritt. Erst die genetische Inaktivierung
der drei Proteine Cdhl, Sicl und Cdc6, ein Protein mit CKI-Aktivitat, zusammen fuhrt zu
einer erheblichen Storung des Mitose-Austritts (Archambault et al., 2003). Da Cdc14 fur
den Austritt der Zelle aus der Mitose gebraucht wird, die Inaktivierung der Cdcl4-
Zielproteine Cdhl und Sicl aber nicht zu Wachstumsdefekten fuhrt, muss Cdc14 noch
weitere Effektorproteine fur den Mitose-Austritt besitzen. Der MEN-Signalweg wird
unter Abschnitt 2.2.5.1 noch etwas genauer erlautert.

Obwohl zu MEN-Komponenten homologe Proteine in Vertebraten gefunden wurden,
konnte bisher jedoch kein Beweis erbracht werden, dass ein MEN-Netzwerk in hoheren

Eukaryoten existiert.

2.2.4 Schwesterchromatiden-Kohiasion und ihre Auflosung in der Mitose

Die in der S-Phase durch Replikation entstandenen Schwesterchromatiden bleiben,
vermittelt durch das so genannte Cohesin, von der S-Phase bis zur Metaphase gepaart
(Schwesterchromatiden-Kohasion) (Nasmyth et al., 2001). Diese Paarung verhindert,

dass die Schwesterchromatiden in der Mitose neu identifiziert werden mussen.
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Stattdessen werden sie als Einheit behandelt und durch Cohesin-Dissoziation von den
Chromatiden in der Mitose voneinander gelost. Sie konnen nun in der Anaphase zu den

Zellpolen transportiert werden.

2.2.4.1 Schwesterchromatiden-Kohasion

Schwesterchromatiden werden von einem Protein-Komplex mit dem Namen Cohesin
zusammengehalten (Abbildung 2) (Nasmyth et al., 2001). Die Kohasion wird wéhrend
der Replikation in der S-Phase etabliert.

Cohesin ist ein Multiprotein-Komplex aus zwei Smc-Untereinheiten (,,Structural
Maintainance of Minichromosomes®) Smcl und -3, sowie den beiden Proteinen
Scc1/Rad21 und Scc3 (Uhlmann, 2004). Es gibt zwei Versionen von Scc3, SA1 und SA2.
Es kann jeweils nur eines der beiden Scc3-Proteine am Cohesin-Komplex teilhaben.
Beide wurden jedoch in mitotischem Cohesin nachgewiesen. Vollstiandiges Cohesin hat
die Struktur eines Rings, der vor allem von den beiden Smc-Untereinheiten gebildet wird.
Im mittleren Bereich jedes Smc-Proteins befindet sich eine flexible Region, so dass sich
das Protein zuruckfalten und eine antiparallele ineinander verwundenen Struktur
ausbilden kann (,,Coiled-Coil*), die den groBten Teil des Smc-Proteins ausmacht
(Haering et al., 2002). So kommen die N- und C-Termini nahe zusammen und konnen die
Kopfregion, eine ATPase-Domine, ausbilden. Das gegeniiberliegende Ende dient zur
Ausbildung einer starken Wechselwirkung zwischen Smcl und —-3. Ein Smc1/Smc3-
Dimer bildet durch diese Wechselwirkung eine V-dhnliche Struktur aus. Zur Bildung
einer stabilen Ringstruktur ist das Sccl-Protein notwendig, das mit den Kopf-Regionen
beider Smc-Untereinheiten wechselwirkt (Abbildung 2) (Haering et al., 2002). Scc3
bindet Sccl und hat regulatorische Funktion. Es ist noch eine eher lose mit dem Cohesin
assoziierte Untereinheit bekannt, das Pds5-Protein. Es ist zwar essentiell fur Kohasion in
S. cerevisiae, stellt aber wahrscheinlich keinen strukturellen Bestandteil des Cohesin-
Komplexes dar (Uhlmann, 2004).

Die Ringstruktur hat zu einem topologischen Modell der Kohiasion gefuhrt. Dabei
schlieft ein Cohesin-Ring beide Schwesterchromatiden in seiner Mitte ein und halt sie
dadurch zusammen (Abbildung 2) (Gruber et al., 2003; Ivanov and Nasmyth, 2005).
Obwohl Cohesin ein entscheidender Faktor bei Kohasion ist, ware ein allein auf diesem
Komplex beruhendes Kohdsions-Modell sicher vereinfacht. So wurde beispielsweise
gezeigt, dass die Dekatenierung der DNA eine Voraussetzung fur die

Schwesterchromatiden-Trennung ist (Shamu and Murray, 1992). Im Umkehrschluss kann
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Abbildung 2: Modell zur Schwesterchromatiden-Kohasion und deren Auflosung.

Smcl und -3 bilden lange antiparallele ,,Coiled-Coil“-Bereiche. Ihre Kopf-Doménen, zusammengesetzte
ATPasen, interagieren mit Sccl und Scc3, wahrend die dem Kopf gegentiberliegenden Enden miteinander
wechselwirken und eine Gelenkregion ausbilden. Dadurch erhilt Cohesin die Form eines Rings. Es hilt die
Schwesterchromatiden vermutlich dadurch zusammen, dass es die beiden Tochterstrange umschlief3t.
Separase schneidet Sccl beim Metaphase-Anaphase-Ubergang und offnet so den Ring, wodurch die
Schwesterchromatiden voneinander gelost werden.

man vermuten, dass eine Verwindung der DNA-Strange der Schwesterchromatiden zur
Kohision beitragt.

2.2.4.2 Auflosung der Schwesterchromatiden-Kohision in der Mitose

In S. cerevisiae sorgt die Protease Separase (Abschnitt 2.2.4.3) fur die Auflosung der
Schwesterchromatiden-Kohasion. Die Kohdsion durch Einschluss der Schwester-
chromatiden in einem Cohesin-Ring impliziert schon die Wirkungsweise der Separase.
Separase-vermittelte Spaltung von Cohesin an der Sccl-Untereinheit fuhrt zur Offnung
des Rings und damit zur Freisetzung der Schwesterchromatiden (Abbildung 2). Kim
Nasmyth und Kollegen haben in mehreren Veroffentlichungen dieses Modell
eindrucksvoll durch folgende Befunde erhartet: 1) Sie haben gezeigt, dass die
proteolytische Spaltung von genetisch verandertem Sccl durch TEV-Protease ausreicht,
um die Kohasion aufzuheben (Uhlmann et al., 2000). 2) Unter endogenen Bedingungen
ubernimmt S. cerevisiae-Separase die Proteolyse der Cohesin-Untereinheit Sccl
(Uhlmann et al., 1999). 3) Separase kann Sccl auch in vitro schneiden (Uhlmann et al.,
1999). 4) Sowohl die Spaltung von Cohesin an der Sccl-Untereinheit an einer beliebigen
Stelle des Rings als auch die Spaltung mit Cohesin assoziierter Plasmide reichen aus, um

die Assoziation von Cohesin mit Chromatin aufzuheben (Gruber et al., 2003; Ivanov and
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Auflésung der Arm- Auflésung der Centromer-
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Abbildung 3: Die Auflosung der Schwesterchromatiden-Kohéasion in der Mitose.

Die Schwesterchromatiden werden durch Cohesin zusammengehalten. Es dissoziiert in der Mitose hoherer
Eukaryoten vom Chromatin in zwei Phasen: Die erste Phase geschieht in der Prophase und entfernt das
Cohesin, vermittelt durch die mitotischen Kinasen Polo und Aurora B, von den Chromosomen-Armen
(Prophase-Signalweg). Dies fuhrt noch nicht zur Trennung der Schwesterchromatiden, da das
centromerische Cohesin durch die Wirkung des Shugoshin-Proteins vor dem Prophase-Signalweg geschutzt
wird. Die Chromosomen-Trennung und damit die Anaphase werden erst durch Separase-vermittelte
Spaltung des centromerischen Cohesins induziert. Es ist bisher nicht bekannt, ob Shugoshin inaktiviert
werden muss, bevor Separase das Cohesin am Centromer spalten kann.

Nasmyth, 2005). Dies ist vereinbar mit einem Modell, bei dem Cohesin-beladene
Plasmide und Cohesin wie die Ringe einer Kette ineinander verschrankt sind und die
Offnung eines Kettenglieds zum Auflosen der Struktur fihrt.

Dieses Modell zur Separase-abhangigen Cohesin-Spaltung trifft hochstwahrscheinlich im
Wesentlichen auch auf Saugetierzellen zu: Die Expression nicht durch Separase
spaltbaren Sccl verursacht eine unvollstindige Chromosomentrennung in HeLa-Zellen
verbunden mit einer Akkumulation von Zellen mit einem Chromatingehalt von 4C
(G,/M-Zellen) (Hauf et al., 2001; Waizenegger et al., 2000).

Das Entfernen von Cohesin von den Chromosomen verlauft in Saugetieren im
Unterschied zu S. cerevisiae jedoch in zwei Phasen (Abbildung 3): Die erste ist die
Separase-unabhangige Entfernung von Cohesin von den Chromosomen-Armen in der
Prophase (“Prophase-Pathway”) (Waizenegger et al., 2000). Dabei wird Cohesin nicht
gespalten. Stattdessen ist dafur die Phosphorylierung der SA2-Untereinheit in
Abhangigkeit von der Polo-Kinase sowie der mitotischen Aurora B-Kinase notwendig
(Gimenez-Abian et al., 2004; Hauf et al., 2005; Sumara et al., 2002). Dieser Signalweg
belasst jedoch einen Rest Cohesin an den Centromeren der Chromosomen (Waizenegger
et al., 2000). Dieses centromerische Cohesin wird dann in der zweiten Phase durch
Separase von den Chromosomen entfernt und fuhrt zur endgultigen Aufhebung der

Kohasion.
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Centromerisches Cohesin darf durch den Prophase-Signalweg nicht von den
Chromosomen entfernt werden, denn sonst wurden die Schwesterchromatiden bereits in
der Prophase vollstaindig voneinander gelost. Um centromerisches Cohesin vor dem
Prophase-Signalweg zu schutzen, ist das Protein Shugoshin zusammen mit der
Phosphatase 2A (PP2A) notwendig (Abbildung 3). Shugoshin-PP2A lokalisieren in der
Mitose an den Centromeren (McGuinness et al., 2005). Der genaue Mechanismus des
Schutzes centromerischen Cohesins durch Shugoshin-PP2A ist unbekannt. Es wird
jedoch angenommen, dass PP2A die Phosphorylierung der SA2-Untereinheit spezifisch
am Centromer rickgangig macht (McGuinness et al., 2005; Tang et al., 2004) . Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass Shugoshin centromerisches Cohesin sterisch
schiuitzt.

Mboglicherweise tragen auch Separase-unabhangige Mechanismen zu Anaphase-
Induktion bei. Der SUMO-Signalweg konnte ein solcher Mechanismus sein. SUMO
(,,Small Ubiquitin Like Modifier*) ist ein dem Ubiquitin ahnliches Protein, das wie dieses
kovalent an Substratproteine gekoppelt wird. Die Storung des SUMO-konjugierenden
Systems inhibiert die Trennung der Schwestercentromere und die Anaphase-Induktion.
Mit Pds5, Condensin und Topoisomerase II wurden bereits fur die
Schwesterchromatidentrennung interessante  SUMO-Substrate identifiziert. Pds5 ist
sowohl in S. cerevisiae als auch in Vertebraten fur die Aufrechterhaltung der Kohésion
und fur deren Auflosung wichtig. In S. cerevisiae wird Pds5 Anaphase-spezifisch
SUMOyliert (Stead et al., 2003). Wie dieser Vorgang zur Auflosung der Kohasion
beitragt, ist jedoch unbekannt. Das Condensin von S. cerevisiae lokalisiert in der
Anaphase an die repetitive ribosomale DNA (rDNA). Dies geht mit der SUMOylierung
in Anaphase und einer Anderung der rDNA-Chromatinmorphologie einher. Genetische
Unterdriickung dieser Vorgange fuhrt zu einer unvollstindigen Trennung der rDNA
(D'Amours et al., 2004; Strunnikov et al., 2001). Auch die SUMOylierung der Xenopus-
Topoisomerase II  korreliert mit der Anaphase (Azuma et al., 2003). Die
Topoisomerase II-abhangige Dekatenierung wiederum ist eine Voraussetzung fur die
Trennung der Schwesterchromatiden (Shamu and Murray, 1992). Es ist jedoch bisher
unbekannt, ob Topoisomerase II-SUMOylierung diesen von ihrer katalytischen Aktivitit
abhangigen Prozess oder andere Topoisomerase II-induzierte Vorgiange beeinflusst.
Obwohl der positive Effekt der SUMOylierung auf die Anaphase in seinen molekularen
Details also noch nicht aufgeklart werden konnte, sprechen die vorgestellten Befunde
dafur, dass die SUMOylierung der drei Proteine Pds5, Condensin und Topoisomerase die
Anaphase kontrolliert (Aguilar et al., 2005; Stemmann et al., 2005).
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2.2.4.3  Separase

Separase ist der ultimative Initiator der Anaphase, indem sie den letzten Zusammenhalt
der Schwesterchromatiden 16st (Hauf et al., 2001; Uhlmann et al., 1999; Waizenegger et
al., 2000).

Separasen sind in allen Eukaryoten bekannt. Thre Primarstruktur ist mit Ausnahme der
carboxyterminalen Protease-Domine erstaunlich divergent. Mit Hilfe bioinformatischer
Analysen konnten jedoch konservierte Muster in der Tertiarstruktur beschrieben werden.
Separasen sind grofe Proteine (180-250 KD) mit superhelikalen ARM/HEAT-
Wiederholungen im N-Terminus (Jager et al., 2004; Viadiu et al., 2005). Die Protease-
Domiane besitzt in ihrem katalytischen Zentrum eine katalytische Dyade aus den
konservierten Aminosauren Histidin und Cystein. Anhand dieser charakteristischen
Protease-Domiane ordnet man die Separase zusammen mit den Caspasen in die Gruppe
der CD-Klan-Proteasen ein (Nasmyth, 2002). Separase ist eine sequenzspezifische
Protease, die Proteine nach dem Arginin der Konsensussequenz ExxR schneidet
(Stemmann et al.,, 2001; Uhlmann et al.,, 1999). Da ExxR ein sehr einfaches
Sequenzmotiv ist, das in fast allen Proteinen vorkommt, muss es jedoch noch andere
Faktoren geben, die die Separase-vermittelte Spaltung eines bestimmten Proteins
beeinflussen. Denn es sind bisher nur vier Separase-Substrate bekannt, mitotisches
Cohesin (Sccl/Rad21), meiotisches Cohesin (Rec8) (Petronczki et al., 2003), Slk19
(Sullivan et al., 2001) und Separase (Zou et al., 2002) selbst. Die nur unzureichend
charakterisierten Spaltungsdeterminanten haben es bisher schwer gemacht, neue
Substrate durch bioinformatische Analysen zu identifizieren.

Aktive Vertebraten-Separase spaltet sich selbst (Stemmann et al., 2001; Zou et al., 2002).
Es gibt in humaner Separase (2120 Aminosduren) drei nahe beieinander liegende
Selbstspaltstellen an den Positionen 1486, 1506 und 1535. Die Selbstspaltung lasst die
Protease-Domiane intakt. Tatsachlich wird die proteolytische Aktivitat durch die
Selbstspaltung im Gegensatz zu Caspasen nicht detektierbar beeinflusst. Es gibt Hinweise
darauf, dass bei selbstgespaltener humaner Separase die Spaltfragmente in einem

Komplex zusammenbleiben (Zou et al., 2002).

2.2.4.4 Securin-abhangige und -unabhiangige Separase-Regulation

Die Separase-Aktivitit muss sehr genau reguliert werden, damit die Anaphase zum
richtigen Zeitpunkt induziert wird, denn eine fruhzeitige oder unvollstandige
Chromosomentrennung wurde unweigerlich zur ungleichen Verteilung der genetischen

Information auf die Tochterzellen fuhren. In erster Linie wird die zeitlich richtige
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Separase-Aktivierung iiber die kontrollierte Proteolyse des Separase-Inhibitors Securin
erreicht (Abbildung 4) (Funabiki et al., 1996; Yamamoto et al., 1996; Zou et al., 1999).
Securin hemmt Separase durch die Bildung eines Separase-Securin-Komplexes in der
Interphase und der frithen Mitose. Der Securin-Abbau erfolgt wie der von Cyclin B durch
APC““*vermittelte Degradation durch das Proteasom. Er steht also unter Kontrolle des
SACs (,,Spindle Assembly Checkpoint®; Abschnitt 2.2.3.2). Das heif3t, Securin wird erst
nach Etablierung der Metaphase eingeleitet, wenn alle Chromosomen korrekt mit der
mitotischen Spindel verbunden sind. Der SAC koppelt also die richtige Anheftung der
Chromosomen mit der Induktion der Anaphase und dem mitotischen Austritt iiber
Regulation des APC““*-vermittelten Abbaus von Securin und B-Typ-Cyclinen
(Abbildung 4).

Securin hat jedoch nicht nur inhibitorische, sondern auch eine aktivierende Wirkung auf
Separase (Jensen et al., 2001; Pfleghaar et al., 2005). Das wird dadurch deutlich, dass bei
genetischer Inaktivierung von Securin in S. cerevisiae die Schwesterchromatiden nicht
etwa verfruht, sondern ineffizient getrennt werden. Auch in Saugetierzellen ist Separase,
die nie mit Securin im Komplex vorgelegen hat, nicht vollstandig aktiv (Jallepalli et al.,
2001; Pfleghaar et al., 2005). Wie Securin die Separase aktiviert, ist unklar. In S.
cerevisiae ist Securin-freie Separase nicht korrekt lokalisiert (Jensen et al., 2001). In
Saugetierzellen wirkt Securin moglicherweise als Chaperon und hilft der Separase bei der
Proteinfaltung. Das konnte ein Schutzmechanismus der Zelle sein, der verhindern soll,
dass neu synthetisierte Separase aktiv werden kann, bevor sie mit ihrem Inhibitor
assoziiert.

In der Hefe S. pombe ist Securin essentiell. Sdugetierzellen (Pfleghaar et al., 2005) und
sogar Mause (Mei et al., 2001) konnen jedoch ohne Securin iiberleben. Securin (-/-)-
Zellen leiden weder unter einer verfrihten, noch unter einer mangelhaften
Chromosomentrennung. Da die Separase fur die Chromosomentrennung notig ist, heil3t
das zum einen, dass die reduzierte Separase-Aktivitat ohne Securin dafuir ausreichend ist
und zum anderen, dass es eine Securin-unabhiangige Separase-Inhibition vor der
Anaphase geben muss. Tatsachlich haben Olaf Stemmann und Kollegen die Inhibition
von Separase durch Cyclin B1/Cdk1-abhangige Separase-Phosphorylierung beschrieben
(Stemmann et al., 2001) (Abbildung 4). Fur diese Art der Separase-Inhibition wird die
Separase an den Aminosauren Serin 1126 und Threonin 1346 phosphoryliert. Da Cyclin
B wie Securin APC®“*’-abhingig abgebaut wird, konnte dieser Mechanismus die
Securin-vermittelte Inhibition und die kontrollierte Separase-Aktivierung funktionell

ersetzen.
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Abbildung 4: Regulation der Funktionen von Securin-freier Separase.

Die schematische Darstellung kombiniert Erkenntnisse aus S. cerevisiae und Saugetieren. Separase wird
sowohl direkt als auch indirekt reguliert. Die direkte Regulation umfasst neben der Inhibition durch
Securin-Bindung und dessen APC®**® vermittelten Abbaus noch die Inhibition durch Cyclin B1/Cdk1, die
von Separase-Phosphorylierung durch diese Kinase abh#ngt. Die indirekte Separase-Regulation geschieht
sowohl auf Substrat- als auch auf APC““*-Ebene. So verbessert die Polo-Kinase die Eigenschaften von
Cohesin als Separase-Substrat durch Cohesin-Phosphorylierung, wahrend Shugoshin eventuell auch in der
Mitose das Cohesin vor Separase-vermittelter Spaltung schiitzen kann (noch nicht vollstandig geklart). In
der Meiose I ist diese Shugoshin-Aktivitit gezeigt worden. Der APC®**® benotigt zur vollen Aktivierung
die Phosphorylierng durch Polo und Cyclin B1/Cdkl1. Ist er nach erfolgreichem bipolarem Anheften der
Chromosomen an die Spindel und Inaktivierung des SACs einmal aktiv, so vermittelt er durch Abbau von
Securin und Cyclin B1 die Aktivierung von Separase. Der SAC-APC“**-Signalweg spielt also die Rolle
des Separase-Initiators. Die phosphorylierungsvermittelte Verbesserung von Cohesin als Separase-Substrat
und die APC/C-Aktivierung durch Polo und Cyclin B1/Cdk1 hingegen sind wohl eher Voraussetzungen fur
die effiziente Ausfuhrung von Separase-Funktionen als zeitliche Induktoren. Neben der Initiation der
Anaphase koordiniert Securin-freie Separase in S. cerevisiae Protease-unabhingig uber die Initiation des so
genannten FEAR-Signalwegs (,,Cdc14 Early Anaphase Release®; Abschnitt 2.2.5.1) zusatzlich wichtige
Anaphase-Prozesse und den Meiose I-Meiose II-Ubergang.

In der Tat konnte bewiesen werden, dass in Mause-Zellen, denen die Separase-
Inhibitionsmechanismen durch Securin und CdklI-Phosphorylierung fehlen, die
Schwesterchromatiden-Kohésion in einem Nocodazol-induzierten Prometaphase-Arrest
nicht aufrechterhalten werden kann (Huang et al., 2005). Zudem fuhrt die Uberexpression
von nicht phosphorylierbarer Separase-PM1126 (PM steht fur Phosphomutante), die also
nicht mehr durch Cyclin B1/Cdk1 phosphoryliert werden kann, in kultivierten Zellen zu
einer verfrihten Schwesterchromatidentrennung (Holland and Taylor, 2006). Der Effekt
ist tatsachlich auf mangelhafte Cyclin B1/Cdkl-abhangige Separase-Inhibition
zuriickzufuhren, denn Zellen mit gleichermal3en erhohter Konzentrationen von Separase-

wt zeigen diesen Phanotyp nicht.

23



Einleitung

Die Separase-vermittelte Spaltung von Cohesin wird auch auf Substrat-Ebene reguliert
(Abbildung 4). Sowohl mitotisches- (Sccl) als auch meiotisches Cohesin (Rec8) werden
in S. cerevisiae (Alexandru et al., 2001) und im Menschen (Hauf et al., 2005; Hornig and
Uhlmann, 2004) Polo-Kinase-abhangig in der Nahe der Separase-Spaltstellen
phosphoryliert. Dies verbessert die Eigenschaften von Cohesin als Separase-Substrat in
vitro um ein Vielfaches (Hauf et al., 2005). Die Expression nicht phosphorylierbarer
Mutanten in menschlichen Zellen ergab jedoch keinen Einfluss der Sccl-
Phosphorylierung auf das Uberleben der Zellen in Zellkultur (Hauf et al., 2005) . Zudem
gibt es keinen Hinweis darauf, dass Sccl-Phosphorylierung zeitlich mit der Anaphase-
Induktion zusammenfallt. Sccl-Phosphorylierung nimmt also wahrscheinlich nicht

wesentlich an der zeitlichen Regulation der Anaphase-Induktion teil.

2.2.5 Nicht-klassische Separase-Funktionen

In S. cerevisiae, C. elegans, D. melanogaster und Vertebraten wurden Separase-
Funktionen beschrieben, die tiber die Spaltung von Cohesin hinausgehen. Diese sind zum
Teil unabhangig von der proteolytischen Separase-Aktivitat. Teilweise jedoch basieren
sie auf der Selbstspaltung der Separase oder der Einfluss der Protease-Aktivitat ist noch

ungeklart. Moglicherweise existieren also noch nicht identifizierte Separase-Substrate.

2.2.5.1 Separase-Funktionen in S. cerevisiae

Die meisten der bisher bekannten Separase-Funktionen in S. cerevisiae, die nicht die
Cohesin-Spaltung betreffen, gehen auf das so genannte FEAR-Netzwerk (,,Cdc14 Early
Anaphase Release Network®) zuriick. Wie das MEN-Netzwerk (Abschnitt 2.2.3.2) fuhrt
FEAR zu einer Aktivierung der Phosphatase Cdc14. Dies geschieht jedoch nicht wie bei
MEN in der spaten Anaphase, sondern durch einen alternativen Signalweg transient in
der frithen Anaphase (Stegmeier et al., 2002). An diesem Signalweg sind neben Separase
unter anderem die Proteine Slk19, Spol2 und Cdc5 (Polo-Kinase in S. cerevisiae)
beteiligt. FEAR wird durch Separase nach APC““*’-vermitteltem Securin-Abbau aktiviert
(Sullivan and Uhlmann, 2003). Dabei scheint es sich um einen Protease-unabhéngigen
Separase-Effekt zu handeln (Sullivan and Uhlmann, 2003), der zur Dephosphorylierung
des nukleolaren Proteins Cfil/Netl durch die Phosphatase PP2A fuhrt (Queralt et al.,
2006) Die dephosphorylierte Form von Cfil/Netl kann die Cdcl4-PPase nicht mehr

binden. Cdc14 wird dadurch, induziert von Separase, aus dem Nukleolus freigesetzt.
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Cdc14 hat mehrere Zielproteine. Es fuhrt durch aktivierende Dephosphorylierung des
Cdk1-Inhibitors Sicl und des APC/C-Aktivators Cdhl zu einer Erniedrigung der Cdk1-
Kinase-Aktivitat. So tragt Cdc14 zum zeitlich korrekt regulierten Austritt aus der Mitose
bei (Stegmeier et al., 2002; Sullivan and Uhlmann, 2003). Wahrend der Austritt aus der
Mitose auch ohne das FEAR-Netzwerk durch die kompensatorische Wirkung des MEN-
Netzwerks mit einer zeitlichen Verzogerung geschehen kann, ist FEAR fur den Ubergang
von der Meiose I in die Meiose II essentiell (Buonomo et al., 2003; Marston et al., 2003).
Diese meiotische Funktion wird in Abschnitt 2.3 naher erklart.

Es sind noch weitere Funktionen des FEAR-Netzwerks bekannt. Studien mit S.
cerevisiae-Mutanten, die kein funktionelles FEAR mehr besitzen, haben gezeigt, dass
FEAR fur die Stabilisierung der MT-Dynamik in der Anaphase (Higuchi and Uhlmann,
2005; Sullivan et al., 2001) und fur die Segregation der repetitiven rDNA benotigt wird
(Abschnitt 2.2.4.2) (D'Amours et al., 2004; Sullivan et al., 2004; Wang et al., 2004).
Bereits vor der Entdeckung von FEAR wurde eine Spindel-stabilisierende Funktion von
Separase beschrieben, die zum Teil von der Separase-vermittelte Spaltung der FEAR-
Komponente Slk19 abhéangt. Mitotische Hefe-Spindeln brechen leichter, wenn Slk19
durch eine nicht spaltbare Version ersetzt wird (Sullivan et al., 2001). Es ist jedoch
unbekannt, ob andere FEAR-Komponenten fur diese Protease-abhdngige Separase-

Funktion benotigt werden.

2.2.5.2 Separase-Funktionen in Metazoen

In D. melanogaster und Saugetieren konnten Funktionen der Separase-Selbstspaltung
nachgewiesen werden (Herzig et al., 2002; Papi et al., 2005). Somit gehen diese
Funktionen zumindest indirekt auf die proteolytische Separase-Aktivitat zuriick. In D.
melanogaster besteht Separase aus zwei Proteinen, dem katalytischen Sse- und dem Thr-
Protein. Obwohl diese Zweiteilung der Separase eventuell eine konstitutive Form der
Selbstspaltung humaner Separase reprasentiert, wird das Thr-Protein nach Separase-
Aktivierung noch einmal gespalten. D. melanogaster-Embryonen, die eine nicht spaltbare
Thr-Version enthalten, konnen die embryonale Entwicklung nicht korrekt abschlie3en.
Sie leiden an einem Defekt der Zellularisierung nach der letzten syncyziellen Teilung des
Embryos (Herzig et al., 2002). Dieser Phanotyp wird wahrscheinlich durch eine zu hohe
Separase-Aktivitat verursacht, denn er wird durch Herabsetzung der Separase-Aktivitat
durch genetische Inaktivierung eines Separase-Allels wieder aufgehoben. Thr-Spaltung
durch Separase tragt also wahrscheinlich zur Herabregulierung der Protease- Aktivitat bei.

Obwohl es formal nicht auszuschlieBen ist, dass der Defekt bei der Zellularisierung auf
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eine verfriihte Cohesin-Spaltung zuriickgeht, scheint diese Moglichkeit wegen der nur
schwach ausgepragten mitotischen Defekte in Anwesenheit von nicht spaltbarem Thr
unwahrscheinlich. Vielmehr ziehen die Autoren den Schluss, dass Separase, die sich
nicht selbst spalten kann, uberaktiv ist und vermehrt ein noch unbekanntes Substrat
schneidet. Dies wiirde den Zellularisierungsprozess storen (Herzig et al., 2002).

In Saugetieren wurde Separase-Selbstspaltung mit einem effizienten Eintritt in die Mitose
und mit einer korrekten Ausbildung der mitotischen Spindel in Verbindung gebracht.
Zellen, deren Separase durch eine nicht spaltbare Mutante ersetzt worden ist, konnen
diese Vorgange nicht mehr richtig vollziehen (Papi et al., 2005). Die von Separase
beeinflussten Mechanismen, die zu diesen Prozessen beitragen, sind nicht bekannt. Da
auch selbstgespaltene Separase vor der Anaphase effizient durch Securin-Bindung
gehemmt wird (O. Stemmann, personliche Mitteilung), ist es unwahrscheinlich, das diese
Funktionen mit der Spaltung eines noch nicht identifizierten Substrats zusammenhangen.

Vor kurzem wurde die Rolle von Separase bei der Trennung centrosomaler Centriolen in
der Anaphase beschrieben (Tsou and Stearns, 2006). Die Centriolen-Trennung ist
Voraussetzung fur deren spatere Duplizierung und die Separierung der Centrosomen in
der nachsten M-Phase. Der Mechanismus und damit auch der Beitrag der proteolytischen
Separase-Aktivitat sind jedoch noch unbekannt.

In C. elegans ist Separase wie in D. melanogaster fur die Embryonalentwicklung wichtig.
Die Ausbildung der anterior-posterior-Achse des Embryos ist in C. elegans mit einer
asymmetrischen Lokalisierung der mitotischen Spindel wahrend der ersten embryonalen
Mitose verbunden. Diese spezielle Spindel-Ausrichtung kann ohne Separase-Aktivierung
durch den APC/C nicht gewahrleistet werden (Rappleye et al., 2002). Ahnlich wie in S.
cerevisiae hat Separase also eine Funktion bei der Spindel-Funktion nach der Anaphase-
Induktion. Der Mechanismus und damit potentiell involvierte neue Separase-Substrate

sind bisher jedoch nicht bekannt.

2.3  Die Besonderheiten der Meiose

Im Unterschied zur Mitose wird in der Meiose die genetische Information nicht
gleichmaBig auf die Tochterzellen verteilt. Stattdessen werden in der ersten meiotischen
Teilung die homologen Chromosomen der beiden Elternteile getrennt. Die zweite
meiotische Teilung ahnelt der Mitose insofern, als dass die Schwesterchromatiden
voneinander separiert werden. Zwischen beiden meiotischen Teilungen findet keine S-
Phase statt.

