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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die Initiation der DNA-Replikation wird bei Eukaryonten im Zellzyklus genau reguliert um
sicherzustellen, dass die genomische DNA exakt einmal pro Zellzyklus dupliziert wird. Der kontrollierte
Aufbau des pra-replikativen Komplexes (pra-RC) an den Origins der DNA-Replikation wahrend der
G1-Phase spielt bei dieser Regulation eine entscheidende Rolle. Die an der Initiation der DNA-
Replikation beteiligten Proteine und der kontrollierte Aufbau des pra-RC sind in verschiedenen
Spezies hochkonserviert. Im ersten Schritt der pra-RC-Assemblierung bindet der hexamere ORC-
Komplex an die Replikationsorigins und dient als ,Landeplattform” fur weitere Replikationsfaktoren.
Das Protein Cdc6p ist nach Bindung an ORC gemeinsam mit dem Protein Cdt1p fir die Rekrutierung
des hexameren MCM-Komplexes essentiell. Nach subsequentieller Anlagerung des Initiationsfaktors
Cdc45p und dem Laden des DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes wird der pra-RC durch die
Aktivitat der Protein-Kinasen Cdc7p/Dbf4p und Cyclin/Cdk fir den Start der DNA-Replikation
lizensiert.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der subzellularen Lokalisation sowie der
Dynamik und Mobilitdt muriner Replikationsproteine in vivo in Fibroblasten-Zellen der Maus. Dazu
wurden die cDNAs, die fur die zu untersuchenden Replikationsproteine codieren, mit der cDNA, die fur
das ,enhanced green fluorescent protein“ (EGFP) codiert fusioniert. Nach Expression in murinen LTK'-
Zellen wurden die Fusionsproteine an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop in vivo untersucht.
Ein zentraler Aspekt bei diesen Untersuchungen war die Charakterisierung des murinen Proteins
Cdc6p, das bei der Initiation der DNA-Replikation als Ladefaktor des hexameren MCM-Komplexes
eine entscheidende Rolle spielt. Das Fusionsprotein MmMCDC6-EGFP zeigte eine Zellzyklus-
abhangige subzelludre Verteilung. MmCDCG6-EGFP war in der G1-Phase diffus in Zellkern und
Cytoplasma verteilt, am G1/S-Ubergang ausschlieRlich im Zellkern lokalisiert und wéhrend der S-
Phase in zahlreichen Foci im Kern akkumuliert. Durch Markierung neusynthetisierter DNA in der S-
Phase mit Digoxigenin-dUTP konnte gezeigt werden, dass MmCDCG6-EGFP wahrend der gesamten S-
Phase in Replikationsfoci, d.h. an Stellen aktiver DNA-Synthese lokalisiert ist. Immunfluoreszenz-
Analysen nicht-transfizierter LTK-Zellen mit anti-MmCdc6-Antikbrpern ergaben, dass endogenes
MmCdc6p in murinen LTK-Zellen dieselbe subzellulare Verteilung wie MmMCDCG6-EGFP aufweist. Das
murine Protein Cdc6p ist das erste Protein des pra-RC fiir dass gezeigt werden konnte, dass es
wahrend der S-Phase in Replikationsfoci lokalisiert. Bisher konnten nur wenige Proteine, die entweder
direkt an der DNA-Synthese oder dem Remodelling der Chromatinstruktur beteiligt sind, in
Replikationsfoci identifiziert werden.

Zur Klarung der Frage, ob das humane Protein Cdc6p ebenfalls in Replikationsfoci lokalisiert ist,
wurde die subzellulare Lokalisation von humanen CDC6-EGFP- und CDC6-DsRed-Fusionsproteinen
in HEK-293T-Zellen untersucht. Beide Fusionsproteine zeigten die gleiche Zellzyklus-abhangige
subzellulare Verteilung in HEK-293T-Zellen wie MmCDCG6-EGFP in LTK-Zellen. Es konnte damit
nachgewiesen werden, dass die Lokalisation des Proteins Cdc6p in Replikationsfoci wahrend der S-

Phase unabhangig von Spezies und fusioniertem Fluorophor erfolgt.
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Mit FRAP-Studien wurde die Mobilitdt und Dynamik von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci
untersucht. 80-90 % des Fusionsproteins war wahrend der gesamten S-Phase stabil mit der
Replikationsmachinerie assoziiert. Dieses Ergebnis konnte biochemisch durch Salzextraktion bestétigt
werden. Chromatin-gebundenes MmCDCG6-EGFP konnte durch Inkubation mit 1M NaCl nicht
mobilisiert werden. Auch die Lokalisation des Fusionsproteins in Replikationsfoci wurde dadurch nicht
verandert. Eine vergleichbar starke Bindung in Replicationsfoci wurde bisher nur fir PCNA-EGFP,
einem Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase-6 und zentralen Rekrutierungsfaktor weiterer
Replikationsfaktoren wahrend der S-Phase beschrieben. Die Resultate deuten daher darauf hin, dass
Cdc6p neben seiner essentiellen Rolle als Ladefaktor des MCM-Komplexes in der G1-Phase eine
zusatzliche Funktion bei der Elongation der DNA-Replikation wahrend der S-Phase zukommt.

Mit BRET-Studien sollten potentielle Interaktionspartner von MmCdc6p in Replikationsfoci in vivo
identifiziert werden. Interaktionen zwischen MmCdc6p und PCNA sowie MmCdc6p und DNA-Ligase-I,
einem weiteren in Replikationsfoci lokalisierten Protein, konnten nicht nachgewiesen werden. Auch mit
Immunprazipitation konnte keine Interaktion zwischen MmCdc6p und PCNA in LTK'-Zellen
nachgewiesen werden.

MmCdc6p enthalt am Aminoterminus drei putative Phosphoryliersstellen fiir Cyclin-abhangige
Proteinkinasen (Cdks). Durch gezielte Mutation dieser Konsensussequenzen sollte der Einfluss des
Phosphorylierungsstatus der konservierten Serinreste der Cdk-Phosphorylierungsstellen auf die
subzelludre Lokalisation von MmCDCG6-EGFP in vivo in LTK-Zellen untersucht werden. Alle sieben
moglichen Mutanten bei denen ein, zwei oder drei der Cdk-Serinreste zu nicht-phosphorylierbaren
Alaninresten mutiert wurden waren in Replikationsfoci lokalisiert. Dies zeigt, dass die
Phosphorylierung dieser Serinreste fir die Lokalisation von MmCDCG6-EGFP an Stellen aktiver DNA-
Replikation nicht essentiell ist. Die beiden Mutanten MmCDC6-S102A-S135A-EGFP und MmCDC6-
S82A-S102A-S135A-EGFP flhrten zur Arretierung der LTK-Zellen in der spaten S-Phase, wie man
an der fur diese Phase typischen Lokalisation der Fusionsproteine in perinucleolaren Regionen
erkennen konnte. Die Behandlung von MmCDCG6-EGFP-exprimierenden Zellen mit Olomoucin, einem
Cdk-Inhibitor, fihrte zum selben Verteilungsmuster von MmCDCG6-EGFP. Dies impliziert, dass die
Phosphorylierung der Serinreste 102 und 135 fiir den Ubergang in die G2-Phase nétig ist.

Durch Mutation der konservierten Serinreste zu Phosphatreste-simulierenden Aspartatresten sollte der
Einfluss der Phosphorylierung der Cdk-Konsensussequenzen auf Lokalisation und Mobilitat von
MmCDCG6-EGFP in vivo untersucht werden. Die Mutanten MmCDC6-S82D-EGFP, MmCDC6-S135D-
EGFP und MmCDC6-S82D-S135D-EGFP waren in Replikationsfoci lokalisiert. Da auch die Mutanten
MmCDC6-S82A-EGFP,  MmCDC6-S135A-EGFP  und MmCDC6-S82A-S135A-EGFP  diese
Lokalisation aufwiesen kann gefolgert werden, dass der Phosphorylierungsstatus der Serinreste S82
und S135 keinen Einfluss auf die Lokalisation von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci hat. Die
Mutanten MmCDC6-S102D-EGFP, MmCDC6-S82D-S102D-EGFP und MmCDC6-S102D-S135D-
EGFP waren ausschliellich im Cytoplasma lokalisiert. Dies deutet darauf hin, dass die
Phosphorylierung des Serinrests S102 die cytoplasmatische Lokalisation von MmCDC6-EGFP
vermittelt. Nach Zugabe von Leptomycin B, einem Inhibitor des Kernexports, waren die zuvor
cytoplasmatisch lokalisierten MmCDC6-EGFP-Mutanten im Zellkern lokalisiert. Dies ist ein Indiz dafr,

dass die Phosphorylierung des Serinrests S102 zum Export von MmCDCG6-EGFP aus dem Zellkern
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fuhrt. Die Dreifach-Mutante MmCDCG6-S82D-S102D-S135D-EGFP war diffus in Cytoplasma und
Zellkern verteilt. Die Phosphorylierung der Serinreste der drei Cdk-Konsensussequenzen verhindert
somit die Lokalisation von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci.

FRAP-Studien der verschiedenen in Replikationsfoci lokalisierten MMCDC6-EGFP-Mutanten zeigten,
dass alle Mutanten mit Ausnahme von MmMCDC6-S102A-EGFP und MmCDC6-S82D-EGFP eine im
Vergleich zum Wildtyp MmCDCGB-EGFP erhdhte Mobilitat aufweisen. Dieses Resultat ist ein Hinweis
darauf, dass der Serinrest 102 von MMCDCG6-EGFP in Replikationsfoci wahrend der S-Phase nicht
phosphoryliert wird, wahrend der Serinrest 82 phosphoryliert vorliegt. MmCdc6p enthalt ein
konserviertes Walker-A-Motiv das fir die Bindung von ATP an MmCdc6p essentiell ist. Die Mutation
dieses Motivs fuhrte dazu, dass die MmCdc6-K237E-EGFP-Mutante nicht in Replikationsfoci
lokalisiert war. Das Fusionsprotein war diffus in Cytoplasma und Zellkern verteilt. Dies deutet darauf
hin, dass die Bindung von ATP an MmCDCG6-EGFP fir die Lokalisation in Replikationsfoci nétig ist.
FLIP-Studien zeigten, dass die Mobilitdt von MmCdc6-K237E-EGFP im Vergleich zum Wildtyp
verringert war. Die Bindung von ATP an MmCDCG6-EGFP fiihrt demnach zu einer Erhéhung der
Mobilitat.

Mit Immunfluoreszenz-Analysen sollte der Acetylierungsstatus des Chromatins in Replikationsfoci, d.h.
an Stellen aktiver DNA-Synthese untersucht werden. Dazu wurden anti-Acetyl-Lysin- und anti-Acetyl-
Histon H3 (Lys14)-Antikérper verwendet. Die Replikationsfoci wurden durch exprimiertes MmCDC6-
EGFP, anti-PCNA-Antikdrper und Digoxigenin-dUMP-Einbau in neusynthetisierte DNA markiert. Es
konnte gezeigt werden, dass das Chromatin in Replikationsfoci nicht acetyliert ist. Dies deutet darauf
hin, dass die Elongation der DNA-Replikation an nicht-acetyliertem Chromatin erfolgt und dass somit
Histon-Acetylierung fiir diesen Vorgang nicht essentiell ist.

Mit FRAP- und FLIP-Studien wurde der Einfluss der Acetylierung des Chromatins auf die Mobilitat von
MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci untersucht. Dazu wurden MMCDC6-EGFP-exprimierende LTK'-
Zellen mit Trichostatin A (TSA), einem Inhibitor der Histon-Deacetylasen der zur Hyperacetylierung
der Histone fihrt, inkubiert. TSA hatte keinen Einfluss auf Lokalisation und Mobilitat von MmCDC6-
EGFP in Replikationsfoci. Die Mobilitdt des nucleoplasmatischen MMCDC6-EGFP-Pools hingegen
wurde durch TSA erhoht. Dieses Resultat bestatigt das Ergebnis der Immunfluoreszenz-Analysen mit
anti-Acetyl-Lysin- und anti-Acetyl-Histon H3 (Lys14)-Antikérpern, dass Chromatin in Replikationsfoci
nicht acetyliert ist.

Da Cdc6p wahrend der G1-Phase essentiell fiir die Assemblierung des pra-RC ist, wurde der Einfluss
von TSA, d.h. der Einfluss der Hyperacetylierung des Chromatins, auf die Mobilitdt von MmCDC6-
EGFP in dieser Phase mit FRAP und FLIP untersucht. Die Mobilitdt des Fusionsproteins wurde durch
TSA in der G1-Phase verringert, woraus gefolgert werden kann, dass der Acetylierungsstatus des
Chromatins in der G1-Phase die Mobilitdt von MmCDCG6-EGFP beeinflusst. Die Ergebnisse der FRAP-
und FLIP-Messungen implizieren, dass Chromatin-Acetylierung/Deacetylierung eine Rolle bei der
Ausbildung des pra-RC in der G1-Phase spielt, nicht aber in der Elongationsphase der DNA-
Replikation.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der subzellularen Lokalisation der sechs

Untereinheiten MmOrc1p-MmOrc6p des murinen ORC-Komplexes in Fibroblastenzellen der Maus.
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MmORC1-EGFP war im Zellkern von LTK-Zellen in grof3en kugelférmigen Strukturen lokalisiert.
Immunfluoreszenz-Analysen mit Antikérpern gegen Fibrillarin zeigten dass MmORC1-EGFP sehr eng
mit diesem Protein assoziiert ist. Die MmORC1-EGFP-Expression in LTK-Zellen fihrte zur
Segregation der Nucleoli. MMORC2-EGFP war in LTK-Zellen diffus in Cytoplasma und Zellkern
verteilt. Durch Immunfluoreszenz-Studien mit anti-PML-N-Antikérpern konnte die Akkumulation von
MmORC3-EGFP in PML nuclear bodies (PML-NBs) nachgewiesen werden. FRAP-Studien zeigten,
dass lediglich ~18 % des Fusionsproteins in dieser Substruktur mobil sind. Der hohe immobile Anteil
von 82 % weist auf eine Rolle von MmOrc3p als Strukturprotein in den PML-NBs hin.
Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit Antikdrpern gegen das Markerprotein y-Tubulin zeigten dass
MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP am Centrosom lokalisiert sind. Die Dynamik der beiden
Fusionsproteine am Centrosom wurde durch FRAP bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass
lediglich ~40 % der am Centrosom akkumulierten MmORCA4-EGFP-Fraktion und ~30 % der
centrosmalen MMORC5-EGFP-Fraktion mobil sind. MmORCG6-EGFP war in LTK-Zellen im Zellkern in
groBen runden Strukturen akkumuliert. Der optische Vergleich dieser Strukturen mit dem
Phasenkontrastbild und Immunfluoreszenz-Analysen mit anti-MmOrc6-Antikdrpern deuteten auf eine
Lokalisation von MmORCG6-EGFP in den Nucleoli hin.

Die N- und C-terminalen EGFP-Fusionsproteine von MmCdc45p, PCNA und DNA-Ligase-I waren im
Zellkern lokalisiert, die Nucleoli waren ausgespart.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung der Substratspezifitdt der murinen
Cdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-Proteinkinase, deren Kinaseaktivitdt flir die Initiation der DNA-
Replikation essentiell ist. Zur Expression von MmCdc7p in SF9-Zellen, wurden rekombinante
Baculoviren hergestellt. MmCdc7p mit einer Molmasse von ~64 kDa konnte erfolgreich in Sf9-Zellen
exprimiert werden. Da die MmCdc7p-Protein-Kinase durch Assoziation mit der regulatorischen
Untereinheit MmDbf4p aktiviert wird, wurden mit von M. Lepke hergestellten rekombinanten
Baculoviren zur Expression von MmDbf4p Coexpressionen in SF9-Zellen durchgefiihrt. Im Kinase-
Assay mit Histon H1 als Substrat konnte gezeigt werden, dass der aufgereinigte murine Cdc7p/Dbf4p-
Kinasekomplex aktiv war. In weiteren Kinase-Assays wurde die Substratspezifitit von
MmCdc7p/MmDbf4p in vitro untersucht. Als potentielle Substrate wurden bakteriell exprimierte Uber
Ni-NTA-Agarose aufgereinigte Initiationsfaktoren der DNA-Replikation eingesetzt. Da keine Vektoren
fur die bakterielle Expression der Untereinheiten MmMcm3p, MmMcm4p, MmMcm5p und Mcm6p des
murinen MCM-Komplexes im Arbeitskreis vorhanden waren, wurden die cDNAs, die fur diese
Untereinheiten codieren, in den bakteriellen Expressionsvektor pRSET inseriert. Die Untereinheiten
MmMcm3p mit einer Molmasse von ~94 kDa, MmMcm5p mit einer Molmasse von ~83 kDa und
MmMcm6p mit einer Molmasse von ~98 kDa wurden erfolgreich aufgereinigt. MmMcm4p lag unléslich
in der Pellet-Fraktion vor und konnte auch durch denaturierende Reinigung nicht in Ldsung gebracht
werden.

Mit den Kinase-Assays konnte gezeigt werden, dass der murine Cdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-
Proteinkinasekomplex in vitro MmOrc2p, MmOrc6p, MmCdc45p und Mcm6p phosphoryliert. Als
Kontrolle sollte ein Kinase-negativer MmCdc7p/Dbf4p-Komplex in Sf9-Zellen exprimiert werden. Dazu

wurde durch Mutagenese eine Kinase-negative MmCdc7-K84E-Mutante und MmCdc7-K84Ep-
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exprimierende rekombinante Baculoviren hergestellt. MmCdc7-K84Ep konnte erfolgreich in Sf9-Zellen
exprimiert werden.

Untersuchungen in Hefe und Mensch zeigten, dass Cdc7p von Cyclin/Cdk-Komplexen in vitro
phosphoryliert wird. Daher wurde die Phosphorylierung von bakteriell exprimiertem und gereinigtem
MmCdc7p durch aufgereinigte murine Cyclin/Cdk-Komplexe in vitro mit Phosphopeptid-Kartierungen
untersucht. MmCdc7p wurde von CyclinE/Cdk2 und CyclinA/Cdk2 in vitro phosphoryliert.
Phosphopeptid-Kartierungen von phosphoryliertem MmCdc7p ergaben, dass MmCdc7p von
CylinE/Cdk2 an zwei Stellen und von CyclinA/Cdk2 an einer Stelle phosphoryliert wurde. Die
Simulation des Migrationsverhaltens der Cdk-Konsensussequenzen tragenden tryptischen MmCdc7p-
Peptide unter den angewandten Bedingungen durch das virtuelle Computerprogramm PhosPepSort
V. 2.0 deutete darauf hin, dass MmCdc7p von CyclinA/Cdk2 am Serinrest 294 phosphoryliert wird.
CyclinE/Cdk2 phosphorylierte demnach MmCdc7p am Threoninrest 245 und an einem weiteren
Threoninrest, entweder 367 oder 463, der anhand der Simulation nicht eindeutig zugeordnet werden
konnte. Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation von MmCdc7p wurden N- und C-terminale
EGFP-Fusionsproteine in LTK-Zellen exprimiert. MmCDC7-EGFP und EGFP-MmCDC7 waren in der
G1-Phase, am G1/S-Ubergang und in der S-Phase im Kern lokalisiert.

Durch FISH-Experimente mit der cDNA, die fiir MmCdc7p codiert, konnte der genomische Locus des
murinen Cdc7-Gens eindeutig der Bande E von Chromosom 5 zugeordnet werden.
Two-Hybrid-Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe zeigten, dass in S. cerevisiae ScDbf4p
nicht nur mit ScCdc7p sondern auch mit ScCdcbp, einer zur Familie der ,polo-like kinases® (Plk)
gehorenden Serin/Threonin-Proteinkinase deren Kinase-Aktivitat interagiert. Daher sollte untersucht
werden, ob die murine zu ScCdc5p homologe Plk1p-Proteinkinase Initiationsfaktoren der DNA-
Replikation in vitro phosphoryliert. Dazu wurden rekombinante Baculoviren zur Expression von
MmPIk1p hergestellt. Die Expression und Aufreinigung von MmPIk1p mit einer Molmasse von ~69 kDa
aus Sf9-Zellen war erfolgreich.

Im Kinase-Assay mit Casein als Substrat konnte gezeigt werden, dass MmPIk1p aktiv war. Zur
Untersuchung der Substratspezifitdt von MmPlk1p wurden weitere Kinase-Assays durchgefiihrt. Es
konnte gezeigt werden, dass die MmPIk1p-Kinase MmCdc7p und MmOrc2p in vitro sehr stark und
MmMcm3p, MmMcm6p und MmOrc6p schwacher phosphoryliert. Auch die Abbruchbanden von
MmOrc1p und MmCdc45p wurden phosphoryliert. Als Kontrolle im Kinase-Assay wurden
rekombinante Baculoviren zur Expression einer Kinase-negativen MmPIk1-K82Mp-Mutante in Sf9-
Zellen hergestellt. MmPIk1-K82Mp wurde in Sf9-Zellen exprimiert, aufgereingigt und im Kinase-Assay
als Negativ-Kontrolle eingesetzt. Die in vorangegangen Kinase-Assays nachgewiesene in vitro-
Phosphorylierung von MmCdc7p durch MmPIk1p konnte damit bestatigt werden.

Durch Immunfluoreszenz-Analysen in LTK-Zellen mit anti-MmPIlk1-, anti-MmCdc7- und anti-MmOrc6-
Antikérpern konnte eine Colokalisation von endogenem MmPlk1p mit MmCdc7p und MmOrc6p am
Midbody wahrend der Telophase in vivo nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der Mobilitdt von MmPIk1p mit FRAP und der Colokalisation von MmPlk1p mit den
Centrosom assozierten Proteinen MmMORC4-EGFP und MmORCS-EGFP wurden Vektoren zur
Expression von MMPLK1-EGFP- und MmPLK1-DsRed-Fusionsproteinen hergestellt. MmPLK1-EGFP
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und MmPLK1-DsRed waren in LTK'-Zellen wahrend der S-Phase am Centrosom lokalisiert.
Cotransfektionen von MmPLK1-DsRed mit MMORC4-EGFP und MmORC5-EGFP zeigten, dass
MmPLK1-DsRed wahrend der S-Phase mit MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP am Centrosom
colokalisiert ist. FRAP-Messungen von centrosomal loaklisiertem MmPLK1-EGFP ergaben, dass nur
~20 % des Fusionsproteins immobil am Centrosom gebunden waren, wahrend ~80 % als mobile
Fraktion vorlagen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Messung der Mobilitdt des murinen Transkriptions-
Terminationsfaktors TTF-l, der die Termination der Transkription ribosomaler Gene durch RNA-
Polymerase | vermittelt, mittels FRAP. Das MmTTF-I-Gesamtprotein, eine Deletionsmutante der die
Aminosauren 1-184 am N-Terminus fehlen (MMmTTFAN185) und die ,negative regulatory domain®
(NRD) des MmTTF-I-Proteins, d.h. die N-terminalen 185 Aminosauren, sollten untersucht werden.
Dazu wurde die cDNA, die fuir MMTTFAN185 codiert, am N-Terminus mit der cDNA fir EGFP
fusioniert. Die Expressionsvektoren fir EGFP-MmTTF-I und EGFP-NRD waren vorhanden. Alle drei
Fusionsproteine waren in LTK-Zellen in den Nucleoli lokalisiert. EGFP-MmTTF-I und EGFP-NRD
waren diffus in den Nucleoli verteilt, einzelne Areale waren ausgespart. EGFP-MmTTFAN185 war
hingegen in distinkten nucleolaren Stellen akkumuliert.

FRAP-Studien ergaben, dass EGFP-MmTTFAN185 nach 15-20 s ein Plateau von ~90 % erreichte.
Dies deutet auf das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Pools hin, ~90 % einer hoch mobilen
Fraktion und ~10 % einer immobilen Fraktion. Das Gesamtprotein EGFP-MmTTF-I erreichte erst nach
150-200 s eine vollstédndige Erholung (100 %) der Fluoreszenz, d.h. EGFP-MmTTF-I lag nur in einer
mobilen Fraktion vor. Mit den Messungen konnte gezeigt werden, dass die NRD die intranucleolare
Mobilitdt von EGFP-MmTTF-I in vivo verringerte und dass ~10 % des EGFP-MmTTFAN185-Pools
aufgrund der fehlenden NRD als immobile an nucleoldre Komponenten gebundene Fraktion vorlag.
FRAP-Mobilitatsstudien von EGFP-NRD ergaben, dass das Fusionsprotein in zwei unterschiedlichen
Populationen in den Nucleoli auftrat. Die eine Population erreichte nach 25-30 s ein Plateau von ~90
% und zeigte damit eine ahnliche Dynamik wie die EGFP-TTFAN185-Mutante, die zweite Population
erreichte auch nach 280 s nur ein Plateau von ~15 %. Dies deutet auf das Vorhandensein eines
grofRen immobilen Pools (85 %) hin.

Das nucleolare Protein MmTIPS (TTF-interacting protein 5) interagiert mit MmTTF-I (Uber die N-
terminale NRD des MmMTTF-I-Proteins. EGFP-MmTIP5 war diffus im Nucleoplasma verteilt, die Ncleoli
waren ausgespart. Durch Cotransfektionen verschiedener EYFP-MmTTF-I-Konstrukte mit EGFP-
MmTIPS in LTK-Zellen konnte gezeigt werden, dass EGFP-MmTIP5 von EYFP-MmTTFAN185 nicht
in Nucleoli cotransportiert wird. Da EYFP-MmTTF-1 und EYFP-NRD im Vergleich zu EGFP-MmTIP5 in
LTK-Zellen sehr stark exprimiert wurden, war es bei Cotransfektionen von EGFP-MmTIP5 mit diesen
Fusionsproteinen nicht moglich, die Spektren am konfokalen Laserscanning-Mikroskop zu trennen.
MmORCG6-EGFP war in LTK-Zellen in Nucleoli lokalisiert. Mit BRET-Studien konnte gezeigt werden,
dass MmOrc6p mit MmTTF-l in vivo interagiert. Eine Interaktion mit MmTTFAN185 war nicht
nachweisbar. Diese Interaktion des MMTTF-I-Gesamtproteins mit MmMORCG6p konnte ein Grund fir die
mit FRAP gemessene verlangsamte Mobilitdt des EGFP-MmTTF-I-Wildtyps im Vergleich zu der
EGFP-MmTTFAN185-Mutante sein.




SUMMARY

Summary

Eukaryotic DNA replication is a highly conserved process, regulated at the level of initiation, effectively
restricting replication to S phase of the cell cycle. Pre-replicative complexes (pre-RCs) are assembled
in a stepwise manner during the G1 phase of the eukaryotic cell cycle. Cdc6p asociates with the
origin-bound six-subunit origin recognaition complex (ORC) and promotes, together with the protein
Cdt1, the subsequent loading of the hexameric MCM protein complex. After binding of Cdc45p and
DNA polymerase a/primase, the fully assembled pre-RC is induced to activate replication origins by at
least two classes of protein phosphorylating enzymes, cyclin dependent kinases (Cdk) and the
Cdc7p/Dbf4p kinase.

One task of this work was to analyze the localization and the dynamics of murine replication proteins
in murine fibroblasts in vivo. Therefore, the cDNAs encoding these proteins were linked to the 5’-end
of the “enhanced green fluorescent protein” (EGFP) encoding sequence. After expression in L cells
the fusion proteins were analyzed in vivo with a confocal laser scanning microscope.

A main aspect of this work was the characterization of the murine protein Cdc6p known to be essential
for loading Mcm proteins onto chromatin. During G1 phase MmCDCG6-EGFP was diffusely distributed
throughout the cell. At entry into S phase an increased intensity of MMmMCDC6-EGFP staining was
found throughout the nucleus, concurrent with the appearance of numerous foci. Localization of
incorporated dig-dUMP revealed that the distribution of MMCDC6-EGFP overlaps with replicating DNA
during S phase. The localization of endogenous MmCdc6p was analyzed by immunofluorescence
studies using specific antibodies raised against MmCdc6p. In non-transfected cells, endogenous
MmCdc6p showed an identical cell cycle-specific distribution pattern as MmCDCG6-EGFP in
transfected cells. Thus, MmCdc6p is the first component of the pre-RC, found to be localized in
replication foci. Since association of MmCdc6p with replication foci could be a species-specific
phenomenon, the localization of the human Cdc6p homlogue in human cells was analyzed by
expression of HsCDC6-EGFP and HsCDC6-DsRed fusion proteins in HEK293T cells. The distribution
pattern of these fusion proteins in human cells was identical to that of murine MmMCDCG6-EGFP in L
cells. This shows that Cdc6p in S phase is localized in replication factories in both mouse and human
cells and that this localization is independend of the fused tag. FRAP experiments demonstrated that
the association of MmCDCG6-EGFP with the replication apparatus was extraordinarily strong.
Significantly the recovery level for CDC6-EGFP during S phase in replication foci reached only ~20%.
This indicates the presence of ~80% of an immobile bound MmCDCG6-EGFP fraction. Chromatin-
bound MmMCDC6-EGFP could not be mobilized in buffer with 1 M NaCl, confirming the strong
association of MMCDCG6-EGFP observed in FRAP studies. A compareable strong interaction with
replication factories was shown for PCNA, a central recruitment factor for replication proteins, in
replication foci. This strongly indicates that MmCdc6p is not only an essential component of the pre-
RC at origins of DNA replication, but is also a constituent of the elongation apparatus at the

proceeding replication fork.
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Since DNA ligase | and PCNA are known to be localized in replication foci, BRET studies were
performed with these proteins. However, no protein-protein interactions between MmCdc6p and DNA
ligase | or PCNA were detected. Immunoprecipitation experiments using nuclear extracts made from L
cells and antibodies raised against PCNA led to the same result. Interactions between MmCdc6p and
PCNA were not detectable.

The presence of three Cdk sites within the murine MmCdc6 protein strongly suggests, that MmCdc6p
function is regulated by phosphorylation. To investigate the influence of the phosphorylation status of
these sites on subcellular localization of MmCDCG6-EGFP in vivo, the Cdk sites were mutated.
Mutation of conserved serine residues within these consensus sites to nonphosphorylatable alanine
residues had no effect on localization of corresponding mutants in replication factories, indicating that
phosphorylation of these Cdk sites is dispensable for localization of MMCDCG6-EGFP in replication
factories. Expression of MmCDC6-S102A-S135A-EGFP and MmCDC6-S82A-S102A-S135A-EGFP in
L cells led to cell cycle arrest in late S phase as indicated by a perinucleolar distribution pattern of
these proteins, characteristic for late S phase. Treatment of cells expressing MMCDCG6-EGFP with
olomoucine, a drug known to inhibit Cdk activity, resulted in the same distribution pattern, indicating
that phosphorylation of serine residues 102 and 135 of MmCDCG6-EGFP is essential for entry into G2
phase. Mutation of serin residues to aspartates to mimic the negative charge of a phosphate had no
effect on localization of MMmMCDCG6-S82D-EGFP, MmCDC6-S135D-EGFP and MmCDC6-S82D-S135D-
EGFP respectively, in replication foci. Corresponding MmCDCG6-EGFP alanine mutants also localized
in replication factories. Thus, the phosphorylation status of serine residues 82 and 135 had no
influence on localization of MMCDCG6-EGFP in replication foci. MmCDC6-S102D-EGFP, MmCDC6-
S82D-S102D-EGFP and MmCDC6-S102D-S135D-EGFP respectively, were localized exclusively in
cytoplasm, indicating that phosphorylation of serine residue 102 mediates cytoplasmatic localization of
MmCDCG6-EGFP. Treatment of cells expressing these mutants with leptomycin B (LMB), an inhibitor of
nuclear export, led to an increased nuclear localization. Thus, phosphorylation of serin residue 82
mediates nuclear export of MmCDC6-EGFP. MmCDC6-S82D-S102D-S135D-EGFP was diffusely
distributed throughout the cell, indicating that phosphorylation of serin residues 82, 102 and 135
prevents localization of MmMCDCB6-EGFP in replication foci.

FRAP studies of MmCDC6-EGFP mutants localized in replication factories documented that mobility
of all mutants except MMCDC6-S102A-EGFP and MmCDC6-S82D-EGFP in replication foci was
enhanced in comparison to wildtype MmCDCG6-EGFP. This suggets that serine residue 102 of
MmCDCG6-EGFP in replication factories was non-phosphorylated while serine residue 82 was
phosphorylated.

MmCdc6p contains a conserved Walker A motif known to be essential for ATP binding. Mutation of
Walker A motif in MmCDCG6-K237E-EGFP led to diffuse distribution throughout the cell, indicating
binding of ATP to MmCDCG6-EGFP is essential for localization in replication factories. FLIP studies
revealed an decreased mobility of MmCDC6-K237E-EGFP. Thus, ATP binding increases MmCDC6-
EGFP mobility.

To examine the acetylation state of chromatin at sites of active DNA synthesis antibodies against
acetyl-lysine and acetyl-histone H3 (Lys14) were used. Replication foci were labeled by expression of
MmCDCG6-EGFP, antibodies against PCNA and incorporated dig-dUMP in newly synthesized DNA.
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SUMMARY

Interestingly, no colocalization of replication foci and acetylated proteins was observed, indicating
hypoacetylation of chromatin in replication foci during DNA replication. Therefore, acetylated
chromatin and active replication foci are mutually exclusive. This indicates that chromatin acetylation is
dispensable for the elongation phase of DNA replication.

Treatment of cells expressing MmMCDC6-EGFP with trichostatin A (TSA), a drug known to inhibit
HDAC activity and thereby leading to hyperacetylation of histones, had no influence on localization
and dynamics of MmCDCG6-EGFP in replication foci. This finding indicates that the mobility of
MmCDCB6-EGFP molecules within replication foci is not influenced by TSA treatment and confirms the
observation that chromatin in replication foci is non-acetylated. However, the mobility of the
nucleoplasmatic pool of MMCDC6-EGFP was enhanced.

In contrast to S phase, the dynamics of MmCDCG6-EGFP were reduced after TSA treatment during G1
phase, when pre-RCs are assembled. Thus, acetylation influences MmCDCG6-EGFP dynamics during
the time when pre-RCs are performed in G1 phase indicating that hyperacetylation may facilitate the
assembly of the pre-RCs while elongation occures at non-acetylated chromatin.