Damit die homologen Chromosomen voneinander getrennt werden konnen, werden sie

zunachst zu Tetraden gepaart. In dieser Phase werden die so genannten Chiasmata durch
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homologe Rekombination gebildet. Chiasmata sind Kreuzungspunkte, an denen die
homologen Chromatiden uber Kreuz kovalent miteinander verknupft sind. Die
Schwesterchromatiden-Kinetochore der Tetraden werden in der Meiose I als Einheit
behandelt und bilden ein Kinetochorenpaar. Die beiden Kinetochorenpaare der
homologen Chromosomen heften an die gegeniiberliegenden Centrosomen der
meiotischen Spindel an und vermitteln die Trennung der homologen Chromosomen.
Cohesin ist auch fur die Meiose essentiell. In S. cerevisiae ist Sccl in der Meiose durch
Rec8 ersetzt. Meiotisches Cohesin an den Chromosomen-Armen distal der Chiasmata ist
fur die Kohasion der homologen Chromosomen notwendig. Zur Induktion der Anaphase I
wird das Cohesin durch Separase-vermittelte Spaltung von den Chromosomenarmen
entfernt, wahrend das centromerische Cohesin und damit die Schwesterchromatiden-
Kohiasion bestehen bleibt (Kitajima et al., 2003). Der Schutz centromerischen Cohesins
vor einer ersten Dissoziationswelle erinnert an den Schutz centromerischen Cohesins von
dem Prophase-Signalweg in der Mitose (Abschnitt 2.2.4.2). Tatséchlich ist in S. pombe
auch dafur das Shugoshin-Protein notig. Im Gegensatz zum Schutz von Cohesin vor
Dissoziation durch den Prophase-Signalweg schutzt der Shugoshin-PP2A-Komplex
Cohesin in der Meiose jedoch vor Spaltung des centromerischen Cohesins durch
Separase (Kitajima et al., 2004; Riedel et al., 2006). Dies geschieht durch Separase-
PP2A-abhangige Dephosphorylierung von Rec8. Anders als bei Sccl ist Rec8-
Phosphorylierung fur seine Spaltung durch Separase essentiell. Dieser Mechanismus ist
auf das Meiose-spezifische Rec8-Cohesin angewiesen, denn das mitotische Sccl kann
durch Shugoshin nicht vor Separase geschiitzt werden (Petronczki et al., 2003; Stemmann
et al., 2005). Durch einen noch nicht vollstindig bekannten Mechanismus wird
Shugoshin nach der Anaphase I inaktiviert, so dass in der Meiose II dann das
centromerische Cohesin von Separase geschnitten werden kann (Kitajima et al., 2004). In
der Meiose II werden also ganz dhnlich wie in der Mitose die Schwesterchromatiden
voneinander separiert.

Der Ubergang von der Meiose I in die Meiose II bedarf einer besonderen Regulierung der
Cdk1-Aktivitat. Bei dieser Transition muss diese namlich moderat sinken. Geht die
Cdk1-Aktivitat nicht stark genug zuriick, so kann die meiotische Spindel nicht abgebaut
werden und beide meiotischen Chromosomen-Teilungen finden an der Meiose I-Spindel
statt (Marston et al., 2003). Dies fuhrt zu einer fehlerhaften Trennung der homologen
Chromosomen. Sinkt die Cdk1-Aktivitat jedoch zu stark, so kommt es zu einer Induktion
der Replikation in der Meiose (Iwabuchi et al., 2000). Fur den Meiose I-Meiose II-
Ubergang ist also eine besondere Feinregulation, d.h. eine unvollstandige Inhibierung der
Cdk1-Aktivitat notig. In S. cerevisiae ist der FEAR-Signalweg (Abschnitt 2.2.5.1) und
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damit die Aktivierung von Separase durch Securin-Abbau fur diese Art der Cdkl-
Regulierung essentiell, wie Experimente mit genetisch inaktiviertem FEAR-Signalweg
gezeigt haben (Marston et al., 2003).

2.4 Der Xenopus-Oozytenextrakt als Modellsystem fur die Aufklarung
mitotischer Vorgange
Hoch konzentrierter zytosolischer Extrakt aus Xenopus-Oozyten hat sich als gutes
Modellsystem fur die Erforschung vieler zellularer Vorgange erwiesen. Dazu gehoren
beispielsweise die Replikationsinitiation und die Meiose II, die der Mitose ahnelt
(Murray, 1991). Ein groBer Vorteil dieses zellfreien Systems ist die biochemische
Manipulierbarkeit des Extrakts. So konnen leicht Proteine durch Immundepletion mit
spezifischen Antikorpern aus dem Extrakt entfernt oder durch Zugabe von Inhibitoren
gehemmt werden. Die zu untersuchenden Prozesse lassen sich anschliefend durch die
Analyse von Markerproteinen, die Prozess-spezifischen Modifikationen wie
Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Abbau oder Komplexbildung unterzogen sind,
analysieren.
Der Extrakt wird aus Eiern des sudafrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis
gewonnen, die nach der Injektion von humanem chorionischem Gonadotropin in den
dorsalen Lymphsack des Frosches von ihm abgelegt werden (Murray, 1991). Die
Oozyten befinden sich nach der Ablage in einem stabilen metaphase-ahnlichem Zustand
der Meiose II, dem so genannten CSF-Arrest. Dieser Zustand wird auch nach Isolierung
des Zytosols beibehalten. Durch Zugabe von Ca**, die die Befruchtung des Eis nachahmt,
wird der CSF-Arrest aufgehoben. Der Extrakt verlasst die Meiose II und kann - bei guten
Extrakten - noch mehrere alternierende S- und M-Phasen durchschreiten.
Fur die Mitose-Forschung ist der Xenopus-Oozytenextrakt besonders gut geeignet. Der
mitotische Ein- und Austritt des Extrakts kann nach Zugabe von Spermien-DNA und
Fluoreszenzfarbstoff-markiertem  Tubulin  durch  Chromatin-Kondensation = und
Dekondensation sowie Spindel-Auf- und —Abbau akkurat beobachtet werden. Auch die
Schwesterchromatidentrennung lasst sich dadurch mikroskopisch verfolgen, denn die im
Extrakt aufgebauten Spindeln sind funktional und transportieren die Chromatiden nach
Auflosung der Kohision zu den Spindelpolen.
Fur die Erforschung der Separase hat sich der Einsatz von so genanntem A90-Extrakt als
vorteilhaft erwiesen. Durch Zugabe von Cyclin Bl, dem die N-terminalen 90

Aminosauren mit der D-Box fehlen, und das dadurch vor APC®**

-abhangigem Abbau
geschiitzt ist, bleibt der Extrakt nach Ca**-Zugabe in einem stabilen Anaphase-Zustand

mit hoher APC““*- und hoher Cdkl-Aktivitit arretiert. Separase im Komplex mit
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Securin wird durch Inkubation in A90-Extrakt durch den Abbau von Securin aktiviert und
kann nach Ruckisolierung durch Inkubation mit Cohesin auf ihre Aktivitat hin untersucht

werden (Stemmann et al., 2001).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Vielfaltigkeit der beschriebenen Separase-Funktionen in unterschiedlichen
Modellorganismen uber die Cohesin-Spaltung hinaus (Abschnitt 2.2.5) machten die
Existenz noch nicht identifizierter Separase-Substrate wahrscheinlich. Da es aufgrund der
mangelhaften Charakterisierung der Separase-Spaltungsdeterminanten schwierig ist, neue
Substrate durch bioinformatische Analyse zu identifizieren, wurde mit IVEC (,,In Vitro
Expression Cloning®) eine In-vitro-Methode gewahlt, die auf der proteolytischen
Separase-Aktivitat beruht. Diese Methode wurde erfolgreich angewandt.

Des Weiteren sollte die bereits beschriebene Separase-Hemmung durch Cyclin B1/Cdk]1-
vermittelte Inhibition in anaphasischem Xenopus-Oozytenextrakt mit hoher Cyclin
B1/Cdk1-Aktivitat (Hoch-A90-Extrakt) naher untersucht werden. Diese Inhibition ist von
Separase-Phosphorylierung an den Resten Serin 1126 und Threonin 1346 abhangig
(Stemmann et al., 2001). Die Cyclin B1/Cdk1-vermittelte Separase-Inhibition ist deshalb
interessant, weil es aufgrund der Lebensfahigkeit von Securin-(-/-)-Mausen
wahrscheinlich ist, dass es parallele Mechanismen zur Securin-abhingigen Separase-
Hemmung vor der Anaphase gibt (Abschnitt 2.2.4.4). Separase-Inhibition bis zur
erfolgreichen Anheftung der Schwesterchromatiden an die mitotische Spindel wiederum
ist fur die korrekte Schwesterchromatidentrennung und damit fur die Konstanz der
genetischen Information essentiell.

Ziel war es, sowohl den molekularen Mechanismus, d.h. an der Inhibition beteiligte
Proteine und deren Wirkweise genau zu definieren. Dazu wurde zunachst die Existenz
eines Koinhibitors, der abhdngig von den kritischen Separase-Phosphorylierungen an die
Protease bindet, biochemisch bewiesen. Anschliefend konnte die Bindung von Cyclin
B1/Cdkl an Separase mit Separase-Inhibition in Hoch-A90-Extrakt korreliert werden.
Die Existenz des Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes wurde in mitotischen Zellen
durch Koimmunprazipitation nachgewiesen. Durch systematische Mutationsanalyse
wurden darauthin die Bindungsdeterminanten im Separase-Protein bis auf das
Aminosaureniveau genau charakterisiert. Ausgehend davon konnten einerseits
molekulare Werkzeuge zur Untersuchung der In-vivo-Funktionen des Separase-Cyclin
B1/Cdk1-Komplexes in der Meiose entwickelt werden. Andererseits wurde durch Cyclin
B1/Cdk1-Bindungsstudien mit Separasemutanten in vitro und in Zellen der

Bindungsmechanismus naher untersucht. Uberaschenderweise konnte eine Funktion der
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Cdkl-Hemmung durch Separase-Bindung in der Meiose gezeigt werden. Zusatzlich
wurde ein Modell zum Cdc6-ahnlichen Mechanismus der Separase-Cyclin B1/Cdk1-
Bindung erstellt, der nahe legt, dass phosphorylierungsabhiangige Bindung von Cyclin
B1/Cdkl ein genereller Mechanismus sein konnte, der sowohl die Cdkl1-Aktivitat

reguliert, als auch spezielle Cyclin B1/Cdk1-Funktionen vermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Biochemische Identifizierung neuer Separase-Substrate

Da Separase in niederen und hoheren Eukaryoten Funktionen besitzt, die iber Cohesin-
Spaltung hinausgehen, sollte nach neuen Substraten fur Separase gesucht werden. Dazu
wurde ein Ansatz gewahlt, dem direkt die proteolytische Aktivitat der Separase zugrunde
liegt, die IVEC-Methode (,,/n Vitro Expression Cloning*).

3.1.1 Identifizierung des Proteins GASP durch ,,In vitro Expression Cloning*‘

Bei der IVEC-Methode wird eine cDNA-Bibliothek in Retikulozyten-Lysat in
Anwesenheit von *S-Methionin in vitro exprimiert. Das *S-Methionin wird in die
Expressionsprodukte eingebaut und markiert diese so radioaktiv. Die in vitro
exprimierten Proteine werden dann der entsprechenden Analyse unterzogen. Eine
Besonderheit ist, dass die Expressionsbibliothek in Gruppen von 50-100 cDNAs
formatiert ist, so dass sich ein ubersichtliches Gemisch von Proteinen fur jede Gruppe
ergibt, die Anzahl der zu testenden Proben aber uiberschaubar bleibt.

Im Fall der Suche nach Separase-Substraten wurde die cDNA-Bibliothek mit aktiver oder
proteolytisch inaktiver Kontroll-Separase inkubiert. AnschlieBend wurde mittels SDS-
PAGE und Autoradiographie nach Proteinbanden gesucht, die bei der Inkubation mit
aktiver Separase zugunsten von kleineren Fragmenten verschwinden. Auf diese Weise
wurden 960 cDNA-Gruppen, das entspricht etwa 48000 bis 96000 cDNAs, untersucht.
Nach der Identifikation positiver cDNA-Gruppen wurde die Substrat-kodierende cDNA
durch die so genannte “Sib-Selection”-Methode (Abschnitt 5.4.9.3) isoliert und durch
Sequenzierung identifiziert.

Insgesamt wurden 88 cDNA-Gruppen identifiziert, die einen Unterschied im
Bandenmuster zwischen Inkubation mit aktiver und inaktiver Separase zeigten
(Abbildung 5). Diese wurden zunachst durch PCR auf die Anwesenheit der bekannten
Separase-Substrate  Cohesin  und Separase hin untersucht. Dabei wurden
Oligonukleotidpaare gewdhlt, die die Spaltstellen der Proteine amplifizieren, da
mindestens eine Spaltstelle in dem positiven Klon vorhanden sein muss. Auf diese Weise
konnten 23 Gruppen, die Cohesin enthalten, ermittelt werden. Separase konnte jedoch in
keiner Gruppe nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die IVEC-Methode

generell geeignet ist, um proteolytische Separase-Substrate zu identifizieren.
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960
cDNA-Gruppen
(48000-96000 cDNAs)

1. IVEC-Analyse

v
88
Substratenthaltende Gruppen

PCR-Analyse auf Cohesin und Separase
ergab 23 Cohesin enthaltende Gruppen
v

65
Substratenthaltende Gruppen ohne Cohesin und Separase

2. IVEC-Analyse
v

2
Bestitigte substratenthaltende Gruppen ohne Cohesin und Separase

“Sib-Selection” und DNA-Sequenzierung

v
2 x
GASP

Abbildung 5: Durch “In vitro Expression Cloning” wurden 2 cDNA-Gruppen mit dem Separase-
Substrat GASP identifiziert. 23 cDNA-Gruppen enthalten Sccl.

Die 960 cDNA-Gruppen der cDNA-Bibliothek des “Proteolink In vitro Expression Cloning Kits” aus dem
Gehirn eines menschlichen Erwachsenen — insgesamt 48000 — 96000 cDNAs - wurden im mitgelieferten
“Gold-TNT-SP6-Express” Retikulozytenlysat in Anwesenheit von *>S-Methionin in vitro exprimiert.
Anschlieend wurden die entstandenen Proteingruppen mit aktiver oder als Kontrolle proteolytisch
inaktiver Separase inkubiert und dann durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Sccl
enthaltende cDNA-Gruppen wurden durch PCR mit drei Oligonukleotidpaaren, die jeweils eine der beiden
Separase-Spaltstellen amplifizieren, identifiziert. Die verbleibenden potentiell Separase-Substrat
enthaltenden Gruppen wurden ein zweites Mal durch Separase-vermittelte Spaltung uberpruft. Zwei
positive Gruppen konnten dabei bestatigt werden. Durch “Sib-Selection” wurde die Substrat-kodierende
cDNA isoliert. AnschlieBende DNA-Sequenzierung identifizierte eine N-terminal verkurzte Version des
Proteins GASP (Aminosauren 640-1395) als neues In-vitro-Separase-Substrat

Die verbleibenden 65 positiven Gruppen wurden zunachst noch einmal durch Inkubation
mit aktiver und inaktiver Separase auf die Anwesenheit eines Substrates getestet. Dabei
lieBen sich lediglich zwei Gruppen bestitigen. Eine wahrscheinliche Erklarung hierfur ist,
dass im ersten Durchgang alle noch so kleinen Verianderungen im Bandenmuster als
positiv gewertet wurden, um moglichst alle Separasesubstrate zu erfassen. Teilweise
kamen diese Differenzen aber durch leicht unterschiedliches Laufverhalten der Proteine
zwischen zwei benachbarten Gelspuren wegen kleiner UnregelmafBigkeiten im SDS-Gel

zustande und nicht durch Separase vermittelte Spaltung.
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Abbildung 6: Sowohl das durch IVEC identifizierte GASP-640-1395 als auch das Volllingen-Protein
sind In-vitro-Separase-Substrate

Die GASP-enthaltende positive Gruppe, die durch “Sib-Selection” isolierte GASP ¢cDNA (GASP-640-
1395) und Volllingen-GASP wurden in Anwesenheit von **S-Methionin mit aktiver Separase-wt oder
proteolytisch inaktiver Separase-mut inkubiert. AnschlieBend wurden die Reaktionen durch SDS-PAGE
und Autoradiographie analysiert.

Pfeilspitze: ungeschnittenes Protein; Stern: Separase-spezifische Schnittfragmente; N: N-terminales
Schnittfragment; C: C-terminales Schnittfragment; 26-183: Molekulargewicht des Molekulargewicht-
Standards [kD]

Die fur die neuen Separase-Substrate kodierenden cDNAs der zwei verbliebenen
Gruppen wurden durch “Sib-Selection” isoliert und durch Sequenzierung identifiziert.
Beide enthielten die Sequenz fur eine aminoterminal verkiirzte Version des Proteins
GASP (Aminosauren 640-1395; KIAA0443), das als Protein beschrieben wurde, welches
bei der Sortierung von intrazellularen Vesikeln eine Rolle spielt (Whistler et al., 2002).
Exemplarisch ist eine der beiden Gruppen und das isolierte GASP-Fragment nach
Inkubation mit inaktiver oder aktiver Separase in Abbildung 6 dargestellt. Durch
Inkubation mit aktiver Separase sinkt die Signalstarke fur das ungeschnittene Protein,
wiahrend Schnittfragmente bei ca. 110 kD und zwei um 26 kD entstehen.

Da nicht das Volllangen-GASP in der cDNA-Bibliothek gefunden wurde, sollte nun
getestet werden, ob auch das Volllangen-Protein ein Substrat fur Separase ist. Dazu
wurde der offene Leserahmen in einen fur In-vitro-Expression geeigneten Vektor
kloniert, in Anwesenheit von *>S-Methionin exprimiert und erneut mit inaktiver oder

aktiver Separase inkubiert. In Abbildung 6 ist zu erkennen, das auch das Volllangen-
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Abbildung 7: GASP-ExxR770 ist die einzige In-vitro-Schnittstelle fur Separase.

(A) Schematische Darstellung GASPs und des durch IVEC identifizierten aminoterminal verkirzten
Fragments (GASP-640-1395). Volllangen-GASP besitzt 7 Konsensussequenzen fur Separase-vermittelte
Spaltung (ExxR). Nur die Schnittstellen 770-1167 sind in GASP-640-1395 enthalten. (B) Durch Separase-
Schnitt entstandene amino- bzw. carboxyterminale GASP-Fragmente komigrieren mit GASP-1-770 bzw.
GASP-771-1395. Die theoretisch bei Schnitt mit Separase bei Stelle 770 oder 790 entstehenden amino- und
carboxyterminalen GASP-Fragmente (Aminosauren 1-770, 771-1395, 1-790 und 791-1395) wurden
kloniert. AnschlieBend wurden sie wie GASP in Anwesenheit von **S-Methionin in-vitro-translatiert und
mit aktiver Separase-wt oder proteolytisch inaktiver Separase-mut inkubiert. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und Autoradiographie. (C) GASP-CM770 ist resistent gegen Separase-vermittelte Spaltung.
ExxR 770 (CM770) und -790 (CM790) wurden einzeln oder zusammen mit ExxR 802 und -820
(CM770/790/802/820) zu AxxA mutiert, als **S-markierte Versionen durch In-vitro-Translation hergestellt
und mit Separase-wt oder proteolytisch inaktiver Separase-mut inkubiert. Danach wurden die Reaktionen
durch Autoradiographie auf Separase-vermittelte Spaltung hin untersucht.

VI:  Volllangen-Protein;  Stern:  Separase-spezifische  Schnittfragmente; N:  aminoterminales
Schnittfragment; C:  carboxyterminales  Schnittfragment;  114/183:  Molekulargewicht  des
Molekulargewicht-Standards [kD]

GASP ein In-vitro-Substrat fur Separase darstellt. Wahrend das Volllangen-Protein ein
Signal bei ungefahr 200 kD ergibt, laufen die durch Separase-vermittelte Spaltung
entstehenden GASP-Fragmente im SDS-Gel bei ca. 110 kD und 120 kD. Das 110 kD-
Fragment entspricht in seiner Grofle dem N-terminal verkuirzten GASP nach Separase-

vermittelter Spaltung. Es muss sich daher um das C-terminale Spaltprodukt handeln.
3.1.2 Identifikation der Separase-Spaltstellen in GASP

Insgesamt gibt es sieben Sequenzen im GASP-Protein, die der Konsensussequenz fur
Separase-Spaltstellen entsprechen (ExxR) (Abbildung 7A). Aufgrund der Grofe der
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Schnittfragmente, die bei Schnitt von Volllangen-GASP und der aminoterminal
verkurzten Variante entstehen, war es wahrscheinlich, dass GASP an den
Aminosaurepositionen 770 oder 790 von Separase gespalten wird. Es wurden deshalb die
Fragmente, die theoretisch bei GASP-Spaltung durch Separase an den Stellen 770 und
790 entstehen, kloniert, in vitro exprimiert und parallel zu Separase-geschnittenem GASP
durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

In Abbildung 7B ist dargestellt, dass nur die Fragmente 1-770 und 770-1395 mit den
beiden Schnittfragmenten von Volllangen-GASP komigrieren. Aller Wahrscheinlichkeit
nach ist also ExxR 770 die von Separase benutzte Schnittstelle. Wie bereits vermutet
lauft dabei das C-terminale Fragment bei 110 kD. Aller Wahrscheinlichkeit nach
schneidet Separase GASP also an der Position 770.

Um dies zu bestdtigen und nach moglichen sekundaren Schnittstellen zu suchen, wurden
die ExxR-Motive an den Positionen 770 und 790 zu AxxA mutiert (GASP-CM770 bzw. -
CM790). Diese Mutanten und GASP-wt wurden mit Separase behandelt und wie zuvor
durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Abbildung 7C zeigt auf, dass GASP-
CM770 im Gegensatz zu GASP-CM790 vollstindig resistent gegen Spaltung durch
Separase ist. Mutation der ExxR-Stellen an den Positionen 790, 802 und 820 zusitzlich
zur Inaktivierung der Schnittstelle an Position 770 hat keinen zusatzlichen Effekt. In vitro
wird GASP von Separase also ausschlieBlich nach dem ExxR-Motiv an Position 770
geschnitten.

Wenn die Spaltung von GASP durch Separase eine wichtige zellulare Funktion erfullt,
dann sollten diese Eigenschaft sowie die ermittelte Spaltstelle in nahe verwandten
Organismen konserviert sein. Im GASP-Homolog der Ratte, dem PIPS-Protein, ist das
ExxR-Motiv um 770 zu ExxK mutiert. Das Arginin ist aber in allen bisher bestatigten
Separaseschnittstellen in Sccl, Rec8, Separase und Slk19 organismenuberspannend
konserviert (Abschnitt 2.2.4.3). Um zu uberpriifen, ob PIPS dennoch ein Separasesubstrat
darstellt, wurde es in vitro in Anwesenheit von *>S-Methionin exprimiert und mit aktiver
und inaktiver Separase behandelt. Hierbei zeigte sich, dass PIPS in vitro nicht durch
Separase gespalten wird (nicht gezeigte Daten). Bezeichnenderweise weist GASP dhnlich
wie Sccl und Rec8 eine sehr hohe Dichte an negativ geladenen Aminosauren auf. Es
wird vermutet, dass GASP aufgrund dieser Eigenschaft von Separase gespalten wird,
ohne dass dieser Spaltung eine physiologische Bedeutung zukommt. Dieses Projekt
wurde daher nicht weiter bearbeitet. Stattdessen wurde die inzwischen entdeckte
Interaktion zwischen Separase und der mitotischen Cyclin B1/Cdk1-Kinase naher

untersucht.
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3.2 Der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex

3.2.1 Phosphorylierung von Separase ist notwendig aber nicht hinreichend fur
deren Securin-unabhangige Inhibition

Inkubation von Separase-Securin-Komplexen in Xenopus-Oozytenextrakt, der mit nicht
abbaubarem Cyclin B1 (A90) niedriger Konzentration versetzt wurde (Niedrig-A90-
Extrakt), fuhrt zur Aktivierung der proteolytischen Separaseaktivitat durch Degradation
von Securin. Inkubiert man den Komplex jedoch in Oozytenextrakt mit hoher A90-
Konzentration (Hoch-A90-Extrakt), bleibt die Separase trotz Securinabbaus inaktiv
(Stemmann et al., 2001). Es war bereits bekannt, dass die Phosphorylierung von Separase
an Serin 1126 und Threonin 1346 fur die Securin-unabhangige Separase-Inhibition in
Hoch-A90-Extrakt notwendig ist (Stemmann et al., 2001). Offen blieb jedoch, ob sie
hierfur auch ausreicht, oder ob ein Koinhibitor mit phosphorylierter Separase im Hoch-
A90-Extrakt assoziiert.

Zur Klarung dieses Umstands wurde folgendes Experiment durchgefuhrt: Inhibierte
Separase wurde aus einem Hoch-A90-Extrakt ruckisoliert und mit Waschpuffern
steigender Ionenstarke gewaschen, um durch Kompetition mit ionischen
Wechselwirkungen mogliche Bindepartner zu dissoziieren. AnschlieBend wurde die
Proteaseaktivitat untersucht, und zwar sowohl durch Bestimmung der Separase-
Selbstspaltung mittels anti-Separase-Western-Blots, als auch durch autoradiographische
Analyse der Spaltung **S-markierten Cohesins (Sccl). Abbildung 8 zeigt, dass Wildtyp-
Separase (Separase-wt) nach Inkubation in Hoch-A90-Extrakt und Waschen mit
Niedrigsalzpuffer (100 mM NaCl) Sccl erwartungsgemall nicht spalten kann, d.h.
proteolytisch inaktiv ist. Interessanterweise wird Separase jedoch durch Waschen mit
Puffern steigender Ionenstiarke (250 mM bis 1000 mM NaCl) zunehmend aktiviert. Sie
besitzt jetzt sowohl die Fahigkeit radioaktiv markiertes Sccl als auch sich selbst zu
spalten. Im Gegensatz zum Wildtyp ist mutierte Separase, bei der Serin 1126 und
Threonin 1346 zu nicht phosphorylierbaren Alaninresten mutiert wurden (Separase-
PM1126/1346), bereits nach Waschen mit 100 mM NaCl fast vollstandig aktiv. Da
ausgeschlossen werden kann, dass Waschen mit Hochsalzpuffern eine kovalente
Phosphorylierung riuckgangig macht, ist die Phosphorylierung von Separase zwar
essentiell aber nicht ausreichend fur die Inhibition der Protease in Hoch-A90-Extrakt.
Dieser Befund legt also in der Tat die Existenz eines bislang unbekannten Inhibitors
nahe, welcher an Separase in Abhangigkeit von deren Phosphorylierung an den Resten
Serin 1126 und Threonin 1346 bindet und bei einer Behandlung mit Hochsalzpuffer

dissoziiert.
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Abbildung 8: In Hoch-A90-Extrakt inhibierte Separase-wt wird durch Waschen mit Hochsalz-Puffer
reaktiviert

77-TEV,-Epitop-markierte Separase-wt oder -Separase-PM1126/1346 wurden im Komplex mit Securin
isoliert. Nach Inkubation in Hoch-A90-Extrakt wurden die Separasen dreimal mit Puffer der NaCl-
Konzentration 100 mM, 250 mM, 500 mM oder 1000 mM gewaschen. Anschliefend wurden die Separasen
mit TEV-Protease eluiert. Es folgte ein Western-Blot gegen Separase mit anti-Separase-N, sowie eine
autoradiographische Bestimmung der Separase-Aktivitit nach Inkubation mit **S-markiertem Cohesin
(Sccl).

VI:  Volllangen-Protein; N: Aminoterminus; SF-N: Aminoterminales Schnittfragment; SF-C:
Carboxyterminales Schnittfragment

3.2.2 Cyclin B1-Cdk1 erfullt die Voraussetzungen eines Separaseinhibitors

In der Tat zeigt ein Vergleich der mit Separase assoziierten Proteine nach Ruckisolierung
aus Hoch-A90-Extrakt eine Assoziation der mitotischen Kinase Cyclin B1-Cdkl mit
wildtypischer Separase. Diese Interaktion findet in weit geringerem Mall mit der
inhibitionsresistenten, nicht phosphorylierbaren Separase-PM1126/1346 statt (Gorr et al.,
2005). Die inhibitorischen Phosphorylierungsstellen an den Positionen 1126 und 1346
entsprechen der Konsensussequenz fur Substrate der Cyclin B1-Cdkl1-Kinase
(Serin/Threonin — Prolin). Tatsachlich kann Cyclin B1-Cdk1 Serin 1126 in vitro effektiv
phosphorylieren (Stemmann et al., 2001). Cyclin B1-Cdkl konnte durch

Phosphorylierung von Separase also seine eigene Bindung ermoglichen.
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Abbildung 9: Cyclin B1/Cdk1-Assoziation mit Separase korreliert mit Separase-Inhibition in Hoch-
A90-Extrakt

(A) Zunehmende Cyclin B1-A90-Konzentrationen in Xenopus-Anaphase-Extrakt fuhren zu zunehmender
Cyclin B1/Cdk1-Assoziation mit Separase und Separase-Inhibition. ZZ-TEV,-Epitop-markierte Separase-
wt/Securin wurde in A90-Extrakt mit steigenden Konzentrationen von Cyclin B1-A90 (55 nM, 85 nM, 125
nM oder 415 nM) inkubiert. Nach Rickisolation wurde die Separase mit Niedrigsalz-Puffer (100 mM
NaCl) gewaschen, mit TEV-Protease eluiert und durch Inkubation mit 3S-makiertem Sccl auf ihre
proteolytische Aktivitat getestet, bzw. durch Western-Blot mit den Antikorpern anti-Separase-N, anti-
hCyclin B1, anti-XCdk1 und anti-Securin analysiert. (B) Verminderte Cyclin B1/Cdk1-Assoziation durch
Waschen mit hoher Salzkonzentration oder durch Mutation von Serin 1126 und Threonin 1346 korreliert
mit Separase-Aktivitat nach Ruckisolation aus Hoch-A90-Extrakt. ZZ-TEV ,-Epitop-markierte Separase-wt
und -Separase-PM1126/1346 wurden in Hoch-A90-Extrakt mit 550 nM hCyclin B1-A90 inkubiert und
anschliefend dreimal mit Niedrigsalz- (250 mM NaCl) oder Hochsalz-Puffer (1000 mM NaCl) gewaschen.
Nach Elution durch TEV-Protease wurde die Separase-Aktivitat durch Inkubation mit **S-markiertem Sccl
und anschlieender Autoradiographie und die Mengen von Separase, hCyclin B1, XCdk1 durch Western-
Blot-Analyse mit den in (A) genannten Antikorpern bestimmt.

VI:  Volllangen-Protein; N: Aminoterminus; SF-N: Aminoterminales Schnittfragment; SF-C:
Carboxyterminales Schnittfragment

Falls die stabile Assoziation von Separase mit Cyclin B1/Cdk1 tatsachlich der Vorgang
ist, der zur Hemmung von Separase im Hoch-A90-Extrakt fuhrt, so muss diese
Wechselwirkung zwei Vorraussetzungen erfullen:

- Erstens muss der Anteil von Separase, der mit Cyclin B1-Cdk1 assoziiert vorliegt,
mit steigender Cyclin B1-A90-Konzentration im Oozytenextrakt (oder sinkender
Separaseaktivitat) zunehmen.

- Zweitens muss dieser Anteil beim Waschen von inhibierter Separase aus Hoch-
A90-Extrakt mit steigender lonenstarke (oder steigender Separaseaktivitit)
abnehmen.

Um die erste Voraussage zu uberpriifen, wurde Separase in Oozytenextrakten steigender
Cyclin B1-A90-Konzentration inkubiert. Nach anschlieBender Riuckisolierung und
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Waschen unter Niedrigsalzbedingungen wurde die Separase wie zuvor auf ihre
proteolytische Aktivitat hin untersucht. Die relative, mit Separase assoziierte Menge von
Cyclin B1/Cdkl wurde durch einen Western-Blot mit anschlieBender Detektion von
Separase, Cyclin B1 und Cdk1 bestimmt. In Abbildung 9A ist zu sehen, dass die erste der
oben genannten Voraussagen zutrifft: Separase assoziiert mit umso mehr Cyclin B1-A90
und Cdk1, je mehr Cyclin B1-A90 im Oozytenextrakt vorhanden ist. Gleichzeitig nimmt
ihre proteolytische Aktivitat ab. Die Restmenge des nach Extraktinkubation noch mit
Separase assoziierten Securins ist bei allen A90-Konzentrationen gleich. Das bedeutet,
dass die unterschiedliche Separaseaktivitit nicht durch unterschiedlich effizienten
Securinabbau bei verschiedenen Cyclin B1-A90-Konzentrationen hervorgerufen wird.

Nun wurde getestet, ob Cyclin B1/Cdk1 durch Waschen mit Puffern hoher Ionenstiarke
von der Separase eluiert wird, die zweite der oben formulierten Voraussetzungen. Dazu
wurden Separase-wt und nicht inhibierbare Separase-PM1126/1346 in Hoch-A90-Extrakt
inkubiert und anschlieBend mit Niedrig- bzw. Hochsalzpuffer gewaschen. Danach
wurden sowohl die Menge der mit Separase assoziierten Kinase als auch die
Separaseaktivitat analysiert. Abbildung 9B stellt dar, dass die Menge der Separase-
gebundenen Cyclin B1/Cdkl nach Waschen mit Hochsalzpuffer geringer ist als bei
Waschen mit Niedrigsalzpuffer. Im Gegenzug nimmt die proteolytische Separaseaktivitit
wie gefordert zu. Die Menge von Cyclin B1/Cdkl, die mit Separase-PM1126/1346
wechselwirkt, ist selbst unter Niedrigsalzbedingungen geringer als die, die mit Separase-
wt unter Hochsalzbedingungen interagiert. Dies lasst darauf schlieen, dass das Cyclin
B1/Cdk1-Signal unter diesen Bedingungen uberwiegend eine spezifische
Wechselwirkung mit Separase wiedergibt und keine unspezifische Bindung an die mit
Separase beladenen Sepharosepartikel. Somit ist also auch die zweite Voraussetzung
erfullt: Waschen unter Hochsalz-Bedingungen eluiert einen Grofteil von Cyclin B1/Cdk1
von Separase und aktiviert die Separase-Protease-Aktivitat. Cyclin B1/Cdk1 selbst

konnte also der postulierte Separaseinhibitor sein.

3.2.3 Der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex in lebenden Zellen
Um die In-vivo-Relevanz der vorausgehenden In-vitro-Experimente zu uberpriifen,
wurden folgende Fragen experimentell erortert:
- Existiert der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex auch in lebenden Zellen, wenn
keine der Komponenten tiberexprimiert wird?
- In welcher Zellzyklusphase tritt der Komplex in vivo auf?

- Konnen Securin und Cyclin B1/Cdk1 gleichzeitig an Separase binden?
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Abbildung 10: Separase-Cyclin B1/Cdkl existiert in mitotischen Zellen unter endogenen
Bedingungen

(A) Der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex existiert in Prometaphase-Zellen. HeLaS3-Zellen wurden
durch Thymidin-, gefolgt von einer Nocodazol-Behandlung in der Mitose arretiert. Ein Teil der Zellen
wurden aus dem Nocodazol-Block fur 3 h entlassen und dadurch in der G,-Phase angereichert. Die Zellen
wurden in Anwesenheit von Phosphatase-Inhibitoren lysiert. Immobilisierter anti-pSX38-AntikoOrper in
einer Konzentration von ca. 0,1 ug/1 x 10° Zellen oder gleiche Mengen Kontroll-IgG wurden anschlieBend
fur eine Immunprazipitation (IP) aus diesen Lysaten verwendet. Die Immunprazipitate wurden danach
durch Western-Blot-Analyse mit den Antikorpern anti-Separase-N und anti-hCdk1 auf gebundene Separase
und Cdk1 hin untersucht. Das Zellzyklus-Stadium der verwendeten Zellen wurde durch Propidiumjodid-
Farbung und FACS-Analyse eines Teils der synchronisierten Zellen bestimmt. (B) Der Komplex existiert
in Zellen mit ungestorter Mitose. HeLLaS3-Zellen wurden durch zweifache Thymidin-Behandlung in der S-
Phase angereichert und anschlieBend durch Wegwaschen des Thymidins aus diesem Block fur 1 h, 6 h, 8 h,
10 h oder 11 h entlassen. Danach wurden die Zellen wie unter (A) beschrieben analysiert. Zusatzlich zur
FACS-Analyse wurde das Zellzyklusstadium durch Western-Blot-Analyse hinsichtlich Cyclin B1-
Akkumulation bei Eintritt und Cyclin B1-Abbau bei Austritt aus der Mitose bestimmt. Als Kontrolle fur
gleichmafige Proteinladung wurde ein Western-Blot gegen APC2 angefertigt.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus; n.b.: nicht bestimmt;

- Sind die inhibitorischen Phosphorylierungen von Separase-Serin 1126 und

Threonin 1346 auch in vivo fur die Komplexbildung erforderlich?

3.2.3.1 Zellzyklus-abhangige Wechselwirkung endogener Separase und Cyclin
B1/Cdk1

Um moglichst wenig in die Physiologie der Zelle einzugreifen, wurde endogene Separase

aus synchronisierten HeLLaS3-Zellen immunprazipitiert und auf Assoziation mit Cyclin

B1 oder Cdkl hin analysiert. Dazu wurde ein Antikorper gegen humane Separase

verwendet (anti-pSX38), wahrend unspezifisches IgG als Negativkontrolle diente.
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Abbildung 11: Securin- und Cyclin B1/Cdk1 konnen nicht gleichzeitig an Separase binden

(A) Securin verdrangt spezifisch Cyclin B1/Cdk1 aus dem Komplex mit Separase. ZZ-TEV ,-Separase-
Cyclin B1/Cdk1 wurde in Hoch-A90-Extrakt gebildet und anschlieBend mit 30 g rekombinantem Securin,
Histon H1 oder als Kontrollen Puffer bzw. TEV-Protease in Anwesenheit von 1 ug/ul BSA inkubiert. Die
Eluate wurden danach sowohl durch Western-Blot mit anti-Separase-N, anti-hCyclin B1 und anti-XCdk1
als auch durch Coomassie-Blau-Farbung analysiert. (B) Securin- und Cyclin B1/Cdk]1-Interaktion mit
Separase schlieffen sich auch in Zellen aus. Myc,-Tev,-Separase, Securin-(His¢-Flag),, RGS-2xHise-Tev,-
Cyclin B1-A90, hCdk1 und HA;-Cks2 wurden in 293T-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden anschlieend
durch Nocodazol in der Mitose arretiert und dann lysiert. Aus den Lysaten wurden danach entweder
Separase, Securin oder Cyclin B1/Cdk1/Cks2 durch Immunprazipitation gegen Myc, Flag oder HA isoliert
und durch Western-Blot mit anti-Separase-N, anti-Securin und anti-hCyclin B1 auf assoziierte Proteine hin
untersucht.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus; #: BSA; #1: His¢-TEV,-Cyclin B1; #2: Cyclin B1

In der Tat konnte so eine spezifische Interaktion von Cdk1 mit Separase in Nocodazol-
arretierten Zellen nachgewiesen werden, die beim Entlassen der Kultur in die G1-Phase
verloren geht (Abbildung 10A). Da Securin in Gegenwart von Nocodazol stabil ist, weist
dieses Ergebnis auf die Koexistenz von Separase-Cyclin B1-Cdkl- und Separase-
Securin-Komplexen oder auf die Anwesenheit eines Separase-Cyclin B1/Cdk1-Securin-
Komplexes in der Prometaphase hin.

Nocodazol-Behandlung ermoglicht zwar die Analyse einer sehr homogenen mitotischen
Zellpopulation, gibt aber nicht den Zustand einer ungestorten Mitose wider. In einem
zweiten Experiment wurden daher Zellen untersucht, die ausgehend von einem
Thymidin-induzierten S-Phase-Arrest eine synchrone Mitose durchlaufen. Wie in
Abbildung 10B gezeigt, lasst sich Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex auch unter diesen
Bedingungen in mitotischen Zellen nachweisen, wahrend in Zellen vor und nach der

Mitose (6h bzw. 11h) deutlich weniger Separase mit der Kinase assoziiert vorliegt.
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Interessanterweise ist die Komplexbildung 10 Stunden nach Entlassen aus Thymidin
maximal, obwohl zu diesem Zeitpunkt die meisten Zellen die Anaphase schon eingeleitet
haben. Zum einen ist das an dem schon sinkenden Cyclin B1-Spiegel, zum anderen an
dem zunehmenden Grad der Separase-Selbstspaltung zu erkennen. Da Securin, das frither
in der Mitose Separase praktisch quantitativ komplexiert, gleichzeitig mit Cyclin Bl
APC/C-vermittelt abgebaut wird, ist es zu diesem Zeitpunkt schon teilweise abgebaut. Es
konnte daher sein, dass Cyclin B1/Cdk1 moglicherweise nur an Securin-freie Separase

binden kann.

3.2.3.2 Securin- und Cyclin B1/Cdk1-Bindung an Separase schlieBen sich
gegenseitig aus
Zunachst wurde in einem genau definierten /n-vitro-System uberpriift, ob Securin Cyclin
B1/Cdkl aus einem Komplex mit Separase verdrangen kann. Dazu wurde der
immobilisierte Komplex aus Separase und Cyclin B1/Cdk1 entweder mit rekombinantem
Securin, dem Cyclin B1/Cdk1-Modellsubstrat Histon H1 als Kontroll-Protein oder
Kontroll-Puffer inkubiert. Als Vergleichsprobe wurde der Separase-Cyclin B1/Cdk1-
Komplex durch TEV-Protease-Behandlung eluiert. Alle Eluate wurden danach per
Western-Blot gegen Separase, Cyclin B1 und Cdk1 analysiert. Es zeigte sich, dass zwar
bei Kompetition mit Securin, nicht jedoch mit Histon H1 und Puffer die Kinase-
Komponenten im Eluat nachweisbar sind, wahrend Separase nur im TEV-Eluat zu sehen
ist (Abbildung 11A). Im gereinigten System verdrangt Securin also Cyclin B1/Cdk1 aus
dem Komplex mit Separase. Das heiit, Securin und Cyclin B1/Cdkl binden nicht
gleichzeitig an Separase. Nebenbei legt dieses Experiment nahe, dass es sich bei der
Wechselwirkung der Separase mit der Kinase nicht um eine Kinase-Substrat-Beziehung
handelt, da Histon H1 als sehr gutes Cyclin B1/Cdkl1-Substrat die Interaktion mit
Separase nicht zu storen vermag.
Der Befund, dass Separase nicht gleichzeitig Cyclin B1/Cdk1 und Securin binden kann,
wurde nun in Zellen uberpruft. Dazu wurden alle beteiligten Komponenten mit
unterschiedlichen Epitop-Markierungen versehen und nach Expression in 293T Zellen
aus den Zelllysaten uber ihre Epitop-Markierungen gereinigt. Wie erwartet
koprazipitieren sowohl Cyclin B1, das hier stellvertretend fur Cyclin B1/Cdk1/Cks2
betrachtet wurde, als auch Securin mit Separase aus mitotischen Zellextrakten
(Abbildung 11B). Wird jedoch Securin affinitatsgereinigt, so ist zwar Separase
nachweisbar, nicht aber Cyclin B1. Umgekehrt lasst sich zwar Separase aber kein Securin
uiber Cks2 anreichern. Die Bindung von Securin und Cyclin B1/Cdk1/Cks2 schlief3t sich
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Abbildung 12: Der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex bildet sich in Zellen abhangig von Separase-
Serin 1126 und -Threonin-1346.

293T-Zellen wurden mit ZZ-TEV ,-Separase-wt oder -PM1126/1346 (PM) zusammen mit Hiss-hCyclin B1,
hCdkl und Cks2 transient transfiziert, danach mit Nocodazol in der Prometaphase arretiert und
anschliefend in Anwesenheit von Phosphatase-Inhibitoren lysiert. Es folgten Affinitatsreinigungen von
entweder Separase durch IgG-Sepharose oder Cyclin B1 durch NTA-Agarose aus diesen Lysaten. Die
Lysate und die Immunpriazipitationen wurden durch Western-Blot mit anti-Separase-N, anti-hCyclin B1
und anti-hCdk1 analysiert.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus

also hinsichtlich ihrer Assoziation mit Separase gegenseitig aus, und zwar sowohl in vitro

als auch in vivo.

3.2.3.3 Die Separase-Cyclin B1/Cdk1-Wechselwirkung ist auch in vivo von
Separase-Phosphorylierung abhangig

Als nachstes wurde uberpriift, ob die Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung auch in
vivo von den Cdkl1-Phosphorylierungsstellen Serin 1126 und Threonin 1346 abhéngt.
Dazu wurde die Interaktion von Separase-wt oder -PM1126/1346 mit Cyclin B1/Cdkl1
analysiert, indem die Epitop-markierten, uberexprimierten Proteine aus mitotisch
arretierten 293T-Zellen affinititsgereinigt wurden. AnschlieBende Analyse mittels
Western-Blots ergab, dass Cyclin B1/Cdk1 nur mit Separase-wt, nicht aber mit Separase-
PM1126/1346 interagiert, obwohl beide Separasen gleich gut exprimiert wurden
(Abbildung 12). Dieser Befund ist unabhiangig davon, ob die Reinigung itber Separase
oder Cyclin B1 erfolgt.

Die Ausbildung des Komplexes in lebenden Zellen folgt also den gleichen Regeln wie im

Oozytenextrakt, das heilit sie hangt von Separase-Phosphorylierung durch Cdk1 ab.
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Abbildung 13: Identifizierung und Charakterisierung der “Cdc6-like-Domane” (CLD)

(A) Verschiedene Deletionen und Punktmutationen im Separasebereich der Aminosauren 1300 und 1405
vermitteln Separase-Resistenz gegen Inhibition in Hoch-A90-Extrakt. ZZ-TEV ,-Epitop-markierte Separase-
Deletions- oder Punktmutanten wurden im Komplex mit Securin isoliert und anschliefend in Niedrig- (55
nM hCyclin B1-A90) oder Hoch-A90-Extrakt (550 nM hCyclin B1-A90) inkubiert. Nach Waschen mit
Niedrigsalzpuffer (100 mM NaCl) wurden die Separasen TEV-eluiert. Die Separase-Aktivitat wurde durch
Autoradiographie nach Inkubation mit **S-markiertem Sccl bestimmt. Durch Western-Blot gegen Separase
wurde bestatigt, dass gleiche Mengen Separase fur deren Aktivititsbestimmung benutzt wurden. (B)
Graphische Zusammenfassung und Erweiterung der in (A) beschriebenen Experimente. Deletion der
Bereiche 1298-1564, 1300-1403, 1375-1382 und 1391-1402 sowie die Punktmutationen R1382A/R1386G,
L1391G/K1392A und A1380L/P1381A/R1386G (Separase-LAG) vermitteln Separase-Resistenz
gegeniiber Hemmung in Hoch-A90-Extrakt, wihrend die Deletion der Aminosauren 1405-1557 und die
Punktmutationen E1376A/V1377G, D1401A/L1402G/E1403A und K1416S/R1417G keinen Einfluss auf
die Separase-Sensitivitat hinsichtlich Hemmung in Hoch-A90-Extrakt haben.

VI:  Volllangen-Protein; SF-N:  Aminoterminales  Schnittfragment; SF-C: Carboxyterminales
Schnittfragment
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3.2.4 Identifizierung und Charakterisierung eines neuen Cyclin B1/Cdk1-
Bindemotivs in Separase
Die Punktmutation von Serin 1126 zu Alanin reicht allein aus, um Separase praktisch
vollstandig resistent gegen Cyclin B1-Cdk1-vermittelter Inhibition in Hoch-A90-Extrakt
zu machen (Abbildung 13A, Spuren 13 und 14) (Stemmann et al., 2001). Dartiber hinaus
ergaben sich Hinweise auf die Existenz eines zweiten, fur die Cyclin B1-Cdk1-Bindung
wichtigen Bereichs in Separase: Deletion der Aminosduren 1298-1564 vermittelt namlich
ebenfalls vollstiandige Resistenz gegen Hemmung im Hoch-A90-Extrakt, obwohl der
deletierte Sequenzabschnitt in der Primarstruktur weit von Serin 1126 entfernt liegt
(Abbildung 13B und nicht gezeigte Daten). Welcher kleinere Bereich innerhalb dieser
groflen Deletion fur die Bildung des Separase-Cyclin B1-Cdk1-Komplexes wichtig sein
konnte, ergab sich aus der Beobachtung, dass Veranderung von lediglich einer
Aminosaure, Threonin 1346, zu Alanin bereits eine teilweise Resistenz der Protease
gegenuiber Inhibition durch die Kinase bewirkt (Abbildung 13A, vergleiche Spuren 1 und
2 mit 7 und 8). Wie oben erwahnt, handelt es sich bei dieser Aminosaure um die zweite,
weniger wichtige inhibitorische Phosphorylierungsstelle (Stemmann et al., 2001).
In Ubereinstimmung hiermit wird Separase-A1300-1405 nicht durch Hoch-A90-Extrakt
gehemmt, wiahrend sich Separase-A1403-1557 wie der Wildtyp inhibieren lasst
(Abbildung 13A, vergleiche Spuren 3 und 4 mit 5 und 6). Ein fur Cyclin B1/Cdk1-
Bindung wichtiger Teil befindet sich also zwischen den Aminosauren 1300 und 1403.
Bioinformatische Analyse dieses Separasebereichs zeigte eine schwache Homologie zu
Cdcb6 aus S. cerevisiae (
Abbildung 14). Interessanterweise wird S. cerevisiae-Cdc6 bekanntermaBlen durch
Assoziation mit C1b2/Cdc28, dem Hefehomolog von humanem Cyclin B1/Cdk1, in seiner
Eigenschaft als Lizenzierungsfaktor der DNA-Replikation gehemmt (Mimura et al.,
2004). Die Aminosauren 1342-1404 von humaner Separase weisen eine Identitat von 24
% und eine Ahnlichkeit von 41 % (bei 33 % Liucken) mit dem Aminoterminus von S.
cerevisiae-Cdc6 auf. Und eben dieser ist notwendig und hinreichend fur die Bindung von
Cdc6 an Clb2/Cdc28 (Mimura et al., 2004).
Zum Test, ob die zwischen Separase und Cdc6 konservierten Reste fur die Bildung von
Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex notwendig sind, wurden verschiedene kurze
Deletionen und Punktmutationen gesetzt. Die Analyse auf Inhibierbarkeit in Hoch-A90-
Extrakt zeigte, dass die Mutation konservierter Aminosauren im Sequenzabschnitt 1380-
1392 (R1382A,R1386G, L1391G,K1392A, A1380L,P1381A,R1386G (Separase-LAQG)),
sowie die Deletion der Bereiche 1375-1381 und 1391-1402 zu vollstandig oder teilweise
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Abbildung 14: Der Separasebereich 1342-1404 hat schwache Homologie zum Aminoterminus von
Cdce6.

Striche geben gleiche Aminosauren an, Doppelpunkte solche mit ahnlichen chemischen Eigenschaften. Der
homologe Cdc6-Bereich bindet in vitro direkt das Hefe-Homolog zu hCyclin B1, Clb2 (Mimura et al.,
2004). Die Homologie wurde durch Sequenzvergleich von Separase mit einer linearen Fusion aller
bekannten CKIs identifiziert (Gorr et al., 2005). Insgesamt umfasst die homologe Region 24 % gleiche und
41 % ahnliche Aminosauren bei 33 % Liucken. Grau unterlegt sind fur Komplexbildung mit Cyclin
B1/Cdk1 wichtige Bereiche.

inhibitionsresistenter Separase fuhren (Abbildung 13A und B). Dabei hat die 11 Reste
umfassende Deletion des Bereichs 1391-1402 den starksten Effekt, d.h. Separase-A1391-
1402 kann gar nicht mehr in Hoch-A90-Extrakt inhibiert werden (Abbildung 13A Spuren
15 und 16).

Um zu demonstrieren, dass eine verminderte Inhibierbarkeit von Separasemutanten mit
verminderter Cyclin B1/Cdk1-Bindung korreliert, wurden einzelne Mutanten auch auf die
Menge assoziierter Kinase hin untersucht. Erwartungsgemall waren inhibitionsresistente
Separasemutanten (A1300-1405 und PM1346) nach Riickisolierung aus Niedrig- oder
Hoch-A90-Extrakt auch mit weniger Cyclin B1/Cdkl assoziiert als der Wildtyp
(Abbildung 15A). Die inhibierbare Separase-A1403-1557 bindet Cyclin B1/Cdkl
hingegen ebenso gut wie Separase-wt.

Fiar die nicht hemmbare dreifach punktmutierte Separase-A1380L,1381A,R1386G
(Separase-LAG) wurde dies auch semiquantitativ untersucht. Dazu wurden aus Hoch-
A90-Extrakt ruckisolierte Separase-wt und Separase-LAG mit Niedrig- bzw.
Hochsalzpuffern gewaschen. Die Signalstarke fur Cdk1 im anschlieBenden Western-Blot
wurde auf die Signalstarke fur Separase normiert und dann graphisch gegen die
verschiedenen Salzkonzentrationen im Waschpuffer aufgetragen. Schon bei 200 mM
NaCl in der Waschlosung bindet Separase-LAG weniger Cdkl als Separase-wt
(Abbildung 15B). Waschen mit 700 mM NaCl entfernt dann Cdkl komplett von der
Mutante, wahrend noch ca. 35 % der urspriinglichen Menge von Cdk1l mit dem Wildtyp
assoziiert bleiben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle der getesteten, zwischen Separase und Cdc6
konservierten Aminosauren wichtig fur die Ausbildung des Separase-Cyclin B1/Cdk1-
Komplexes sind, wenngleich diese auch nicht als Einzel-Punktmutationen uberpruft
worden sind. Aufgrund dieser Analyse wurde der Separasebereich zwischen den
Aminosauren 1340 und 1403 “Cdc6-Like-Domain” (CLD) benannt.
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Abbildung 15: Separase-Resistenz gegen Inhibition in Hoch-A90-Extrakt korreliert mit verminderter
Cyclin B1/Cdk1-Bindung

(A) Die inhibitionsresistenten Separasemutanten Separase-A1300-1405 und -PM1346 binden Cyclin
B1/Cdk1 schlechter als Separase-wt oder die sensitive Separase-A1403-1557. Der Grad der Resistenz
spiegelt sich umgekehrt in der Cyclin B1/Cdk1-Bindefahigkeit wider. Separasen von Abbildung 13A
wurden fur eine Western-Blot-Analyse verwendet. Zur Detektion dienten die Antikorper anti-Separase-N,
anti-hCyclin B1 und anti-XCdk1. (B) Separase-LLAG bindet schlechter XCdk1 als Separase-wt. ZZ-TEV ,-
Separase-wt und —-LAG (A1380L/P1381A/R1386G) wurden in Hoch-A90-Extrakt inkubiert, mit Puffern
der NaCl-Konzentrationen 200 mM, 350 mM oder 700 mM gewaschen und anschlieBend durch Western-
Blot-Analyse auf die Menge von Separase und XCdk1 hin untersucht. Zur Quantifizierung der an Separase
gebundenen Menge von Cdkl wurde die Signalstarke fur XCdkl auf die Signalstarke fur Separase
bezogen, um die relative XCdk1-Bindung zu erhalten. Die relative XCdk1-Bindung fur Separase-wt bei
200 mM NaCl wurde auf den Wert 1 gesetzt und alle weiteren Werte wurden darauf normiert.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus

Nun wurde der Einfluss von Serin 1126-Phosphorylierung und der CLD auf die Separase-
Inhibition miteinander verglichen. Bei den in Oozytenextrakten und in vivo herrschenden
Konzentrationen an Cyclin B1/Cdk1 reicht die Mutation von Serin 1126 allein aus, um
Separase vollstandig resistent gegen Securin-unabhangige Inhibition zu machen
(Abbildung 16A und Stemmann et al., 2001). Bei Separase-Hemmung im gereinigten
System mit rekombinanter Cyclin B1/Cdk1-Kinase kann die proteolytische Aktivitit der
Separase-PM1126 durch hohe Konzentrationen an rekombinanter Cdk1 aber noch zu 50
% inhibiert werden (Abbildung 16B). Da Separase-PM1126 also im gereinigten System
noch teilweise sensitiv fur Hemmung durch B1/Cdkl1 ist, konnte in diesem System
getestet werden, ob Inaktivierung der CLD Separase-PM1126 zusitzliche Resistenz
gegen Cyclin B1/Cdk1 verleiht. In der Tat resultiert die Inaktivierung der CLD zusitzlich
zur  Serin-1126-Alanin-Mutation  (Separase-PM1126/1346/A1391-1402) in einer
Separase, die nur noch zu 11 % inhibierbar ist (89 % Restaktivat; Abbildung 16B). Dies
bestdtigt, dass beide, Serin 1126 und die CLD, zur Separase-Cyclin B1/Cdkl-

Komplexbildung beitragen. Dariiber hinaus legen diese Ergebnisse nahe, dass die CLD
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Abbildung 16: Mutation von Separase-Serin 1126 zu Alanin reicht in A90-Extrakt, aber nicht im
rekombinanten System aus fur vollstandige Cyclin B1/Cdk1-Bindungs-Resistenz

(A) Separase-PM1126 ist vollstandig resistent gegen Inhibition in Hoch-A90-Extrakt. ZZ-TEV ,-Separase-
wt oder -PM1126 im Komplex mit Securin wurden in Niedrig- (55 nM Cyclin B1-A90) oder Hoch-A90-
Extrakt (550 nM Cyclin B1-A90) in Anwesenheit von **S-Methionin-markiertem Sccl inkubiert. Alle
Ansatze wurden dreifach ausgefuhrt und beide Separasen zeigten eine @hnlich hohe Aktivitat in Niedrig-
A90-Extrakt. Die Separase-abhangige Sccl-Spaltung wurde durch semiquantitative Autoradiographie
bestimmt. Dazu wurden die Mittelwerte der Signalstarken des aminoterminalen Cohesin-Schnittfragments
in Hoch-A90-Extrakt gebildet und auf die Aktivitat in Niedrig-A90-Extrakt normiert (relative Aktivitat).
(B) Separase ist gegen Inhibition durch rekombinante Cyclin B1/Cdk1l nur dann maximal resistent, wenn
Serin 1126 und die CLD mutiert sind. Aus Niedrig-A90-Extrakt ruckisolierte Separase-wt, -PM1126, und —
PM1126/1346/A1391-1402 wurden mit TEV-Protease von der Sepharose eluiert. Die Separasen wurden
darauthin mit Cyclin B1/Cdk1-Puffer oder Cyclin B1/Cdkl 15 min vorinkubiert. Dann wurde *°S-
markiertes Sccl zugefugt, um anschlieBend die Separase-Aktivitait durch semiquantitative
Autoradiographie zu untersuchen. Alle Ansatze wurden dreifach ausgefuthrt und alle Separasen zeigten eine
ahnlich hohe Aktivitat in Puffer. Die semiquantitative Auswertung erfolgte wie in (A) mit der Ausnahme,
dass die Inhibition durch Normierung der Signalstarken der Ansiatze mit rekombinanter Kinase auf die mit
Kinase-Puffer erfolgte.

prinzipiell auch ohne phosphoryliertes Serin 1126 als Cyclin B1/Cdkl1-bindendes

Element fungieren kann.

3.2.5 Serin 1126-unabhiangige, aber CLD-abhangige Bindung von
Separasefragmenten an Cyclin B1/Cdk1

Die Identifizierung kurzer Cdkl-Bindungsdeterminanten in Separase lieB es moglich

erscheinen, dass sich die genaue Anatomie des Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes

auch mithilfe von leicht herzustellenden Separasefragmenten untersuchen lassen. Es

wurde daher getestet, ob:
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Abbildung 17: Die Assoziation von Separasefragmenten mit Cyclin B1/Cdkl geschieht in
Abhiangigkeit von CLD-Phosphorylierung, aber unabhiangig von Serin 1126

(A) Separase-1063-1440/1506 assoziiert mit Cyclin B1/Cdk1 in Abhéangigkeit von Bindungsdeterminanten
in der CLD (Threonin 1346 und Aminosauren 1391-1402), aber unabhingig von Serin 1126 und dem
Bereich 1404-1440. GST-Separase-1063-1440-wt, -PM1126, -PM1126/1346/1363/1399, GST-Separase-
1063-1506-wt, -PM1126/1346, -A1391-1402 und GST-Separase-1063-1403 wurden in Bakterien
exprimiert und aus den Lysaten affinitatsgereinigt. Die immobilisierten GST-Separasen wurden in Hoch-
A90-Extrakt inkubiert, unter Niedrigsalz-Bedingungen (100 mM NaCl) gewaschen und anschlieBend mit
Glutathion eluiert. Die Analyse auf gebundene Cyclin B1/Cdk1-Kinase erfolgte durch Western-Blot mit
den Antikorpern anti-hCyclin B1 und anti-XCdk1. Die Menge der GST-Separase wurde durch Farbung des
oberen Teils des SDS-Gels mit Coomassie-Blau bestimmt. (B) Die Aminosauren 1192-1263, nicht jedoch
die Aminosdauren 1063-1192, sind wichtig fur die Etablierung des GST-Separase-Cyclin B1/Cdkl1-
Komplexes. GST-Separase-PM1126-1063-1440, -1192-1440 und -1263-1440 wurden wie in (A)
beschrieben auf Bindung von Cyclin B1/Cdkl in Hoch-A90-Extrakt hin untersucht. (C) Serin 1399-
Phosphorylierung tragt zur GST-Separase-Bindung an Cyclin B1/Cdk1 bei. GST-Separase-1063-1506-wt, -
PM1399 und -S1399D sowie GST-Separase-1063-1440-PM1126/1346 und -PM1126/1346/1363/1399
wurden wie in (A) beschrieben auf Bindung von Cyclin B1/Cdk1 in Hoch-A90-Extrakt hin untersucht. Fur
die semiquantitative Darstellung der Cyclin B1/Cdk1-Bindeeffizienz wurde die Signalstarke fur XCdk1 auf
die Separase-Menge im Coomassie-gefarbten Gel normiert, um die relative XCdk1-Bindung zu erhalten.
Die relativen XCdkl-Bindungen von GST-Separase-1063-1506-wt bzw. GST-Separase-1063-1440-
PM1126/1346 wurden auf den Wert 1 gesetzt. Die relativen XCdk1-Bindungen der GST-Separasemutanten
wurden auf die Werte ihrer entsprechenden Kontroll-Separase bezogen. (D) Separasefragmente binden wie
der Cdc6-N-Terminus phosphorylierungsabhiangig an Cyclin B1/Cdkl. Dabei sind Phosphorylierungen
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zusatzlich zu Separase-Phosphothreonin 1346 beteiligt. Immobilisierte GST-Separase-1063-1440-wt —
PM1126 und PM1126/1346 bzw. N-terminale Cdc6-Fragmente (Aminosiauren 1-48) im Komplex mit
Cyclin B1/Cdk1 wurden mit A-Phosphatase oder -Puffer behandelt, mit Bindungspuffer gewaschen und
durch Glutathion eluiert. Das Eluat wurde durch Western-Blot-Analyse mit anti-hCyclin B1-Antikorper auf
assoziiertes Cyclin B1 getestet. Als Ladekontrolle diente Ponceau-Farbung der Western-Blot-Membran
(GST-Separase-1063-1440-PM1126) oder Western-Blot mit anti-GST-Antikorper (GST-Separase-1063-
1440-PM1126/1346, GST-Cdc6-N-Terminus).
1063-1440, 1063-1506, 1063-1403, 1192-1440, 1263-1440: GST-Separasefragmente der angegebenen
Langen; Stern: “unspezifische” im Extrakt assoziierte Proteine

- Cyclin B1/Cdk1 spezifisch an kurze Separasefragmente bindet

- die Komplexbildung auch in diesem Fall von Serin-1126-Phosphorylierung und

der Anwesenheit der CLD abhangig ist.