A further task of this work was to study the intracellular localization of the six murine ORC proteins in
murine fibroblasts in vivo. The fusion protein MMORC1-EGFP accumulated in globular structures
adjacent to nucleoli of murine L cells. Immunofluorescence studies using antibodies raised against
fibrillarin indicated an close association of MmORC1-EGFP with fibrillarin. Overexpression of
MmORC1-EGFP led to a segregation of the nucleoli. MMORC2-EGFP revealed no concrete
accumulations, but was diffusely distributed throughout the cells. MmMORC3-EGFP was localized in
few distinct foci within the nucleus which could be identified as “PML nuclear bodies” (PML-NBs).
FRAP studies indicated an extremely strong association of MmORC3-EGFP with PML-NBs in vivo.

In contrast to MMORC3-EGFP, MmORC4-EGFP and MmORC5-EGFP were found to be localized at
the centrosome of murine L cells as indicated by colocalization of these proteins with the centrosomal
marker protein y-tubulin. FRAP studies with MmORC4-EGFP and MmORC5-EGFP documented an
extremely strong association of these proteins with the centrosome in vivo. MmMORCG6-EGFP was
found to be localized in large foci in the nucleus. The comparison of this MmORCG-EGFP
accumulation with the distribution of nucleoli in the corresponding dichromatic picture, indicated
localization of MmMORCG6-EGFP in nucleoli. The localization of endogeneous MmOrc6p was analyzed
by immunostaining using antibodies raised against this protein. Nucleolar localization was observed
for endogeneous MmOrc6p.

N- or C-terminal EGFP fusion proteins of Cdc45p, DNA ligase | und PCNA were diffusely distributed in
the nucleus, whereas nucleolar regions were excluded from nuclear localization.

Another task of this work was the identification of in vitro substrates of murine Cdc7p/Dbf4p kinase.
Therefore, the cDNA encoding MmCdc7p was cloned into a baculovirus expression vector, thus
obtaining a recombinant virus expressing MmCdc7p. Recombinant MmCdc7p with an apparent
molecular weight of ~64 kDa in Sf9 cell was expressed proper. Since binding of the regulatory subunit
Dbf4dp was shown to activate Cdc7p kinase, Sf9 cells were infected with virus for expression of
MmCdc7p in combination with virus for MmDbf4p expression. Purified MmCdc7p/Dbf4p complexes
phosphorylated histone H1 in vitro.




SUMMARY

To examine the ability of MmCdc7p/Dbf4p to phosphorylate components of the pre-RC in vitro, kinase
assays were performed using purified bacterial expressed pre-RC proteins as substrate. For
expression of the subunits MmMcm3p, MmMcm4p, MmMcm5p and Mcm6p of murine hexameric MCM
complex in bacteria, cDNAs encoding these proteins were inserted into the expression vector pRSET.
MmMcm3p, MmMcm5p and Mcm6p were purified whereas MmMcm4p was found to be accumulated
insoluble in the pellet fraction.

The following proteins were found to be in vitro substrates of murine Cdc7p/Dbf4p kinase: MmOrc2p,
MmOrc6p, MmCdc45p and Mcm6p.

As a negative control for the kinase assay the cDNA encoding a MmCdc7-K84E mutant was cloned
into a baculovirus expression vector. A correct expression of MmCdc7-K84Ep in Sf9 cells was
achieved.

The presence of four reduced Cdk sites with in the murine Cdc7 protein strongly suggests, that
MmCdc7p activity is regulated by phosphorylation. MmCdc7p was phosphorylated by purified
CyclinE/Cdk2 and CyclinA/Cdk2 in vitro. Phosphopeptide maps of phosphorylated MmCdc7p
revealed, that MmCdc7p was phosphorylated by CyclinE/Cdk2 at one site, whereas CyclinA/Cdk2
phosphorylated MmCdc7p at two different sites. The migration analysis of tryptic MmCdc7p petides
containing Cdk sites by the virtual computer programm PhosPepSort V. 2.0 indicated that MmCdc7p
was phosphorylated by CyclinA/Cdk2 at serine residue 294 whereas CyclinE/Cdk2 phosphorylated
MmCdc7p at threonine residue 245 and threonine residue 367 or 463. N- or C-terminal EGFP fusion
proteins of MmCdc7p were diffusely distributed in the nucleus during G1 phase, G1/S and S phase.
Using “fluorescence in situ hybridization” (FISH) chromosomal localization of mouse Cdc7 gene was
mapped to chomosome 5, band 5E.

Yeast two-hybrid studies of Hardy and Pautz (1996) indicated, that in S. cerevisiae besides ScCdc7p,
the kinase ScCdc5p, a member of the family of “polo like kinases” (PIks), interacts with ScDbf4p
indicating a role of Plk in pre-RC assembly. Therefore, the cDNA encoding MmPIk1p, the murine
homologue of ScCdc5p, was cloned into a baculovirus expression vector to generate recombinant
baculovirus to facilitate expression of MmPlk1p in Sf9 cells. MmPIk1p with an apparent molecular
mass of ~69 kDa was purified and shown to be active using casein as substrate. Kinase assays were
performed using purified bacterial expressed pre-RC proteins as substrate. MmCdc7p, MmOrc1p,
MmOrc2p, MmOrc6p, MmMcm3p, MmMcm6p and MmCdc45p were found to be phosphorylated by
MmPIk1p. As negative control for kinase assays, the cDNA encoding a MmPIk1-K82Mp mutant was
cloned into a baculovirus expression vector to generate recombinant baculovirus expressing MmPIk1-
K82Mp in Sf9 cells. By use of the purified kinase-inactive MmPIk1-K82Mp mutant as a negative control
in kinase assays, phosphorylation of MmCdc7p by MmPIk1p was confirmed. Immunofluorescence
studies using antibodies raised against MmPlk1p, MmCdc7p and MmOrc6p indicated a colocalization
of endogenous MmPIk1p with MmCdc7p and MmOrc6p at midbody in telophase of mitosis in vivo.
MmPIk1-DsRed colocalized with MmMORC4-EGFP and MmMORCS5-EGFP at centrosomes during S
phase.

FRAP experiments demonstrated the presence of ~20% of an immobile MmPIk1-EGFP fraction

associated with the centrosome.
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SUMMARY

In the last part of this work, the mobility and dynamics of murine transcription termination factor
MmTTF-I was analyzed by FRAP. Full-length MmTTF-I, the deletion mutant MmTTFAN185, lacking
amino acid residues 1-184 and the N-terminal “negative regulatory domain” (NRD) of MMTTF-I (amino
acid residues 1-184) were analyzed. EGFP-tagged full-length MMTTF-I and EGFP-NRD were
distributed throughout the whole nucleolus. The localization of EGFP-MmTTFAN185, on the other
hand, was more distinct.

Photobleaching experiments support the role of the NRD as a modulator of MmTTF-I function.
Fluorescence of cells expressing EGFP-MmTTFAN185 recovers after 15-20 sec. The presence of a
rather immobile fraction of ~10% is consistent with the strong DNA binding activity of the mutant
protein. Strikingly, full-length EGFP-MmTTF-I showed a reduced mobility compared to the mutant
lacking the NRD. Full recovery after photobleaching was observed after 150-200 sec, i.e. ten times
slower than EGFP-MmTTFAN185. Thus the presence of the NRD reduces the mobility of MMTTF-I jn
vivo. FRAP studies of EGFP-NRD revealed the presence of two distinct EGFP-NRD populations in
nucleoli. Fluorescence of the highly mobile population recovers after 15-20 sec reaching a ~90%
plateau, indicating the presence of a ~90% highly mobile fraction. Interestingly, fluorescence recovery
of the second population reached only ~15%, indicating the presence of a large (~85%) immobile pool.
The nucleolar protein MmTIP5 (TTF-interacting protein 5) interacts with the NRD of MmTTF-I.
Overexpressed EGFP-MmTIPS was freely distributed in the nucleus, whereas nucleolar regions were
excluded from nuclear localization. Cotransfections of EGFP-MmTIP5 with EYFP-MmTTFAN185 in
murine L cells demonstrated, that EGFP-MmTIP5 was not coimported into nucleoli by EYFP-
MmTTFAN185, indicating that the NRD is need for this transport.

Since MMORCG6-EGFP was found to be localized in nucleoli, BRET studies were performed. By use of
this method, protein-protein interactions between MmOrc6p and MMTTF-I were detected in vivo while
interaction between MmOrc6p and MmTTFAN185 were not observed. This suggests that the NRD of
full-length MmTTF-I mediates the interaction between MMTTF-1 and MmOrc6p.
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 DER ZELLZYKLUS

,Omnis cellula ex cellula® — jede Zelle stammt aus einer Zelle — lautet ein zentrales Dogma der
Biologie, aufgestellt im Jahr 1858 von dem Mediziner Rudolf Virchow (1821-1902).

Zellen vermehren sich, indem sie ihren Inhalt verdoppeln und sich anschlieend teilen. Die dabei
entstehenden Tochterzellen enthalten den vollstdndigen Satz des Erbguts. Bei einzelligen
Organismen, wie Bakterien und Hefen, fihrt diese Strategie zu einem neuen funktionellen
Organismus, wahrend dem Zellzyklus bei adulten Metazoen andere Aufgaben, wie Wachstum,
Entwicklung, Regeneration oder Anpassung an veranderte Umweltbedingungen zufallen.

Obwohl sich der Zellzyklus in verschiedenen Spezies im Detail unterscheidet, sind die grundlegenden
Prozesse universal.

Da wahrend des Zellzyklus aus einer Zelle zwei genetisch identische Tochterzellen entstehen,
missen zwei Prozesse ablaufen: die Verdopplung des Genoms und die anschlieRende Aufteilung auf
die beiden Tochterzellen.

Der Zellzyklus wird durch diese beiden Aufgaben in zwei Abschnitte gegliedert:

Die Interphase, in der viele Biosynthesen ablaufen, die Zelle an Masse zunimmt und das

Genom verdoppelt wird

- die Mitose, bei der die Chromosomen (Kernteilung) und das Cytoplasma samt Organellen

(Cytokinese) aufgeteilt werden.

Beide Ereignisse sind durch zwei ,Gap-Phasen®, G1 und G2 voneinander getrennt, in denen sich die
Zelle auf diese Hauptereignisse vorbereitet. Die Interphase kann daher in drei Unterabschnitte

aufgeteilt werden:

- Die G1 (gap 1)-Phase stellt eine Wachstumsphase mit sehr hoher Stoffwechselaktivitat dar, in
der Bausteine fur die nachste Phase (z.B. Enzyme die fir die Verdoppelung des Genoms
notwendig sind) synthetisiert werden. Die Zelle erreicht ihre urspringliche GroéRe, die

Organellen werden verdoppelt

- Wahrend der S (Synthese)-Phase wird eine orginalgetreue Kopie des gesamten Genoms

hergestellt. Nur wenige Gene, wie etwa Histon- oder rRNA-Gene werden intensiv transkribiert

- In der G2 (gap 2)-Phase, einer weiteren Wachstumsphase, bereitet sich die Zelle auf die

Mitose vor. Gleichzeitig wird Gberprift, ob die gesamte DNA korrekt repliziert worden ist.
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EINLEITUNG

Der Zellzyklus kann auf natirliche Weise in der G1-Phase arretiert werden, bzw. die G1-Phase kann
stark verlangert werden. Zellen die sich nicht teilen, weil sie ausdifferenziert sind, verlassen die G1-
Phase und gehen in die sog. GO-Phase oder Ruhephase Uber. Dieses Stadium kann auch in Zellkultur
bei unterschiedlichen Zellen durch niedrige Wachstumsfaktoren-Konzentration oder durch zu hohe

Zelldichte kuiinstlich herbeigefiihrt werden .

Die Mitose gliedert sich in finf Phasen, denen die Teilung des Cytoplasmas (Cytokinese) folgt:

- Die Prophase ist als das friiheste Stadium in der Mitose definiert, in dem sich das Chromatin
zu lichtmikroskopisch sichtbaren Chromosomen kondensiert. Die cytoplasmatischen
Mikrotubuli des Cytoskeletts werden depolymerisiert, und die Zelle rundet sich ab. Aus dem
entstandenen Reservoire von Tubulinuntereinheiten werden die Mikrotubuli der Spindel im
Cytoplasma aufgebaut. Beide Centrosomen beginnen zu entgegengesetzten Zellpolen zu

wandern und den Spindelapparat auszubilden. Die Nucleoli I6sen sich auf.

- Die Prometaphase beginnt mit der Auflésung der Kernhille. Die Spindel dringt ins
Nucleoplasma ein und bindet an die an den Centromeren der kondensierten Chromosomen

ausgebildeten Kinetochoren.

- In der Metaphase stellen sich die Chromosomen unter dem Einfluss der Kinetochormikrotubuli
(Zug und Gegenzug) senkrecht zur Spindel in der Aquatorialebene unter Ausbildung der sog.

Metaphaseplatte ein.

- Die Anaphase beginnt mit der abrupten Trennung der Chromatiden, die bisher noch an den
Centromeren zusammenhingen. Die an den Kinetochoren ansetzenden Spindelfasern
verkiirzen sich, wodurch die Chromosomen zu den Spindelpolen gezogen werden.
Gleichzeitig werden die Polfasern langer und gleiten aneinander vorbei, so dass die beiden

Pole voneinander weggestoflien werden.

- In der Telophase erreichen die Chromosomen die Spindelpole. Wahrend die Kinetochorfasern
depolymerisiert werden verlangern sich die Polfasern weiter, wodurch die Pole noch weiter
auseinanderweichen. AnschlieRend bilden sich zwei distinkte Kernhiillen um die getrennten
Chromosomensétze aus. Die Chromosomen dekondensieren und die Nucleolen bilden sich

wieder zurick.

Die Cytokinese beginnt bereits in der spaten Anaphase. Dabei schnirt sich die Zelle durch
Kontraktion eines kontraktilen Ringes senkrecht zur Spindel unter Ausbildung zweier getrennter
genetisch identischer Zellen durch.

Eine Ausnahme stellt die Frihentwicklung von D. melanogaster dar, die durch eine synchrone
Kernteilung ohne Cytokinese resultierend in einem Syncytium von zahlreichen Kernen mit einem

gemeinsamen Cytoplasma charakterisiert ist.
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Der korrekte Ablauf des Zellzyklus ist entscheidend fiir das gesunde Uberleben des Organismus.
Deshalb gibt es an wichtigen Phasen-Ubergangen Kontrollpunkte, an denen eine ,Qualitatskontrolle*
stattfindet, bevor der Zellzyklus weiterlauft. Die Zellzyklusregulation stellt ein zyklisch arbeitendes,
biochemisches Kontrollsystem aus distinkten Protein/Protein- und Protein/DNA-Interaktionen dar.

Zwei Hauptkontrollpunkte regulieren dieses System (Nigg 1993):

- Der G1-Kontrollpunkt liegt am Ende der G1-Phase und reguliert den Eintritt in die S-Phase. An
diesem Kontrollpunkt fallt eine ,Alles oder Nichts“-Entscheidung. Wenn eine Zelle diesen

Punkt tberschreitet wird die DNA verdoppelt, es gibt kein zuriick mehr (,point of no return®).

- Am G2-Kontrollpunkt wird Gberprtift, ob die DNA in der S-Phase korrekt repliziert wurde, bevor

die Mitose eingeleitet wird.

1.2 DIE KONTROLLE DES ZELLZYKLUS DURCH CYCLIN/CDK-KOMPLEXE

Das Durchlaufen des Zellzyklus wird bei Saugern durch die aufeinanderfolgende Aktivierung und
Inaktivierung von ,cyclin-dependent kinases“ (Cdks) reguliert. Die Cdk-Aktivitat wird durch mehrere
unterschiedliche Mechanismen kontrolliert: Bindung von aktivierenden regulatorischen Cyclin-
Untereinheiten, Inhibition durch Cdk-Inhibitoren, Phosphorylierung der Cdks durch spezifische
Kinasen und Zellzyklus-abhangige Dephosphorylierung durch Phosphatasen (Nasmyth 1996b, Sherr
1996, Morgan 1997). In Saugern sind verschiedene Cyclin/Cdk-Komplexe identifiziert worden, die fur
die Regulation spezifischer Zellzyklus-Ubergénge essentiell sind. Die Kinasekomplexe kontrollieren
die Zell-Proliferation durch die Phosphorylierung von ,Schlisselproteinen® an spezifischen
Ubergangen im Zellzyklus. Die Cdks sind in allen Phasen des Zellzyklus vorhanden. Die
regulatorischen Untereinheiten werden als Cycline bezeichnet, weil sie im Zuge des Zellzyklus zu
spezifischen Zeiten gebildet und wieder abgebaut werden. Die Cyclin/Cdk-Komplexe werden aufgrund
ihrer Regulation in bestimmten Phasen des Zellzyklus in funktionelle Subgruppen eingeteilt. In
héheren Eukaryonten kontrollieren die G1-Cycline (CyclinD1, D2 und D3) assoziiert mit Cdk4 oder
Cdk6 das Durchlaufen der G1-Phase durch Phosphorylierung und Inaktivierung des Retinoblastoma-
Proteins pRB (Bartek et al. 1996). Eine der physiologischen Funktionen von pRB ist die Bindung und
Inaktivierung von Mitgliedern der E2F-Transkriptionsfaktor-Familie. Die Phosphorylierung des
Retinoblastom-Proteins resultiert in der Aktivierung und/oder Derepression der E2F-regulierten Gene
(Helin 1998). Die Produkte der meisten E2F-regulierten Gene sind direkt an der Zellzyklus-Regulation
und der DNA-Replikation beteiligt, wie z.B. HsCdc6p, CyclinE und CyclinA (Helin 1998). Die Inhibition
der CyclinE-, CyclinA- oder Cdk2-Funktion durch die Expression spezifischer antisense RNA oder
durch die Injektion spezifischer Antikérper fuhrt zur Hemmung der DNA-Synthese (Girard et al. 1991,
Pagano et al. 1992, Zindy et al. 1992, Tsai et al. 1993, Ohtsubo et al. 1995). Diese und weitere
Untersuchungen (Sherr 1996, Morgan 1997) zeigten, dass die Cdk2-Aktivitat fur den Eintritt in die S-
Phase essentiell ist. Cdk2, assoziiert mit CyclinE oder mit CyclinA, phosphoryliert Proteine, die an der
Regulation der DNA-Replikation beteiligt sind. Viele Substrate von CyclinA/Cdk2, wie RPA (Dutta und
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Stillman 1992, Fotedar und Roberts 1992) und die DNA-Polymerase a (Nasheuer et al. 1991), die
wahrend der S-Phase aktiv sind, wurden schon identifiziert. Das Fortschreiten der G2-Phase und der
Mitose wird durch Cdk1, auch Cdc2 genannt, assoziiert mit CyclinA oder CyclinB reguliert.
CyclinB/Cdk1 phosphoryliert das an der Chromosomen-Kondensation beteiligte Histon H1 und das
Kern-Lamin (Nasmyth 1996b). Die beiden Hefen S. cerevisiae und S. pombe besitzen jeweils nur eine
Cdk (ScCdc28, SpCdc2), aber mehrere unterschiedliche B-Cycline. Die verschiedenen Cyclin/Cdk-
Komplexe sind in bestimmten Zellzyklus-Phasen aktiv. S. pombe besitzt die drei verschiedene B-
Cycline, Cig1, Cig2 und Cdc13. Der Cig2/Cdc2-Komplex spielt bei der Initiation der DNA-Replikation
eine Schlisselrolle. Die Kinaseaktivitat des Komplexes steigt am G1/S-Ubergang stark an und erreicht
in der S-Phase ein Maximum (Fisher und Nurse 1996). In S. cerevisiae wird die Initiation der DNA-
Replikation durch Clb5/Cdc28 und Clb6/Cdc28 vermittelt (Amon et al. 1994).