Dazu wurde die Wechselwirkung zwischen bakteriell exprimierten GST-Separase-
fragmenten (Aminosauren 1063-1506 bzw. 1063-1440) und Cyclin B1/Cdkl in
Oozytenextrakt untersucht. Die Fragmente wurden nach Reinigung des GST-Separase-
Cyclin B1/Cdk1l-Komplexes aus Hoch-A90-Extrakt per Western-Blot auf die mit der
Separase assoziierte Menge von Cyclin B1/Cdk1 hin untersucht.
In Abbildung 17 ist zu sehen, dass GST-Separase-PM1126 uiberraschenderweise gleich
gut Cyclin B1/Cdk1 bindet wie Separase-wt. Separase-A1391-1402 hingegen assoziiert
erwartungsgemall mit deutlich weniger Cyclin B1/Cdk1, obwohl die eingesetzten GST-
Separase-Mengen vergleichbar sind (Abbildung 17A, vergleiche Spuren 1 und 2 bzw. 4
und 6). Letzteres verdeutlicht, dass die Wechselwirkung zwischen Cyclin B1/Cdk1 und
den Separasefragmenten spezifisch ist und nicht eine unspezifische Bindung an die mit
Separase beladene Sepharose wiedergibt. Diese Ergebnisse zeigen weiter, dass die
Interaktion zwischen Cyclin B1/Cdkl und den GST-Separase-1063-1140/1506-
Fragmenten, anders als bei Volllangen-Separase, unabhangig von Phosphorylierung an
Serin 1126 ist. Die CLD hingegen wird fur die Interaktion mit der Kinase benotigt. Es
handelt sich also um ein einfaches System, das zur Untersuchung der Wirkungsweise der
CLD ohne Einfluss von Serin 1126 geeignet ist.
Um einen minimalen Bindebereich fur effiziente Cyclin B1/Cdk1-Wechselwirkung zu
identifizieren, wurden nun verkurzte Versionen der GST-Separasefragmente getestet.
Verkuirzt man die Separasefragmente C-terminal durch Deletion der Aminosauren 1404-
1440 (Separase-1063-1403), so verliert man die Cyclin B1/Cdk1-Bindefahigkeit nicht
(Abbildung 17A, vergleiche Spuren 1 und 7). Das gleiche ist der Fall, wenn man ein N-
terminal verkurztes GST-Separase-Fragment benutzt, dem die Aminosauren 1063-1192
(Separase-1192-1440) fehlen. Deletiert man hingegen weitere 73 Aminosduren
(Separase-1263-1440), so zerstort man einen groflen Teil der Cyclin B1/Cdkl-
Bindefahigkeit (Abbildung 17B). Der fur Cyclin B1/Cdkl-Bindung malgebliche
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Separasebereich muss aufgrund dieser Ergebnisse also von der CLD aus in Richtung
Aminoterminus erweitert werden, und zwar bis hin zu einer nicht weiter eingegrenzten
Position zwischen den Aminosauren 1192 und 1263. Davor und danach scheinen keine

essentiellen Cyclin B1/Cdk1-Bindestellen zu existieren.

3.2.6 Phosphorylierung der Separase-CLD
Die direkte Interaktion zwischen dem Aminoterminus von Cdc6 und dem Cyclin Bl1-
Homolog Clb2 hangt von der Phosphorylierung des Cdc6-N-Terminus ab. Die
Homologie zwischen der CLD und dem Cdc6-Aminoterminus lasst vermuten, dass dies
fur die Wechselwirkung zwischen der CLD und Cyclin B1/Cdk1 ebenfalls zutrifft. In der
Tat war bereits bekannt, dass Phosphorylierung von Threonin 1346 innerhalb der CLD
einen Beitrag zur Komplexbildung leistet.
Im Folgenden wurde daher untersucht, ob

- weitere Reste innerhalb der CLD phosphoryliert sind und

- diese Phosphorylierungen fur die Komplexbildung mit der Cdk1-Kinase wichtig

sind.

Um die Bedeutung der CLD-Phosphorylierung mutationsunabhangig zu uberpriifen,
wurde nun untersucht, ob Dephosphorylierung von GST-Separase-Cyclin B1/Cdk1 den
Komplex zerstort. Dazu wurde GST-Separase-Cyclin B1/Cdkl mit unspezifischer A-
Phosphatase oder Referenzpuffer behandelt und dann durch Western-Blot auf die Menge
noch assoziierter Kinase analysiert.
Abbildung 17D zeigt, dass A-Phosphatase-Behandlung den Komplex zwischen GST-
Separase-1063-1506 und Cyclin B1/Cdkl zu einem groflen Teil zerstort. Auch die
Assoziation von Cyclin B1/Cdk1 mit einer Separase-Version, bei der Threonin 1346 zu
Alanin mutiert worden war, wird durch Dephosphorylierung negativ beeinflusst
(Abbildung 17D). Dies spricht stark dafur, dass die Phosphorylierung eines oder
mehrerer Reste uber Threonin 1346 hinaus an der Komplexbildung beteiligt sind. Die
Dissoziation von GST-Separase und Cyclin B1/Cdk1 ist nicht auf Dephosphorylierung
einer der Kinaseuntereinheiten zuruickzufuhren, da unter gleichen Bedingungen
behandelter Komplex aus Volllangen-Separase und Cyclin B1/Cdk1 stabil bleibt (nicht
gezeigt) (Holland and Taylor, 2006), obwohl die Wirksamkeit der A-Phosphatase im
gleichen Experiment durch beschleunigtes Cyclin B1-Laufverhalten deutlich wurde.
Fuhrt man das gleiche Experiment mit dem Aminoterminus von Cdc6 durch, kann man
ebenfalls eine Cyclin B1-Elution durch A-Phosphatase beobachten (Abbildung 17D).
Dies untermauert die postulierte funktionelle Homologie der CLD und des
Aminoterminus von Cdc6 in Bezug auf die Cyclin B1/Cdk1-Bindung.
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Motiviert durch diese Beobachtungen wurde nun nach CLD-Phosphorylierung endogener
Separase gesucht. Dazu wurde Separase aus mitotisch arretierten HelLaS3-Zellen durch
Immunprazipitation isoliert. Die isolierte Separase wurde in Kooperation mit Dr. Roman
Korner durch massenspektrometrische Analyse auf Phosphorylierungen hin untersucht
(nicht gezeigt). Dabei wurde die bereits bekannte Phosphorylierung von Serin 1126
bestdtigt. Dies zeigt, dass mitotische Phosphorylierungen grundsatzlich durch dieses
Experiment identifiziert werden konnen. Zusatzlich wurde Phosphorylierung der Reste,
Threonin 1363, Serin 1399, Serin 1528 und Serin 1545 nachgewiesen (nicht gezeigt).
Serin 1399 und Threonin 1363 liegen innerhalb der CLD, was sie zu guten Kandidaten
fur Phosphorylierungen macht, die relevant fur den Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex

sein konnten.

Aufbauend auf der nachgewiesenen Bedeutung der CLD-Phosphorylierung fur die
Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung wurde nun untersucht, ob die Interaktion
zwischen Cyclin B1/Cdkl und der CLD abhingig von den in endogener Separase
phosphorylierten CLD-Resten Threonin 1346, Threonin 1363 und Serin 1399 erfolgt.
Zunichst wurden die Separase-Phosphomutanten Separase-PM1126/1346 und —-PM1399
getestet. Um ausschlieBlich mit Wechselwirkung uber die CLD zu arbeiten, wurden
erneut GST-Separase-1063-1440/1506-Fragmente benutzt. Tatsachlich bindet Separase-
PM1399 schlechter Cyclin B1/Cdk1 als Separase-wt. Ein Austausch von Serin 1399
gegen Aspartat (Separase-S1399D) hingegen, der durch die Einfuhrung von negativen
Ladungen die Serin 1399-Phosphorylierung nachahmen soll, verbessert die Bindung im
Vergleich zu Separase-PM1399 (Abbildung 17C, vergleiche Spuren 1, 2 und 3).
Separase-S1399D bindet Cyclin B1/Cdk1 sogar besser als Separase-wt. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass die Mutation von Serin 1399 zu Aspartat eine quantitative
Phosphorylierung an diesem Rest nachahmt, wahrend Separase-wt im Extrakt nur
unvollstandig phosphoryliert wird.

Auch das PM1126/1346-Separase-Fragment assoziiert schlechter mit Cyclin B1/Cdk1 als
Separase-wt (Abbildung 17A, vergleiche Spuren 4 und 5). Vor dem Hintergrund, dass die
Mutation von Serin 1126 keinen Effekt auf die Kinase-Bindung hat (Abschnitt 3.2.5),
bestitigt dies, dass Threonin 1346 eine fur die Kinase-Bindung wichtige Aminosaure ist.
Eine Mutation der Reste Serin 1399 und Threonin 1363 zu Alanin zusatzlich zu Serin
1126 und Threonin 1346 verschlechtert die Bindung an Cyclin B1/Cdk1 noch einmal
deutlich (Abbildung 17C, vergleiche Spuren 4 und 5). Dieser Befund bestatigt erneut,
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Abbildung 18: Phosphorylierbare CLD-Aminosauren tragen zur Komplexbildung von Volllangen-
Separase mit Cyclin B1/Cdk1 bei

Mutation von funf phosphorylierbaren CLD-Resten zusatzlich zu Serin 1126 und Threonin 1346 vermitteln
Separase-Resistenz gegen Inhibition durch rekombinante Cyclin B1/Cdk1-Kinase. Separase-PM1126/1346
und -PM1126/1346/1363/1389/1396/1399/1406 (Separase-PM1126/1346/PMCLD) wurden wie in
Abbildung 16B beschrieben auf Hemmung durch rekombinante Cyclin B1/Cdk1-Kinase getestet.

dass Serin 1399 und/oder Threonin 1363 fur die Komplexbildung wichtig sind. Da die
Einzelmutation Threonin 1363 zu Alanin keinen Einfluss auf die Kinase-Bindung hat
(nicht gezeigt), ist wahrscheinlich Serin 1399 der entscheidende Rest.

Die CLD-Cyclin B1/Cdk1-Wechselwirkung beruht also zu einem groBlen Teil auf der
Phosphorylierung der CLD. Mit Threonin 1346 (Stemmann et al., 2001) und diese
Studie) und Serin 1399 (diese Studie) wurden zwei Aminosauren in der CLD

identifiziert, die entscheidend zu dieser Phosphorylierungsabhangigkeit beitragen.

3.2.7 Beteiligung der CLD-Phosphorylierung an der Inhibition von Volllangen-
Separase

Nun wurde getestet, ob die CLD-Phosphorylierung auch zur Inhibition von Volllangen-
Separase, die als Kennzeichen fur die Komplexbildung mit der Kinase dient, benotigt
wird. Dazu wurden aktive Separasemutanten wie in Abbildung 16 beschrieben mit
rekombinantem Cyclin B1/Cdk1 inhibiert. Tatsachlich zeigt Separase-PM1126/1346 nach
Vorinkubation mit Cyclin B1/Cdkl nur ca. 29 % Restaktivitit, wahrend Separase-
PM1126/1346, bei der zusatzlich funf phosphorylierbare Reste innerhalb der CLD zu
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Alanin mutiert waren (T1363, T1389, S1396, S1399 und S1406; Separase-
PM1126/1346/PMCLD), deutlich resistenter gegen Cyclin B1/Cdkl-vermittelte
Inhibition ist (ca. 45 % Restaktivitit; Abbildung 18).

Um den Einfluss der CLD-Phosphorylierung in einem physiologischeren Kontext zu
uberpriifen, wurde die Kinase-Bindung verschiedener Separase-CLD-Mutanten nun in
Zellen uberpruft. Stephen Taylor und Kollegen haben gezeigt, dass die Uberexpression
von Separase, die Cyclin B1/Cdk1 nicht binden kann, im Gegensatz zu Separase-wt zu
einer Akkumulation der Zellen in der G,/M-Phase fuhrt. Grund dafur ist, dass wegen
limitierender Securin-Mengen bei stark erhohten Separase-Konzentrationen die
kompensatorische Cyclin B1/Cdk1-Bindung benotigt wird, um Separase vor der
Metaphase und damit APC/C-Aktivierung zu inhibieren. Hohe Konzentrationen von
Cdk1-Bindemutanten fuhren deshalb zu verfrithter Chromosomentrennung, die wiederum
SAC-Aktivierung und einen mitotischen Arrest der Zellen nach sich zieht (Holland and
Taylor, 2006). In diesem System ist also das Ausmal} des G,/M-Arrests ein direktes Maf3
fur die Cyclin B1/Cdk1-Bindungsresistenz von Separasemutanten.

Separase wurde mit Hilfe von Flp-Rekombinase-vermittelter Rekombination stabil in das
Genom von Flp-In T-REx-293-Zellen integriert. Diese Zellen vermitteln die Expression
eines Transgens unter Kontrolle eines Doxycyclin-induzierbaren Promotors. Die
Integration durch Flp-Rekombinase erfolgt in einen einzigen Locus im Genom der
Zellen, so dass klonale Effekte durch unterschiedliche Integrationsstellen in diesem
System keine Rolle spielen.

Das Zellzyklusprofil nach Induktion der Separase-Expression wurde per Chromatin-
Farbung mittels Propidiumjodid und folgender FACS-Analyse bestimmt. Im Vergleich
zum Wildtyp lasst die Uberexpression von Separase-PM1126 den Anteil von G,/M-
Zellen deutlich steigen (Abbildung 19). Das gleiche gilt fur Separase-PM1346/1363/1399
(Separase-AAA), bei der also drei wichtige phosphorylierte CLD-Reste zu Alanin mutiert
worden sind. Separase-PM1126 und Separase-AAA sind also in vivo zumindest teilweise
Cyclin B1/Cdk1-bindedefizient. Tauscht man die wichtigen CLD-Aminosauren gegen die
sauren Reste Glutamat bzw. Aspartat aus (Separase-EED), so verhalt sich Separase
wieder wie der Wildtyp. Sogar Separase-AAD, bei der nur Serin 1399 zu Aspartat
mutiert worden ist, der wichtige Rest Threonin 1346 aber nicht-phosphorylierbar bleibt,
bindet Cyclin B1/Cdk1 besser als Separase-AAA.
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Abbildung 19: In Zellen tragt die Phosphorylierung der CLD zur Separase-Cyclin B1/Cdkl1-
Komplexbildung bei.

Flp-In T-REx-293-Zellen, die Myc¢-Separase-wt, -PM1126, -PM1346/1363/1399 (Separase-AAA), -
PM1346/1363/S1399D  (Separase-AAD), -T1346E/T1363E/S1399D  (Separase-EED)  oder —
PM1126/T1346E/T1363E/S1399D  (Separase-PM1126/EED) unter Kontrolle eines Doxycyclin-
induzierbaren CMV-Promotors tragen, wurden fur 24 h mit 2 pg/ml Doxycyclin induziert. Danach wurden
sowohl die von der Zellkultur-Schale abgelosten als auch die adharenten Zellen geerntet und durch
Propidiumjodid-Farbung des Chromatins fur FACS-gestutzte Zellzyklus-Analyse vorbereitet. Ein Teil der
Zellen wurde lysiert. Die Lysate wurden durch Western-Blot gegen Myc¢-Separase mit anti-Myc-
Antikorper auf die Konzentration der transgenen Separase hin untersucht. Als Ladekontrolle diente eine
unspezifische Farbung der Lysatproteine durch Coomassie-Blau. Davon ist der Bereich der um 30 kD
laufenden Proteine gezeigt. Der Effekt der Uberexpression der Separase-PM1126-EED wird im Abschnitt
3.2.9.5 erlautert.

VI: Volllangen-Separase; N: Separase-N-Terminus

Weil der Austausch gegen saure Aminosauren haufig Phosphorylierung an dem
betreffenden Rest nachahmt, weisen die Glutamat/Aspartat-Mutanten stark darauf hin,
dass die Phosphorylierungen von Separase an Threonin 1346, Threonin 1363 und Serin
1399 die Cyclin B1/Cdk1-Bindung verbessern. Um Effekte unterschiedlich hoher
Separase-Konzentrationen in den Zellen auszuschlieBen, wurde die Separase-Induktion
durch Doxycyclin mittels Western-Blot-Analyse uberpruft. Bezieht man die leicht
unterschiedliche Menge der geladenen Lysate mit ein, so unterscheiden sich die
Konzentrationen der induzierten Separasen nur minimal (Abbildung 19). Die
beschriebenen  Zellzyklus-Phanotypen sind also auf die Cyclin B1/Cdkl-
Bindefahigkeiten der verschiedenen Separase-Versionen und nicht auf unterschiedlich

hohe Separase-Uberexpression zuriickzufuthren.
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Bei der Inhibition von Separase durch rekombinantes Cyclin B1/Cdkl und bei der
Komplexbildung in Zellen tragen phosphorylierte CLD-Aminosauren also zur Interaktion
von Volllangen-Separase mit Cyclin B1/Cdk1 bei. Serin 1399, aber auch mindestens

einer der beiden Reste Threonin 1346 und Threonin 1363, sind dabei entscheidend.

3.2.8 In-vivo-Funktion des endogenen Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes

3.2.8.1 Nur ein kleiner Anteil von Cyclin B1 liegt in mitotischen Zellen im Komplex
mit Separase vor
Separase und Cyclin B1/Cdk1 gehen also eine Wechselwirkung ein, die auf der Seite der
Separase phosphoryliertes Serin 1126 und eine phosphorylierte CLD benodtigen. Dieser
Komplex existiert auch in lebenden Zellen und folgt den gleichen Bindungsregeln wie in
Hoch-A90-Extrakt. Die Komplexbildung zwischen Separase und Cyclin B1/Cdk1 fuhrt
einerseits zur Inhibition von Separase, andererseits aber auch zu einer Hemmung der
Kinase (Gorr et al., 2005). Daraus ergibt sich die interessante Frage, ob Separase in
Zellen eine Funktion als CKI zukommt.
Deshalb sollte nun die Frage erortert werden, ob ein entscheidender Anteil der Cyclin
B1/Cdk1-Kinase in mitotischen Zellen mit Separase komplexiert vorliegt. Ist dies der
Fall, so konnte Separase als CKI zu einem effizienten Austritt der Zelle aus der Mitose
beitragen. Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund interessant, dass Separase nur in
Securin-freiem Zustand die Kinase binden kann (Abbildung 11). Freie Separase
wiederum tritt in Zellen nur dann auf, wenn die Zelle die Anaphase bereits eingeleitet hat,
zu einem Zeitpunkt also, an dem die Cdk1-Aktivitat sinken muss.
Deshalb wurde nun uberpriift, welcher Anteil des gesamten Cyclin B1/Cdk1 einer Zelle
mit Separase assoziiert vorliegt. Dazu wurde Separase quantitativ aus Zelllysaten
immundepletiert. AnschlieBend wurde uberpriift, ob eine detektierbare Fraktion von
Cyclin B1 dadurch ebenfalls aus dem Lysat entfernt wird (Abbildung 20A). Die
verwendeten Zellen durchliefen nach Entlassen aus einem Thymidin-Arrest eine
synchrone Mitose. An der Abnahme der Cyclin B1-Menge in Rohextrakten kann man
erkennen, dass die Zellen zwischen 8 h und 11 h nach dem Thymidin-Arrest die Mitose
wieder verlassen. 10 h nach Verlassen des Thymidin-Blocks interagieren maximale
Mengen von Cyclin B1/Cdk1 mit Separase (Abbildung 10B). Zu keinem Zeitpunkt wurde
das Cyclin B1/Cdk1-Signal jedoch durch quantitatives Entfernen der Separase aus den
Lysaten merklich geschwiacht (Abbildung 20A).
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Abbildung 20: Ein sehr kleiner Anteil von Cyclin B1/Cdk1 liegt in mitotischen Zellen im Komplex
mit Separase vor

(A) Keine detektierbare Fraktion von Cyclin B1 wird durch quantitative Separase-Depletion aus Zelllysaten
entfernt. Zelllysate der HeLaS3-Zellen, die auch fur Abbildung 10B benutzt wurden, wurden wie in
Abbildung 10B behandelt und dadurch durch Separase-IP mit anti-pSX38 vollstindig von Separase befreit.
Die Zelllysate wurden anschlieend durch Western-Blot mit den Antikorpern anti-Separase-N, anti-hCyclin
Bl und anti-hCdkl auf Kodepletion von Cyclin B1/Cdkl mit Separase untersucht. GleichmaBige
Proteinladung wurde durch Western-Blot gegen APC2 uberpruft (B) Weniger als 1/60 des gesamten Cyclin
B1 eines Zelllysats findet sich in einer Separase-IP wieder. Die Separase-IP aus Abbildung 20A wurde
direkt neben 1 pl, 2,5 ul und 5 ul des Ausgangszelllysats auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die aufgetragene
Separase-IP-Menge entspricht Separase aus 60 pl Zelllysat. Das SDS-Gel wurde anschlieBend durch
Western-Blot mit den Antikorpern anti-Separase-N, anti-hCyclin B1 und anti-hCdk1 auf die Mengen der
entsprechenden Proteine hin untersucht. (C) Der fur Separase-IP benutzte Antikorper anti-pSX38 verdrangt
keine nennenswerte Cyclin B1/Cdk1-Fraktion von Separase. Separase-Cyclin B1/Cdkl wurde durch
Inkubation von ZZ-TEV ,-Separase/Securin in Hoch-A90-Extrakt hergestellt und anschliefend durch TEV-
Protease in Anwesenheit von 0,1 ug/ul BSA eluiert. Separase wurde aus diesem Eluat mit anti-pSX38-
Antikorper vollstindig immunprazipitiert und neben einer Probe des TEV-Eluats durch Western-Blot mit
anti-Separase-N, anti-hCyclin B1 und anti-XCdk1 analysiert. Die Spezifitat der Immunprazipitation wurde
durch parallele Kontroll-IgG-IP bestatigt (nicht gezeigt).
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Nun wurde die Menge der mit Separase koimmunprazipitierten Cyclin B1/Cdk1-Kinase
relativ zur gesamten Kinase-Menge im Zelllysat bestimmt. Dazu wurde immun-
prazipitierte Separase, die der Menge von 60 ul Zelllysat entspricht, direkt neben 1 ul,
2,5 pl und Sul Zelllysat durch Western-Blot auf die Mengen von Separase, Cyclin B1
und Cdkl hin untersucht. Abbildung 20B zeigt, dass mit der Separase viel weniger
Cyclin B1 und Cdkl1 assoziiert ist als in 1 ul Zelllysat vorhanden sind. Das heilit, dass um
ein Vielfaches weniger als 1,7 % der Cyclin B1/Cdk1-Kinase mit Separase im Komplex
vorliegt. Dieser Wert gilt unter den Voraussetzungen, dass kein signifikanter Anteil des
Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes durch die Lyse der Zellen dissoziiert, und dass der
fur die Immunprazipitation benutzte Antikorper die Assoziation des Komplexes nicht
beeinflusst. Ersteres scheint unwahrscheinlich, da der Komplex biochemisch sehr stabil
ist. Die Verdrangung der Kinase von Separase durch den fur die Immunprazipitation
benutzten Antikorper wurde uberprift. Dazu wurde der Separase-Cyclin B1/Cdkl-
Komplex aus Hoch-A90-Extrakt uiber eine Epitop-Markierung an Separase gereinigt.
Nach Elution der Separase wurde diese durch Immunprazipitation mit dem zu
untersuchenden Antikorper ei zweites Mal isoliert. Da laut Western-Blot-Analyse das
Verhiltnis von Separase zu Kinase vor und nach dieser zweiten Immunprazipitation
gleich ist (Abbildung 20C), kann man schlussfolgern, dass der verwendete Antikorper
keinen nennenswerten Anteil der Kinase von der Separase verdrangt.

Man kann zusammenfassen, dass in mitotischen Zellen nur ein sehr kleiner Teil von
Cyclin B1/Cdk1 mit Separase komplexiert. Es scheint deshalb unwahrscheinlich, dass
wiahrend des Verlassens der Mitose Separase entscheidend zur Erniedrigung der Cyclin
B1/Cdk1-Kinase-Aktivitat beitragt. Man kann zwar nicht mit Sicherheit ausschlieen,
dass die Assoziation von Separase mit Cdkl in einem so engen Zeitfenster vonstatten
geht, dass die Genauigkeit der Zellsynchronisation nicht zu deren quantitativen Erfassung
ausreicht. Die Tatsache, dass Separase keinen nennenswerten Einfluss auf den Austritt
eines vollig synchronen Oozytenextraktes aus Meiose II hat (I. Gorr, personliche
Mitteilung), spricht jedoch gegen diese Moglichkeit und fur die Relevanz obiger

Ergebnisse.

3.2.8.2 Funktion des Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes in der Meiose

Wie beim mitotischen Austritt muss die Aktivitait von Cyclin B1/Cdk1 beim Ubergang
einer Zelle von der Meiose I in die Meiose II sinken. Der Unterschied zum Austritt aus
der Mitose ist, dass die Aktivitat nicht auf Null sinken darf, da die zweite meiotische
Teil-
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Abbildung 21: Die Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung ist fir die Verminderung der Cyclin
B1/Cdk1-AKktivitat beim Meiose I-Meiose II-Ubergang notwendig.

(A) Die Polkorper-Bildung findet ohne die Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung nicht statt. In Maus-
Oozyten in der Metaphase I (GV-Stadium) wurden Kontroll-IgG oder anti-Separase-CBD-Antikorper
injiziert und die Oozyten dann zur Reifung stimuliert. Wenn angegeben, wurde die Cyclin B1/Cdkl1-
Aktivitat durch Roscovitin inhibiert oder es wurde der N-Terminus von Xenopus-Separase als mRNA
koinjiziert (XSep-N-wt: XSeparase-1-1552; XSep-N-PM: XSeparase-1-1552-PM1138/1139). (B) Die
Inhibition der Polkdrper-Bildung durch anti-Separase-CBD korreliert mit einer hoheren Cyclin B1/Cdk1-
Kinase-Aktivitat. Wie in (A) behandelte Oozyten oder Oozyten in der Metaphase I-Phase (GV) wurden auf
Cdk1-Aktivitat hin untersucht. Dazu wurden 6 Gruppen von je 5 Oozyten zum Zeitpunkt, an dem Kontroll-
Oozyten gerade den ersten Polkorper (PB1) ausgestofen hatten, lysiert. Thre CdkI-Aktivitait wurde
anschliefend durch Inkubation des Lysats mit dem Cdk1-Modellsubstrat Histon H1 in Anwesenheit von y-
ZP_ATP und semiqantitative Autoradiographie bestimmt. Der Wert fur GV-Oozyten wurde auf 100 %
gesetzt und alle anderen Aktivititen wurden darauf normiert. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung der Cdk1-Aktivitaten der 6 Oozytengruppen an.

ung folgt und die Zelle deshalb eine vorzeitige Einleitung der Replikation verhindern
muss (Abschnitt 2.3). Dieser Balanceakt benotigt eine besondere Feinregulation der
Cyclin B1/Cdk1-Kinaseaktivitat, wozu die Separase als Cdkl-Inhibitor entscheidend
beitragen konnte.

Um dies zu testen, wurde in Kollaboration mit A. Reis und Keith Jones folgendes
Experiment durchgefuhrt. Mit Hilfe eines gegen die Cyclin B1/Cdk1-Bindestellen von
Maus-Separase gerichteten Antikorpers (anti-Separase-CBD) wurde die Bildung des
Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes in Maus-Oozyten, die in der Meiose I arretiert
waren, unterdriickt. Der Antikorper inhibiert nachweislich die Assoziation zwischen
humaner Separase, die der Maus-Separase ahnlich ist, und Cyclin B1/Cdk1, ohne die
proteolytische Aktivitat von Separase zu beeinflussen (Gorr et al., 2006). AnschlieBend
wurde die Bildung des ersten Polkorpers nach Induktion des Meiose I-Meiose II-
Ubergangs analysiert. Der Polkorper-Ausstof dient als Kennzeichen dafir, dass Oozyten

diesen Ubergang vollzogen haben. Tatsachlich ist bei Oozyten mit gehemmter Bildung
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des Separase-Cyclin B1/Cdkl-Komplexes der Ausstol des Polkorpers stark gehemmt
(Abbildung 21A). Dieser Effekt ist spezifisch, da erstens die Injektion von Kontroll-IgG
keinen Effekt zeigt. Zweitens fuhrt die Expression von Cyclin B1/Cdkl-bindendem
Xenopus-Separase-Fragment, nicht jedoch die Zugabe einer Xenopus-Separase-
Phosphomutante, die die Kinase nicht mehr binden kann, zu einer Wiederherstellung der
Polkorper-Bildung (Abbildung 21A). Drittens stellt eine kunstliche Erniedrigung der
Cyclin B1/Cdk1-Aktivitat durch eine Behandlung der Oozyten mit dem Cdk1-Inhibitor
Roscovitin die Polkorper-Bildung in Anwesenheit von anti-Separase-CBD wieder her.
Weil weder die Trennung der homologen Chromosomen noch der Schwesterchromatiden
gestort zu sein scheint (Gorr et al., 2006), ist der Defekt beim Polkorperausstofl nicht auf
eine mangelhafte Auflosung der Kohasion nach Antikorperzugabe zuruickzufuihren.
Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die Cyclin B1/Cdk1-Aktivitat bei Injektion
des anti-Separase-CBD Antikorpers zu einem Zeitpunkt, an dem Kontroll-Oozyten den
Polkorper ausstolen, unphysiologisch hoch ist (Abbildung 21B). Der Grund fur den
ineffizienten Meiose [-Meiose II-Ubergang in Anwesenheit von anti-Separase-CBD ist
also mit hoher Wahrscheinlichkeit eine fehlende Cyclin B1/Cdk1-Inhibition durch
Separase.

Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nahe, dass Separase wahrend des Meiose I-
Meiose II-Ubergangs von Maus-Oozyten zur Erniedrigung der Cyclin B1/Cdk1-Aktivitat
beitragt. Dies erfordert die Komplexbildung zwischen Separase und der Kinase uiber die

bekannten Bindungs-Determinanten Serin 1126 und CLD.

3.2.9 Die Rolle von Serin 1126 bei der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex-Bildung
Welche Rolle spielen phosphoryliertes Serin 1126 und die CLD bei der Separase-Cyclin
B1/Cdk1-Komplexbildung? Wie der Aminoterminus von Cdc6 kann die Separase-CLD
abhangig von der Phosphorylierung der Reste Threonin 1346 und Serin 1399 als
eigenstandiges Cyclin B1/Cdkl-Bindemodul angesehen werden (Abbildung 16 und
Abbildung 17). Fur beide gibt es entsprechende phosphorylierbare Aminosauren im
Cdc6-N-Terminus (Abbildung 22B), was eine homologe Wirkweise der beiden Protein-
Bereiche, das hei3it direkte Kontaktbildung mit Cyclin B1, nahe legt. Eine zu Serin 1126
ahnliche Region existiert jedoch nicht in Cdc6. Trotzdem ist Serin 1126 fur Separase-
Hemmung in Oozytenextrakt enorm wichtig (Abbildung 16A und (Stemmann et al.,
2001)).
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Abbildung 22: Ein Modell zur Polo-vermittelten Wirkweise von Serin 1126

(A) Serin 1126 konnte zur Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung beitragen, indem es uber Polo-
Rekrutierung die CLD-Phosphorylierung vermittelt. Die Kinase-Aktivitat von Polo- wird durch Bindung an
phosphoryliertes Serin 1126 uber ihre PBD aktiviert und kann die CLD daraufhin phosphorylieren. Die
CLD kann nun Cyclin B1/Cdk1 uber die Cyclin B1-Untereinheit binden. Dieser Mechanismus entspricht
der klassischen Polo-Wirkweise (Abschnitt 3.2.9). (B) Cyclin B1/Cdk1-Bindedeterminanten in Separase
und Cdc6. Der zu Cdc6 homologe Separase-CLD-Bereich besitzt mindestens zwei phosphorylierte Reste,
die zur Komplexbildung mit Cyclin B1/Cdkl beitragen, Threonin 1346 und Serin 1399. Serin 1399
entspricht teilweise der Plk1-Phosphorylierungs-Sequenz. Beide haben entsprechende phosphorylierte
Aminoséauren in Cdc6 (rot unterlegt). Serin 1399 liegt in der Primarsequenz in dem Bereich, der zur Cyclin
B1/Cdk1-Bindung absolut notwendig ist, wie die Separasemutanten Separase-LAG (grau unterlegt) und
Separase-A1391-1402 (Abbildung 13) zeigen. In Cdc6 sind noch zwei weitere phosphorylierbare
Aminosauren bekannt, die zur Cyclin B1-Bindung beitragen (rot unterlegt). Mit Serin 1126 besitzt Separase
eine Cyclin B1/Cdkl1-Bindedeterminante, fur die es in Cdc6 keine Entsprechung gibt. Ist Serin 1126
phosphoryliert, so wird sie Teil einer PBD-Bindesequenz (Serin — Phosphoserin — Prolin).