Die Aktivitat der Cdks wird auch durch Cdk-Inhibitoren (CDKIs) reguliert, die man in zwei Familien
einteilt. Zur CIP/KIP-Familie gehéren p21, p27 und p57, zur Familie der INK4-Klasse, p15, p16 und
p18. Die Inhibitoren der CIP/KIP-Familie binden bevorzugt an Cyclin/Cdk-Komplexe, wahrend die
Inhibitoren der INK4-Klasse an freie Cdks binden. CDKIs spielen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle
der Zell-Proliferation. Der Cdk-Inhibitor p21 fihrt bei Schadigung der DNA durch UV- oder
ionisierende Strahlung zur Arretierung des Zellzyklus. Die p21-Expression wird durch den Tumor-
Supressor und ,DNA-Schaden-Sensor* p53 induziert. Die dadurch bedingte Inhibierung der Cdk-
Aktivitat verhindert die Phosphorylierung des RB-Proteins, die flr den Eintritt der Zellen in die S-
Phase essentiell ist.

G2-Kontrollpunkt pritose
A
\ Cyclin B
Cyeclin A, B Sk

Cdk1 :

"

DNA-Replikation
Cyelin A
Cdk2 \
G1-Kontrollpunkt

Cyclin E
Cdk2

Cyclin D
Cdk2, Cdkd4, CdkS

Abb. 1: Schematische Darstellung der Beteiligung von Cyclin/Cdk-Komplexen an der Regulation des
Zellzyklus
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1.3 DIE ORIGINS DER DNA-REPLIKATION

Die DNA-Replikation beginnt an definierten chromosomalen Orten, den Origins. Die am besten
charakterisierten eukaryontischen Origins sind die von S. cerevisiae, die urspringlich als
»-autonomously replicating sequences® (ARS) bezeichnet wurden (Campbell und Newlon 1991,
Marahrens und Stillman 1992). Die S. cerevisiae-Origins bestehen aus mehreren kurzen definierten
Sequenzblécken, die Uber einen Bereich von 100-200 bp verteilt sind. Der wichtigste Block, das sog.
A-Element, besteht aus einer 11 bp langen AT-reichen ,ARS consensus sequence” (ACS). Das A-
Element ist fur die Origin-Funktion essentiell (Van Houten und Newlon 1990) und hochkonserviert
unter den verschiedenen S. cerevisiae-Origins (Campbell und Newlon 1991). Die ACS ist eine
wichtige Komponente der Bindungsstelle des ORC-Komplexes, der als ,Landeplattform® weitere
Initiationsfaktoren an den Origin rekrutiert (Bell und Stillman 1992). Neben dem A-Element sind
weitere nicht so hoch konservierte Sequenzblécke im Origin-Bereich bekannt, die sog. B-Elemente.
Drei verschiedene B-Elemente, B1, B2 und B3, konnten im ARS1-Origin-Bereich von S. cerevisiae
identifiziert werden (Rao et al. 1994). Das benachbart des A-Elements angeordnete B1-Element stellt
eine zweite Komponente der ORC-Bindungsstelle dar (Rao und Stillman 1995, Rowley et al. 1995).
Die Funktion des B2-Elements ist noch unbekannt. Man nimmt an, dass es als DNA-entwindendes
Element agiert (Rowley et al. 1994). B3 ist eine Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor Abf1, der
die Initiation der DNA-Replikation stimuliert (Diffley und Stillman 1988). Obwohl B1- und B2-Elemente
in anderen Origins aufgrund von Sequenz-Ahnlichkeiten nicht nachweisbar sind, konnte das
Vorkommen funktionell identischer Elemente bestatigt werden (Theis und Newlon 1994, Lin und
Kowalski 1997). Das A-Element ist das Hauptelement, das eine Sequenz in S. cerevisiae als Origin
spezifiziert. Die B-Elemente hingegen erhdhen die Effizienz mit der ein Origin benutzt wird.

Die Origin-Struktur anderer Eukaryonten weist deutliche Unterschiede zu der von S. cerevisiae auf. S.
pombe-Origins erstrecken sich Uber einen Bereich von 500-1000 kb. Die Origins besitzen einen oder
mehrere 20-50 bp-Sequenz-Blocke die fir die ARS-Funktion essentiell sind (Dubey et al. 1994, Clyne
und Kelly 1995, Dubey et al. 1996). Diese Sequenzen sind AT-reich, weisen aber untereinander keine
gemeinsame Konsensus-Sequenz vergleichbar mit der ACS in S. cerevisiae-Origins auf.

Origins hdéherer Eukaryonten sind in bezug auf Grofte und Sequenz extrem heterolog. Man nimmt an,
dass die Start-Stellen der DNA-Replikation in Saugern in erster Linie durch die Chromatin-
Organisation festgelegt werden. Spezifische DNA-Sequenz-Blocke scheinen dabei nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Gut untersuchte Sduger-Origins liegen sehr haufig in der Nahe aktiv
transkribierter Gene. Diese Bereiche weisen meistens eine offenere dekondensierte Chromation-
Konformation auf. Der erste humane Origin der identifiziert werden konnte liegt in einer kurzen Region
downstream des Lamin B2-Gens (LMNB2) und upstream des PPV71-Gens (Giacca et al. 1994,
Abdurashidova et al. 2000). Weitere sehr gut charakterisierte Origins sind der B-Globin-, der DHFR-
(Dihydrofolat-Reduktase) und der Myc-Origin (Kitsberg et al. 1993, Aladjem et al. 1998, Malott und
Leffak 1999, Altman und Fanning 2001).
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14 DIE INITIATION DER DNA-REPLIKATION

Untersuchungen in S. cerevisiae zeigten, dass der ORC-Komplex wahrend des gesamten Zellzyklus
Origin-gebunden ist und dass es mindestens zwei verschiedene Arten von Protein-DNA-Komplexen
an S. cerevisiae-Origins wahrend des Zellzyklus geben muss (Bell und Stillman 1992, Santocanale
und Diffley 1996).

Einen pra-replikativen Komplex wahrend der spaten M- bis spater G1-Phase, der neben dem

ORC-Komplex alle fur die Initiation der DNA-Replikation nétigen Faktoren enthalt.

Einen post-replikativen Komplex wahrend der S-, G2- und friher M-Phase, der Replikations-

inkompetent ist und nur aus Origin-gebundenem ORC besteht.

Die Chromatinstruktur der Origins wechselt wahrend des Zellzyklus zwischen diesen beiden
Zustanden. Essentieller Bestandteil der beiden unterschiedlichen Komplexe sind die sechs
Untereinheiten des ORC-Komplexes, die sowohl Bestandteil des pra-replikativen wie auch des post-
replikativen Komplexes sind.

Die Assoziation der Initiatorproteine mit dem Chromatin ist streng geregelt. Nach der ATP-abhangigen
Bindung des ORC-Komplexes an den Origin in der G1-Phase bindet Cdc6p an den Komplex
(Coleman et al. 1996, Abdurashidova et al. 1998, Romanowski et al. 1998). Cdc6p ladt gemeinsam
mit Cdt1p den hexameren MCM-Komplex auf das Chromatin unter Ausbildung des pra-replikativen
Komplexes (Nishitani et al. 2000, Maiorano et al. 2000). In der spaten G1-Phase bindet Cdc45p als
Ladefaktor fur die DNA-Polymerasen an den pra-RC (Aparicio et al. 1999, Zou und Stillman 2000). Die
Rekrutierung von Cdc45p hangt funktionell von Cdc6p und Mcm2p ab und erfordert sowohl die
Phosphorylierung des MCM-Komplexes als auch die Aktivierung der CDKs. Die Bindung von Geminin
an Cdt1p fuhrt zur Inaktivierung von Cdt1p, verhindert dadurch das Laden des MCM-Komplexes auf
den ORC-Komplex und tragt somit zur korrekten Lizensierung des pra-RC bei (McGarry und Kirschner
1998, Wohlschlegel et al. 2000, Tada et al. 2001). Cdc6p wird nach Phosphorylierung durch S-Phase-
Kinasen ins Cytoplasma exportiert und Ubiquitin-vermittelt degradiert (Bueno et al. 1992, Cocker et al.
1996, Piatti et al. 1996). In humanen Zellen verbleibt zumindest eine kleine Cdc6p-Fraktion im Kern
(Biermann et al. 2002). Die Phosphorylierung des MCM-Komplexes durch die Protein-Kinase
Cdc7p/Dbf4p erfolgt wahrend der S-Phase und ist mit einer Konformations-Anderung des MCM-
Komplexes verknlpft. Diese Konformations-Anderung bewirkt die Umwandlung des inaktiven MCM-
Komplexes in eine enzymatisch aktive Helikase mit ringformigem Phanotyp, die topologisch an die
DNA gebunden wird (Tye und Sawyer 2000). Die Dissoziation der MCM-Helikase vom Origin ist
abhéangig von Cdc45p und fuhrt zum Aufschmelzen der DNA. Dabei werden das RPA-Protein, die
DNA-Polymerase a und die Primase zu den Origins rekrutiert und die DNA-Synthese initiiert. Das
Schmelzen der Doppelstrang-DNA induziert eine Konformations-Anderung im ORC-Komplex,

wodurch die Origins in den post-RC Ubergehen (Lei und Tye 2001).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Assemblierung des pra-replikativen Komplexes. Der sequentielle
Aufbau des pra-RC wahrend der G1-Phase ist zeitlich genau reguliert. Mehrere unterschiedliche
Replikationsfaktoren und Protein-Kinasen sind an der Initiation der DNA-Replikation beteiligt.
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Die Nukleotid-Bindung an Initiationsfaktoren des pra-RC spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle
des pra-RC-Aufbaus. Mehrere Proteine des pra-replikativen Komplexes besitzen Konsensusmotive fiir
Nukleotid-Bindungsstellen (Mcm2-7p, Orc1p, Orc4p, Orc5p, Cdc6p). Mutationen dieser
Bindungsmotive fiihren Defekten beim pra-RC-Aufbau Nur Orc4p- und Orc5p-ATP-Bindungsmutanten
sind lebensfahig (Schepers et al. 2001). In vitro-Untersuchungne zeigten, dass zumindest zwei ATP-
abhangige Schritte bei der Ausbildung des pra-RC beteiligt sind. Der erste Schritt ist die Assoziation
des ORC-Komplexes mit dem Origin. Die Rekrutierung von Cdc6p und des MCM-Komplexes stellt
den zweiten ATP-abhéngigen Schritt dar (Seki und Diffley 2001). Trotz der bekannten Bindung und
Hydrolyse von ATP sind die dadurch ausgeldsten molekularen Anderungen im pra-RC noch
unbekannt. Man nimmt an, dass Cdc6p und die ORC-Untereinheiten eine dhnliche Funktion ausiiben
wie ,Clamp-Loader, die am Aufbau einer ,Ringklemme* beteiligt sind. Diese Hypothese wird durch die
nahe Verwandtschaft von Cdc6p, Orc1p, Orcdp und Orc5p zueinander und zu bekannten ,Clamp
Loadern® bestarkt (Bell et al. 1995, Quintana et al. 1997, Tugal et al. 1998, Perkins und Diffley 1998,
Klemm und Bell 2001). Der ringférmige MCM-Komplex wirde nach diesem Modell die DNA
umschlieflend geladen werden und als replikative Helikase die DNA entwinden (Bell und Dutta 2002).
Cdk-Aktivitat spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der DNA-Replikation. Zum einen fihrt hohe
Cdk-Aktivitat am G1/S-Ubergang zur Aktivierung der Origins und damit zum Eintritt in die S-Phase,
zum andern verhindert diese hohe Aktivitat wahrend S-, G2- und M-Phase eine Re-Initiation der DNA-
Replikation an den Origins in diesen Phasen durch Inhibierung einer verfriihten pra-RC-Bildung. Der
Schritt wahrend der Initiation der DNA-Replikation, bei dem Cdk-Aktivitat eine Rolle spielt konnte auf
das Zeitintervall zwischen Laden des MCM-Komplexes und Cdc45p-Assoziation eingeengt werden
(Zou et al. 1997, Walter und Newport 2000). Obwohl Cdc6p und Komponenten des ORC- und MCM-
Komplexes mit Cyclin/Cdk-Komplexen interagieren, sind SCORC-, SpOrc2p- und ScCdc6p-Mutanten,
die nicht mehr von Cdks phosphoryliert werden kdnnen, noch bei der Initiation der DNA-Replikation
funktionell. Phosphorylierung dieser Faktoren durch Cyclin/Cdks scheint daher in dieser Phase keine
Rolle zu spielen. Welche Proteine am G1/S-Ubergang Cyclin/Cdk-abhangig phosphoryliert werden, ist
noch unbekannt (Jallepalli et al. 1997, Lopez-Girona et al. 1998, Elsasser et al. 1999, Drury et al.
2000, Nguyen et al. 2001, Vas et al. 2001). Untersuchungen der SpOrc2p- und XIMcm4p-
Phosphorylierung bei Eintritt der Zellen in die S-Phase deuten auf eine CDK-unabhangige
Phosphorylierung hin (Coue et al. 1996).

Obwohl vielfache Experimente zeigten, dass Cdks und der Cdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplex essentiell
fur die Initiation der DNA-Replikation sind, ist die Reihenfolge von deren Funktion bei diesem Schritt
kontrovers. Untersuchungen in S. cerevisiae zeigten, dass Cdk-Aktivitdat fir die nachfolgende
ScCdc7p/Dbf4p-Kinase-Aktivitat essentiell ist (Nougarede et al. 2000). Die Depletion der
XICdc7p/Dbf4p-Aktivitat oder Inhibierung der XICdk-Aktivitat in Xenopus-Eiextrakt flihrt zu einem
gegensatzlichen Ergebnis. In diesem System wird die XICdc7p/Dbf4p-Aktivitat fur die XICdk-Funktion
bendtigt (Jares und Blow 2000, Walter 2000).

ScCdc7p/Dbfdp in S. cerevisiae ist Origin-assoziiert, wahrend fir ScCdks diese Interaktion nicht
nachweisbar ist (Dowell et al. 1994, Pasero et al. 1999). Im Gegensatz dazu sind beide Kinasen ORC-
abhangig in X. laevis Chromatin-assoziiert. Dies deutet auf eine Interaktion von XICdc7p/Dbf4p und
XICdk mit den Origins hin (Bell und Dutta 2002).
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1.5 DIE AN DER INITIATION DER DNA-REPLIKATION BETEILIGTEN PROTEINE

1.5.1 DER ORIGIN RECOGNITION COMPLEX (ORC)

Der Origin Recognition Complex (ORC) wurde urspriinglich in Hefen identifiziert. Der Komplex besteht
aus sechs Protein-Untereinheiten mit Molmassen von 50-120 kDa ( Bell und Stillman 1992; Dutta und
Bell 1997). Die Untereinheiten des Komplexes wurden nach ihrer Grofle von 1 bis 6 nummeriert,
wobei Orc1p die grofte und Orc6p die kleinste ist. Der ORC-Komplex legt in Eukaryonten die
genomischen Orte fest, an denen pra-RCs aufgebaut werden. Er dient als ,Landeplattform® fir weitere
Initiationsfaktoren, die Bestandteil des pra-RC sind. Die Aktivierung der pra-RCs filhrt zum Starten der
bidirektionellen DNA-Replikation, ausgehend von den ORC-DNA-Bindunsstellen. Durch Klonierung
der Gene fir die verschiedenen ORC-Untereinheiten konnte gezeigt werden, dass jede einzelne
Untereinheit essentiell ist. Mutationen in diesen Genen flihren zu Zellzyklus-arretierten Hefen, die die
S-Phase nicht mehr durchlaufen. AuRerdem ist die Haufigkeit, mit der bei diesen Mutanten Origins
aktiviert werden, stark verringert und die Verlustrate ARS-enthaltender Plasmide erhoht (Bell et al.
1993; Foss et al. 1993; Micklem et al. 1993). Inzwischen sind auch bei vielen hdheren
eukaryontischen Organismen, wie z.B. C. elegans , A. thaliana, D. melanogaster, M. musculus, X.
laevis und H. sapiens homologe, Proteine entdeckt worden (Gavin et al. 1995, Tugal et al. 1998, Moon
et al. 1999, Chesnokov et al. 1999).