Das wirft die Frage auf, auf welche Art und Weise phosphoryliertes Serin 1126 an der
Wechselwirkung mit der Cyclin B1/Cdkl-Kinase beteiligt ist. Eine nahe liegende
Moboglichkeit ist, dass Phosphorylierung von Serin 1126 eine Phosphorylierung der CLD
nach sich zieht, welche dadurch erst fur Cdk1-Bindung kompetent wird. Dieses Modell
beruht auf der Feststellung, dass phosphoryliertes Serin 1126 und Umgebung eine
perfekte Konsensus-Bindestelle fur die so genannte “Polo Box Domain” (PBD) der
mitotische Polo-Kinase (Serin-Phosphoserin/-Threonin-Prolin) darstellen (Abbildung
22B). Durch Binden der PBD an vorphosphorylierte Proteine wird die Polo-Kinase
bekanntermallen konformativ aktiviert und kann dann ihrerseits benachbarte Stellen im
gebundenen Protein, in diesem Fall die CLD, phosphorylieren (Abbildung 22A). Auch
die Tatsache, dass die Sequenzumgebung von Serin 1399 recht gut mit der

Konsensussequenz fur Polo-Phosphorylierung iibereinstimmt (Abbildung 22B), spricht
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Abbildung 23: PBD assoziiert in der Far-Western-Analyse mit phosphoryliertem Serin 1126

(A) PBD bindet Separase abhangig von Serin 1126, aber unabhangig von einer intakten CLD. ZZ-TEV ,-
Separase-wt, -PM1126/1346, -A1391-1402 und —PM1126 wurden im Komplex mit Securin aus mitotischen
transfizierten 293T-Zellen gereinigt, auf eine PVDF-Membran transferiert und anschlieBend durch Far-
Western-Analyse mit GST-PBD auf PBD-Bindung analysiert. GST-PBD wurde mit dem Antikorper anti-
GST detektiert. Als Ladekontrolle diente mit Coomassie-Blau gefarbte Separase. (B) PBD-Separase-
Interaktion hangt von Separase-Phosphorylierung ab. ZZ-TEV ,-Separase-wt wurde wie fur (A) isoliert,
anschlieSend jedoch mit Puffer, A-Phosphatase oder Cyclin B1/Cdk1 behandelt und dann wie bei (A) durch
Far-Western-Blot analysiert.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus
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fur diese Hypothese. Stimmt das “Polo-Modell”, so mussen zwei Voraussetzungen
gelten:
- Polo bindet an phosphoryliertes Serin 1126.
- Polo phosphoryliert die CLD.
- Eine konstitutiv phosphorylierte CLD rettet eine an Serin 1126 nicht
phosphorylierbare Separase hinsichtlich Cyclin B1/Cdk1-Bindung.

3.2.9.1 Wechselwirkung von Polo-PBD mit Separase

Zunachst wurde die Interaktion von Plkl mit Phosphoserin 1126 per Far-Western-
Analyse untersucht, ein Ansatz, der bereits erfolgreich fur die Identifikation von Plk1-
Bindepartnern herangezogen wurde. Dazu wurde aus transfizierten mitotischen 293T-
Zellen Separase-wt, -PM1126, -PM1126/1346 und —-A1391-1402 im Komplex mit
Securin isoliert. Danach wurden die Komplexe durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine

Membran transferiert und dann mit GST-PBD, der Phosphoserin/-threonin-Bindedomane
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Abbildung 24: Die Assoziation von Plk1 mit Separase/Securin geschieht unabhangig von Serin 1126
(A) PIk1 assoziiert mit Separase/Securin in Zellen. Separase wurde zusammen mit Securin und Plk1 in
293T-Zellen transfiziert. Fur die Separase-IP wurde ZZ-TEV ,-Separase, Mycq-Plk1 und Securin benutzt,
fur die Securin-IP Securin-(Hiss-Flag),, Myce-Plkl und HA;-Separase. Als Kontrolle dienten fur die
Separase-IP unbeladene Sepharose, die durch Anwesenheit von TEV-Protease im Zelllysat wahrend der IP
hergestellt wurde. Als Kontrolle zur Securin-IP wurde ein Zelllysat mit nicht-Epitop-markiertem Securin
benutzt. Nach der Immunprazipitation wurde die Sepharose mit Bindungspuffer gewaschen und
anschlieend durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf gebundene Separase, Plkl und Securin
getestet. Zur Detektion dienten die Antikorper anti-Separase-N, anti-Plkl-linker und anti-Securin. K:
Kontroll-IP; IP: Separase/Securin-IP (B) Die Assoziation von Plkl mit Separase/Securin in Zellen
geschieht unabhangig von Serin 1126. HA;-Separase-wt und -PM1126/1346 wurden wie in (A)
beschrieben behandelt. Die Reinigung von Separase/Securin/Plk1 erfolgte durch Securin-IP. Spezifisch mit
Separase-wt assoziierte hCdk1 wurde durch anti-hCdk1-Antikorper detektiert.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus

2
Separase N

Securin

von PIkl, inkubiert. Die PBD wurde danach mit einem gegen GST gerichteten
Antikorper wie bei einem Western-Blot detektiert.

PBD wechselwirkt um ein Vielfaches starker mit Separase-wt als mit Separase-PM1126
(Abbildung 23A). Eine zusatzliche Mutation von Threonin 1346 zu Alanin (Separase-
PM1126/1346) schwacht dieses Signal nicht weiter. Auch die teilweise Deletion der CLD
(Separase-A1391-1402) beeinflusst die Bindung nicht, woraus folgt, dass keine
Phosphoepitope in diesem Bereich erkannt werden.

Diese Interaktion zwischen der PBD und Separase im Far-Western ist abhangig von
Phosphorylierung, da Vorbehandlung der Separase mit unspezifischer Phosphatase die
Wechselwirkung unterbindet, wahrend Phosphorylierung der Separase durch Cyclin
B1/Cdk1 die Bindung verstarkt (Abbildung 23B). PBD bindet also im Far-Western-

Ansatz an phosphoryliertes Serin 1126 von humaner Separase.
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3.2.9.2 Wechselwirkung von Separase/Securin und Polo

Als nachstes wurde die Wechselwirkung zwischen Separase und Plk1 in humanen Zellen
untersucht. Dazu wurden Epitop-markierte Versionen von Separase, Securin und Plkl
(humane Polo-Kinase) in 293T-Zellen exprimiert. Danach wurden entweder Separase
oder Securin durch Antikorper gegen die Epitop-Markierung aus den Zelllysaten
immunprazipitiert. Nach dieser Affinitatsreinigung wurde die immobilisierte
Separase/Securin durch Western-Blot auf die Bindung von Plk1 hin analysiert.

Abbildung 24A stellt dar, dass sich Plkl mit Separase/Securin sowohl nach
Immunprazipitation von Separase als auch von Securin spezifisch anreichern lasst. Um zu
testen, ob die Komplexbildung in Zellen von phosphoryliertem Serin 1126 abhéngt,
wurde nun die Bindung von Plkl an Separase-PM1126/1346 mit der an Separase-wt
verglichen. Beide Separasen sind wider Erwarten zur Komplexbildung mit Plkl im
gleichen Mal} befahigt, wiahrend Cdk1-Bindung erwartungsgemall nur an Separase-wt
bindet (Abbildung 24B).

Ahnliche Ergebnisse lieferten In-vitro-Bindungsstudien mit gereinigtem Separase-
Securin und in-vitro-translatierter Plkl oder PBD (nicht gezeigt). Wie in Zellen konnte
eine spezifische Wechselwirkung nachgewiesen werden, die jedoch nicht abhéngig von
Serin 1126 ist.

Eine Assoziation zwischen Separase und Plk1 uiber phosphoryliertes Serin 1126 ist also

nicht gegeben, wenn Separase mit Securin im Komplex vorliegt.

3.2.9.3 Interaktion zwischen PBD und freier Separase

Moboglicherweise schlieit die Anwesenheit von Securin die Bindung von Plk1 an Separase
uber phosphoryliertes Serin 1126 aus. Um diese Limitierung zu umgehen, wurde nun mit
gereinigten Proteinen getestet, ob die Interaktion von PBD mit Securin-freier Separase in
Abhangigkeit von Serin 1126 erfolgt. Dazu wurde aktive Separase durch Inkubation in
Niedrig-A90-Extrakt hergestellt. Da nicht alles Securin im A90-Extrakt abgebaut wird,
musste das verbleibende Securin aus der Separase-Praparation durch Immunprazipitation
entfernt werden. Nach dieser Immundepletion verbleibt ein gut detektierbarer Anteil der
Separase im Uberstand, wahrend Securin nicht mehr nachweisbar ist (Abbildung 25A).
Um nun die Abhangigkeit der Separase-PBD-Interaktion von phosphoryliertem Serin
1126 zu testen, wurden aktive Securin-freie Separase-wt, -PM1126 und -A1391-1402 mit
immobilisierter GST-PBD bzw. GST inkubiert und anschlieend durch Western-Blot auf

Separase-Assoziation uberpruift.
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Abbildung 25: PBD assoziiert mit Securin-freier Separase in Abhangigkeit von Serin 1126

(A) Reinigung detektierbarer Mengen Securin-freier Separase. ZZ-TEV,-Separase-wt, -PM1126 oder -
A1391-1402 wurden im Komplex mit Securin aus transfizierten mitotischen Zellen durch IgG-IP isoliert
und anschlieBend in Niedrig-A90-Extrakt inkubiert. Nach Waschen mit Waschpuffer (500 mM NaCl)
wurde die Separase durch TEV-Protease von der Sepharose eluiert. 1/7 des Eluats wurden separiert. Mit
dem Rest wurde eine Immundepletion des verbleibenden Separase/Securins durch anti-Securin-Antikorper
durchgefuhrt (ca. 0,5 ug Antikorper pro 1 x 10° transfizierte Zellen). Nach der Depletion wurde diesmal 1/5
des Durchflusses abgenommen, um den Verdunnungseffekt durch die Immundepletion auszugleichen.
Jeweils die Hilfte der Proben vor und nach Depletion wurden durch Western-Blot mit anschlieBender
Detektion durch die Antikorper anti-Separase-N, anti-hCyclin B1 und anti-Securin analysiert. Der nicht fur
diese Analyse benutzte Anteil der freien Separase wurde fur (B) verwendet. (B) GST-PBD assoziiert mit
Separase in Abhangigkeit von Serin 1126. Die in (A) isolierte Securin-freie Separase-wt, -PM1126 und
A1391-1402 wurde mit gleichen Mengen immobilisierter GST-PBD oder als Kontrolle mit GST inkubiert
und danach mit Bindungspuffer gewaschen. Die Menge gebundener Separase und Cyclin B1 wurde
anschlieSend durch Western-Blot mit anti-Separase-N und anti-hCyclin B1 uiberpruft.

VI: Volllangen-Protein; N: Aminoterminus

Abbildung 25B zeigt, dass mehr Separase-wt spezifisch an PBD bindet als Separase-
PM1126. Da jedoch Cyclin B1 in der Praparation der Separase-wt, nicht jedoch bei
Separase-PM 1126 vorhanden ist, konnte die Interaktion auch iiber PBD-Cyclin B1/Cdk]1-
Wechselwirkung verlaufen. Das jedoch wird dadurch ausgeschlossen, dass die ebenfalls
Cyclin B1/Cdk1-bindungsdefiziente Separase-A1391-1402, die jedoch Serin 1126 besitzt,
PBD ebenfalls besser bindet als Separase-PM1126.

Die Wechselwirkung von Separase mit PBD erfolgt also dann uiber phosphoryliertes
Serin 1126, wenn die Separase frei vorliegt, nicht aber, wenn sie sich im Komplex mit

Securin befindet.
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Abbildung 26: Serin 1399 ist ein In-vitro-Substrat fur Plx1

GST-Separase-1063-1440- oder 1063-1506-wt, -PM1126, -PM1126/1346, -PM1399, -PM1346/1399, -
PM1126/1346/1363/1399 und -A1391-1402 wurden mit Plx1-Kinase in Anwesenheit von y-*P-ATP
inkubiert. Anschliefend wurde die GST-Separase-Menge durch SDS-PAGE und semiquantitative Analyse
der Coomassie-Blau-Farbung uberpriift. Das SDS-Gel wurde dann getrocknet, um durch semiquantitative
Autoradiographie den Einbau von radioaktivem Phosphat zu messen. Die Signalstarke fur Phosphat-Einbau
wurde auf die Starke des Coomassie-Blau-Signals normiert, um die relative Separase-Phosphorylierung
durch PIx1 zu erhalten. Der relativen Separase-wt-Phosphorylierung wurde der Wert 1 zugeordnet.

3.2.9.4 Phosphorylierung der CLD durch Polo-Kinase

Nun wurde die zweite Forderung untersucht, die sich aus dem “Polo-Modell” ergibt,
namlich, ob Polo-Kinase die Separase-CLD grundsatzlich phosphorylieren kann.
Bakteriell exprimierte und gereinigte GST-Separasefragmente wurden dazu mit Plx1
(Polo-Kinase von Xenopus laevis) und *P-y-ATP inkubiert und anschlieBend mittels
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Wie vom Modell gefordert, werden
Separase-PM1399 und Separase-A1391-1402 durch Plx1 etwa 5-10-mal schlechter
phosphoryliert als Separase-wt (Abbildung 26, Spuren 4, 5 und 8). Das gilt ebenso fur
alle Mehrfach-Mutanten, die Serin 1399 nicht besitzen (Separase-PM1346/1399 und —
PM1126/1346/1363/1399, Spuren 6 und 3). Mutation der Aminosaure Serin 1126 allein
(Spur 1) oder in Kombination mit Threonin 1346 (Spur 7), sowie Einzelpunktmutation
von Threonin 1363 und Serin 1406 (nicht gezeigte Daten) haben hingegen keinen
Einfluss auf die Separasephosphorylierung.

In Separasefragmenten phosphoryliert Plx1 also fast ausschlieBlich Serin 1399. Da diese
Phosphorylierung fur die CLD-Cyclin B1/Cdkl-Interaktion entscheidend ist, konnte

Polo-Kinase die Assoziation von Separase und Cdk1 tatsachlich begtinstigen.
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3.2.9.5 Konstitutive CLD-Phosphorylierung rettet die Cyclin B1/Cdk1-
Bindefahigkeit der Separase-PM1126 nicht

Das Polo-Modell (Abbildung 22) fordert, dass konstitutive Phosphorylierung der CLD
die Serin 1126-Phosphorylierung unnotig fur die Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex-
bildung macht (Abschnitt 3.2.9). Denn es besagt, dass die Assoziation von Polo mit
phosphoryliertem Serin 1126 die CLD-Phosphorylierung ermoglicht. Dies wiederum
wiirde die Cyclin B1/Cdk1-Bindung an Separase vermitteln.

In Separase-uiberexprimierenden Zellen kann die Mutation von Threonin 1346, Threonin
1363 und Serin 1399 zu Glutamat bzw. Aspartat (Separase-EED) die Phosphorylierung
dieser Reste nachahmen, denn diese Aminosaureaustausche reichen aus, um die Kinase-
Bindefahigkeit der Separase-AAA wieder herzustellen. Das wird durch den niedrigeren
Anteil von G,/M-Zellen bei Uberexpression der Separase-EED im Vergleich zu
Separase-AAA deutlich (Abbildung 19). Deshalb wurde nun im gleichen experimentellen
Ansatz getestet, ob Separase-PM1126-EED Cyclin B1/Cdk1 besser bindet als Separase-
PM1126. Abbildung 19 zeigt jedoch, dass die Uberexpressionen von Separase-PM1126-
EED und Separase-PM1126 wider Erwarten zu einer ahnlich stark ausgepragten
Erhohung der G,/M-Population fuhrt. Das heif3t, dass konstitutive Phosphorylierung der
entscheidenden CLD-Reste im PM1126-Hintergrund keine verbesserte Kinase-Bindung
bewirkt. Die Rolle von phosphoryliertem Serin 1126 besteht also nicht allein darin, die

CLD-Phosphorylierung zu dirigieren. Das Polo-Modell kann deshalb nicht zutreffen.

3.2.10 Beteiligung der Separase-Polo-Interaktion an der Cohesin-Spaltung

Der Assoziation von Polo-Kinase mit phosphoryliertem Serin 1126 konnte theoretisch
eine zweite wichtige Funktion bei der Cohesin-Spaltung zukommen. Cohesin besitzt
namlich zwei Separase-Spaltstellen (ExxR 169-172 bzw. —447-450). Die Spaltung von
Cohesin nach Aminosaure 450 ist abhdngig von Phosphorylierung an der Plkl-
Phosphorylierungsstelle Serin 454 (Abbildung 27A; Abschnitt 2.2.4.4) wahrend die
andere Spaltstelle auch Polo-unabhiangig geschnitten werden kann. Separase konnte also
ihre aktivierende Kinase zum Cohesin fuhren und dadurch eine effiziente Cohesin-

spaltung vermitteln.
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Abbildung 27: Serin 1126 zu Alanin-Mutation verschlechtert nicht die Plx1-abhangige Cohesin-
Spaltung

(A) Schematische Darstellung von hSccl. hSccl besitzt zwei Separase-Spaltstellen (ExxR). Die zweite bei
Aminosdure 450 wird nur gespalten, wenn Serin 454 phosphoryliert vorliegt. Die erste Stelle bei
Aminoséure 172 wird auch phosphorylierungsunabhingig durch Separase geschnitten. ExxR 172 ist in dem
in (B) und (C) benutzten Cohesin-CM172 zu RxxE mutiert und wird deshalb von Separase als Substrat
nicht mehr akzeptiert. Cohesin-CM172 wird nur noch in Anwesenheit von Plx1 von Separase gespalten.
(B) Plx1-abhzngige Cohesin-Spaltung durch Separase kann in vitro nachgeahmt werden. *>S-markiertes
Cohesin-wt oder —-CM172-ZZ-Myc-Hisg (Cohesin-CM172-ZZ) wurden mit Separase in Anwesenheit von
PIx1-wt oder —mut (kinase-inaktiv) mit aktiver Separase inkubiert. Nach 0 min und 60 min wurden Proben
davon entnommen und die Cohesin-Spaltung durch Autoradiographie detektiert. (C) Serin 1126 wird nicht
fur PIx1-vermittelte Verbesserung der Cohesin-Spaltung benotigt. Aktive Separase-wt und PM1126/1346
wurden mit steigenden Konzentrationen Plx1 und gleich bleibenden Konzentrationen von Cohesin-CM172-
77-Myc-His, inkubiert. Danach wurde das Ausmall der Cohesin-Spaltung durch Autoradiographie
bestimmt.

Stern: Plx1-abhangige Cohesin-Spaltfragmente; V1: Volllangenprotein; VI-ZZ: Volllangenprotein, ZZ-
Myc-Hisq-Epitop-markiert

Zunachst wurde getestet, ob eine Polo-abhangige Spaltung von Cohesin in vitro
nachgeahmt werden kann. Dazu wurde zunéchst eine Sccl-Mutante erzeugt, die aufgrund
einer Mutation in der Polo-unabhangigen Schnittstelle, potentiell nur in Anwesenheit
aktiver Polo-Kinase von Separase gespalten werden kann (Cohesin-CM172). Cohesin-wt
oder Cohesin-CM172 wurden dann in Anwesenheit von aktiver oder inaktiver Plx1 mit
aktiver Separase inkubiert. In Abbildung 27B ist dargestellt, dass mit beiden Substraten
Sccl-Fragmente, die auf Spaltung nach Arginin 450 zuruckzufuhren sind, nur in
Gegenwart aktiver Plx1 nachweisbar sind (mit einem Stern markiert). Eine Plx1-

abhiangige Spaltung von Cohesin lasst sich also in diesem System rekonstituieren.
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Um zu testen, ob die Assoziation von Plx1 mit Separase-Serin 1126 die Phosphorylierung
von Cohesin-Serin 454 und damit die Spaltung nach Cohesin-Arginin 450 verbessert,
wurden nun Separase-wt oder Separase, bei der Serin 1126 zu Alanin mutiert ist, mit
Cohesin-CM172 in Anwesenheit steigenden Konzentrationen von Plx1 inkubiert. Spielt
die Assoziation von Plx1 mit Separase-Serin 1126 eine positive Rolle beim Schneiden an
der Stelle 450, so erwartet man eine bessere Spaltung mit Separase-wt. Abbildung 27C
zeigt jedoch, dass bei beiden Separase-Versionen eine zunehmende Cohesinspaltung mit
steigenden Plx1-Konzentrationen zu beobachten ist. Anwesenheit von Serin 1126
verstarkt diesen Effekt nicht.

Eine Beteiligung von Plx1-Assoziation mit Serin 1126 bei der Cohesin-Spaltung kann

also mit diesem Ansatz nicht nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

4.1 Der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex

Wihrend Separase-Inkubation in Niedrig-A90-Extrakt zu ihrer Aktivierung durch
Securin-Abbau fuhrt, wird sie in Hoch-A90-Extrakt trotz Securin-Abbaus nicht aktiv
(Stemmann et al., 2001). Auch die endogene Xenopus-Separase wird durch hohe Cyclin
B1-Konzentrationen inaktiv gehalten, wie durch Abwesenheit von Schwester-
chromatidentrennung in Hoch-A90-Extrakt gezeigt werden konnte. Diese Separase-
Hemmung bedarf ihrer Phosphorylierung an den Resten Serin 1126 und Threonin 1346
(Stemmann et al., 2001). Aus Hoch-A90-Extrakt ruckisolierte Separase kann jedoch
durch Behandlung mit Hochsalzpuffer wieder aktiviert werden (Abbildung 8). Da
Hochsalzbehandlung kovalent gebundene Phosphatgruppen nicht von Proteinen entfernen
kann, ist Separase-Phosphorylierung also notwendig, aber nicht hinreichend fur ihre
Hemmung in Hoch-A90-Extrakt. Stattdessen schien es wahrscheinlich, dass Separase
abhingig von ihrer Phosphorylierung an den Resten Serin 1126 und Threonin 1346 in
Hoch-A90-Extrakt mit einem Separase-Inhibitor assoziiert, der durch Hochsalz-
behandlung wieder von der Protease dissoziiert. Cyclin B1/Cdkl wurde daraufhin als
Separase-Bindepartner identifiziert, der mit Separase-wt, nicht jedoch mit Separase-
PM1126/1346 assoziiert (Gorr et al., 2005). Tatsachlich besitzt Cyclin B1/Cdk1 die
Eigenschaften, die fur den postulierten Separase-Inhibitor gelten mussen: 1) Die Kinase
bindet an inhibierte Separase-wt in Hoch-A90-Extrakt. Sie assoziiert jedoch nicht mit
aktiver Separase-wt in Extrakt mit niedriger Cyclin Bl-Konzentration. 2) Separase-
Aktivierung durch Hochsalzbehandlung oder Mutation der kritischen Phosphorylierungs-
stellen Serin 1126 und Threonin 1346 zu Alanin geht mit deutlich geringerer Cyclin
B1/Cdk1-Bindung einher (Abbildung 9). Cyclin B1/Cdk1 ist also der gesuchte Inhibitor
der Separase. Dies konnte endgiiltig dadurch bewiesen werden, dass rekombinantes
Cyclin B1/Cdk1 im gereinigten System ausreicht, um aktive Separase zu inhibieren (Gorr
et al., 2005 und Abbildung 16). Die Separase-Inhibition durch Cyclin B1/Cdkl1 ist ein
Mechanismus, der parallel zur Hemmung durch Securin wirken kann. Dies wird dadurch
deutlich, dass die beiden Separase-Inhibitoren nicht gleichzeitig an Separase binden
konnen (Abbildung 11).

Mindestens zwei Bindungsdeterminanten im Separase-Protein sind fur die Assoziation
mit Cyclin B1/Cdk1 essentiell, phosphorylierbares Serin 1126 und die neu identifizierte
dem S. cerevisiae-Protein Cdc6 ahnliche CLD (,,Cdc6 Like Domain*; Abbildung 13). Die
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CLD kann die Wechselwirkung zwischen Separase und der Kinase nur dann effizient
vermitteln, wenn die CLD-Reste Threonin 1346 (Stemmann et al., 2001) (Abbildung 13)
und Serin 1399 (Abbildung 17 und Abbildung 18) phosphoryliert vorliegen.

4.1.1 Die Rolle des Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes bei der Anaphase-
Induktion

Die Existenz des Separase-Cyclin B1/Cdkl1-Komplexes konnte in Zellen unter
physiologischen Bedingungen bestatigt werden. Er kommt in Prometaphase-Zellen in
Anwesenheit von Securin vor. Seine Konzentration steigt jedoch kurzzeitig an, wenn
Zellen, die nach einem Thymidin-Arrest eine synchrone Mitose durchlaufen, die
Anaphase eingeleitet und Securin schon zum Teil abgebaut haben (Abbildung 10). Diese
Beobachtung legte bereits nahe, dass Cyclin B1/Cdk1 und Securin nicht gleichzeitig an
Separase binden konnen. Das konnte in vitro im gereinigten System und in vivo mit
uberexprimierten Proteinen bestitigt werden (Abbildung 11). Der in Zellen
nachgewiesene Komplex bildet sich - genau wie in Hoch-A90-Extrakt - in Abhangigkeit
von Separase-Phosphorylierung an den Resten Serin 1126 und Threonin 1346 (Abbildung
12). Dies bestatigt, dass es sich auch in vivo um den Komplex handelt, der zur
gegenseitigen Inhibierung von Separase und Cyclin B1/Cdk]1 fuhrt.

Sowohl die Inhibition der Separase als auch die von Cdkl durch Separase-Cyclin
B1/Cdk1-Komplexbildung konnten zellulare Funktionen erfullen. Nahe liegend ist eine
Rolle der Kinase als Securin-dhnlicher Separase-Inhibitor vor der Anaphase-Induktion,

C“*_yermittelt nach der Inaktivierung des

denn beide Separase-Inhibitoren werden AP
mitotischen Kontrollpunktes (SAC; ,,Spindle Assembly Checkpoint®) degradiert. Sie
besitzen also die Eigenschaften, die fur eine zeitlich korrekt regulierte Separase-
Aktivierung notwendig sind. Zwar fehlt bis jetzt der Beweis, dass Cyclin B1 aus dem
Komplex mit Separase heraus abgebaut werden kann, es existieren jedoch starke
Hinweise darauf, dass Securin durch Cyclin B1/Cdk1 hinsichtlich Separase-Hemmung in
lebenden Zellen ersetzt werden kann. Zum einen tragt Cyclin B1/Cdkl1-abhéangige
Separase-Inhibition in Zellen zur Hemmung stark uberexprimierter Separase bei. Die
Uberexpression von Separase-PM1126, nicht jedoch die von Separase-wt, fuhrt namlich
zu einer Chromosomentrennung vor der Metaphase und dadurch zu einem SAC-
vermittelten Prometaphase-Arrest. Grund dafur ist, dass bei hohen Separase-
Konzentrationen Securin limitierend wird. Cyclin B1/Cdkl kann die uberschiissige
Separase-wt, nicht aber die Cyclin B1/Cdkl bindungsdefiziente Separase-PM1126
hemmen (Holland and Taylor, 2006) (Abbildung 19). Zum anderen zeigen Zellen - und

sogar Mause - ohne Securin quasi keinen Phanotyp (Mei et al., 2001). Zellen hingegen,
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denen beide Separase-Inhibitionsmechanismen, Securin- und Cyclin B1/Cdk1-Bindung,
fehlen, verlieren die Schwesterchromatidenkohasion in einem Prometaphase-Arrest
schneller als Securin-(-/-)-Kontrollzellen (Huang et al., 2005). Insgesamt zeigen diese
Experimente, dass unter Securin-limitierten Bedingungen Cyclin B1/Cdk1 als Regulator
fur die zeitlich korrekte Separase-Aktivierung wirken kann, und zwar auch bei
physiologischen Separase-Konzentrationen. Ein interessanter Aspekt ergibt sich aus dem
unerwartet milden Phéanotyp der Securin-(-/-)-Zellen in Anwesenheit von Kinase-
bindungsdefizienter Separase. Da diese Zellen nur in einer kiinstlich durch Nocodazol
verlangerten Prometaphase die Kohiasion verfritht verlieren, sich ansonsten jedoch relativ
normal vermehren, muss es noch mindestens einen weitern Mechanismus zur Regulation
Separase-abhiangiger Cohesin-Spaltung geben. Ein Faktor konnte das Shugoshin-Protein
sein. Shugoshin schiitzt centromerisches Cohesin sowohl in S. pombe vor Separase-
vermittelter Spaltung in der Meiose I (Abschnitt 2.3) als auch in Saugetierzellen vor
Cohesin-Entfernung durch den Prophase-Signalweg in der Mitose (Abschnitt 2.2.4.2).
Mboglicherweise ist es auch in der Lage, mitotisches Cohesin an den Centromeren vor
Separase-vermittelter Spaltung zu bewahren. Shugoshin konnte dann iiber einen noch
nicht bekannten Mechanismus nach der Inaktivierung des SACs ausgeschaltet werden,
wodurch Separase erst nach korrekter Chromosomen-Anheftung an die mitotische

Spindel die Auflosung der Kohasion bewirken konnte.

4.1.2 Die Funktion von Separase als CKI in der Meiose

Die In-vitro-Aktivitat von Separase als CKI (Gorr et al., 2005) hat zu der interessanten
Hypothese gefuhrt, dass Separase als erster Cdk1-CKI in Saugetierzellen eine Funktion
bei der Hemmung der Cdkl1-Kinaseaktivitit wahrend des mitotischen Austritts spielen
konnte. Tatsachlich bewirken hohe Konzentrationen von Separase-wt, nicht aber die
Cdkl-Bindemutante = Separase-PM1126/1346, den  Austritt eines  Xenopus-
Oozytenextraktes aus einem Anaphase-Arrest, der durch Zugabe von nicht abbaubarem
Cyclin B1-A90 induziert wurde (Gorr et al., 2005). Wenn Cyclin B1/Cdk1-Inhibition
durch Separase zur Cdkl-Inaktivierung beim Austritt aus der Meiose II beitragt, dann
sollte die Verhinderung der Separase-Cyclin B1/Cdkl-Komplexbildung durch
Anwesenheit Uberschuissigen Securins diesen Vorgang verlangsamen. Grofle Mengen
nicht abbaubaren Securins beeinflussen den Meiose II-Austritt jedoch nicht detektierbar
(I. Gorr, personlich Mitteilung). Auch in Zellkultur wurde bisher kein Einfluss der
Separase auf die zeitliche Regulation des mitotischen Austritts beobachtet. Es konnte

jedoch ein Einfluss der Cyclin B1/Cdk1-Hemmung durch Separase-Komplexierung beim
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Ubergang von Maus-Oozyten von der Meiose I in die Meiose II bewiesen werden
(Abbildung 21) (Gorr et al., 2006). Dazu wurde ein Antikorper gegen Separase
hergestellt, der zwar die Cyclin B1/Cdk1-Assoziation stort, nicht aber die proteolytische
Separase-Aktivitait hemmt (anti-Separase-CBD). Nach Injektion dieses Antikorpers in
unreife Maus-Oozyten konnte nach Induktion der Oozytenreifung ein Defekt bei der
Polkorperbildung, die ein Kennzeichen fur den Meiose I-Meiose II-Ubergang ist, gezeigt
werden (Abbildung 21). Die Antikorper-behandelten Oozyten besitzen getrennte
Chromosomen, was bedeutet, dass der Defekt nicht als sekundare Folge mangelhafter
Chromosomen-Dissoziation auftritt (Gorr et al., 2006). Die Verhinderung der
Polkorperbildung ist auf eine ungentigende Cdkl-Hemmung zuriickzufihren, denn der
Phanotyp kann durch kiunstliche Inhibition der Cdkl1-Aktivitait gerettet werden.
AuBlerdem geht die anti-Separase-CBD-Injektion mit einer 7-fach hoheren Kinase-
Aktivitat zum Zeitpunkt der Polkorperbildung bei IgG-injizierten Eizellen im Vergleich
zu diesen Kontroll-Oozyten einher (Abbildung 21). Diese starke Erhohung der Kinase-
Aktivitat steht im offensichtlichen Widerspruch zu dem in mitotischen Zellen
beobachteten niedrigen Anteil von Cyclin B1 im Komplex mit Separase. Nur weniger als
1,7 % des gesamten Cyclin Bl sind zum Zeitpunkt der maximalen Assoziation an
Separase gebunden (Abbildung 20). Dies legt nahe, dass entweder der Anteil von Cyclin
B1, der sich im Komplex mit Separase befindet, in der Meiose I hoher ist als in
mitotischen Zellen, oder dass eine transiente Interaktion zwischen Separase und Cyclin
B1/Cdk1 ausreicht, um die Cdk1-Aktivitat stark zu senken. Es wurde nicht untersucht, ob
ein hoher Anteil von Cyclin B1 in der Meiose mit Separase assoziiert. Ist dies der Fall, so
miusste man die speziellen meiotischen Bedingungen dafur verantwortlich machen. So
konnte beispielsweise ein Meiose I-spezifischer Faktor die Komplexbildung verbessern.
Eine andere Erklarungsmoglichkeit ware ein hoheres meiotisches Separase-Cyclin
B1/Cdk1-Verhdltnis im  Vergleich  zur  Mitose.  Dadurch  wurde  das
Bindungsgleichgewicht in Richtung Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplex verschoben. Es
ist jedoch unbekannt, ob Separase speziell in meiotischen Oozyten in besonders groflen
Mengen vorkommt. Alternativ konnte Cyclin B1/Cdkl nach Separase-Bindung durch
einen katalytischen Mechanismus inhibiert werden. Dann wire die Bildung des Separase-
Cyclin B1/Cdkl1-Komplexes nur ein erster transienter Schritt, dem ein zweiter
katalytischer Prozess der Cdkl-Hemmung folgt. Nach Dissoziation des Komplexes
stunde Separase danach wieder fur einen weiteren Zyklus der Cyclin B1/Cdk1-Hemmung
zur Verfugung. Damit musste zu keinem Zeitpunkt ein hoher Anteil von Cyclin B1 im
Komplex mit Separase vorliegen. Eine attraktive Moglichkeit fur einen katalytischen

Schritt ist die APC/C-abhangige Cyclin B1-Degradation. Separase-Assoziation konnte
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den Cyclin B1-Abbau beschleunigen. In der Tat scheint der Antikorper, der die Separase-
Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung verhindert, den Abbau von GFP-markiertem Cyclin Bl
in Maus-Oozyten zu verlangsamen (A. Reis und K. Jones; personliche Mitteilung). Offen
bleibt, wodurch die Meiose I-Spezifitat dieses Mechanismus bedingt werden konnte.
Unabhidngig vom genauen Mechanismus eignet sich freie Separase sehr gut fur die
Anaphase-spezifische Herabregulierung der Cdk1-Aktivitat, denn freie Separase kommt
erst nach der Inaktivierung des SACs und der damit verbundenen APC/C-Aktivierung
und Chromosomentrennung in der Zelle vor. Das ist genau der Zeitpunkt, an dem die
Cdk1-Aktivitat sinken muss, damit die Meiose I-Spindel abgebaut werden kann. Separase
zeigt also zum richtigen Zeitpunkt die richtigen Aktivitaten, um die Anaphase I-Induktion
mit dem Meiose I-Meiose II-Ubergang zu koppeln. Da die Assoziation zwischen
Separase und Cyclin B1/Cdk1 durch Cdk1 selbst iber Serin 1126- und Threonin 1346-
Phosphorylierung reguliert wird, ergibt sich eine interessante Konstellation: Separase
konnte als Sensor fur Cdkl-Aktivitat iiber den Phosphorylierungszustand von Serin
1126/Threonin 1346 dienen. Ist die Cdkl-Aktivitit vor dem Meiose I-Meiose II-
Ubergang noch zu hoch, veranlasst Cdkl uber Separase-Phosphorylierung ihre eigene
Inaktivierung, bis ihre Aktivitat soweit gesunken ist, dass Separase durch Phosphatasen
effizient genug dephosphoryliert werden kann und die Cdkl-Inaktivierung so gestoppt
wird. So konnte die meiotische Zelle den Balanceakt meistern, die Cdk1-Kinaseaktivitat
stark genug zu senken, um die Meiose I-Spindel abbauen zu konnen. Gleichzeitig konnte
sie dadurch sicherstellen, dass die Cdk1-Aktivitat nicht unter einen kritischen Wert sinkt,
um eine Induktion der Replikation zwischen den beiden meiotischen Teilungen zu
verhindern. In der Tat konnte in mitotischen Zellen nachgewiesen werden, dass die Serin
1126-Phosphorylierung nach Anaphase-Induktion sinkt (Stemmann et al., 2001). Das
bedeutet, dass eine sinkende Cyclin Bl-Konzentration auch unmittelbar zu einem
niedrigeren Serin 1126-Phosphorylierungstatus fuhrt.