1.5.1.1 DIE DNA-BINDUNG DES ORC-KOMPLEXES

Die Bindung des ORC-Komplexes an die DNA ist am besten in S. cerevisiae untersucht, da dort die
ScORC-Bindungssequenz bekannt ist. SCORC interagiert spezifisch mit dem A- und B1-Element der
Hefe Origins Uber einen Bereich von ca. 30 bp (Rao und Stillman 1995; Rowley et al., 1995).
Genauere Untersuchungen dieser Interaktion haben gezeigt, dass ScORC vor allem mit dem A-
reichen Bereich dieser Region interagiert (Lee and Bell 1997). Mutationen in ARS, die eine Bindung
des ScORC verhindern, blockieren die Initiation der DNA-Replikation (Bell und Stillman 1992). S.
cerevisiae besitzt pro Origin zu meist zwei ORC-Komplexe (600 ORC-Komplexe/Zelle (Rowley et al.
1995), 332 Origins/Zelle (Raghuraman et al. 2001)). Untersuchungen zeigten, dass der ScORC-
Komplex bevorzugt mit einem DNA-Strang des ARS1-Origins interagiert. Uber welche ScORC-
Untereinheit die Bindungsspezifitdt des SCORC-Komplexes determiniert wird ist noch unklar. Protein-
DNA-Crosslinking-Studien deuten aber darauf hin, dass ScOrc1p, ScOrc2p und ScOrc4p eine
Schliusselrolle dabei zukommt, da diese Untereinheiten mit der ,major groove“ der DNA in Verbindung
treten und innerhalb von 10 A an die ACS binden. (Lee und Bell 1997).

ATP ist flr die Ausbildung eines stabilen Komplexes zwischen ScCORC und Origin-DNA essentiell (Bell
und Stillman 1992). Die Untereinheiten ScOrc1p und ScOrc5p binden ATP mit einer Dissoziations-
Konstante von 20-100 nM. Die Bindung von ATP an ScOrc1p ist von dem Vorhandensein von DNA
mit einer ORC-Bindungsstelle abhéngig. Die Interaktion von ScOrc1p mit ATP und die Interaktion des
ScORC-Komplexes mit Origin-DNA sind damit voneinander abhangig (Klemm et al. 1997). Da man

davon ausgeht, dass auch weitere SCORC-Untereinheiten an der Interaktion des SCORC-Komplexes
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mit DNA beteiligt sind, ist es sehr wahrscheinlich, dass allosterische Interaktionen zwischen den
einzelnen Untereinheiten an der Koordination der ATP-DNA-Bindung beteiligt sind. Untersuchungen
an ScORC-DNA-Komplexen zeigten, dass gebundenes ATP nur sehr langsam hydrolysiert wird. Dies
deutet darauf hin, dass die ATP-Hydrolyse an nachfolgende Schritte bei der Initiation der DNA-
Replikation wie z.B. der Rekrutierung weiterer Initiationsfaktoren oder dem Entwinden der DNA
gekoppelt sein muss (Klemm et al. 1997).

Mit Footprinting- und Cross-Linking-Experimenten wurde die SCORC-Assoziation mit Origins in vivo
untersucht. Zellzyklus-abhangige Anderungen an eukaryontischen Replikations-Origins wurden
erstmals bei genomischen Footprinting-Versuchen mit S. cerevisiae-Zellkernen beobachtet (Brown et
al. 1991, Diffley und Cocker 1992, Diffley et al. 1994). Eine Arretierung des Zellzyklus in der S-Phase
oder der Mitose resultierte in einem Muster, das dem sehr ahnlich war, das auftrat wenn ORC an die
Origin-DNA in vitro gebunden hat. Zellkerne hingegen, die aus in G1-arretierten Zellen isoliert wurden,
zeigten ein anderes Muster (Diffley et al. 1994). Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass der
ORC-Komplex wahrend des gesamten Zellzyklus an den Origins gebunden bleibt und dass es
mindestens zwei Arten von Protein-DNA-Komplexen an S. cerevisiae-Origins wahrend des Zellzyklus
geben muss: einen pra-replikativen Komplex in der G1-Phase und einen post-replikativen wahrend
der S-Phase, der G2-Phase und der Mitose (Bell und Stillman 1992, Santocanale und Diffley 1996).
Mit Cross-Linking-Experimenten, bei denen gebundene Proteine mit der DNA verknipft und mit
spezifischen Antikérpern coimmunprazipitiert wurden, konnte gezeigt werden, dass der ScORC
wahrend des gesamten Zellzyklus an die Origins gebunden ist und dass die Initiationsfaktoren
ScCdc6p, der ScCMCM-Komplex und ScCdc45p wahrend der G1-Phase mit dem ScORC-DNA-
Komplex interagieren (Aparicio et al . 1997, Tanaka et al. 1997).

Die Interaktion des SpORC-Komplexes mit S. pombe-Origins unterscheidet sich trotz der nahen
Verwandtschaft von der in S. cerevisiae. SpOrc4p enthdlt am N-Terminus eine Origin-DNA-bindende
Domane, die die Bindung von SpOrc4p an Origin-DNA auch ohne Vorhandensein der anderen
SpORC-Untereinheiten vermittelt. Diese Domane enthalt neun Kopien des ,AT-Hook-Motivs“ das auch
in vielen DNA-Bindungsproteinen, wie z.B. der HMG-I(Y)-Familie, vorkommt. Das AT-Hook-Motiv
bindet in der ,minor groove“ an AT-Bereiche mit 4-6 Nukleotiden Lange (Solomon et al. 1986, Reeves
und Nissen 1990, Huth et al. 1997). Man nimmt an, dass der SpORC-Komplex ber den N-terminalen
SpOrc4p-Bereich mit der Origin-DNA verankert wird (Chuang und Kelly 1999). Fur HMG-I(Y), das drei
Kopien des AT-Hook-Motivs enthalt, konnte gezeigt werden, dass der Abstand zwischen den
aufeinanderfolgenden AT-Bereichen eine wichtige Rolle bei der Festlegung der DNA-Bindungsstelle
von HMG-I(Y) spielt (Maher und Nathans 1996). Dies lasst vermuten, dass die Spezifitdt der SpORC-
Bindung an S. pombe-Origins in erster Linie durch die raumliche Anordnung von Sequenz-Elementen
bestimmt wird und nicht, wie in S.cerevisiae, durch eine kurze ACS-Konsensus-Sequenz (Chuang und
Kelly 1999).

Uber die Bindungsstellen der homologen ORC-Komplexe héherer Eukaryonten ist weniger bekannt.
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der ORC-Komplex in D. melanogaster in vivo und in vitro an
die Amplifikations-Kontrollelemente ACE3 und ori-B auf Chromosom Il bindet (Austin et al. 1999,
Chesnokov et al. 2001). Aufderdem konnte in vitro die Bindung des Komplexes an eine spezifische 80

bp-Region, benachbart der DNA-Replikationsstartstelle, nachgewiesen werden. Ahnliche
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Untersuchungen in Sciara coprophila zeigten, dass ORC an den Amplifikationsorigin II/9A in vivo
bindet (Bielinsky et al. 2001).

1.5.1.2 DIE ROLLE DES ORC-KOMPLEXES BEI DER INITIATION DER DNA-REPLIKATION

Untersuchungen zeigten, dass der hexamere ORC-Komplex essentiell fir die Initiation der DNA-
Replikation ist. Zum einen fihren Mutationen in Genen, die fir S. cerevisiae-, S. pombe- oder
Drosophila-ORC-Untereinheiten codieren, zu einer verminderten Originfunktion oder sogar zur
Arretierung des Zellzyklus (Fox et al. 1995, Liang et al. 1995, Grallert und Nurse 1996, Landis et al.
1997), zum anderen blockiert die Immundepletion der XIORC-Untereinheiten in Xenopus-Eiextrakten
die Replikation chromosomaler Templates, ohne die Elongation von ssDNA-Templates zu
beeinflussen (Carpenter et al. 1996, Rowles et al. 1996, Romanowski et al. 1996, Hua und Newport
1998). Aus rekombinanten Proteinen rekonstruierter DmORC-Komplex vermag die in vitro-DNA-
Replikation von ORC-depletiertem Drosophila- oder Xenopus-Eiextrakt wieder herzustellen
(Chesnokov et al. 1999).

Die Identifizierung von Interaktionsproteinen durch genetische und biochemische Methoden ist fir die
Aufklarung der ORC-Funktion bei der Initiation der DNA-Replikation von grof3er Bedeutung. Mit Two-
Hybrid-Assays konnten viele Interaktionen zwischen dem ScORC-Komplex und weiteren
Initiationsfaktoren wie z.B. ScCdc6p, ScMcm4p und ScCdc7p nachgewiesen werden (Dutta et al.
1991). Mit derselben Methode wurden Interaktionen einzelner Untereinheiten des murinen ORC-
Komplexes mit MmCdc6p, MmCdc45p, MmCdc7p, MmDbf4p und murinen MCM-Proteinen gezeigt
(Kneissl et al. 2003). Die funktionelle Signifikanz ist fur viele dieser Interaktionen noch unbekannt. Der
Initiations-Defekt einer S. cerevisiae-orc5-1-Mutante kann durch Uberexpression von ScCdc6p
aufgehoben werden (Liang et al. 1995). Diese Beobachtung kdnnte eine direkte physikalische
Interaktion widerspiegeln, da in Insektenzellen exprimiertes ScCdc6p in vitro einen stabilen Komplex
mit aufgereinigtem ScORC ausbilden kann (Liang et al. 1995). Mit Immundepletions-Experimenten an
Xenopus-Eiextrakten konnte gezeigt werden, dass der XIORC-Komplex fir die Chromatin-Assoziation
von XICdc6p essentiell ist (Coleman et al. 1996). Dieses Ergebnis konnte mit Chromatin-Crosslinking-
Experimenten bestatigt werden, da die Assoziation von ScCdc6p mit Origins in S. cerevisiae SCORC-
abhéngig ist (Tanaka et al. 1997). Diese Daten deuten darauf hin, dass eine Hauptaufgabe des ORC-
Komplexes die Rekrutierung von Cdc6p an die Origins ist.

Zusatzlich zu seiner Rolle in der DNA-Replikation, ist ORC moglicherweise an der Organisation des
Chromatins beim transkriptionellen Silencing beteiligt. SCORC bindet an DNA-Elemente direkt
benachbart den ,silent mating type“-Loci in S. cerevisiae und erleichtert den Aufbau eines
Heterochromatin-dhnlichen Proteinkomplexes, der die Transkription unterdrickt (Rivier und Rine
1992, Bell et al. 1993, Foss et al. 1993, Fox et al. 1995, Loo et al. 1995, Fox et al. 1997, Dillin und
Rine 1997). Es ist wahrscheinlich, dass ScORC diesen Effekt durch Interaktion mit Sir1 vermittelt,
einem Protein, das bendtigt wird, um den kondensierten Chromatinzustand zu stabilisieren (Triolo und
Sternglanz 1996, Gardner et al. 1999). In Drosophila ist der ORC-Komplex bevorzugt in

Heterochromatin-Bereichen lokalisiert, die mit transkriptionellem Silencing assoziiert sind (Pak et al.

22



EINLEITUNG

1997, Huang et al. 1998, Wakimoto 1998). Es wird vermutet, dass diese auffallende chromosomale
Verteilung von DmORC durch Interaktion mit HP1, einer strukturellen Chromatin-Komponente,
entsteht (Pak et al. 1997, Huang et al. 1998). Mutationen des DmOrc2-Gens flihren zu einer
Veranderung der HP1-Verteilung. Der humane ORC-Komplex interagiert mit HBO1, einem Mitglied
der MYST-Subfamilie der Histon-Acetyltransferasen (lzuka und Stillman 1999). ScORC konnte
genetisch mit Sas2, einem weiteren Mitglied der MYST-Familie, in Verbindung gebracht werden
(Ehrendorfer-Murray et al. 1997). Es gibt Hinweise darauf, dass die HBO1-abhangige Acetylierung der
Histone oder weiterer noch unbekannter Proteine die Initiation der DNA-Replikation durch eine
dadurch bedingte verbesserte Zuganglichkeit zu den Initiationsstellen aktiviert (Izuka und Stillman
1999).

Untersuchungen an humanem ORC zeigten, dass HsORC-Untereinheiten auch fir das Durchlaufen
der Mitose essentiell sind. Humane Zellen, deren HsOrc6p-Expression durch spezifische siRNA
inhibiert wurde, weisen neben Defekten in der DNA-Replikation auch Defekte in der Mitose auf
(Prasanth et al. 2002). HsOrc6p ist wahrend der Mitose an den Kinetochoren und am Midbody
lokalisiert. Silencing der HsOrc6p-Expression durch siRNA resultierte in Zellen mit multipolaren
Spindeln, mehreren Zellkernen und fehlerhaftem Durchlaufen der Mitose. Humanes Orc2p ist wahrend
des gesamten Zellzyklus an den Centrosomen lokalisiert. Die Depletion der HsOrc2p-Expression
fuhrte zu Defekten in der S-Phase, abnormal kondensierten Chromosomen und zur Ausbildung
mehrerer Centrosomen (Prasanth et al. 2004). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HsOrc2p an
der Chromosomen-Verdopplung, der Chromosomen-Struktur und der Kontrolle der Centrosomen-

Kopien beteiligt ist und somit alle Stufen des Chromosomen-Zellzyklus koordiniert.

1.5.2 DAs PROTEIN CDC6

ScCDC6 wurde 1973 von Hartwell erstmals bei einem Screen nach S. cerevisiae-Mutanten mit
Anderungen im Zellzyklus identifiziert (Hartwell, 1973). Cdc6p ist ein Mitglied der groen Familie der
AAA+ ATPasen und verwandt mit Orc1p (Neuwald et al., 1999). Neben dem S. pombe Homologen
Cdc18p sind auch in héheren Eukaryonten wie z.B. C. elegans , M. musculus, X. laevis und H.
sapiens (Coleman et al. 1996, Williams et al. 1997, Saha et al. 1998a, Yan et al. 1998, Berger et al.
1999) homologe Proteine identifiziert worden. Dies deutet darauf hin, dass neben dem Orc-Komplex
auch das Cdc6-Protein evolutionar hochkonserviert ist. Cdc6p spielt eine entscheidende Rolle beim
Aufbau des pra-RC und ist fur die Initiation der DNA-Replikation essentiell (Leatherwood 1998).
Cdc6p bendtigt fur seine Chromatin-Assoziation den ORC-Komplex, und Cdc6p ist umgekehrt fur die
Chromatin-Bindung des MCM-Komplexes essentiell (Coleman et al. 1996). Eine direkte Assoziation
des Cdc6-Proteins mit den Origins wurde mit ChIP-Versuchen nachgewiesen (Tanaka et al. 1997).
Untersuchungen in S. cerevisiae deuten darauf hin, dass Cdc6p fiir die Assoziation des MCM-
Komplexes, nicht aber fir die des ORC-Komplexes mit den Origins bendétigt wird (Aparicio et al.
1997). Beim Aufbau des pra-RC in der G1-Phase, wird Cdc6p von dem Origin-gebundenen

hexameren ORC-Komplex rekrutiert und Cdc6p vermittelt seinerseits das Laden des hexameren
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MCM-Komplexes auf den pra-RC (Cocker et al. 1996, Romanowski und Madine 1996, Rowles et al.
1996, Tanaka et al. 1997, Donovan et al. 1997).