Dass Separase-abhangige Cdkl-Regulierung am Ende der Meiose 1 grundsatzlich
funktionieren kann, zeigen Erkenntnisse in S. cerevisiae. In diesem Organismus ist
namlich die Rolle von aktiver Separase bei der Cdkl-Inaktivierung bereits recht
detailliert geklart. Dort wirkt Separase als Induktor des FEAR-Netzwerks, das
letztendlich uber die Cdc14-Phosphatase zur Cdc28-Hemmung (S. cerevisiae-Homolog
der Cdkl) fuhrt und essentiell fur den Meiose [-Meiose II-Ubergang ist (Abschnitt
2.2.5.1). Hefe-Zellen ohne funktionierendes FEAR-Netzwerk bauen zwischen den beiden
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Pro-/Prometaphase

Separase

FEAR
Cdk1-Assoziation

Cohesin-Spaltung

Chromosomentrennung Cdk1-Inaktivierung
Anaphase-Induktion Austritt aus Mitose und Meiose |

Abbildung 28: Erweitertes Modell der Separase-Funktionen und ihrer Regulation

Nach der korrekten Anheftung der Chromosomen an die Spindel in der Metaphase wird der SAC gehemmt
und der APC/C dadurch aktiv. Separase wird dann vom APC/C aktiviert und reguliert daraufhin
gleichzeitig die Chromosomentrennung und die Cdk1-Inaktivierung. Dieser Signalweg trennt einerseits die
Metaphase zeitlich von der Anaphase und dem Mitose/Meiose I-Austritt und koppelt andererseits die
Ausfuhrung der Anaphase mit dem Mitose/Meiose I-Austritt (Abschnitt 4.1.2). In der Hefe ist fur die
Cdk1-Inaktivierung das Separase-induzierte FEAR-Netzwerk, in Saugetierzellen die Separase-Cyclin
B1/Cdk1-Komplexbilung, verantwortlich. Fur beide Mechanismen ist die Separase-Aktivierung durch
Securin-Abbau notwendig.

meiotischen Teilungen die Meiose I-Spindel nicht ab, vermutlich, weil sie Cdkl nicht
inaktivieren konnen. Das hat zur Folge, dass beide meiotischen Teilungen an derselben
Spindel vonstatten gehen und deshalb die Schwesterchromatiden nicht korrekt verteilt
werden konnen (Marston et al., 2003). Die Separase-abhangige Cdk1-Inaktivierung beim
Meiose I-Meiose II-Ubergang ist also funktionell zwischen S. cerevisiae und Saugetieren
konserviert, wenn die Mechanismen sich auch unterscheiden. Dies kann in einem
erweiterten Modell zur Separase-Funktion, zusammengefasst werden, bei dem die
Koppelung der Anaphase-Induktion mit dem Meiose I-Meiose II-Ubergang iiber
Separase deutlich wird (Abbildung 28).

Das FEAR-Netzwerk hat aufler beim Meiose I-Meiose II-Ubergang noch Funktionen bei
der Regulation der Spindel-Dynamik (Higuchi and Uhlmann, 2005), der rDNA-
Segregation (D'Amours et al., 2004; Sullivan et al., 2004; Wang et al., 2004) und der
zeitlichen Regulation des mitotischen Austritts (Stegmeier et al., 2002). Es bleibt noch zu
klaren, ob Separase auch in Saugetieren zur Regulierung dieser Prozesse beitragt. Da ein

FEAR-Netzwerk in hoheren Eukaryoten anscheinend nicht existiert, konnen wie in der
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Meiose nur die generellen Funktionen und nicht die genauen Mechanismen konserviert

sein.

4.1.3 Der Mechanismus der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung

Die Phosphorylierung von Serin 1126 und in einem geringeren Mal} auch Threonin 1346
sind fur die Inhibition von Separase in Hoch-A90-Extrakt notwendig (Stemmann et al.,
2001). Diese beiden Reste konnen in vitro von Cyclin B1/Cdk1 phosphoryliert werden
und sind auch fur die Separase-Bindung der Kinase notwendig (Gorr et al., 2005)
(Abbildung 13). Trotzdem handelt es sich bei der stabilen Wechselwirkung zwischen
Separase und Cyclin B1/Cdk1, die zur Separase-Hemmung fuhrt, nicht um eine einfache
Kinase-Substrat-Beziehung, da das sehr gute Cdk1-Substrat Histon H1 diese Interaktion
nicht zu unterdriicken vermag, wahrend Securin dazu fahig ist (Abbildung 11).

Zwar schliefen sich die Bindungen von Cyclin B1/Cdk1 und Securin an die Separase in
vitro und in vivo gegenseitig aus (Abbildung 11), sie konkurrieren jedoch nicht
miteinander um die gleichen Bindungsstellen in der Protease. Denn im Gegensatz zur
Kinase bindet Securin gleich gut an Separase-wt wie an Separase-PM1126 und Separase-
CLD-Mutanten (nicht gezeigt).

4.1.3.1 Funktionelle Homologie zwischen Separase-CLD und Cdc6

Die Tatsache, dass Threonin 1346 in der Primarstruktur weit weg von Serin 1126 im
Separase-Protein liegt, hat zu der Idee einer - neben Serin 1126 - zweiten
Bindedeterminante fur die Wechselwirkung mit der Cyclin B1/Cdk1-Kinase gefuhrt. In
der Tat konnte diese zweite Bindestelle durch bioinformatisch gestutzte systematische
Deletions- und Mutations-Analyse auf nicht in Hoch-A90-Extrakt hemmbare Separase-
Versionen identifiziert werden (Abbildung 13). Die entsprechende Region umfasst den
62 Aminosauren groflen Bereich zwischen Glycin 1342 und Prolin 1404. Aufgrund ihrer
Sequenzhomologie zum S. cerevisiae-Protein Cdc6 wurde diese Region CLD (,,Cdc6
Like Domain*) genannt. Bindungsexperimente mit Separasefragmenten haben daraufhin
gezeigt, dass ein minimales Separase-Fragment von den Aminosduren 1192 bis 1404 fur
eine effiziente Assoziation mit der Kinase ausreicht (Abbildung 17).

Die Frage, ob die Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung nach einem #dhnlichen
Mechanismus wie die Cdc6-Clb2/Cdc28-Wechselwirkung funktioniert, ist fur die
generelle Bedeutung der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Wechselwirkung hinsichtlich der
Cyclin B1/Cdk1-Biologie ein entscheidender Aspekt. Wenn es sich dabei namlich um

einen konservierten Mechanismus handelt, dann konnte die phosphorylierungsabhangige
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Wechselwirkung von Cyclin B1/Cdk1 ein Prinzip sein, das auch fur die Komplexbildung
mit bisher noch nicht identifizierten Bindepartnern zutrifft. Mehrere Experimente
sprechen fur eine homologe Wirkweise von Separase-CLD und Cdc6: 1) Die Homologie
des Cdc6-Aminoterminus und der Separase-CLD (

Abbildung 14) ist ausgepragt genug, um die CLD als Cyclin B1/Cdk1-bindende Domiéne
zu identifizieren (Abbildung 13). 2) Die CLD kann, genau wie der Cdc6 N-Terminus als
eigenstandiges Cyclin B1/Cdk1-Bindemodul fungieren (Abbildung 16 und Abbildung
17). 3) Die Separase-CLD- und die Cdc6-Interaktion (Mimura et al., 2004) mit der
Kinase sind beide abhangig von CLD- bzw. Cdc6-Phosphorylierung (Abbildung 17 und
Abbildung 18). Zwei der vier fur die Kinase-Bindung von Cdc6 wichtigen
phosphorylierten Aminosauren sind in der Separase-CLD konserviert und entsprechen
den Separase-Resten Threonin 1346 und Serin 1399 (Abbildung 22). In der Tat
verschlechtert die Verhinderung der CLD-Phosphorylierung durch den Austausch
kritischer Reste gegen Alanin die Separase-Cyclin B1/Cdkl1-Assoziation in Zellen
deutlich, wahrend die Nachahmung konstitutiver Phosphorylierung durch Mutation der
gleichen Aminosauren gegen Glutamat/Aspartat diesen Phénotyp rettet (Abbildung 19).
Ein weiteres Serin in Cdc6 ist natiirlicherweise in der CLD gegen Aspartat ausgetauscht
(Aspartat 1403, Abbildung 22B). Dies konnte auch an dieser Stelle eine
Phosphorylierung an der betreffenden Stelle nachahmen.

Fuar Cdc6 wurde gezeigt, dass es direkt mit B-Typ-Cyclinen interagiert. Die beschriebene
Homologie zur Separase-CLD legt nahe, dass die CLD ebenfalls direkte Kontakte mit der
Cyclin Bl-Untereinheit der Kinase ausbildet. Wie bereits erwahnt, konnte tatsachlich
nachgewiesen werden, dass die CLD ohne Einfluss von Serin 1126 fur die Kinase-
Bindung ausreicht. Kurze Separasefragmente binden die Kinase in Hoch-A90-Extrakt
sogar ausschlieflich uber die CLD (Abbildung 17). Aber auch die Hemmung von
Volllangen-Separase kommt, wenn auch ineffizienter, ohne phosphorylierbares Serin
1126 aus, wahrend zusatzliche Inaktivierung der CLD die Separase nahezu vollstandig
resistent gegen Inhibition durch rekombinante Cyclin B1/Cdk1-Kinase macht (Abbildung
16).

Die direkte Wechselwirkung von Cyclin B1 mit der CLD konnte bisher nicht bewiesen
werden, vor allem wegen experimenteller Schwierigkeiten beim biochemischen Arbeiten
mit den im gereinigten System klebrigen Separase- und Cyclin Bl-Proteinen. Um
dennoch eine direkte Kontaktbildung zwischen der CLD und Cyclin B1 nachweisen zu
konnen, wurde bereits ein Ansatz etabliert, bei dem eine kunstlich an spezifischen
Positionen in Separasefragmente eingebaute Aminosaure durch UV-Bestrahlung mit

Separase-Bindepartnern kovalent vernetzt werden kann (Wang and Schultz, 2004). Mit
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dieser Methode konnte bereits ein mit der Region um Serin 1126 reagierender Antikorper
kovalent an Separase gebunden werden (C. Kuffer, personliche Mitteilung). Dieser
experimentelle Ansatz sollte nicht nur klaren, ob Cyclin B1 an die CLD bindet, sondern
auch, ob Cdkl direkte Wechselwirkungen mit der CLD eingehen. Zudem ist dieses
System dazu geeignet, um nach der kovalenten Kopplung die Region in Cyclin Bl, die
Kontakte mit Separase ausbildet, durch Massenspektrometrie zu identifizieren.
Ausgehend davon konnen dann Cyclin B1-Mutanten hergestellt werden, die nicht mehr
phosphorylierungsabhangig mit Separase interagieren. Diese Mutanten konnen
anschlieBend als Negativkontrolle verwendet werden, um neue Cyclin B1-Bindepartner,
die in der CLD/Cdc6-ahnlichen Weise an Cyclin B1 binden, biochemisch aus mitotischen

Zellextrakten zu reinigen.

4.1.3.2 Die Rolle von Serin 1126-Phosphorylierung bei der Cyclin B1/Cdk1-
Komplexbildung
Auf welche Art und Weise fordert die Phosphorylierung von Separase-Serin 1126 die
Bindung an Cyclin B1/Cdk1? Es gibt starke Hinweise darauf, dass Serin 1126-
Phosphorylierung keine permanenten direkten Kontakte mit der Kinase ausbildet: 1)
Serin 1126-Phosphorylierung ist zwar essentiell fur die Bindung von Separase an Cyclin
B1/Cdk1-Komplexes in Hoch-A90-Extrakt. Ist der Komplex bereits gebildet, so kann die
Phosphatgruppe jedoch effizient entfernt werden, ohne ihn zu dissoziieren (Holland and
Taylor, 2006) (nicht gezeigte Daten). Phosphoryliertes Serin 1126 nimmt an der
Wechselwirkung nach der Komplexbildung also nicht mehr entscheidend Teil. 2) In Cdc6
existiert keine zu Serin 1126 homologe Aminosaure. Eine Cdc6/CLD-ahnliche
Wechselwirkung mit B-Typ-Cyclinen ist also prinzipiell nicht auf einen zu Serin 1126
homologen Rest angewiesen. 3) Die CLD kann als eigenstandige Cyclin B1/Cdk1-
Bindedomine fungieren (Abschnitt 4.1.3.1).
Es scheint also, dass die Phosphorylierung von Separase-Serin 1126 ein zusatzliches
regulatorisches Element darstellt, das bei Cdc6-Interaktion mit Cyclin B1 keine Rolle
spielt.
Das ,,Polo-Modell*“ (Abbildung 22) schien eine attraktive Moglichkeit, den Mechanismus
der Serin 1126-Beteiligung an der Komplexbildung zu erklaren. Sowohl die Bindung der
PBD, der Phosphoprotein-Bindedomane der Polo-Kinase, an phosphoryliertes Serin 1126
freier Separase (Abbildung 23 und Abbildung 25) als auch die Phosphorylierung des
CLD-Rests Serin 1399 durch Polo (Abbildung 26) bilden die Grundlage dieses Modells:
In einem ersten Schritt phosphoryliert Cyclin B1/Cdk1 Serin 1126 und Threonin 1346,

ohne jedoch stabil an Separase zu binden. Phosphoryliertes Serin 1126 rekrutiert dann
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Plk1 an Separase. Auf diese Weise konformativ aktiviert, phosphoryliert Pkl nun Serin
1399 innerhalb der CLD. In einem letzten Schritt bindet dann die CdkI-Kinase uber
Cyclin Bl stabil an die phosphorylierte CLD. Trotz viel versprechender stuitzender
Ergebnisse (Abschnitte 3.2.9.1, 3.2.9.3 und 3.2.9.4), konnte das Polo-Modell jedoch nicht
endgultig bestatigt werden. Einige Befunde sprechen sogar eindeutig gegen eine
Beteiligung von Polo bei der Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung: 1) Dass Serin
1126 fur eine Bindung von Separasefragmenten an die Kinase abkommlich ist, weist
zwar auf seine indirekte Rolle hin, spricht aber gleichzeitig auch gegen eine
Phosphorylierung der CLD in Abhéngigkeit von phosphoryliertem Serin 1126. 2) Eine
deutliche Verminderung der Plx1-Aktivitit durch Zugabe eines inhibitorischen
Antikorpers, die fur die Unterdrickung Polo-abhdngiger Prozesse in Xenopus-
Oozytenextrakt ausreicht, stort die Bindung von Separase an Cyclin B1/Cdk1 in Hoch-
A90-Extrakt wider Erwarten nicht (nicht gezeigte Daten). 3) Durch Immunprézipitation
von endogenen Proteinen aus HelLaS3-Zellen oder Xenopus-Oozytenxtrakten konnte nie
ein Separase-Polo-Komplex isoliert werden. Stattdessen erforderte dieser Nachweis stets
die Uberexpression der beteiligten Proteine (Abbildung 24). 4) Ein Vergleich von
Separase-wt und Separase-PM1126 durch semiquantitative Massenspektrometrie ergab,
dass der Phosphorylierungsstatus von Serin 1399 in transfizierten Zellen nicht von der
Serin 1126-Phosphorylierung abhéngt (nicht gezeigte Experimente in Kollaboration mit
Dr. Roman Korner). 5) Mutation der Reste Threonin 1346, Threonin 1363 und Serin
1399 zu Glutamat/Aspartat (Separase-EED) kann die Bindung von Separase-AAA, bei
der die gleichen Reste gegen Alanin ausgetauscht sind, an Cyclin B1/Cdk1 retten. Die
Glutamat/Aspartat-Mutationen reprasentieren also eine phosphorylierte CLD. Separase,
bei der zusatzlich zur EED-Mutation noch Serin 1126 zu Alanin ausgetauscht ist
(Separase-PM1126-EED), kann Cyclin B1/Cdk1 jedoch nicht besser binden als Separase-
PM1126 (Abbildung 19). CLD-Phosphorylierung kann also den Wegfall der Serin 1126-
Phosphorylierung nicht kompensieren. Der Beitrag von phosphoryliertem Serin 1126
beschrankt sich also nicht auf die Vermittelung der CLD-Phosphorylierung.

Vor dem Hintergrund dieser starken Argumente gegen das Polo-Modell erscheint ein
alternatives Modell fast wahrscheinlicher (Abbildung 29): Die Separase-CLD liegt
demnach in einer Konformation vor, die eine feste Bindung von Cyclin B1 an die CLD
nicht erlaubt. Die Phosphorylierung von Serin 1126 zusammen mit einer initialen
schwachen Wechselwirkung von Cyclin Bl mit der CLD ermoglichen eine
Konformationsanderung der CLD, die dann zur starken Wechselwirkung mit Cyclin Bl
und gegenseitigen Hemmung von Separase und Cdk1 fuhrt. Serin 1126-Phosphorylierung

konnte dabei intramolekulare Wechselwirkungen aufheben, die den Ubergang der CLD
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in die Konformation, die starke Interaktion mit der Kinase erlaubt, inhibieren, die jedoch
den Zugang der von Cyclin B1 zur CLD nicht verhindern.

Dieses Modell integriert die indirekte Beteiligung von Serin 1126 an der Kinase-Bindung
mit der direkten Wechselwirkung der CLD mit Cyclin B1. Die Bindung der Kinase an
Separasefragmente ohne Einfluss von Serin 1126-Phosphorylierung (Abbildung 17) stiitzt
dieses Modell. Denn die CLD ist diesem Experiment zufolge fur die — wenn auch
vielleicht ineffiziente - Kinase-Bindung ausreichend. Das Modell erklart auch den
scheinbaren Widerspruch, dass die Bindung von Cyclin B1/Cdk1 im gereinigten System
mit rekombinanter Kinase weniger abhangig von Serin 1126-Phosphorylierung ist als in
Hoch-A90-Extrakt (Abbildung 16), weil die CLD in dem Modell auch ohne Serin 1126-
Phosphorylierung zuganglich ist. Bei Separase-Inhibition mit rekombinanter Cyclin
B1/Cdk1 erzwingt man durch besonders hohe Kinase-Konzentrationen den Ubertritt der
CLD in die Konformation, die starke Kinase-Bindung erlaubt. Das geschieht ohne
Phosphorylierung von Serin 1126 allein durch die initiale schwache Wechselwirkung von
Cyclin B1 mit der CLD.

In das vorgestellte Modell zur Komplexbildung lieBen sich auch zwanglos sowohl eine
Beteiligung der Polo-Kinase an der CLD-Phosphorylierung vielleicht durch eine
voritbergehende Interaktion mit Serin 1126, als auch eine Kontaktbildung zwischen
Separase und der Cdkl-Untereinheiten integrieren. Eine Beteiligung von Cks bei der
Komplexbildung konnte hingegen ausgeschlossen werden. Cyclin B1/Cdkl1, das Cks
aufgrund von Punktmutationen im Cdkl-Protein nicht mehr binden kann, interagiert
namlich genauso gut mit Separase wie Cyclin B1/Cdk1-wt (O. Stemmann, personlich
Mitteilung).

4.1.4 Die Bedeutung der Entdeckung der Separase-Cyclin B1/Cdk1-
Komplexbildung

In der Mitose und in der Meiose miussen die Chromosomen mit hochst moglicher
Genauigkeit auf die Tochterzellen verteilt werden. Geschieht dies nicht, so sind
Krankheiten mit genetisch bedingter Komponente unausweichlich. Dazu gehoren sowohl
Krebserkrankungen als auch Trisomien. Die hier vorgestellten Ergebnisse zur Regulation
der Anaphase und meiotischer Prozesse konnten also zum besseren Verstandnis dieser
Vorgange und damit indirekt zur Entwicklung adaquater Therapien beitragen.

Die Entdeckung der Separase-Cyclin B1/Cdkl-Interaktion ist fur die Mitose/Meiose-
Forschung aus mehreren Griilnden sehr interessant. Erstens ist Separase der erste
beschriebene Cdk1-Inhibitor (CKI) in Saugetieren, der fur die meiotischen Inaktivierung

der Cdk1-Kinase benotigt wird. In niederen Eukaryoten iibernimmt die CKI-vermittelte
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Abbildung 29: Modell zur Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexbildung

Separase wird an Serin 1126 und in der CLD phosphoryliert. Dies geschieht zum Teil durch Cdk1 selbst
(Serin 1126 und Threonin 1346). Die CLD-Phosphorylierung (an Serin 1399 und/oder Threonin 1363) wird
durch eine andere Kinase, vielleicht von Polo, durchgefuhrt. Eine durch CLD-Phosphorylierung
ermoglichte schwache Wechselwirkung mit Cyclin B1 zusammen mit der Phosphorylierung von Serin
1126 verursachen den Ubergang der CLD in eine Konformation, die eine starke Interaktion moglicherweise
durch die Ausbildung zusatzlicher Kontaktstellen mit Cyclin B1 bewirkt. Die Serin 1126-Phosphorylierung
konnte dazu dadurch beitragen, indem sie die Separase-Struktur ,,6ffnet”, so dass eine intramolekulare
Wechselwirkung, die den CLD-Konformationsitbergang verhindert, aufgehoben wird.

Cdk1-Hemmung auch bei der mitotischen Cdk1-Inaktivierung wichtige Rollen (Abschnitt
2.2.3.2). AuBlerdem tragt das Prinzip der CKI-abhangigen Cdk-Hemmung auch in
Saugetieren  zur  zeitlichen  sowie  zur  Kontrollpunkt-Regulation = nicht
mitotischer/meiotischer Zellzyklus-Phasen bei. Die Entdeckung der Separase-abhangigen
Cdk1-Inhibition konnte also ein Ansatzpunkt sein, neue Mechanismen der mitotischen
und meiotischen Regulation zu erforschen. Zweitens scheint es sich bei der
phosphorylierungsabhangigen Wechselwirkung zwischen Cyclin B1/Cdkl und seinen
CKI um ein Prinzip zu handeln. Dies wird durch die homologe Art und Weise, in der
Separase und Cdc6 B-Typ-Cycline binden, nahe gelegt (Mimura et al., 2004). Da bei der
Cl1b28-Cdc6-Interaktion funktionell die Hemmung von Cdc6 im Vordergrund zu stehen
scheint (Mimura et al., 2004), konnte diese Art der Wechselwirkung eine neue Wirkweise
darstellen, wie Cyclin B1/Cdk1 seine zellularen Funktionen erfullt. Drittens scheint klar,
dass zusatzlich zur Securin-abhiangigen Separase-Regulation die Cyclin B1/Cdkl-
abhiangige Separase-Inhibition zur zeitlichen Kontrolle der proteolytischen Separase-
Aktivitat beitragt (Abschnitt 4.1.1), ein wichtiger Aspekt fur die Erforschung der

Mechanismen, die die Anaphase regulieren.
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4.2 Identifizierung neuer Separase-Substrate durch ,,In Vitro Expression
Cloning‘*“ IVEC)
Durch IVEC mit einer cDNA-Bibliothek aus dem Gehirn eines erwachsenen Menschen
(Abschnitte 3.1) konnten 25 cDNA-Gruppen, die ein Separase-Substrat enthalten, aus
insgesamt 960 Gruppen identifiziert werden. 23 der positiven Gruppen enthalten Sccl,
zwei das GASP-Protein und keine Gruppe Separase, die sich bekanntlich selbst spaltet
(Abschnitt 2.2.4.3). Im Fall von Sccl ist die Bibliothek offensichtlich hoch redundant,
wiahrend Separase nicht vorkommt (Separase kann gut in-vitro-translatiert werden). Diese
Ergebnisse zeigen zwar, dass IVEC dazu geeignet ist, neue Separase-Substrate zu
identifizieren. Auf der anderen Seite wird aber auch deutlich, dass die Qualitat der
cDNA-Bibliothek ein entscheidender Punkt bei der Anwendung dieser Methode ist. Von
den laut Hersteller 50-100 Klonen in jeder cDNA-Gruppe konnten pro Gruppe durch
SDS-PAGE und Autoradiographie nur ca. 5-15 als Proteine detektiert werden, wie durch
In-vitro-Translation kleinerer cDNA-Gruppen bei der ,,Sib-Selection” deutlich wurde.
Zwar waren 20-40 Proteinbanden pro Gruppe zu sehen. Aufgrund von Translations-
Abbriichen, ein bekanntes Phanomen bei [In-vitro-Translationen, stammten jedoch
mehrere Banden von ein und derselben cDNA ab. Selbst ohne Einberechnung der
Redundanz konnten also im gunstigsten Fall ca. 15000 cDNAs durch die IVEC-Methode
erfasst werden. Das entspricht ungefahr der Halfte des menschlichen Genoms. Die
Qualitat der cDNA-Bibliothek ist allerdings nicht die einzige Ursache fur die niedrige
Zahl detektierter cDNAs. Weitere Limitierungen sind die begrenzte Auflosung der SDS-
Polyacrylamid-Gele sowie die mangelhafte In-vitro-Translatierbarkeit mancher Proteine.
Die Methodik konnte deshalb folgendermallen verbessert werden: 1) Da Redundanz in
konventionellen cDNA-Bibliotheken nicht vollstindig zu vermeiden ist, musste eine
cDNA-Bibliothek durchsucht werden, bei der nachweislich jede cDNA genau einmal
vorhanden ist. Solche Bibliotheken sind kommerziell erhaltlich. 2) Um schlechte
Translatierbarkeit individueller cDNAs teilweise auszugleichen, sollten die Gruppen-
GrofBe und damit die durchschnittliche Konzentration der einzelnen cDNAs in der In-
vitro-Translationsreaktion optimiert werden. 3) Da Separase-Substrate zum Teil durch
Phosphorylierung in ihrer Eigenschaft als Substrat verbessert werden (Abschnitt 2.2.4.2),
konnten mitotische posttranslationale Protein-Modifikationen durch Inkubation der
Translationsreaktionen mit mitotischem Xenopus-Oozytenextrakt oder mit rekombinanter
Polo-Kinase vor der Separase-Spaltreaktion erreicht werden.
Diese Modifikationen der Methodik wiirden die systematische Suche nach Separase-
Substraten durch IVEC zwar deutlich aufwendiger machen. Die Tatsache, dass die

Methode funktioniert, sowie die relativ hohe Wahrscheinlichkeit, dass noch weitere
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Separase-Substrate existieren (Abschnitt 2.2.5), machen die IVEC-Methode dennoch fur
diesen Zweck attraktiv. Zudem sind die Determinanten, die die Separase-Spezifitit
entscheiden, nur unzureichend bekannt (Abschnitt 2.2.4.3). Deshalb ist es sehr schwer,
durch bioinformatische Analyse neue Separase-Substrate zu identifizieren. Zu
biochemischen Ansiatzen der Separase-Substrat-Identifikation gibt es derzeit also keine
Alternative.

Das GASP-Protein (,,G-Protein Coupled Receptor Associated Sorting Protein®; 1395
Aminosauren) wurde zweimal als N-terminal verkuirzte Version (Aminosauren 640-1395)
durch IVEC identifiziert (Abbildung 5). Auch das Volllangen-GASP ist ein In-vitro-
Separase-Substrat (Abbildung 6). Separase schneidet GASP ausschlielich nach der
Konsensusstelle ExxR 770, obwohl noch sechs weitere ExxR-Stellen im Protein
vorhanden sind (Abbildung 7).

GASP ist ein Faktor, der fur den Transport der so genannten Sieben-Transmembran-
Rezeptoren DOR (Whistler et al., 2002) und D2 (Bartlett et al., 2005) zu Lysosomen
gebraucht wird. DOR und D2 sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Wahrend
DOR ein Opioid-Rezeptor ist, ist D2 fur die Signaltransduktion von Dopamin
verantwortlich (Bartlett et al., 2005). GASP interagiert mit den C-Termini der genannten,
aber auch mit einer Subpopulation anderer GPCR (Heydorn et al., 2004). Nach
kuinstlicher GASP-Inaktivierung wird der DOR-Rezeptor, nachdem er seinen Liganden
gebunden hat und internalisiert worden ist, vermehrt zuriick zur Plasmamembran
transportiert, anstatt in Lysosomen degradiert zu werden (Whistler et al., 2002). Man
vermutet, dass der Abbau von GPCR fur die Desensibilisierung neuronaler Zellen nach
Einwirkung des Liganden sorgt. Somit ist GASP an klinisch relevanten Prozessen wie der
steigenden Toleranz von Patienten gegenuiber niedrigen Medikamenten-Dosen beteiligt.
Interessanterweise wirkt die Uberexpression eines C-terminalen GASP-Fragments
dominant negativ auf die GASP-Funktion (Whistler et al., 2002). Somit kann man
spekulieren, dass ein durch Separase-vermittelte Spaltung entstandenes GASP-771-1395
durch vermehrte GPCR Exponierung auf der Plasmamembran die Sensibilitat von Zellen
fur hormonelle Stimulation erhoht.

Da das Ratten-Homolog von GASP, das PIPS-Protein, nicht von Separase gespalten
werden kann (nicht gezeigt), ist GASP jedoch wahrscheinlich kein in vivo relevantes

Substrat von Separase, weshalb die Arbeit an diesem Protein eingestellt wurde.
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5 Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Hard- und Software

Die vorliegende Arbeit wurde auf einem ,,Apple PowerBook G4” mit der Software
Microsoft Word 2001 (Microsoft) angefertigt. Western-Blots wurden entweder durch die
mit dem CCD-Kamera-System LAS 3000 mitgelieferte AIDA-Software oder durch
Digitalisierung der entwickelten Filme mit einem ScanMaker 1900 von Microtek
bearbeitet. Belichtete Phosphoimager-Platten wurden mit der BAS-2500- Phospho-
Imaging-Software (Fuji) ausgelesen. Die Weiterverarbeitung aller Graphiken erfolgte mit
dem Programm Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems), die endgiiltige Darstellung durch
die Programme Canvas 9.0 (Deneba Software) oder Power-Point (Microsoft). Fur die
Analyse von DNA- und Proteinsequenzen wurde das Programmpaket DNA-Star (DNA
Star) benutzt. Literatur- und Datenbankrecherchen wurden mit Hilfe des Internetservices
des ,,National Center for Biotechnology Information” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
durchgefiihrt.

5.1.2 Molekularbiologische Materialien
5.1.2.1 Plasmide

Plasmide zur Expression in Saugetierzellen:

Fuar Expression in Saugetierzellkultur nach transienter Transfektion wurden pCS2-
Vektoren benutzt, deren Multiple-Klonierungstelle durch Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme Fsel, gefolgt von einer fur Ascl ersetzt worden ist. In 5’-Richtung
der Fsel-Stelle sind unter Beruicksichtigung des offenen Leserahmens die Sequenzen fur
eine der folgende Epitop-Markierungen enthalten: HA, (pCS2-HA,-F/A), ZZ-TEV,
(pCS2-ZZ-TEV,-F/A), Myc, (pCS2-Myc,-F/A), Myc,-TEV, (pCS2-Myc,-TEV,F/A). Fur
Epitop-Markierung am 3’-Ende war nach der Ascl-Schnittstelle die Sequenz fur ((His)4-
Flag), (pCS2-F/A((His)s-Flag),) oder ZZ-Myc-Hisq (pCS2-ZZ-Myc-Hise-C-F/A)
enthalten.

Fur die Expression von Myc-Epitop-markierter Separase in Flp-In T-REx-293-Zellen
wurde der Vektor pcDNAS-FRT-F/A-TO verwendet. Durch Flp-Rekombinase-
vermittelte Rekombination wurde Separase in das Genom der Zellen eingebaut.

Plasmide zur Expression in E. coli-Bakterien:

Fur Expression in E. coli-Bakterien wurde der Vektor pGEX4T1 benutzt, dessen multiple
Klonierungstelle durch Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Fsel, gefolgt von einer
fur Ascl ersetzt worden ist.

Plasmide zur In-vitro-Translation:

Far In-vitro-Translation wurde pCS2-F/A-Versionen oder pCMV6-XL6 (,In Vitro
Expression Cloning*, Abschnitt 5.4.9) verwendet.

84



Material und Methoden

5.1.2.2 E. coli-Stamme

XL1-Blue (Stratagene): Zur Vermehrung von Plasmid-DNA mit anschlieBender
Reinigung derselben.
Rosetta 2 (Novagen): Zur Expression rekombinanter Proteine.

5.1.2.3 Puffer und Losungen (alphabetische Reihenfolge)

DNA-Ladepuffer (5x) 0,25% Orange G, 25% Glycerin, 25 mM EDTA, pH 8,0; LB-
Agar: LB-Medium mit 1,5% Agar; LB-Medium: 1% Trypton (Difco), 0,5% Hefeextrakt
(Difco), 1% NaCl; Taq-Polymerase-Puffer: 500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI pH 8,6, 15
mM MgCl,; TBE-Puffer: 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA

5.1.3 Kaultivierung von Saugetier-Zellen
5.1.3.1 Zelltypen

293T: humane embryonale Nierenzellen, mit ,Jlarge T antigen* transformiertes Derivat
der 293-Zelllinie; HeLLaS3: Humane Zervix-Adenokarzinomzellen, Subklon S3; Flp-In
T-REx-293-Zellen (Invitrogen): Derivat der 293-Zelllinie mit stabil integriertem
pFRT/lacZeo-Plasmid, das die FRT-Erkennungsstelle fur die Transgen-Integration durch
die Flp-Rekombinase zur Verfugung stellt. Zusatzlich enthalten die Zellen stabil
integriertes pcDNAG6/TR-Plasmid, das die konstitutive Expression des Tet-Repressors
bewirkt.

5.1.3.2 Stabile Flp-In T-REx-293-Zelllinien

Flp-In T-REx-293-Zellen (Invitrogen) mit stabil integrierter Mycq-Epitop-markierter
Separase wurden unter Verwendung des Vektors pcDNAS-FRT-F/A-TO, der Separase-
wt, Separase-PM1126, Separase-AAA, Separase-AAD, Separase-EED oder Separase-
PM1126-EED enthielt, nach Angaben des Herstellers generiert und freundlicherweise
von C. Kuffer zur Verfugung gestellt.

5.1.3.3 Puffer und Medien (alphabetische Reihenfolge)

FCS: Fotales Kalberserum, (Biochrom, Lot: 0486G); 2xHBS: 50 mM HEPES: 10 mM
KCl, 2 mM Dextrose, 280 mM NacCl, 1,5 mM Na,HPO,, pH: 7,0; ; PBS: 137 mM NacCl,
2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,PO,, pH: 7.4; Penicillin/Streptomycin
(100x): 10000 U/ml Penicillin G Natrium, 10000 pg/ml Streptomycin-Sulfat, in 0,85 %
Saline (Gibco-BRL); Trypsin/ EDTA, 1x: 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA, in gepufferter
Saline (Gibco-BRL); Zellkulturmedium: DMEM, mit 4,5 g/l Glucose (Gibco-BRL), 10
9 (v/v) FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycinsulfat;

5.1.4 Biochemische Materialien
5.1.4.1 Protein-Mutanten

Nomenklatur:
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PMX: PhosohomutanteX: Die durch die Zahl X angegebene Aminosaure wurde durch
Alanin ausgetauscht. Mehrfach-Mutationen sind durch einen Schragstrich getrennt.
AX-Y: Deletion des Bereichs zwischen den durch die Zahlen X und Y angegebenen
Aminosauren, inklusive X und Y

Punktmutationen: Eine Punktmutation ist durch die Aminosdure im Ein-Buchstaben-
Code, gefolgt von der Position der Aminosaure und der Austausch-Aminosiure
angegeben. Mehrfach-Mutationen sind durch einen Schrégstrich getrennt.

CMX (,,Cleavage”-MutanteX): Die Separase-Spaltstelle (ExxR) an der Position X ist zu
AxxA (auBler Cohesin-CM172: E169R/R172E) mutiert. Mehrfach-Mutationen sind durch
einen Schrégstrich getrennt.

Separase:

Alle Separasemutanten sind zu jedem Experiment nach der oben genannten Nomenklatur
in der jeweiligen Abbildungs-Legende angegeben. Einige Mutanten haben der
Einfachheit wegen besondere Namen: Separase-A1380L/P1381A/R1386G: Separase-
LAG; Separase-PM1346/1363/1399: Separase-AAA; Separase-
PM1126/1346/1363/1399: Separase-PM1126-AAA; Separase-PM1346/1363/S1399D:
Separase-AAD;  Separase-T1346E/T1363E7S1399A:  Separase-EED;  Separase-
PM1126/T1346E/T1363E/S1399D: Separase-PM1126-EED; Separase-
PM1126/1346/1363/1389/1396/1399/1406: Separase-PM1126/1346/PMCLD
Verschiedene Proteine

GST-PBD-mut: GST-Plk1-PBD-H538A/K540A; hCdk1-kinase-inaktiv: hCdk1-K33R;
Cohesin-CM1: hSccl-E169R/R172E; GASP: Alle GASP-Mutanten sind zu jedem
Experiment nach der oben genannten Nomenklatur in der jeweiligen Abbildungslegende
angegeben.

5.1.4.2 Antikorper

Kommerziell erwerbliche Antikorper:

Maus-anti-hCdk1 (Santa Cruz-54), Maus-anti-hCyclin B1 (Upstate 05-373), Maus-anti-
Flag-M2-Agarose (Sigma A2220), Maus-anti-HA-Agarose (Roche 1815016); Mensch-
IgG-Sepharose (4 Fast Flow, Amersham 17-0969-01); Kaninchen-anti-XCdk1
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von J. Walter), Kaninchen-anti-Myc (Santa
Cruz-789), HRP-Ziege-anti-Maus-IgG (Dianova); HRP-Ziege-anti-Kaninchen-IgG
(Dianova)

Nicht kommerziell erwerbliche Antikorper

Kaninchen-anti-hSecurin (Stemmann et al); Kaninchen-anti-hSeparase-N: (Stemmann et
al., 2001); Kaninchen-anti-pSX38 (HIS,-hSeparase-1305-1573); Kaninchen-anti-
Phosphoserin 1126 (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von S. Taylor); Ziege-anti-
Plx1-linker (GST-XeLaPlx1-321-389); Kaninchen-anti-hPlk1-linker (GST-hPlk1-330-
395); Kaninchen-anti-GST (GST-hPlk1-330-395); anti-XCdk1 (freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von J. Walter)
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5.1.4.3 Puffer und Losungen (alphabetische Reihenfolge)

Cyclin B1/Cdk1-Puffer: 30 mM HEPES/KOH, pH 7,7, 30% Glycerin, 80 mM KClI, 1
mM DTT; CSF-XB: 100 mM KCl, 0,1 mM CaCl, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES/KOH,
pH 7,7, 50 mM Saccharose, 5 mM EGTA/KOH pH 8,0, pH 7,7 mit KOH;
Cysteinlosung: 2 % (w/v) Cystein (freie Base), 1x XB-Salz; DAPI/Fix: 48% Glycerin,
11% Formaldehyd, 1x MMR (siehe oben), 1 ug/ml Hoechst 33342 (Sigma B-2261);
Lambda-PPase-Reaktionspuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7,6, 50 mM NacCl, 0,01 Triton-
X100, 2 mM MnCl,; MMR (25x): 2,5 M NaCl, 50 mM KCI, 25 mM MgCl,, 50 mM
CaCl,, 2,5 mM EDTA/NaOH, pH 8,0, 125 mM HEPES/NaOH pH 7.8, pH 7,8 mit
NaOH; PIx1-Puffer: 30 mM HEPES/KOH pH 7,7, 30% Glycerin, 80 mM KCI, 1 mM
DTT; TBS-w: 25 mM Tris, pH 7,5, 137 mM NaCl, 2,6 mM KCI, 0,1 % Tween-20 (w/v);
PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KC(l, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,PO,, pH 7,4; TEV-
Spaltpuffer: 10 mM HEPES/KOH pH 7,7, 50 mM NacCl, 25 mM NaF, 1 mM EGTA,
20% Glycerin; SDS-PAGE: 7x Bis-Tris/HCl: 2,5 M Bis-Tris, 1,5 M HCI, pH 6,5,
Gelllosung (6 %): 42,2 ml H,0O, 13 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid, 9,3 ml 7x
Bis-Tris/HCl, 163 ul 20% SDS (w/v), 54,2 ul TEMED, 325 ul 10% APS (w/v),
Gelllosung (15%): 16,5 ml H,0, 4,6 ml 2,5 M Saccharose, 30 ml 30% Acrylamid/0,8%
Bisacrylamid, 8,6 ml 7x Bis-Tris/HCI, 150 ul 20% SDS, 25 ul TEMED, 300 ul 10%
APS; MOPS-Laufpuffer: 50 mM MOPS, 1 mM EDTA, 0,1% SDS, 50 mM Tris-Base;
Protein-Ladepuffer (4x): 62 mM HCI, 2 mM EDTA, 1,2 M B-Mercaptoethanol, 50%
Glycerin, 564 mM Tris-Base; 554 mM SDS; 1 winziges bisschen Coomassie G250;
Separase-Spaltpuffer: 30 mM HEPES/KOH, pH 7,7, 30% Glycerin, 25 mM NaF, 25
mM KCl, 5 mM MgCl,, 1,5 mM ATP, 1| mM EGTA; Spermien-Verdunnungspuffer: 5
mM HEPES/KOH, pH 7,7, 100 mM KCI, 150 mM Saccharose, 1 mM MgCl,; Western-
Blotpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,01% SDS; XB: 100 mM KCI, 0,1 mM
CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES/KOH, pH 7,7, 50 mM, Saccharose, pH 7,7 mit
KOH; XB-Salz (20x): 2 M KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,; Zelllysepuffer: 20 mM
Tris/HCI pH 7,7, 100 mM NaCl, 10 mM NaF, 20 mM B-Glycerophosphat, 5 mM MgCl,,
0,1% Triton X100, 5% Glycerin, ]| mM EGTA, Complete Protease Inhibitor Mix (Roche)

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Klonierung

Die Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmid-Vektoren, die sich zur Vermehrung in
E. coli-Bakterien eignen, wurde durch Restriktions-Verdauung der DNA und
anschlieBende Ligation der kohasiven Enden durchgefuihrt.

5.2.1.1 DNA-Fragmentierung durch Restriktionsenzyme

0,5-3 ug der zu verdauenden DNA noch 3-10 U eines Restriktionsenzyms und 1/10
Volumen des entsprechenden vom Hersteller angegebenen Enzympuffers zum Ansatz
zugegeben. Der Verdauungsansatz wurde bei den vom Hersteller angegebenen
enzymspezifischen Temperatur durchgefuhrt.
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5.2.1.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um bei Klonierungen eine Religation des geschnittenen Vektors zu vermeiden, wurden
die 5’-Enden des Plasmids dephosphoryliert. Dazu wurde zum der Ansatz
Restriktionsverdauung des Vektors 1 U Phosphatase (Roche, ,,Shrimp Alkaline
Phosphatase®, SAP) zugegeben und bei 37°C fur 30 min inkubiert. Der fur die Reaktion
notwendige alkalische pH-Wert wurde durch Zugabe von 0,1 ul Tris Base zu einem 30 ul
Ansatz gewahrleistet.

5.2.1.3 Agarosegelelektrophorese

Je nach Grofle der erwarteten Fragmente wurden Agarosekonzentrationen zwischen 0,8
und 2,0 % in 1XTBE benutzt. Die mit DNA-Ladepuffer versetzte DNA wurde in einem
elektrischen Feld mit der Spannung 10 V/cm aufgetrennt. Die DNA wurde durch Zugabe
von Ethidiumbromid in der Konzentration 1 ug/ml zur Agarose-Losung gefarbt. Durch
Beleuchten des Gels mit UV-Licht wurde die DNA sichtbar.

5.2.1.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das “QiaExII Gel Extraction Kit” (QIAGEN) diente zur Extraktion von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen. Die gewuinschte Bande wurde unter UV-Beleuchtung aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers daraus isoliert.

5.2.1.5 Ligation

Aus Agarosegelen isolierte lineare DNA-Fragmente wurden durch Ligation mit T4-
DNA-Ligase (NEB) verkniipft. Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 15 pl
mit 1/10 Volumen T4-DNA-Ligase-Puffer, 400 U Ligase und einem molaren Vektor-
Insert-Verhaltnis von 1:3-1:6 durchgefuhrt. Der Vektor war an seinen 5’-Enden durch
Behandlung mit alkalischer PPase dephosphoryliert. Seine eingesetzte Menge betrug
zwischen 25 ng und 150 ng. Die Reaktion wurde fur mindestens 3 h beil6°C inkubiert.

5.2.1.6 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Bakterienzellen

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden chemisch-kompetente XL1-blue-, zur
Expression rekombinanter Proteine Rosetta 2-Bakterien transformiert. 3 ml einer E. coli-
Ubernachtkultur wurden in 500 ml LB-Medium verdunnt. Bei einer optischen Dichte
(OD 600) von 0,3 wurden sie eine Stunde lang auf Eis gekuhlt. Alle folgenden Schritte
erfolgten unter Verwendung vorgekithlter, steriler Gefiae und Losungen. Nach
Zentrifugation bei 4 °C wurde das Zellsediment in 20 ml einer 0,1 M MgCl,-Losung
aufgenommen, wieder 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert und in 40 ml 0,1 M CaCl,-
Losung resuspendiert. Die Bakterien wurden 20 min auf Eis inkubiert und anschlieBend
nach erneuter Zentrifugation in 4 ml einer Losung aus 0,1 M CaCl, und 15% Glycerin
resuspendiert, schockgefroren und bei -80°C gelagert.

5.2.1.7 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

5 ul eines Ligationsansatzes oder wenige Nanogramm eines reinen Plasmids wurden zu
50 ul kompetenter Bakterien gegeben. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die

88



Material und Methoden

Bakterien einem 45 s langen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach weiteren 2 min
Inkubation auf Eis wurden dem Transformations-Ansatz 500 ul SOC-Medium
beigemengt. Die Bakterien wurden anschlieend fur 30 min bei 37°C zur Expression der
Ampicillinresistenz inkubiert. Danach wurden 1/10 bzw. 9/10 des Transformations-
Ansatzes auf LB-Platten mit einer Ampicillin-Konzentration von 100 xg/ml ausplattiert.

5.2.1.8 Plasmid-Isolationen
5.2.1.8.1 Plasmidpraparation im Mikrogramm-Bereich (" Minipraparation")

1 ml einer iber Nacht in flussigem LB-Medium mit 100 xg/ml Ampicillin gewachsenen
Bakteriensuspension wurde mit dem Plasmid Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers isoliert. Bei dieser Methode wird Plasmid-DNA aus lysierten Bakterien durch
Bindung und Waschen an einer Silica-Membran mit anschlieBender Elution gereinigt. In
dieser Weise praparierte DNA wurde fur analytische Restriktionsanalyse, Sequenzierung
oder zur Transformation in Rosetta 2-Bakterien fur die Expression rekombinanter
Proteine benutzt.

5.2.1.8.2 Plasmidisolierung im Milligramm-Bereich (QIAGEN Plasmid Maxi Kit)

Die Isolation von Plasmiden fur Transfektionen in eukaryotische Zellen wurde mit dem
QIAGEN Plasmid Maxi Kit aus 250 ml XL1-blue-Bakterien-Kultur nach den Angaben
des Herstellers durchgefuhrt. Bei dieser Methode wird Plasmid-DNA durch Bindung und
Waschen an einer Anionen-Austausch-Matrix mit einem zusatzlichen Reinigungsschritt
durch Féllung der DNA mit Isopropanol gereinigt.

5.2.1.9 Punktmuatgenese mit der Gene-Editor-Methode

Es wurde das “GeneEditor In Vitro Site-Directed Mutagenesis”’-Systems der Firma
Promega benutzt. Die Mutagenese wurde wie vom Hersteller angegeben durchgefithrt mit
der Ausnahme, dass Pfu-Polymerase, statt Pwo-Polymerase benutzt wurde. Das Prinzip
dieser Methode ist das folgende: Das zu mutagenisierende Plasmid wird durch die Pfu-
Polymerase ein einziges Mal abgeschrieben. Als Primer dienen zum einen das
Mutagenese-Oligonukleotid, das die Mutation tragt und zum anderen das so genannte
Selektions-Oligonukleotid, das eine Mutation in das Ampicillin-Resistenzgen (-
Lactamase) des Plasmids einfuhrt. Die Mutation durch das Selektion-Oligonukleotid
fuhrt dazu, dass die -Lactamase nun Resistenz gegen das mitgelieferte Gene-Editor-
Antibiotikum vermittelt. Nach Transformation in Bakterien erhalt man durch Selektion
auf Gene-Editor-Resistenz nur die Bakterien, die mutiertes Plasmid erhalten haben. Die
Mutagenese durch Sequenzierung uberprift. Mit dieser Methode konnen auch mehrere
Mutationen auf einmal in ein Gen eingefuihrt werden.

5.2.1.10 Deletion beliebiger DNA-Bereiche

Dazu wurden die Bereiche zu beiden Seiten der zu deletierenden Region getrennt durch
eine PCR mit Pfu-Polymerase amplifiziert. Mindestens eines der Oligonukleotide, die an
den zu entfernenden Bereich angrenzen, besal} eine 3’-Verlangerung, die zu der Region
auf der anderen Seite der Deletion komplementar war. Nach Reinigung der beiden PCR
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uber ein Agarose-Gel folgte eine zweite PCR mit den &aulleren 5’- bzw. 3’-
Oligonukleotiden und den beiden ersten PCR als Ausgangs-Material. Durch Restriktions-
Verdauung wurde der gewiinschte Teil aus dem amplifizierten Fragment ausgeschnitten
und in das Wildtyp-Gen kloniert.

5.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Diese Methode wurde entweder analytisch zum Nachweis einer bestimmten DNA-
Sequenz in einer DNA-Losung oder praparativ zur Vervielfaltigung einer DNA zur
anschlieBenden Klonierung dieser DNA in ein Plasmid verwendet. Analytische PCRs
wurden mit Tag-Polymerase, praparative mit der Pfu-Polymerase (Stratagene)
durchgefuhrt. Typische praparative Ansatze wurden in 50 ul Gesamtvolumen mit 1 M
Primer, 40 uM jedes dNTPs, 1 pug Ausgangs-DNA und 2,5 U Pfu-Polymerase im vom
Hersteller mitgelieferten Puffer durchgefuhrt. Es wurden 15 Amplifikations-Zyklen.
Analytische PCRs mit Tag-Polymerase erfolgten ebenso mit den Ausnahmen, dass Tag-
Puffer, 10 — 100 ng DNA, 2 uM Primer und eine Zyklenzahl von 30 benutzt wurden.

5.2.1.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungs-PCR und die anschlieBende Probenaufreinigung erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem “DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Premix Kit”
der Firma Amersham-Pharmacia. Der Ansatz enthielt 2 ug der zu sequenzierenden DNA
(Plasmid-DNA) und 20 pmol Sequenzier-Primer. Die fertigen Proben wurden mit einem
AbiPrism 377 DNA-Sequenzierer der Firma Perkin Elmer sequenziert.

5.3 Zellkultur

5.3.1 Allgemeine Arbeiten mit Saugetier-Zellen
5.3.1.1 Kultivierung von 293T- und HeLaS3-Zellen

Beide Zelltypen wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 92 % relativer Luftfeuchtigkeit in
Zellkulturmedium. Zur Standard-Kultivierung wurden die Zellen zwei bis dreimal pro
Woche passagiert und dabei je nach Zelldichte um den Faktor 6-10 verdinnt. Zum
Passagieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA-LoOsung
(Invitrogen) von der Zellkultur-Schale abgelost. Nach hochstens 5 min wurde dieser
Vorgang durch die Zugabe von Zellkulturmedium beendet und die gewunschte Zellzahl
auf eine neue Zellkultur-Platte ausgebracht.

5.3.1.2 Einfrieren und Auftauen von 293T- und HeLaS3-Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen in FCS mit 10% DMSO in fluassigem
Stickstoff aufbewahrt. Dazu wurden die Zellen wie beschrieben durch
Trypsinbehandlung von der Kulturplatte abgelost, vereinzelt und anschlieend bei 150 x
g fur 6 min abzentrifugiert. Mehr als 10° Zellen wurden in 1 ml FCS mit 10 % DMSO
resuspendiert und eingefroren. Dies geschah zunachst fur einen Tag bei -80°C in einem
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mit Isopropanol gefullten und bei 4 °C vorgekuhlten Einfrierbehalter (Nalgene). Danach
wurden die Zellen in flussigen Stickstoff uiberfuhrt.

Zum Auftauen eingefrorener Zellen wurde 1 ml dieser Zellen in einem Einfrierrohrchen
kurz in einem 37 °C warmen Wasserbad erwéarmt und anschlieBend mit ebenfalls 37 °C
warmen Kulturmedium aus dem Rohrchen ausgespult. 20 ml Kulturmedium wurden
zugegeben, die Zellen abzentrifugiert, anschlieBend in frischem Kulturmedium
resuspendiert und in einer Kulturschale weiterkultiviert.

5.3.1.3 Kalziumphosphat-Transfektion von 293T-Zellen mit Separase, Securin,
PIk1, Cyclin B1 und Cdk1

24 h vor der Transfektion wurden 1 x 107 Zellen auf einer 15 cm-Zellkultur-Schale
ausgesat, so dass sie zum Zeitpunkt des Transfektionsbeginns zu 60-80% konfluent
wuchsen. Direkt vor der Transfektion wurde zum Zellkulturmedium Chloroquin (Sigma)
in einer Endkonzentration von 25 uM gegeben. Ein Transfektionsansatz wurde
vorbereitet. Dieser bestand aus 125 mM CaCl, und 40 pg des zu transfizierenden
Plasmids in 1 x HEB-Puffer. Der HEB-Puffer wurde als letzte Komponente in Form von
2 x HEB schnell zum Ansatz zugegeben. Nach 5 — 10 minutiger Inkubation bei RT
wurden 4 ml dieses Transfektionsansatzes tropfenweise gleichmafig uber die
Kulturplatte verteilt. Die Zellen wurden anschlieBend fur 8 — 16 h bei normalen
Kulturbedingungen inkubiert. Die Transfektion wurde durch Austauschen des
Transfektionsmediums durch frisches Kulturmedium beendet.

Zur Transfektion von Zellen mit Separase und Securin wurden 30 ug Separase- und 10
ng Securin-Plasmid verwendet. Fur Transfektion mit Separase, Securin und Plk1 wurden
die gleiche Menge Separase-, aber jeweils 5 pg Securin- und Plk1-Plasmid benutzt.
Wurde Separase zusammen mit Cyclin B1/Cdk1 transfiziert, wurde Securin und Plk1
durch hCyclin B1 und hCdkl1 ersetzt.

5.3.2 Arbeiten mit HeLaS3- und Flp-In T-REx-293-Zellen
5.3.2.1 Zellzyklus-Synchronisation von HeLLaS3-Zellen

Zu HelaS3-Zellen wurde Thymidin in H,O in einer Endkonzentration von 4 mM zum
Medium gegeben. Die Zellen wurden sodann fur 20 h unter Standardbedingungen
kultiviert und dann durch Waschen mit PBS und Zugabe von Zellkulturmedium aus dem
Thymidin-Arrest entlassen. Um Zellen am Beginn der nachsten S-Phase anzuhalten,
wurde 8 h spater erneut die gleiche Menge Thymidin zu den Zellen gegeben, die dann
wieder 20 h lang inkubiert wurden. Fur Zell-Arrest in der Prometaphase wurden die
Zellen 4 h nach Entlassen aus dem ersten Thymidin-Block in 0,2 pg/ml Nocadazol in
DMSO fur 12 h inkubiert. Zum Entlassen der Zellen aus Thymidin- bzw. Nocodazol-
Arrest wurden die Zellen wie oben mit PBS gewaschen und in Medium fur eine variable
Zeitspanne weiter wachsen lassen

91



Material und Methoden

5.3.2.2 Kultivierung und Separase-Expressionsinduktion von Flp-In T-REx-293-
Zellen

Flp-In T-REx-293-Zellen mit transgener Myc.-Separase wurden wie in Abschnitt 5.3.1.1
beschrieben kultiviert mit der Ausnahme, dass 15 ug/ml Blasticidin und 150 pg/ml
Hygromycin im Zellkulturmedium vorhanden waren. Zur Expressionsinduktion der
transgenen Separase wurde 2 pg/ml Doxycyclin in Ethanol oder die gleiche Menge
Ethanol fur Kontroll-Induktionen zum Zellkulturmedium gegeben. 24 h nach Induktion
wurden die Zellen mithilfe von Trypsin geerntet und fur Western-Blot-Analyse (5.4.1.2)
und Zellzyklus-Analyse verwendet (5.3.2.3).

5.3.2.3 Bestimmung der Zellzyklusphase durch Propidiumjodid-Farbung und
FACS-Analyse (Fluorenzence Activated Cell Sorting)

Das Chromatin synchronisierter HeLaS3-Zellen wurde mit Propidiumjodid gefarbt und
dessen Menge pro Zelle im FACS-Gerit bestimmt. Fur die Farbung mit Propidiumjodid
wurden ca. 1 x 10° Zellen zunichst in 70 % -20 °C kaltem Ethanol aufgenommen und
tiber Nacht bei 4 °C fixiert. Die Zellen wurden sodann zweimal in PBS mit 0,1 % (w/v)
BSA gewaschen und anschlieBend in 69 uM Propidiumjodid in 38 mM tri-Natriumcitrat
und 0,1 mg/ml RNaseA 30 min lang bei 37 °C inkubiert und dann zur FACS-Analyse
verwendet. Das FACS-Profil wurde im FL-3H-Kanal des FACS-Gerates “FACSCalibur”
der Firma Beckton Dickinson erstellt. Zellaggregate wurden durch Ausschluss von Zellen
mit erhohter Signalstarke im FL-3W-Kanal aus der Messung eliminiert.

5.4 Proteinbiochemische Methoden
5.4.1 Grundlegende Methoden
5.4.1.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fuar SDS-PAGE wurde das “NuPAGE”-System gewahlt. Die Gele waren entweder selbst
gegossen oder von der Firma Invitrogen gekauft und wurden nach den Angaben des
Herstellers benutzt. Es handelte sich um Gele mit einem kontinuierlichen Gradienten von
4-12 % (kommerziell) oder 6-15 % (selbst gegossen) Polyacrylamid und den ungefahren
Ausmalen von 9 x 9 x 0,1 cm.

Zu untersuchende Protein-Losungen wurden in Protein-Ladepuffer fur 5 min bei 95 °C
erhitzt und anschlieBend in einem SDS-Gel bei konstanten 45 mA Stromstarke
aufgetrennt.

5.4.1.2 Nachweis von Proteinen durch Western-Blot

Es wurde eine Apparatur fur halbtrockenen Transfer benutzt (Biorad), um die durch SDS-
PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Millipore) nach Angaben des
Herstellers zu transferieren. Es wurde eine konstante Spannung von 15 V angelegt, der 45
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min lang dauerte. Die PVDF-Membran wurde dann zur Detektion transferierter Proteine
durch spezifische Antikorper benutzt. Dazu wurde die Membran wurde fur mindestens 15
—20 min in 1 % BSA in TBSw geblockt. Darauf folgte eine Inkubation fur mindestens 2
h im entsprechenden Antikorper in der fur ihn typischen Verdinnung in 1 % BSA in
TBSw mit 0,05 % Azid. Nach dreimaligem Waschen fur 10 min wurde die 1h dauernde
Inkubation mit dem gegen den Primar-Antikorper gerichteten Meerrettichperoxidase-
gekoppelten Sekundarantikorper in einer 1/7500-Verdunnung in TBSw durchgefuhrt.
Nach drei Waschschritten fur 10 min in TBSw wurde der Zweitantikorper durch
Chemilumineszenz detektiert. Dazu wurde eine 1:40-Mischung aus Losung A und
Losung B “ECL-Plus”’-Detektions-Systems (Amersham Bioscience) gleichméBig auf der
Membran verteilt und nach kurzer Inkubation durch Auflegen und Entwickeln eines
Films (Hyperfilm ECL/Amersham Bioscience) oder durch das CCD-Kamerasystem LAS
3000 (Fuji) dokumentiert. Fur quantitative Analyse wurden ausschlieBlich mit der CCD-
Kamera aufgenommene Western-Blots gearbeitet und mit der mitgelieferte AIDA-
Software ausgewertet.

5.4.1.3 Coomassie-Blau-Farbung

Eine weitere Methode zur quantitativen Farbung der Proteinbanden im SDS-Gel ist die
Coomassie-Blau-Farbung. Dazu wurde ein fertiges SDS-Gel in einer Coomassie-Blau-
Losung (0,4% Coomassie Billiant Blue R250, 0,4% Coomassie Billiant Blue G250, 40%
MeOH und 10% HAc) fur mindestens 30 min inkubiert. Anschliefend wurde das Gel in
die Entfarbelosung (30% MeOH, 7% HAc) transferiert und darin bis zum gewiinschten
Grad der Entfarbung inkubiert.