1.5.2.1 KONSERVIERTE MOTIVE DES PROTEINS CDC6

Vergleicht man die Sequenzen der verschiedenen Cdc6-Proteine miteinander, stellt man die grofite
Homologie im Bereich der in der Mitte liegenden sechs konservierten Sequenzblocke (I-VI) der
Familie der AAA" ATPasen fest. Zu dieser Familie gehéren neben Orc1p auch Orc4p, Orc5p und
Mcm2-7p (Neuwald et al. 1999). HsCDC6p besitzt in diesem Bereich eine 87 %ige Homologie zu
MmCdc6p und eine 72 %ige Homolgie zu S.pombe Cdc18p. Die konservierte Region der AAA'-
Proteine besteht aus zwei Protein-Doménen, einer ATP-Bindungs-Doméane mit hoher Ahnlichkeit zur
RecA-ATP-Bindungs-Domane (Story und Seitz 1992) und einer kleineren Domane, die spezifisch fir
die Klasse der AAA’-Proteine ist (Guenther et al. 1997, Yu et al. 1998, Lenzen et al. 1998). Die
raumliche Anordnung beider Domé&nen wird durch die Bindung und die Hydrolyse von ATP reguliert.
AAA’-Proteine funktionieren als ,ATP-getriebene Konformations-Schalter®, die den Aufbau, Abbau
und die Umgestaltung von Protein-Komplexen vermitteln (Neuwald et al. 1999). Somit kénnte der
Aufbau des pra-RC durch aufeinanderfolgende ATP-abhangige Konformationsanderungen erfolgen.
Der N-Terminus der Cdc6-Proteine enthalt mehrere Cdk-Konsensus-Stellen, die bei Lokalisation und
Abbau von Cdc6p eine wichtige Rolle spielen. Murine und humane Cdc6-Proteine besitzen drei dieser
Konsensus-Stellen, XICdc6p fiunf und ScCdc6p sechs. In diesem Bereich sind bei allen Cdc6p-
Homologen ,nuclear localization signals® (NLS) lokalisiert, die fiir den Cdc6p-Import essentiell sind
(Williams et al.1997, Berger et al. 1999, Pelizon et al. 2000, Delmonilo et al. 2001, Luo et al. 2003).
MmCdc6p und HsCdc6p besitzen zwei dieser N-terminalen Sequenzen. Uberlappend mit dem
konservierten Sequenz-Block |V, ist in allen ScCDC6p-Homolgen ein Leucin-Zipper-Motiv vorhanden.
Diese Struktur kann mit dem Leucin-Zipper anderer Molekile eine hydrophobe Wechselwirkung
eingehen (Landschulz et al. 1988, O'Shea et al. 1989). Die Konsensussequenzen fir das Walker A-
und das Walker-B-Motiv, durch die eine ATP-Bindung an Cdc6p vermittelt wird, sind ebenfalls in allen
Cdc6-Proteinen enthalten (Kelly und Brown 2000). Diese Motive wurden auch bei Orclp
(Zisimopoulou et al. 1998) und bei eukaryontischen und prokaryontischen ,Clamp-Loadern“ gefunden
(Perkins und Diffley 1998). Humanes Cdc6p enthalt im N-terminalen Bereich ein Cy-Motiv (ein
RRLVF-Cyclin-Docking-Motiv), das die Interaktion mit Cdk2/CyclinA in vivo vermittelt. Die Mutation
dieses Motivs fiihrt zu einer nucledren Lokalisation des Proteins. Dies deutet darauf hin, dass die
Lokalisation von HsCdc6p durch Cdk2/CyclinA reguliert wird (Delmolino et al . 2001). Auch murines
Cdc6p enthalt dieses Motiv im N-terminalen Bereich. Alle ScCdc6p-Homolgen besitzen potentielle
Abbau-Motive, die fir die Zellzyklus-abhangige Degradation dieser Proteine essentiell sind. Humanes
Cdc6p besitzt zwei ,Destruction-Boxes* am C-Terminus, murines Cdc6p hingegen nur eines dieser

Motive, Gberlappend mit dem Leucin-Zipper-Motiv (Williams et al. 1996, Berger et al. 1999).
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1.5.2.2 REGULATION DES PROTEINS CDC6 DURCH ATP

Alle Mitglieder der Cdc6/Cdc18-Familie enthalten eine putative  Purin-Nukleosid-triphosphat-
Bindungsstelle, bestehend aus dem Walker A- und Walker B-Motiv (Walker et al. 1982). Das Walker
A-Motiv (oder P-Loop) interagiert mit dem Triphosphat-Rest und ist essentiell fir die ATP-Bindung.
Das Walker B-Motiv vermittelt die richtige Ausrichtung des ATPs durch Koordination mit einem M92+—
lon (Saraste et al. 1990). Mutationen dieser Motive in ScCdc6p deuten darauf hin, dass ATP-Bindung
und ATP-Hydrolyse eine Schlisselrolle bei der ScCdc6p-Funktion haben. Mutationen im Walker A-
Motiv resultieren in Allelen, die entweder eine stark reduzierte oder gar keine Funktion als Ladefaktor
des MCM-Komplexes in vivo ausiben. Untersuchungen der Mutationen im Walker B-Motiv zeigten,
dass das resultierende Protein bei Expression einer einzelnen Kopie eine eingeschrankte Funktion
aufweist, wahrend eine Uberexpression dominant lethal ist (Elsasser et al. 1996, Perkins und Diffley
1998, Weinreich et al. 1999). Das S. pombe Homologe Cdc18p bendétigt ebenfalls die ATP-Bindung
und —Hydrolyse fir seine Funktion bei der DNA-Replikation in vivo. Mutanten, die ATP nicht
hydrolysieren kdénnen, treten noch in die S-Phase ein, kénnen diese aber nicht mehr vollstdndig
durchlaufen. Mutationen, welche die ATP-Bindung an Cdc18p verhindern, fihren zu Defekten beim
Eintritt in die S-Phase und dem S-Phase-Check-Punkt (DeRyckere et al. 1999, Liu et al. 2000).
Untersuchungen am humanen Cdc6-Proteins zeigten, dass die Bindung und Hydrolyse von ATP
essentiell fir dessen Funktion sind. Mikroinjektion von HsCdc6p-Walker A- bzw. -Walker B-Mutanten
wahrend der G1-Phase flihrt zu Blockierung der DNA-Replikation, bei Injektion in der S-Phase wird
das Fortschreiten der DNA-Replikation allerdings nicht beeintrachtigt. Rekombinantes HsCdc6p ist
bisher das einzige ScCdc6p-homologe Protein, fur das in vitro gezeigt werden konnte, dass es ATP
hydrolysiert (Herbig et al. 1999). Das gereinigte Protein bindet an ATP, ADP und ATPYS, nicht aber an
andere Nukleotide, wie z.B. GTP. Die ATP-Hydrolyse lauft sehr langsam ab, mit einem Umsatz von
etwa drei ATP-Molekilen pro Minute. ATP-Bindung und —Hydrolyse sind allerdings nicht fir die
Protein-Protein-Interaktion mit HsOrc1p oder weiteren HcCdc6p-Molekilen nétig. Die Assoziation des
humanen Cdc6-Proteins mit ATP flhrt zu einer Konformationséanderung des Proteins, ahnlich wie fur
andere ATP-bindende Proteine beschrieben (Herbig et al.1999).

1.5.2.3 ZELLZYKLUS-ABHANGIGE LOKALISATION UND PROTEOLYSE DES PROTEINS CDC6

In Hefe wird die Menge des Cdc6-Proteins Zellzyklus-abhangig reguliert. Beim Eintritt in die S-Phase
wird ScCdc6p durch SCFP““—abhangige Ubiquitinylierung markiert und durch Proteasome abgebaut
(Bueno und Russel 1992, Cocker et al. 1996, Piatti et al. 1996, Drury et al. 1997, Perkins et al. 2001).
Biochemische Experimente zeigten, dass ScCdc6p nach Phosphorylierung durch Cdk, Ubiquitin-
abhangig abgebaut wird. Die Ubiquitinylierung des Cdc6-Proteins erfolgt dabei Cdc4p-, Cdc34p- und
Clb5p/Cdc28p-abhangig (Elsasser et al. 1999). Neuere Untersuchungen mit einem ScCdc6-EGFP-
Fusions-Protein haben gezeigt, dass ScCdc6-EGFP wahrend des gesamten Zellzyklus im Kern
lokalisiert ist. Bei der Mutation des N-terminalen ,nuclear localization signals“ (NLS) war keine

Kernlokalisation mehr nachweisbar, allerdings wurde die Mutante dadurch im Vergleich zum Wildtyp
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stabilisiert. Eine Stabilisierung des Proteins wurde auch bei der Mutation der putativen Cdk-
Konsensus-Stellen beobachtet. Die Kernlokalisation des Fusionsproteins wurde dadurch jedoch nicht
beeintrachtigt. Dies deutet darauf hin, dass die Kernlokalisation fir den Cdc6p-Abbau wichtig ist. Die
Annahme wird dadurch bestarkt, dass Cdc4p, eine Komponente der Ubiquitin-Ligase E3, ein Kern-
Protein ist, und dass ScCdc6p zwei Cdc4-Interaktions-Domanen am N-, bzw. C-Terminus besitzt (Luo
et al. 2003). Somit scheinen zwei Faktoren die Stabilitdt des ScCdc6-Proteins zu regulieren:
Kernlokalisation und Phosphorylierung durch Cdk1. In S. pombe wird SpCdc18p auf die gleiche Weise
durch die SCF®““~Homologen SpPop1p und SpPop2/SpSud1p fiir den Abbau markiert (Jallepalli et
al. 1998, Wolf et al. 1999). Die Mutation der Konsensus-Stellen fir Cdk-Phosphorylierung am N-
Terminus von ScCdc6p und SpCdc6p verhindert die Degradation. Daraus kann gefolgert werden,
dass Cdk-Aktivitat die Proteolyse auslost (Calzada et al. 2000, Drury et al. 2000, Perkins et al. 2001).
Die Phosphorylierung von SpCdc18p am N-Terminus, ist fur die Bindung an SpPop2/SpSud1p in vivo
notig (Jallepalli et al. 1998). In Saugern wird die Cdc6p-Aktivitat auf andere Weise reguliert. Beim
Eintritt der Zellen in die S-Phase, wird humanes Cdc6p durch Cdks an den N-terminalen Konsensus-
Stellen phosphoryliert (Fujita et al. 1999, Jiang et al. 1999, Petersen et al. 2000). CyclinA/Cdk2
scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen, denn es konnte in vivo und in vitro eine Interaktion mit
HsCdc6p nachgewiesen werden (Petersen et al. 1999). Durch die Phosphorylierung wird ein ,nuclear
export signal“ (NES) am C-Terminus exponiert, das den HsCdc6p-Export in das Cytoplasma vermittelt
(Delmolino et al. 2001). In der Mitose wird Cdc6p bei Saugern nach Ubiquitinylierung durch den
»-anaphase promoting complex” (APC) degradiert (Petersen et al. 2000, Mendez und Stillman 2000).
Der Abbau wird durch N-terminale Degradations-Motive, einer KEN-Box und einer D-Box, vermittelt,
die von der APC®""-Ubiquitin-Ligase erkannt werden (Petersen et al. 2000). Mutation der vier Serine
der putativen Cdk-Konsensus-Stellen zu nicht-phosphorylierbaren Alaninen, fihrt zu einer NLS-
abhangigen Kern-Lokalisation des Proteins. Eine Mutation der Serine zu Phosphatreste-simulierenden
Aspartatresten resultiert in einer NES-abhangigen Lokalisation von HsCdc6p im Cytoplasma
(Delmonlino et al. 2001). In mehreren Untersuchungen konnte allerdings gezeigt werden, dass
wahrend der S-Phase eine Detergenz-resistente Fraktion des Cdc6-Proteins im Kern lokalisiert bleibt
(Fujita et al. 1999, Mendez und Stillman 2000, Coverley et al. 2001, Okuno et al. 2001, Stoeber et al.
2001, Fujita et al. 2002, lllenye und Heintz 2003). Humanes Cdc6p ist in der S-Phase an Serin-54
phosphoryliert. Die Chromatin-Assoziation des Proteins wird durch diese Modifikation nicht verandert
(Alexandrow und Hamlin 2003). In Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass die Cdk-vermittelte
Phosphorylierung des Cdc6-Proteins fiir die XICdc6p-Chromatin-Bindung, das Laden des MCM-
Komplexes auf das Chromatin und das Durchlaufen der S-Phase nicht essentiell ist. Dies deutet
darauf hin, dass die Phosphorylierung von XICdc6p nicht fir die XICdc6p-Funktion bei der Initiation
der S-Phase noétig wird (Pelizon et al. 2000). Murines Cdc6p wird in vitro von CyclinB/Cdk1,
CyclinD/Cdk4, CyclinE/Cdk2 und CyclinA/Cdk2 phosphoryliert. In vivo konnte eine Phosphorylierung
durch CyclinA/Cdk2 nachgewiesen werden. Phosphoaminosaure-Analysen zeigten, dass dabei nur
Serin-Reste phosphoryliert werden. Da MmCdc6p drei putative Cdk-Konsensus-Stellen mit Serin-
Resten besitzt, ist eine Phosphorylierung dieser Stellen durch CyclinA/Cdk2 in vivo sehr

wahrscheinlich (Berger et al. 1999).
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1.5.3 DAs PROTEIN CDT1

SpCDT1 wurde urspriinglich als Gen in S. pombe identifiziert (Hofmann und Beach 1994), das durch
den Transkriptionsfaktor SpCdc10p reguliert wird (cdc10 dependent transcript 1). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass SpCdt1p essentiell fiir die Ausbildung des pra-RC ist. Mutationen in
SpCDT1 resultieren in Blockierung der DNA-Replikation und in Defekten der S-Phase-Kontrollpunkte
(Hofmann und Beach 1994). SpCdt1p interagiert mit dem C-Terminus von SpCdc6p. Beide Proteine
zusammen vermitteln das Laden des MCM-Komplexes auf das Chromatin (Nishitani et al. 2000).
Homologe Proteine konnten auch in Mensch, Maus, Xenopus, D. melanogaster und S. cerevisiae
identifiziert werden (Maiorano et al. 2000, Whittaker et al. 2000, Wohlschlegel et al. 2000, Tanaka und
Diffley 2002). Untersuchungen an Xenopus-Eiextrakten zeigten, dass der XIORC-Komplex, nicht aber
der XIMCM-Komplex, fiir die Chromatin-Assoziation von XICdc1p essentiell ist. Durch Immundepletion
von XICdt1p wird die Initiation der DNA-Replikation verhindert (Maiorano et al. 2000). Ahnlich wie in S.
pombe, sind XICdc6p und XICdt1p unabhangig voneinander fir das Laden XIMCM-Komplexes auf
das Chromatin nétig.

Ubereinstimmend mit der Regulation von SpCdt1 durch SpCdc10p, einem G1/S-Phase-spezifischen
Transkriptionsfaktor, erreicht die SpCdc1p-Menge am G1/S-Ubergang ein Maximum und nimmt dann
wahrend der S-Phase kontinuierlich ab. Auch humanes Cdt1p ist wahrend der G1-Phase vorhanden
und wird nach Eintritt der Zellen in die S-Phase degradiert (Nishitani et al. 2001). Die Bindung von
Cdt1p in hoheren Eukaryonten an Geminin, einem wahrend der S- und G2-Phase vorhandenen
Inhibitor, flhrt zur Inaktivierung des Proteins Cdt1 (Wohlschlegel et al. 2000). Die strikte Kontrolle der
Cdt1p-Menge wahrend des Zellzyklus gemeinsam mit der Beobachtung dass die Uberexpression von
Cdt1p allein oder gemeinsam mit Cdc6p/Cdc18p zur Initiation der DNA-Replikation flhrt (Yanow et al.
2001, Vaziri et al. 2003), deutet darauf hin, dass die Zellzyklus-abhangige Inaktivierung von Cdt1p
eine Re-Replikation der chromosomalen DNA im selben Zellzyklus verhindert.

Humanes Cdt1p wird von CyclinA/Cdk1 und CyclinA/Cdk2 in vitro phosphoryliert. Diese Modifikation
fuhrt zur Bindung von HsCdt1p an die F-Box von Skp2 (Nakayama et al. 2000), einer Komponente
des Skp1-Cdc53-F-Box-(SCF)-Protein-Ubiquitin-Ligase-Komplex und damit zur Degradation von
HsCdc1p (Sugimoto et al. 2004).

1.5.4 DAs PROTEIN GEMININ

Geminin wurde erstmals in Xenopus laevis als Protein identifiziert, das die Initiation der DNA-
Replikation inhibiert, indem es das Laden des XIMCM-Komplexes auf das Chromatin verhindert.
(McGarry und Kirschner 1998). Geminin bindet an Cdt1p und flihrt damit zur Inaktivierung des
Proteins Cdt1. Da Cdt1p wiederum fir das Laden des MCM-Komplexes auf das Chromatin essentiell
ist, inhibiert Geminin durch Cdt1p-Bindung die Initiation der DNA-Replikation (Wohischlegel et al.
2000, Tada et al. 2001). Die Geminin-Menge ist wahrend der G2-Phase hoch, in der Mitose wird
Protein Ubiquitin-abhangig degradiert. Geminin konnte bisher nur in héheren Eukaryonten, in D.

melanogaster, Maus und Mensch, identifiziert werden (Wohlischlegel et al. 2000, Tada et al. 2001,
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Quinn et al. 2001). Homologe Proteine in S. cerevisiae, S. pombe oder C. elegans konnten noch nicht
nachgewiesen werden. Obwohl gezeigt werden konnte, dass Geminin der Hauptinhibitor der Origin-
Lizenzierung ist, reicht die Geminin-Immundepletion in Xenopus-Eiextrakten nicht aus, eine Re-
Replikation zu verhindern (McGarry 2002). Im Gegensatz dazu fihrt Geminin-Defizienz in D.
melanogaster zu einer verfrihten Re-Replikation der chromosomalen DNA im selben Zellzyklus
(Mihaylov et al. 2002). Die Depletion von humanen Geminin durch spezifische siRNA fuhrt zum selben
Resultat (Melixetian et al. 2004).

1.5.5 DER MINI CHROMOSOME MAINTENANCE COMPLEX (MCM)

Der MCM-Komplex, der aus den sechs Untereinheiten Mcm2p-Mcm7p besteht, wurde zuerst in S.
cerevisiae entdeckt. Der Phanotyp der Hefezellen, die eine Mutation in einem dieser essentiellen
Gene besitzen, ist durch eine hohe Plasmid-Verlustrate (Mini Chromosome Maintenance) oder einer
Zellzyklus-Arretierung gekennzeichnet (Maine et al. 1984, Rowles und Blow 1997, Kearsey und Labib
1998, Tye 1999). Die Mitglieder dieser Familie sind in Eukaryonten hoch konserviert. Auch in Archaee
sind homologe Proteine bekannt. Jede Untereinheit des MCM-Komplexes ist nahe verwand mit den
anderen Untereinheiten des Komplexes; die Sequenzen in denen sich die einzelnen MCM-Proteine
voneinander unterscheiden sind in den verschiedenen Spezies konserviert. Allen MCM-Proteinen
gemein ist eine homologe zentrale Region von etwa 200 Aminosauren. Ein Motiv mit hoher Ahnlichkeit
zum Walker-A-Motiv und das sog. ,MCM-Motiv* bestehend aus der Aminosaureabfolge IDEFDKM
liegen in dieser Region (Koonin 1993). Zuséatzlich ist in den Untereinheiten Mcm2p, Mcm4p, Mcm6p
und Mcm7p ein N-terminales Zinkfinger-Motiv (CX,CX4g/19CX24C) vorhanden.

Alle Eukaryonten besitzen sechs verschiedene MCM-Proteine, die sich in eine der Klassen Mcm2p-
Mcm7p einordnen lassen. Dies deutet darauf hin, dass jedes einzelne MCM-Protein eine eigene
wichtige Funktion auslbt. Diese Annahme wird dadurch bestatigt, dass die Deletion jedes einzelnen
MCM-Gens in S. cerevisiae und S. pombe letal ist (Dutta und Bell 1997, Kelly und Brown 2000).
Untersuchungen an Xenopus-Eiextrakt zeigten, dass ein aus XIMcm2p-Mcm7p bestehender
Multiprotein-Komplex ein wichtiger Bestandteil des ,Replikations-Lizensierungs-System® darstellt
(Chong et al. 1995, Madine et al. 1995s, Kubota et al. 1997). Das Laden des MCM-Komplexes auf das
Chromatin bendétigt die koordinierte Funktion des ORC-Komplexes, Cdc6p und Cdt1p. Da eine
nachfolgende Depletion des ORC-Komplexes und Cdc6p die Initiation der DNA-Replikation nicht
beeintrachtigt, kann gefolgert werden, dass die Hauptfunktion des pra-RC das Laden des MCM-
Komplexes ist (Hua und Newport 1998,Rowles et al. 1999).

Alle bisherigen Daten deuten darauf hin, dass der MCM-Komplex eine DNA-Helikase darstellt. Der
Komplex aus den murinen Untereinheiten Mcm4p, Mcm6p und Mcm7p besitzt eine schwache nicht-
prozessive intrinsische 3°-5"-DNA-Helikase-Aktivitat (Ishimi 1997, You et al. 1999). Auch in S. pombe
konnte fur SpMcm4p, SpMcm6p und SpMcm7p DNA-Helikase-Aktivitdt nachgewiesen werden (Lee
und Hurwitz 2000). Bei Verwendung von Helikase-Substraten deren 5'- und 3 -Endbereiche exponiert
vorlagen, aufgereinigtem SpMCM4/6/7p-Komplex und E. coli-ssDNA-Bindungsprotein konnten grol3e
DNA-Fragmente (>500 bp) von der Matrize abgeldst werden (Lee und Hurwitz 2001). Bei Einsatz
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konventioneller Helikase-Substrate mit nur einem exponierten Endbereich konnte jedoch nur eine
schwache Prozessivitat des Komplexes nachgewiesen werden (Lee und Hurwitz 2000). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine gabelartige Struktur des Templates fir die Prozessivitat der
Helikase-Aktivitat essentiell ist. In keiner der Untersuchungen konnte Helikase-Aktivitat fir einen
Komplex bestehend aus allen sechs MCM-Untereinheiten nachgewiesen werden. Es konnte aber
gezeigt werden, dass die Helikase-Aktivitdt von MCM4/6/7p bei Zugabe von Mcm2p oder Mcm3/5p
inhibiert wird (Ishimi 1997, Lee und Hurwitz 2000, Sato et al. 2000). Diese Ergebnisse flhrten zu
einem Modell, nach dem Mcm4/6/7p als replikative DNA-Helikase agiert, wahrend die Untereinheiten
Mcm2p, Mcm3p und Mcm5p Inhibitoren dieser Aktivitat sind.

Untersuchungen eines gereinigten S. pombe-MCM-Komplexes, bestehend aus allen sechs
Untereinheiten am Elektronenmikroskop zeigte, dass der Komplex eine ringférmige Struktur aufweist
(Adachi et al. 1997). Auch der humane Mcm4/6/p-Komplex besitzt eine ahnliche toroidale Struktur
bestehend aus sechs Domanen, die einen zentralen Kanal umgeben (Sato et al. 2000). Neben dem
heterohexameren MCM-Komplex, bestehend aus je einer der MCM-Untereinheiten, konnten auch
Mcm2/4/6/7p, Mcm4/6/7p, Mcm3/7p und Mcm3/5p aus Zellen aufgereinigt werden (Ishimi et al. 1996,
Lee und Hurwitz 2000, Prokhorova und Blow 2000, Yabuta et al. 2003). Es wurde aber gezeigt, dass
alle sechs MCM-Proteine fiir eine Assoziation des MCM-Komplexes mit dem Chromatin essentiell
sind. Subkomplexe bestehend aus nicht allen sechs MCM-Untereinheiten kénnen daher nicht auf den
pra-RC geladen werden. Somit scheint das Auftreten unterschiedlicher MCM-Subkomplexe erst nach
der Initiaiton des DNA-Replikation eine Rolle zu spielen.

Die MCM-Proteine sind Milglieder der grolten Familie der AAA+ (ATPases associated with a variety of
cellular activities) ATPasen. Alle MCM-Proteine besitzen das Walker-A- und Walker-B-Motiv, die fir
Nukleotidbindung und -Hydrolyse essentiell sind (Neuwald et al. 1999). Die Mutation einer jeder dieser
putativen ATP-Bindungsstellen in allen sechs MCM-Proteinen fuhrt zu einer starken Reduktion der
ATPase-Aktivitdit des MCM-Gesamtkomplexes. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei der ATP-
Hydrolyse um eine koordinierte Reaktion handelt, an der alle sechs Untereinheiten des MCM-
Komplexes beteiligt sind. Mcm4/6/7p besitzen nur eine sehr schwache ATPase-Aktivitat. Obwohl
Mcm2/3/5p weder einzeln noch als Komplex ATPase-Aktivitdt aufweisen, flihrt die Zugabe dieser
MCM-Proteine zu dem nur schwach aktiven ScMcm4/6/7p-Komplex in S. cerevisiae zu einer
verstarkten ATPase-Aktivitat, vergleichbar mit der des aus allen MCM-Untereinheiten bestehenden
hexameren MCM-Gesamtkomplexes. Untersuchungen der einzelnen MCM-Proteine zeigten, dass
diese Untereinheiten paarweise funktionell sind. So kann z.B. nur Mcm3p nicht aber Mcm6p die
ATPase-Aktivitat von Mcm7p aktivieren. Die Interaktion von Mcm2p mit Mcm6p hingegen fiihrt zur
Stimulierung der ATPase-Funktion von Mcm6p. Versuche, bei denen die ATPase-Aktivitat aller
finfzehn moglichen Kombinationen zweier unterschiedlicher MCM-Proteine untersucht wurde zeigten,
dass nur Mcm3/7p, Mcm4/7p und Mcm2/6p ATPase-Aktivitat aufweisen, einzelne MCM-Proteine
hingegen nicht (Davey et al. 2003). Daraus kann gefolgert werden, dass bei diesen Paaren beide
MCM-Proteine Bestandteil einer Struktur sind die ATP-Bindung und —Hydrolyse ermdglichen.

Die subzelluldre Lokalisation der MCM-Proteine wird in den Hefen Zellzyklus-abhangig reguliert. In der
G1- und S-Phase sind die SCMCM-Untereinheiten im Kern lokalisiert, wahrend der G2-Phase und der

Mitose werden die MCM-Proteine in das Cytoplasma exportiert. Untersuchungen in S. cerevisiae und
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S. pombe zeigten, dass das Vorhandensein eines heterohexameren MCM-Komplexes flr dessen
nucleare Lokalisation essentiell ist (Labib et al. 1999, Pasion und Forsburg 1999, Nguyen et al. 2000).
Die nur in Mcm2p und Mcm3p vorhandenen Kernlokalisationssignale spielen dabei eine wichtige
Rolle. MCM-Proteine die wahrend S-Phase, G2-Phase und Mitose nicht Chromatin-assoziiert sind,
werden aktiv aus dem Kern exportiert. Dieser Export wird in S. pombe durch den Kern-Export-Faktor
Crm1 vermittelt (Pasion und Forsburg 1999). In S. cerevisiae ist Cdk-Aktivitat fir den Export des
ScMCM-Komplex essentiell (Labib et al. 1999, Nguyen et al. 2000). Chromatin-assoziierte SCMCMp-
Untereinheiten werden erst nach dem Durchlaufen der S-Phase exportiert. Die MCM-Proteine hoherer
Eukaryonten sind wahrend der gesamten Interphase im Kern lokalisiert. Die Chromatin-Assoziation

der MCM-Untereinheiten ist allerdings wahrend der S-Phase verringert (Lei und Tye 2001).

1.5.6 DAs PROTEIN CDc45

Cdc45 wurde erstmals in Hefe bei der Untersuchung kaltesensitiver Mutanten mit Zellzyklus-Defekten
identifiziert (Moir et al. 1982). Cdc45p spielt eine Schliisselrolle am G1/S-Ubergang. In vitro-
Untersuchungen an Xenopus-Eiextrakten zeigten, dass Cdc45p mit der DNA-Polymerase-a
interagiert, und fir deren Laden auf das Chromatin essenteill ist (Mimura und Takisawa 1998). Diese
Ergebnisse konnten durch ahnliche Untersuchungen in S. cerevisiae bestatigt werden. In cdc45-
Mutanten wird das Laden der DNA-Polymerase-a und der DNA-Polymerase-¢ auf das Chromatin an
den Origins der DNA-Replikation verhindert (Aparicio et al. 1999, Zou und Stillman 2000). Auch flr
humanes Cdc45p konnten Interaktionen mit der DNA-Polymerase-a nachgewiesen werden (Kukimoto
et al. 1999). Untersuchungen friher Stadien der Initiation der DNA-Replikation in Xenopus-Eiextrakten
zeigten, dass Cdc45p vor dem Entwinden der DNA und vor dem Binden der DNA-Polymerasen auf
den pra-RC geladen wird (Mimura et al. 2000, Walter und Newport 2000). In Abwesenheit von aktivem
ScCdc6p und ScMcm2p bindet ScCdc45p nicht an Chromatin. Da Cdc6p flr das Laden des MCM-
Komplexes auf das Chromatin verantwortlich ist und Cdc45p mit dem MCM-Komplex physikalisch
interagiert, muss die Cdc45p-Chromatin-Bindung nach dem Laden des MCM-Komplexes erfolgen
(Aparicio et al. 1997, Mimura und Takisawa 1998, Zou und Stillman 1998). Zusatzlich zu der
Interaktion mit DNA-Polymerase-a wurden zahlreiche weitere Interaktionen von Cdc45p mit dem
ORC-Komplex, DNA-Polymerase-¢, RPA und dem MCM-Komplex entdeckt (Saha et al. 1998b, Zou
und Stillman 2000, Kamimura et al. 2001, Uchiyama et al. 2001b). Mit Two-Hybrid-Assays konnten fur
murines Cdc45p Interaktionen mit MmOrc1p, MmOrc6p, MmMcm3p, MmMcm6p und MmMcm7p
nachgewiesen werden (Kneissl et al. 2003).

Die Assoziation von Cdc45p mit den DNA-Polymerasen und mit dem MCM-Komplex lasst vermuten,
dass Cdc45p die Funktion dieser Komponenten koordiniert. Die Interaktion mit RPA kénnte Cdc45p
an der Replikationsgabel verankern. Untersuchungen in S. cervisiae deuten darauf hin, dass
ScCdc45p mit den DNA-Polymerasen an der Replikationsgabel colokalisiert ist (Aparicio et al. 1999).
ScCdc45p-Mutanten weisen Defekte bei der Initiation der DNA-Replikation und dem Fortschreiten der
Replikationsgabeln bei nicht-permissiver Temperatur auf (Tercero et al. 2000). Die
Chromatinassoziation und die Expression von Cdc4b5p st =zellzyklusabhangig. Das

Expressionsmaximum von ScCdc45p liegt am G1/S-Ubergang. Zur gleichen Zeit ist ScCdc45p im préa-

30



EINLEITUNG

RC an OBR-DNA gebunden und scheint bei Fortschreiten der S-Phase wie der MCM-Komplex mit der
Replikationsgabel zu wandern (Aparicio et al. 1997). Cdc45p wird, ahnlich wie der MCM-Komplex,
beim Durchlaufen der S-Phase vom Chromatin freigesetzt. Dies lasst vermuten, dass die Cdc45p-
Freisetzung auch die Reinitiation der DNA-Replikation nach abgeschlossener S-Phase verhindert
(Saha et al. 1998b).

Die Assoziation von Cdc45p mit Chromatin ist Cdk-abhangig (Zou und Stillman 1998, Walter und
Newport 2000). Die Menge an Origin-gebundenem Cdc45p nimmt mit steigender Cdk-Aktivitat stark
zu. Inhibition der Cdk-Aktivitdt in Xenopus-Eiextrakten verhindert das Binden von XICdc45p an

Chromatin (Mimura und Takisawa 1998).

1.5.7 DER DNA-POLYMERASE a/PRIMASE-KOMPLEX

Der humane DNA-Polymerase a/Primase-Komplex (Pol a/Primase), der aus vier Untereinheiten
(p180, p70, p58 und p48) besteht, ist in Eukaryonten hoch konserviert (Bullock et al. 1991). Die
katalytische Aktivitat des Komplexes wird der Untereinheit p180 zugeordnet, die Primaseaktivitat der
Untereinheit p48. Die Untereinheit p58 reguliert die Stabilitat und die Aktivitdat der Pol a/Primase
(Santocanale et al. 1993, Bakkenist und Cotterill 1994, Stadlbauer et al. 1994, Longhese et al. 1996,
Copeland und Tan 1995). Die Untereinheit p70 hingegen ist fir Aufbau des Primosoms und die
Initiation der DNA-Replikation essentiell, obwohl sie keine enzymatische Aktivitat besitzt (Nasheuer et
al. 1991, Collins et al. 1993, Foiani et al. 1994). Untersuchungen haben gezeigt, dass die Pol
a/Primase im Schnitt 40 Nukleotide lange RNA-DNA-Primer synthetisiert, deren erste zehn Nukleotide
aus Ribonukleotiden bestehen, wahrend die restlichen Desoxyribonukleotide sind (Matsumoto et al.
1990, Nethanel und Kaufmann 1990, Murakami et al. 1992). Dieses Heterooligonucleotid dient als
Primer fir die Elongation entlang des Leitstranges und der einzelnen Okazaki-Fragmente des
Folgestranges (Weinberg und Kelly 1989, Tsurimoto und Stillman 1990, Waga und Stillman 1994,
Waga und Stillman 1998).

Die Untereinheiten p180 und p70 der humanen Pol a/Primase werden in vitro von Cyclin/Cdk-
Komplexen phosphoryliert. Wahrend die Phosphorylierung der Pol a/Primase durch CyclinE/Cdk2 und
CyclinB/Cdk1 keinen Einfluss auf die Pol a/Primase-Aktivitat hat, fuhrt eine Phosphorylierung durch
CyclinA/Cdk2 in vitro zur Inaktivierung der Pol a/Primase (Voitenleitner et al. 1997). Im Gegensatz
dazu, fuhrt eine Phosphorylierung von Pol a/Primase durch CyclinE/Cdk2 zu einer zweifachen
Zunahme der SV-40-DNA-Replikationsaktivitat in vitro. Phosphopeptid-Kartierungen der Untereinheit
p68 in G1/S-Phase-Zellen in vivo gleichen denen bei der die Untereinheit p68 durch CyclinE/Cdk2 in
vitro phosphoryliert wurde. Die Phosphopeptid-Kartierungen der Untereinheit p68 in G2-Phase-Zellen
hingegen ahnelt denen, die nach Phosphorylierung der Untereinheit p68 durch CyclinA/Cdk2 in vitro
erstellt wurden (Voitenleitner et al. 1997). Daraus wurde gefolgert, dass die Inaktivierung der Pol
a/Primase durch CyclinA/Cdk2 Teil des Kontrollsystems sind, durch das eine Re-Replikation der DNA

wahrend der S-Phase verhindert wird.
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1.5.8 DIE CbCc7/DBF4-PROTEIN-KINASE

1.5.8.1 ENTDECKUNG DES CDC7/DBF4-KOMPLEX IN S.CEREVISIAE

Cdc7 ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase die fur die Initiation der DNA-Replikation essentiell ist. Das
CDC7-Gen wurde 1973 erstmals von Hartwell in einer S. cerevisiae-Mutante identifiziert, die unter
nicht-permissiven Bedingungen mit Defekten in der Initiation der DNA-Replikation an der G1/S-Grenze
arretierte (Hartwell 1973, Sclafani et al. 1994). Die genetische Charakterisierung mutanter ScCDC7-
Allele deutete darauf hin, dass dieses Protein erst spat in der Initiation seine Funktion austbt. Die
Mutante zeigte einen ,hantelférmigen® Phanotyp, typisch fir einen Defekt der DNA-Synthese oder der
Kernteilung (Byers und Goetsch 1974). Das einzigartige dieser CDC7-Mutante war, dass ihre
Expression, im Gegensatz zu den damals bekannten CDC-Mutanten, nach Austben ihrer Funktion fir
das Durchlaufen der S-Phase nicht mehr benétigt wurde. Versuche zeigten, dass ScCdc7 seine
Funktion erst sehr spéat in G1 ausibt, denn Cycloheximid hemmt die Initiation der DNA-Replikation
und das Fortschreiten der S-Phase bei CDC7-Temperatur-sensitiven Mutanten nicht, wenn es nach
einem Shift von restriktiver zu permissiver Temperatur zugegeben wird (Hereford und Hartwell 1974).
Diese Ergebnisse liessen darauf schliefen, dass ScCDC7 seine essentielle Funktion in einem
schmalen Fenster am Ende der G1-Phase und Beginn der S-Phase austibt. Neuere Untersuchungen
deuten jedoch darauf hin, dass die Cdc7-Kinase, neben ihrer Funktion als Regulator am G1/S-
Ubergang, fiir die Aktivierung einzelner Origins wahrend der gesamten S-Phase bendtigt wird
(Bousset und Diffley 1998, Donaldson et al. 1998). Das ScCdc7-Gen codiert fir eine Serin/Threonin-
Protein-Kinase, die alle elf Kinase-Domanen (I-XI) enthalt, die charakteristisch fir diesen Kinase-Typ
sind (Patterson et al. 1986, Hanks et al. 1988).