Die Coomassie-gefarbten Gele wurden zur Langzeitaufbewahrung unter Vakuum auf
Whatman-Papier getrocknet. Semiquantitative Bestimmung der Bandenstiarke wurde vor
der Gel-Trocknung mit dem CCD-Kamerasystem LAS 3000 (Fuji) und der mitgelieferte
AIDA-Software durchgefiihrt.

5.4.1.4 Detektion von radioaktiv markierten Proteinen durch Autoradiographie

Nach einer SDS-PAGE wurden die Proteine im Gel in Coomassie-Entfarber fur 20 min
fixiert. Danach wurde es auf ein Whatman-Papier unter Vakuum bei 80 °C getrocknet.
Die Detektion erfolgte entweder durch Auflegen eines Biomax-MR-Films der Firma
Kodak oder durch Auswertung einer belichteten Phospho-Imager-Platte am BAS-2500-
Phospho-Imaging-System (Fuji). Letzteres wurde zur semiquantitativen FErfassung
radioaktiv markierter Proteine verwendet.

5.4.1.5 In-vitro-Translation zur Herstellung **S-markierter Proteine

Fur die Herstellung **S-markierter Proteine wurde eine In-vitro-Translation in
Anwesenheit von *S-Methionin (Amersham Biosience) durchgefihrt. Dazu wurde das
“SP6-Quick-Kit” der Firma Promega nach den Angaben des Herstellers benutzt.
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5.4.2 Reinigung spezifischer Antikorper aus Kaninchen- oder Ziegen-Blutserum

Fuar die Herstellung spezifischer Antikorper wurde ein Kaninchen oder eine Ziege
dreimal mit ca. 1 mg des Antigens in “Titer Max Gold”-Adjuvanz (Sigma) nach Angaben
des Adjuvanz-Herstellers immunisiert. Danach wurden gegen das Antigen gerichtete IgG
aus dem gewonnenen Serum affinitatsgereinigt. Dazu wurde das Antigen an eine “HI-
TRAP-NHS”-Saule (Amersham Bioscience) nach den Angaben des Herstellers gekoppelt
und mit dem Serum beladen. Nach Waschen in 20 Saulen-Volumen PBS und 5 mM Tris-
HCI pH 6,6 wurden die Antikorper durch 100 mM Glycin-HCI pH 2,5 mit 100 mM NaCl
von der Saule eluiert. Die Antikorper-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und nach
Dialyse in PBS mit 10 % Glycerin in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die
Antikorper-Losungen wurden danach bei —80 °C gelagert.

5.4.3 Arbeiten mit GST-Epitop-markierten Proteinen
5.4.3.1 Reinigung von GST-Epitop-markierten Proteinen aus E. coli-Bakterien.

GST-Separase, GST-Cdc6 und GST-PBD wurde im Vektor pGEX4T1 in den E. coli-
Stamm Rosetta2 transformiert. Die Expression wurde bei einer Zelldichte von OD,, =
0,5-1,0 mit 1 mM IPTG induziert und danach 3 h bei 37 °C wachsen lassen. Nach Ernten
der Zellen durch Zentrifugation wurden 1-5 g der Zellen in mindestens 30 - 50 ml PBS
mit 400 mM NaCl durch Anlegen von Scherkriaften im Zelllysator EmulsiFlex-C5
Homogenisator (Avestin) aufgeschlossen. Je nach exprimierter Proteinmenge, die durch
SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Blau-Farbung abgeschiatzt wurde, wurde eine
geeignete Menge Glutathion-Sepharose (Amersham/Pharmacia) zugegeben und fur
mindestens 3 h darin inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit dem 10-fachen des
Sepharose-Volumens PBS mit 400 mM NaCl wurden die immobilisierten Proteine in
PBS mit 50 % Glycerin umgepuffert und bei —20 °C bis zur Verwendung gelagert.

5.4.3.2 Cyclin B1/Cdk1-Bindungsstudien mit GST-Separase und GST-Cdc6

15-30 ug GST-Epitop-markierte Proteine wurden wie in Abschnitt 5.4.3.1 beschrieben
aus E. coli-Zellen gereinigt und dann fur 1 h bei 18 °C im 10-fachen Sepharose-Volumen
(50-100 pl) Hoch-A90-Extrakt (550 nM hCyclin B1-A90) inkubiert und danach viermal
mit XB mit 0,1 % (v/v) TritonX100 gewaschen. Die so hergestellten Komplexe wurden
sodann fur Western-Blot-Analyse sofort mit 50 mM Glutathion in XB mit 1 mM DTT
eluiert oder fur Lambda-PPase-Behandlung mit anschlieBender Western-Blot-Analyse
(Abschnitt 5.4.1.2) verwendet.

5.4.3.3 Reinigung Lambda-PPase-behandelter = GST-Separase-1063-1440/1506-

Cyclin B1/Cdk1 und GST-Cdc6-Cyclin B1/Cdk1

Die Reinigung von GST-Separase-1063-1440/1506- Cyclin B1/Cdkl und GST-Cdc6-
Cyclin B1/Cdk1 in Abschnitt 5.4.3.2 dargestellt. Immobilisierte und mit XB mit 0,01 %
(v/v) TritonX100 gewaschene Versionen dieser Komplexe wurden in 20 pl Lambda-
PPase-Reaktionspuffer umgepuffert. Danach wurden 1200 U Lambda-PPase zugefugt
und bei 18 °C fur 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in XB mit 0,01 % (v/v)
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TritonX100 wurden die GST-Separase- und GST-Cdc6-Fragmente durch 50 mM
Glutathion in XB mit 1 mM DTT eluiert.

5.4.3.4 PIx1-Phosphorylierungs-Studien mit GST-Separasefragmenten

Ca. 1,5 pug GST-Separasefragmente in 2,5 ul XB wurden mit 0,5 pl Plx1-wt, deren
Kinase-Aktivitat zuvor durch Vergleich mit kinase-inaktiver PIx1-mut mit dem Modell-
Substrat Dephosphocasein iiberprift worden war, versetzt. PIx-wt wurde zusammen mit
10 uM ATP, 1 uM Microcystin-LR, 20 mM MgCl, und 0,2 ul y-*P-ATP (10 uCi/ul) in
XB in einem Volumen von 2,5 ul zugegeben. Die Reaktion wurde 30 min lang bei RT
inkubiert und dann mit Protein-Ladepuffer gestoppt. Ca. 50 % des Ansatzes wurden
sodann durch eine SDS-PAGE und Coomassie-Blau-Farbung mit anschlieBender
Autoradiographie desselben Gels analysiert. Beides wurde semiquantitativ ausgewertet
und graphisch dargestellt. Dafur wurde die Signalstarke fur Plx1-Phosphorylierung jeder
Probe auf ihre Signalstarke in der Coomassie-Farbung normiert.

5.4.4 Aufreinigung verschiedener Separase-Komplexe
5.4.4.1 Reinigung des Separase/Securin-Komplexes aus transfizierten 293T-Zellen

293T-Zellen wurden wie in Abschnitt 5.3.1.3 beschrieben mit ZZ-TEV,- oder Myc,-
TEV,-Separase und Securin transfiziert. 24 h nach Beginn der Transfektion wurden die
Zellen durch Zugabe von Nocodazol in der Endkonzentration von 0,2 pg/ml und 12-16 h
langer Inkubation in der Mitose arretiert. Danach wurden sie durch Abkratzen von der
Zellkultur-Schale gelost und durch Zentrifugation bei 150 x g geerntet. Die Zellen
wurden daraufhin entweder nach Schock-Gefrierung bei —80 °C gelagert oder gleich
verwendet. Die Lyse erfolgte durch Resuspendierung in Zelllysepuffer mit 1 M
Microcystin-LR und anschlieBendem Anlegen von Scherkriaften in einem Dounce-
Homogenisator. Zellschrott wurde daraufhin durch eine Untrazentrifugation entfernt.
Danach wurden 30 pl IgG-Sepharose pro 15 cm Zellkulturschale fur ZZ-TEV ,-Separase
oder anti-Myc-Agarose fur Myc,-TEV,-Separase zum Lysat gegeben und iber Nacht bei
4 °C unter Drehen inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in Zelllysepuffer wurde der
immobilisierte Separase/Securin-Komplex darauthin in XB umgepuffert und fur
Separase-Aktivitats- und Inhibitions-Tests nach Rickisolation aus A90-Extrakt
(Abschnitt 5.4.5.1), fur Separase-Inhibitionstests in A90-Extrakt (Abschnitt 5.4.5.2) oder
fur die Reinigung Securin-freier Separase (Abschnitt 5.4.4.2) verwendet.

5.4.4.2 Reinigung Securin-freier Separase aus transfizierten 293T-Zellen

2,5-5 ug ZZ-TEV,-Separase/Securin wurde wie in Abschnitt 5.4.4.1 beschrieben
gereinigt und anschlieBend wie in unter 5.4.5.1 erklart in Niedrig-A90-Extrakt inkubiert.
Dann wurde die Sepharose dreimal mit XB mit 0,01 % (v/v) TritonX100 und 500 mM
NaCl gewaschen, durch zweimaliges Waschen in XB mit 0,01 % TritonX100 vom
uberschiuissigen Salz befreit und daraufthin in 20 gl 0,1 % (w/v) BSA in XB umgepuffert.
Durch Zugabe von ca. 25U GST- oder His-TEV-Protease und 30 min Inkubation bei 18
°C mit anschlieBender Elution in 50 ul 0,1 % (w/v) BSA in XB wurde die Separase
mobilisiert. Es folgte eine Immundepletion des verbleibenden Separase/Securins mit 5 ug
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an ProteinG-Sepharose (Amersham Bioscience) gekoppeltem anti-Securin-Antikorper.
Die Depletion wurde fur 1 h bei 18 °C unter Drehen durchgefuhrt. Securin-freie Separase
wurde fur Bindungsstudien an GST-PBD (Abschnitt 5.4.6.2) benutzt.

5.4.4.3 Reinigung des Separase-Cyclin B1/Cdk1l-Komplexes aus transfizierten
293T-Zellen

5-10 ug ZZ-TEV ,-Separase/Securin wurde wie in Abschnitt 5.4.4.1 beschrieben gereinigt
und anschlieBend wie in unter 5.4.5.1 erklart in Hoch-A90-Extrakt inkubiert. Dann wurde
die Sepharose dreimal mit XB mit 0,01 % (v/v) TritonX100 gewaschen.

5.4.4.4 Reinigung des Separase/Securin/Plk1-Komplexes aus transfizierten 293T-
Zellen

Eine 15 cm-Schale 293T-Zellen wurden entweder mit ZZ-TEV,-Separase, Myc,-Plk1
und Securin oder mit HA,-Separase, Myc,-Plk1 und Securin-((HIS)-Flag), wie in 5.3.1.3
beschrieben transfiziert und mit Nocodazol in der Mitose angehalten. Die geernteten
Zellen wurden dann in Zelllysepuffer durch Anlegen von Scherkriften im Dounce-
Homogenisator aufgeschlossen und mit ca. 15 ul der entsprechenden Affinitats-Matrix
versetzt. Fur die IP ZZ-TEV ,-Epitop-markierter Separase wurde 1gG-Sepharose, fur IP
von Securin-((HIS)(-Flag), anti-Flag-Sepharose benutzt. Es folgte eine Inkubation bei 4
°C unter Drehen uiber Nacht, bevor die Sepharose dreimal mit Zelllysepuffer gewaschen
und gebundene Proteine durch Zugabe von Protein-Ladepuffer von der Affinitats-Matrix
abgelost wurden. Danach wurde zur Detektion assoziierter Proteine ein Western-Blot mit
den Antikorpern anti-Separase-N, anti-Plk1-linker und anti-Securin durchgefuhrt.

5.4.5 Separase-Aktivitats- und Inhibitions-Tests
5.4.5.1 Separase-Aktivitats- und Inhibitions-Tests nach Ruckisolation aus A90-
Extrakt

5-10 ug an 10 ul Sepharose immobilisierte ZZ-TEV,- oder Myc,-TEV,-Separase im
Komplex mit Securin wurde in 10-20-fachem Sepharose-Volumen Niedrig- oder Hoch-
A90-Extrakt mit 55 nM bzw. 550 nM hCyclin B1-A90 fur 1 h bei 18°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in XB mit 0,01% TritonX100 wurde die Sepharose in TEV-
Spaltpuffer umgepuffert und mit ca. 25U GST- oder His-TEV-Protease versetzt. Nach
weiteren 30 min Inkubation bei 18°C wurde die Separase mit dem einfachen Sepharose-
Volumen Separase-Spaltpuffer eluiert. Fur Reaktivierung nach Ruckisolation aus Hoch-
A90-Extrakt wurde die Sepharose vor TEV-Elution dreimal 5 min lang in XB-Puffer mit
erhohter NaCl-Konzentration (250 mM-1000 mM) inkubiert und dann durch dreifaches
Waschen in XB-Puffer mit 0,01% TritonX100 wieder vom uberschiuissigen Salz befreit.

Eluierte Separase konnte schockgefroren und bei -80°C gelagert oder sofort fur eine
Cohesin-Spalt-Reaktion benutzt werden. Zur Cohesin-Spaltung wurde 1 ul Separase (ca.
10-50 ng/ul) mit 1 ul *S-markiertem Sccl vereinigt und fur 30 min bei RT inkubiert. Die
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Reaktion wurde durch Zugabe von Protein-Ladepuffer gestoppt und anschlieBend durch
SDS-PAGE und Autoradiographie untersucht.

5.4.5.2 Separase-Inhibitionstest in A90-Extrakt

5-10 ug ZZ-TEV,- oder Myc(-TEV,-Separase wurde im Komplex mit Securin aus
transfizierten 293T-Zellen wie in Abschnitt 5.4.4.1 beschrieben gereinigt. Die
immobilisierte Separase wurde einmal mit Lysepuffer, dann dreimal mit XB mit 0,01%
Triton-X100 gewaschen. Daraufthin wurde Separase/Securin wie unter 5.4.5.1
beschrieben mit TEV-Protease eluiert. Als Elutionspuffer wurde XB, statt Separase-
Spaltpuffer verwendet.

Eluierte Separase/Securin konnte Schock-gefroren und bei -80°C gelagert oder sofort fur
Separase-Inhibitionstest in A90-Extrakt benutzt werden. Dazu wurden 10 ul Niedrig-
oder Hoch-A90-Extrakt mit 55 nM bzw. 550 nM hCyclin B1-A90, 1 ul Volumen
Separase/Securin und 1 pl *S-markiertem Sccl versetzt und fiir 45 min bei RT inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Protein-Ladepuffer gestoppt. 1/20 der Reaktion
wurden durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

Fur semiquantitative Vergleiche der Inhibition verschiedener Separasemutanten wurde
deren Aktivitat in Niedrig-A90-Extrakt durch Zugabe von Elutionspuffer angeglichen.
Alle Separase-Spaltreaktionen wurden daraufhin wie oben beschrieben in Triplikaten
durchgefuhrt. Durch autoradiographische Auswertung mit dem “BAS-2500-Phospho-
Imaging”-System (Fuji) wurde die Signalstirke fur die durch Separase-Schnitt
entstandenen Sccl-Fragmente ermittelt. Fur die semiquantitative Darstellung wurden die
Mittelwerte der Signalstarken des aminoterminalen Cohesin-Schnittfragments gebildet
und auf die Aktivitat in Niedrig-A90-Extrakt normiert. Der Aktivitat in Niedrig-A90-
Extrakt wurde der Wert 1 zugeordnet.

5.4.5.3 Separase-Inhibition durch rekombinantes Cyclin B1/Cdk1

Separase wurde wie unter 5.4.5.1 beschrieben aus Niedrig-A90-Extrakt ruickisoliert und
eluiert. Die Separase-Aktivitat aller zu testender Mutanten wurde durch einen Separase-
Aktivitats-Test ermittelt und durch Zugabe von Elutionspuffer angeglichen. Alle
Separasen zeigten anschlieBend die gleiche spezifische Aktivitat. 0,5 ul dieser Separasen
(5-25 ng/ul) wurden mit 0,5 ul BSA in Spermien-Verdunnungs-Puffer in der
Konzentration 100 ug/ul vereinigt, dann jeweils mit 1 ul kinase-inaktiver Cyclin
B1/Cdk1-Kinase der ungefahren Konzentrationen 5 ng/ul bzw. 25 ng/ul versetzt und 15
min bei RT vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl radioaktivem Sccl
gestartet und nach 30 min bei RT durch Zugabe von Protein-Ladepuffer gestoppt. Alle
Reaktionen wurden in Triplikaten angesetzt. Die semiquantitative Auswertung im
Wesentlichen wie in Abschnitt 5.4.5.2 beschrieben: Die Aktivititen der Separase in
Anwesenheit von Cyclin B1/Cdkl wurden auf die Aktivitat in Cyclin B1/Cdk1-Puffer
normiert. Der Aktivitat in Puffer wurde der Wert 1 zugeordnet.

5.4.5.4 Separase-Aktivitatstests in Anwesenheit von Plx1

1 ul aktive Separase-wt oder -PM1126/1346 wurden mit 0,5 ul Plx1-wt und 1 ¢l 5 mM
ATP und 5 mM MgCl, versetzt. Plx]1 wurde entweder unverdunnt oder in einer
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Verdunnung von 1/10, 1/5 oder 1/2,5 in Plx1-Puffer benutzt. Nach 15 min Vorinkubation
bei RT wurde 1 pl *>S-markiertes Cohesin-wt oder -CM172 zugefigt und weitere 30 min
bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Protein-Ladepuffer gestoppt und
durch Autoradiographie analysiert.

5.4.6 In-vitro-Separase-Bindungsstudien
5.4.6.1 Far-Western-Analyse mit GST-PBD

5-10 pug ZZ-TEV,-Separase/Securin wurde wie beschrieben aus mitotischen Zellen
isoliert (Abschnitt 5.4.4.1) und anschlieBend nicht behandelt, mit Lambda-PPase
(Abschnitt 5.4.3.3) oder 25 ng Cyclin B1/Cdkl und 10 M ATP inkubiert. Danach
wurden ca. 0,5 ug Separase auf eine PVDF-Membran transferiert (Abschnitt 5.4.1.2). Die
Membran wurde darauf in TBSw mit 1 % (w/v) BSA fur mehrere Stunden geblockt und
anschlieBend mit GST-PBD in einer Konzentration von ca. 1 pug/ml fur ca. 3 h bei RT
inkubiert. Dann wurde die nicht gebundene GST-PBD durch dreimaliges Waschen in
TBSw entfernt und durch anti-GST-Antikorper und Meerrettichperoxidase-gekoppelten
Zweitantikorper wie unter Abschnitt 5.4.1.2 beschrieben nachgewiesen.

5.4.6.2 GST-PBD-Bindungsstudien mit Securin-freier Separase

Securin-freie Separase wurde wie unter 5.4.4.2 beschrieben aufgereinigt. Danach wurde
je die Halfte des Eluats mit ca. 15 ug immobilisierter GST-PBD oder als Kontrolle GST
versetzt, 2 h bei 18 °C unter Drehen inkubiert und anschlieBend nach Waschen mit
Bindungspuffer durch Zugabe von Protein-Ladepuffer eluiert. Ca. 50 % davon wurden
anschlieBend durch Western-Blot-Analyse auf gebundene Separase und Cyclin Bl
untersucht.

5.4.7 Xenopus-Oozytenextrakt
5.4.7.1 Herstellung von Xenopus-Oozytenextrakt

CSF-arretierte Xenopus-Eiextrakte, CSF-XB Puffer und Spermienkerne wurden wie
beschrieben prépariert (Murray, 1991). Vor der Extraktpraparation wurden alle Gefae
mit reinem H,O ausgewaschen um eine Kontamination mit Kalzium zu vermeiden. Alle
Arbeiten mit den Froschen und den Oozyten wurden bei 18°C durchgefuhrt. Zur
Schonung der Extrakte wurden sie nur mit abgeschnittenen Spitzen pipettiert. Am Tag
vor der Extraktpraparation wurden weiblichen Froschen je 1 ml humanem chorionischem
Gonadotropin (Sigma, 1000 U/ml H,O) in den dorsalen Lymphsack injiziert. Einige
Stunden spater wurden die Frosche in 1x MMR-Puffer umgesetzt. Die Frosche legten 20-
24 Stunden nach der Injektion reife Oozyten fur bis zu 2 ml Extrakt pro Frosch. Die
Gallerthulle der Eier wurde durch Inkubation fur maximal 10 min in einer 2 % (wW/v)
Cysteinlosung in 1 x XB-Salze (pH 7,8) entfernt. Die Eier wurden daraufhin intensiv mit
CSF-XB gewaschen und beschadigte oder aktivierte Eier wurden aussortiert. Danach
wurden die Eier in ein Zentrifugenrohrchen uberfuhrt, in das 1 ml CSF-XB und 10 ul
einer Cytochalasin B-Losung (10 mg/ml in DMSO) vorgelegt wurden. Durch
Zentrifugation fur 1 min bei 200 g und 1 min bei 600 g im JS 13.1 Ausschwingrotor
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(Beckman) wurden die Oozyten dicht gepackt und der uberstehende Puffer wurde
abgenommen. Ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 13000 g fur 10 min sorgte fur die
Lyse der Eier. Die hellbraun gefarbte Zytoplasmafraktion wurde durch Punktieren des
Rohrchens in ein Eppendorfgefall uiberfuhrt. Zur Verhinderung der Aktinpolymerisation
wurde dem Extrakt Cytochalasin B in einer Konzentration von 10 ug/ml beigemischt. Die
weitere Lagerung des Extraktes erfolgte auf Eis. Der CSF-Arrest aller Extrakte wurde
durch Inkubation mit Spermienkernen bei 28°C fur 35 min uberpruft, die Fahigkeit des
Extraktes zum Verlassen des CSF-Arrests durch gleiche Behandlung in Anwesenheit von
0,6 mM CaCl,. Nach der Inkubation wurden 2 pl dieses Extraktes mit 4 ul DAPI/Fix
vermischt und unter dem Mikroskop auf dekondensiertes Chromatin hin uberpruft. Um
Niedrig- oder Hoch-A90-Extrakte herzustellen, wurden den CSF-Extrakten
hCyclinB1A90 in Konzentrationen von 55 nM oder 550 nM zugesetzt. Nach 15 min bei
18 °C wurde CaCl, in einer Endkonzentration von 0,6 mM zugegeben und der Extrakt
weitere 15 min inkubiert. Der A90-Extrakt konnte gleich verwendet oder nach
Schockgefrierung in flussigem Stickstoff bei —80 °C fur Monate gelagert werden.

5.4.8 Biochemische Analyse des endogenen Separase-Cyclin B1/Cdk1-Komplexes
5.4.8.1 IP endogener Separase durch anti-pSX38

Ca. 2 x 10" HeLaS3-Zellen wurden geerntet und wie unter 5.4.4.1 beschrieben in
Zelllysepuffer mit Complete-Protease-Inhibitoren (Roche) und 1 M Microcystin-LR
(Alexa) lysiert. Separase wurde daraufhin mit ca. 0,1 ug anti-pSX38-Antikoerper pro 1 x
10° Zellen aus dem Zelllysat entfernt. Kontroll-IPs wurden mit der gleichen
Konzentration unspezifischer Kontroll-IgG durchgefiuhrt. Die Antikorper waren an
Protein G-Sepharose (Amersham Bioscience) gekoppelt und wurde tiber Nacht bei 4 °C
unter Drehen im Lysat inkubiert. Dadurch gelang es, die Separase bis unter die
Detektionsgrenze durch Western-Blot mit anti-Separase-N-Antikorper aus dem Lysat zu
depletieren. An der Protein G-Sepharose immobilisierte Separase und gebundene
Proteine wurden sodann durch Zugabe von Protein-Ladepuffer eluiert. Ca. 1/4 des Eluats
wurde danach fur Western-Blot-Detektion von Separase, hCyclin Bl und hCdkl
verwendet.

Um Mitose-spezifische Separase-Phosphorylierung durch Massenspektrometrie zu
messen, wurde die gleiche Herangehensweise gewihlt. Allerdings wurde mit ca. 4 x 10
Zellen gearbeitet.

5.4.9 In-Vitro-Expression-Cloning (IVEC)
5.4.9.1 Primare Analyse der cDNA-Bibliothek

Diese Methode diente zur biochemischen Identifikation neuer Separase-Substrate
basierend auf der proteolytischen Separase-Aktivitit. Dazu wurde das “Proteolink-/n-
Vitro-Expression-Cloning”-System der Firma Promega (Kat.# L6500) benutzt. Im
System enthalten sind neben einer cDNA-Bibliothek aus Gehirn eines erwachsenen
Menschen das “Gold-TNT-SP6”-Express-System zur Expression *°S-markierter cDNA-
Gruppen. Die cDNA-Bibliothek liegt in insgesamt 960 Gruppen von 50-100 cDNAs in
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96-Loch-Mikrotiterplatten im pCMV6-XL6-Vektor vor, der einen SP6-Promotor fur In-
vitro-Transkription der cDNAs durch SP6-Polymerase tragt. Das “Gold-TNT-SP6-
Express”-System ist ein auf hohe Transkriptions-/Translations-Effizienz getestetes
Retikulozyten-Lysat, das bereits die SP6-Polymerase zur Transkription der cDNAs
enthalt. Die In-vitro-Expression wurde wie vom Hersteller vorgeschlagen in Anwesenheit
von *’S-Methionin (Amersham Pharmacia Kat.# AG1094) durchgefuhrt mit der
Ausnahme, dass die Reaktion nicht in 25 ul, sondern in nur 12,5 ul Gesamtvolumen mit
250 ug cDNA stattfand. Je 4 ul der Protein-Gruppen wurden anschlieBend mit 2 ul
aktiver Separase-PM1126/1346 oder zur Kontrolle proteolytisch inaktiver Separase-
PM1126/1346-mut fur 1 h bei 30 °C inkubiert, bevor die Reaktion mit Protein-Ladepuffer
gestoppt wurde. Die Separasen wurde wie unter 5.4.5.1 beschrieben durch Reinigung von
Z27-TEV,-Separase/Securin aus transfizierten 293T-Zellen mit anschlieBender
Aktivierung der Separase in Niedrig-A90-Extrakt und TEV-Elution hergestellt. Thre
Aktivitit wurde durch Spaltung in-vitro-translatierten *>S-markierten Cohesins uiberpriift.
Nach der Spalt-Reaktion mit den exprimierten cDNA-Gruppen wurden diese direkt neben
der Kontroll-Spaltung durch inaktive Separase durch SDS-PAGE und Autoradiographie
wie in 5.4.1.4 beschrieben analysiert. Die Detektion erfolgte durch Belichtung eines
BioMax-MR-Rontgen-Films (Kodak). Um eine groBere Trennungsstrecke als mit den
unter 5.4.1.1 beschriebenen SDS-Gelen zu erhalten, wurden grofle, selbst gegossene
NuPAGE-Gele mit den AusmaBen 20 x 20 x 0,1 cm und einem kontinuierlichen
Polyacrylamid-Gradienten von 6 — 15 % verwendet. Die Identifikation zwischen
Kontroll- und Separase-Spalt-Ansatz unterschiedlicher Banden erfolgte durch visuelle
Auswertung der Filme.

5.4.9.2 Ausschluss von Gruppen mit bekannten Separase-Substraten

Um Gruppen, die eines der bekannten Separase-Substrate Cohesin und Separase
enthalten, auszusortieren, wurden alle positiven Gruppen durch analytische PCR auf
Anwesenheit von Cohesin und Separase getestet. Dazu wurde folgende Primer-Paare
gewiahlt: hSccl: CCATGAGAGAAGAAGTTGGG / GATCTTCATATTCTAAATGG,
ACAAACATAGATGAGTCAGC / TCTCCTTCTCTTTTTCTGGC und CAACACTTG
TTCCAAATGAG / GGTCTTCTGGTACAAGCGG; hSeparase: AACACTCAGGGAG
TCACAGA / CCTGAGCCTCAATAATACCT. Die PCR-Primer vermitteln die
Amplifikation der Bereiche, die die Separase-Spaltstellen enthalten, da diese im cDNA-
Klon vorhanden sein miussen. Die Spezifitat der entstandenen Banden wurde durch
Vergleich mit Kontroll-PCRs mit Cohesin und Separase und einer negativen cDNA-
Gruppe bestatigt.

5.4.9.3 Isolierung von neuen Substraten aus positiven cDNA-Gruppen durch ‘Sib-
Selection”

Um die cDNA fur das neue Separase-Substrat aus einer positiven Gruppe zu isolieren,
wurde die “Sib-Selection”-Methode angewandt. Dazu wurden 10 ng der cDNA der
positiven Gruppe in XL1-Blue-Zellen transformiert, die anschlieBend auf ampicillin-
haltigen Platten ausplattiert wurden. Die DNA von Einzelkolonien, die in einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte gewachsen waren, wurde darauthin isoliert und zu neuen Untergruppen
zusammengefasst. Dazu wurden die DNA sowohl der Reihen als auch der Spalten der 96-
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Loch-Titerplatte vereinigt und als Gruppen von je 12 bzw. 8 DNA-Klonen wie oben
beschrieben durch Separase-vermittelte Spaltung auf Anwesenheit eines Separase-
Substrats getestet. Es wurde jeweils eine positive Reihe und Spalte identifiziert. Der
Kreuzungspunkt enthielt die cDNA fur das neue Separase-Substrat.
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Anhang

7 Abkiurzungen

A90

A90-Extrakt
Ac

Anw.

AS

APC/C

APS

ARM

ATP

bp

BSA

Cdkl

CKI

CLD

CM

CSF
CSF-Extrakt

C-terminal
C-Terminus
DAPI
DMSO
dNTP
DTT

El

E2

E3

E.

EDTA
EGTA
FCS

g

GST

h

HA

HAc
HEAT

HEPES

Hoch-A90-Extrakt

IgG
IP
IPTG

nicht durch APC/C unbiquitinierbare und dadurch stabile
Form von Cyclin Bl

Durch A90 in der Anaphase arretierter Xenopus-Oozytenextrakt
Acetat

Anwesenheit

Aminoséduren

Anaphase promoting complex/cyclosome (E3-Ubiquitinligase)
Ammoniumperoxodisulfat

armadillo

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

cyclin dependent kinase 1

Cdk-Inhibitor

Cdc6 like domain

“cleavage mutante”, nicht durch Separase spaltbare Proteinmutante
Zytostatischer Faktor

Durch CSF-Aktivitat in der Metaphase arretierter Xenopus-
Oozytenextrakt

carboxyterminal

Carboxyterminus

4',6'-Diamidino-2-phenylindol

Dimethylsulfoxid

Desoxynukleotid

Dithiothreitol

Ubiquitin-Aktivierungsenzym

Ubiquitin-Konjugationsenzym

Ubiquitin-Proteinligase

Escherichia

Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N ", N"-tetraessigsaure
Fotales Kalberserum

Erdbeschleunigung, 9,81 m/sec:oder Gramm

Glutathion S-Transferase

human

Hamagglutinin

Essigsaure

Huntingtin, elongation factor 3, Proteinphosphatase 2A, target of
rapamycin
N-(2-hydroxyethyl)-piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure)
anaphasischer Xenopus-Oozytenextrakt mit 55 nM A90
Immunglobuline

Immunprazipitation

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
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IVT In-vitro-Translation

kb Kilobasen

KD katalytisch inaktive Kinase

kD Kilodalton

Kontr. Kontrolle

LB Luria-Bertani (E. coli-Medium)
m Maus

MMR Marc's modifizierter Ringer
MOPS Morpholinoethansulfonsaure
NP-40 Nonidet P-40

N-terminal aminoterminal

N-Terminus Aminoterminus

Niedrig- A90-Extrakt: anaphasischer Xenopus-Oozytenextrakt mit 55 nM A90
OD optische Dichte

p.a. pro analysi

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBD Polo-Box-Domine, Phosphoprotein-Bindedoméne der Polo-Kinase
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PM Phosphomutante von Separase
PVDF Polyvinylidenfluorid

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S.c. Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumdodecylsulfat

Sec Securin

Sep Separase

TBS Tris gepufferte Saline

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylendiamin
TEV Protease des Tobacco Etch Virus
Tris Trishydroxymethylaminomethan
U unit

UN uber Nacht

WT Wildtyp

X Xenopus

77 IgG-Bindedomane von Protein A
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