Das DBF4-Gen wurde erstmals bei einem Screen nach Hefe-Mutanten identifiziert, die mit
hantelformigen Phanotyp arretieren. Wie bei CDC7, konnte gezeigt werden, dass DBF4 in die
Initiation der DNA-Replikation verwickelt sein muss, denn Temperatur-sensitive dbf4-Mutanten flhren
bei restriktiver Temperatur zu einem &hnlichen Zellzyklus-Block wie die cdc7(ts)-Mutanten.

DBF4 ist die Abklrzung fir ,dumbbell former* und beschreibt diesen Phanotyp der Mutante (Johnston
und Thomas 1982a,b). Somit sind die Phanotypen der beiden cdc7- und dbf4-Mutanten nahezu
identisch, was darauf schlielen Iasst, dass sie eine gleiche oder eine zusammenhangende Funktion
ausuben. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass Uberexprimiertes DBF4 Temperatur-sensitive
cdc7-Allele unterdriicken kann und umgekehrt Uberexprimiertes CDC7 die dbf4(ts)-Allele. Aulterdem
haben Untersuchungen gezeigt, dass cdc7-dbf4-Doppelmutanten letal sind (Kitada et al. 1992). Mit
Two-Hybrid-Assays konnte eine direkte Interaktion zwischen Cdc7 und Dbf4 nachgewiesen werden
(Jackson et al. 1993, Dowell et al. 1994, Hardy und Pautz 1996). Diese Ergebnisse, zusammen mit
der Entdeckung, dass die Cdc7-Kinaseaktivitat Dbf4-abhangig ist (Yoon et al. 1993), deuteten darauf

hin, dass DBF4 flr einen Aktivierungsfaktor der Cdc7-Kinase codiert.
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1.5.8.2 IDENTIFIZIERUNG HOMOLOGER CDC7/DBF4-KOMPLEXE IN WEITEREN EUKARYONTEN

Die erste Cdc7-verwandte Kinase wurde aufgrund struktureller Ahnlichkeiten in Schizosaccharomyces
pombe identifiziert (Masai et al. 1995). Untersuchungen zeigten, dass das hsk1'-Gen (homologue of
CDC7 (seven) kinase 1) fur die DNA-Replikation essentiell ist und dass eine Null-Mutante eine
verfrihte Mitose ohne vorher durchlaufene S-Phase zeigt. Das Hsk1-Protein weist in den
konservierten Kinase-Doméanen eine etwa 60%ige Homologie zu der S. cerevisiae Cdc7-Kinase auf,
allerdings flhrt seine Expression in cdc7(ts)-Mutanten bei Temperatur-sensitivem Wachstum zu
keinem ,Rescue‘. Eine weitere strukturell verwandte Kinase in S. pombe ist spo4’. Diese
Serin/Threonin-Kinase enthalt zwei Insertsequenzen zwischen den Kinase-Domanen und ist zu 60%
homolog zu ScCdc7 (Nakamura et al. 2002). Im Gegensatz zu hsk1” ist spo4” fiir das vegetative
Wachstum nicht essentiell, Mutanten haben aber einen Defekt in der Sporulation. Auf Basis
struktureller Ahnlichkeiten mit den beiden Hefe-Cdc7-Kinasen konnten mittlerweile cDNAs isoliert
werden, die fUr die Xenopus laevis- (Sato et al. 1997) Mus musculus- (Faul et al. 1998) und humanen
(Jiang und Hunter 1997) Cdc7-verwandten Kinasen codieren. Das humane wie auch das murine
Cdc7-Protein weist in den konservierten Kinase-Doméanen eine etwa 44%ige Ubereinstimmung mit
dem S. cerevisiae-Homologen auf.

Putative ScDbf4-Homologe wurden mit Hilfe von Two-Hybrid- und Datenbank-Screenings identifiziert.
In S. pombe wurde das homologe dfp1* erstmals von Brown und Kelly (1998) als assoziiertes Protein
in einem aufgereinigten Hsk1-Kinasekomplex beschrieben. Die Autophosphorylierungsaktivitat der
Hsk1-Kinase wird durch Dfp1 nicht signifikant stimuliert, die Phosphorylierung exogener Substrate
hingegen schon. Daraus kann gefolgert werden, dass Dfp1 die Substratspezifitdt der Hsk1-Kinase
modifiziert. Dasselbe Protein, Him1 (Hsk1 interacting molecule 1) genannt, wurde unabhangig davon
mittels Two-Hybrid-Screening identifiziert (Takeda et al. 1999). Dfp1/Him1 sind fur die Lebensfahigkeit
von S. pombe essentiell und Null-Mutanten arretieren mit einem 1C DNA-Gehalt (Brown und Kelly
1999, Takeda et al. 1999). AuRerdem wurde in S. pombe spo6”, ein weiteres Dbf4-verwandtes Protein
entdeckt, das zusammen mit spo4” einen aktiven Kinase-Komplex ausbildet (Nakamura et al. 2002).
Auch in Xenopus laevis (Furukohri et al. 2003), Mus musculus (Lepke et al. 1999) und Mensch
wurden ScDbf4-verwandte Proteine entdeckt. Das humane Dbf4-Homologe wurde ASK (activator for
S phase kinase; Kumagai et al. 1999) bzw. HsDbf4 (Lepke et al. 1999, Jiang et al. 1999) benannt.
Putative Dbf4-Homologe wurden ebenfalls in Aspergillus, Drosophila und Zwerghamster identifiziert
(James et al. 1999, Landis und Tower 1999, Guo und Lee 2001).
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Tab. 1: Cdc7-Dbf4 verwandte Untereinheiten verschiedener Eukaryonten:

Spezies Katalytische Untereinheit Regulatorische Untereinheit
Saccharomyces cerevisiae CDC7 (508 aa) DBF4 (695 aa)
Schizosaccharomyces pombe hsk1* (508 aa) dfp1°/him1” (545 aa)
spod” (429 aa) spo6” (474 aa)
Aspergillus nidulans nimO (647 aa)
Drosophila melanogaster Chiffon (1695 aa)
Xenopus laevis XeCdc7 (483 aa) XeDbf4 (661 aa)
Cricetulus griseus CgCdc7 (573 aa) CgDbf4 (664 aa)
Rattus norvegicus RnCdc7 (607aa) RnDbf4 (676 aa)
Mus musculus MmCdc7 (564 aa) MmDbf4 (663 aa)
Homo sapiens HsCdc7 (574 aa) HsDbf4 oder HsASK(674 aa)

1.5.8.3 KONSERVIERTE MOTIVE DER CDC7- UND DBF4-UNTEREINHEITEN

Alle ScCdc7-homologen Proteine sind Serin/Threonin-Kinasen, die elf Kinase-Domanen (I-XI)
enthalten, die charakteristisch fir diesen Kinasetyp sind (Patterson et al. 1986, Hanks et al. 1988).
Einzigartig bei allen Homologen ist das Vorhandensein von drei Insertsequenzen zwischen den
Kinase-Domanen | und Il, VIl und VIII, X und XI (Faul et al. 1998, Masai et al. 1995). Phylogenetisch
werden daher alle ScCdc7-verwandten Kinasen in eine neue Serin/Threonin-Proteinkinase-Sub-
Familie, die Cdc7-Kinase-Familie eingeordnet (Hanks et al. 1988, Sato et al. 1997). Die Lange und
Sequenz dieser Kinase-Insert-Sequenzen ist bei den verschiedenen Spezies nicht konserviert. Das
Kinase-Insert | ist bei den héheren Eukaryonten im Vergleich zu den beiden Hefen nur sehr kurz,
dafir sind aber die Kinase-Inserts Il und Il ungewodhnlich lang. Auffallig ist der C-terminale ,Schwanz",
der sich bei S. cerevisiae und S. pombe an die Kinase-Domanen anschlie3t. Diese Region fehlt bei
den héheren Eukaryonten (Masai et al. 1999). Humanes Cdc7p besitzt keine NLS (nuclear localization
signal). Trotzdem akkumuliert es in der frihen G1-Phase im Kern. Dies deutet auf einen anderen noch
unbekannten Transportmechanismus hin (Sato et al. 2003).

Obwohl ScDbf4 und seine Homologen in anderen Eukaryonten alle periodisch im Zellzyklus die
Kinaseaktivitat der katalytischen Doméane aktivieren, ist deren Sequenzhomologie nur aufderst gering.
So stimmt die Aminosauresequenz des ScDbf4 nur zu 25% mit der des S. pombe Him1/Dfp1 Uberein.
Humanes Dbf4 zeigt mit Ausnahme zweier kleiner Aminosauresequenzen am N-Terminus, dem Motiv-
N und Motiv-M, und einer kleinen Aminosauresequenz am C-Terminus, dem Motiv-C, keine
Sequenzubereinstimmung mit ScDbf4. Diese Motive sind aber bei den Dbf4-Homologen konserviert
(Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999, Masai und Arai 2000). Untersuchungen haben gezeigt, dass
das Motiv-M (ein neues Prolin-reiches Motiv) und das Motiv-C (ein C,Hx-Zinkfinger-Motiv) fir die
Kinaseaktivierung und Funktionen in der Mitose essentiell sind (Ogino et al. 2001). In Dfp1/Him1

binden Peptide die das Motiv-M bzw. das Motiv-C enthalten einzeln an Hsk1, fiir die Kinaseaktivierung
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ist aber die Assoziation beider Peptide mit Hsk1 nétig. Gleiche Resultate ergaben Untersuchungen an
humanem ASK. Ein Peptid das beide Motive enthalt, wie auch einzelne Peptide mit je einem der
beiden Motive, aktivieren HsCdc7 (Masai und Arai 2002). Dies deutet auf eine neue Art der
Kinaseaktivierung durch Bindung seiner regulatorischen Untereinheit Uber Bindungsstellen hin.
Versuche mit Him1/Dfp1-Deletionsmutanten zeigten, dass das Motiv-C fiir die Lebensfahigkeit und die
Kinaseaktivierung essentiell ist. Dies stimmt damit Gberein, dass die C-terminale Region des ScDbf4,
die das C-Motif enthalt, essentiell ist und mit ScCdc7 im Two-Hybrid-Assay interagiert (Kitada et al.
1992, Hardy und Pautz 1996). Das Dbf4-Motiv-N hingegen wird weder fur die Kinaseaktivierung noch
fir die Mitose bendétigt, scheint aber fir die Chromatinassoziation essentiell zu sein. Him1-
Deletionsmutanten, denen das Motiv-N fehlt, sind sensitiver fir Hydroxyharnstoff und DNA-
schadigende Agentien (Takeda et al. 1999). In One-Hybrid-Assays mit Dbf4 und Replikations-
Originsequenzen in S. cerevisiae flihrte die Motiv-N-Deletion zu einem Verlust der Spezifitat der
Origin-Interaktion (Ogino et al. 2001). Dies deutet darauf hin, dass das Motiv-N an der Interaktion des
Dbf4-Proteins mit der Replikationsmaschinerie beteiligt ist. Humanes ASK-Protein ist im Kern
lokalisiert (Kumagai et al. 1999). Zwei kurze Aminosauresequenzen am C-Terminus des Motif-C und
am N-Terminus des Motif-M sind fur diese Lokalisation essentiell (Sato et al. 2003). Murines Dbf4p
besitzt drei NLS (nuclear localization signals). Die humanen und murinen DBF4-Homologen besitzen
aullerdem je zwei PEST-Sequenzen welche die Zellzyklus-abhangige Degradation des Proteins

vermitteln (Lepke et al. 1999).

1.5.8.4 EXPRESSION DER CDC7- UND DBF4-UNTEREINHEITEN IM ZELLZYKLUS

Die Dbf4-Expression in S. cerevisiae steigt in spater G1-Phase und friher S-Phase an, wahrend G2-
Phase und Mitose nimmt sie ab (Chapman und Johnston 1989). Die Dbf4-Promotor-Region enthalt
eine Mlu1-Box. Dies deutet darauf hin, dass die Dbf4-Transkription durch den Transkriptionsfaktor
MBF reguliert wird (Moll et al. 1992, lyer et al. 2001). Die Regulation des Dbf4-Proteinlevels erfolgt vor
allem durch Anderung der Stabilitiat des Dbf4-Proteins wahrend des Zellzyklus. Das Dbf4-Protein ist in
Hefestdmmen, bei denen Gene die fir Untereinheiten des APC (anaphase promoting complex)
codieren mutiert wurden, im Vergleich zum Wildtyp stabilisiert (Oshiro et al. 1999, Weinreich und
Stillman 1999, Ferreira et al. 2000). Dies deutet darauf hin, dass die Abnahme der Dbf4-Proteinmenge
wahrend G2-Phase und Mitose auf eine APC-abhangige Degradation zurlick geht. Auch die Mutation
der N-terminalen Destruction-Box stabilisiert das Dbf4-Protein (Ferreira et al. 2000).

Die Expression der regulatorischen Untereinheiten in S. pombe und Saugern wird auf die gleiche
weise reguliert (Brown und Kelly 1999, Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999). Die Protein-Menge
von Dfp1/Him1 und ASK ist wahrend der Mitose und der frihen G1-Phase sehr niedrig. Er steigt am
G1/S-Ubergang stark an und bleibt wahrend der gesamten S-Phase auf diesem hohen Level. Die
Transkription der regulatorischen Untereinheiten oszilliert ebenfalls im Zellzyklus, mit einem Anstieg
der Transkripte wahrend der gesamten G1-Phase und ihrer Abnahme in der G2-Phase. Da auf
Proteinebene in der G1-Phase nur sehr geringe Expression nachzuweisen ist, die Transkription in

dieser Phase aber bereits aktiviert ist, kann gefolgert werden, dass die Regulation auf Ebene der
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Protein-Menge erfolgt (Brown und Kelly 1999, Takeda et al. 1999). Die Promotorregion des humanen
ASK-Gens enthalt mehrere E2F- und Sp1-Bindungstellen. Die Transkription kann durch ectopische
E2F-Expression aktiviert werden (Jung et al. 2003).

Die Expression der katalytischen Untereinheit ist wahrend des Zellzyklus relativ konstant (Sato et al.
1997). Dies gilt auch fir den Cdc7-mRNA-Level, obwohl die hsk1™-mRNA-Menge wéhrend des
Zellzyklus leicht oszilliert (Takeda et al. 1999). Die Cdc7-Transkription wird sowohl durch Stimulation
mit Wachstumsfaktoren, als auch durch den Transkriptionsfaktor E2F aktiviert. Der Promotor enthalt
drei E2F-Sites und eine Sp1-Site (Kim et al. 1998). Auch im Gehirn der Maus lassen sich sowohl die
MmCdc7-mRNA als auch das Protein nachweisen (Jiang und Hunter 1997, Sato et al. 1997, Kim et al.
1998). Die MmCdc7-Polypeptide im Gehirn unterscheiden sich von denen, die in anderen Geweben
gefunden wurden. Die Rolle der Cdc7-Kinase in nicht-proliferierenden Hirn-Zellen ist bisher noch nicht
bekannt. Dbf4 hingegen kann im Gehirn weder auf Transkriptions- noch auf Proteinebene

nachgewiesen werden (Masai und Arai 2002).

1.5.8.5 ZELLZYKLUS-ABHANGIGE REGULATION DER KINASEAKTIVITAT

Die Cdc7-Kinaseaktivitat die sowohl in Hefe, als auch in Saugern Zellzyklus reguliert wird,
korrespondiert mit dem Level der regulatorischen Untereinheit. Sie steigt am G1/S-Ubergang stark an,
bleibt wahrend der gesamten S-Phase auf diesem hohen Level und nimmt in der G2-Phase wieder ab
(Jackson et al. 1993, Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999, Brown et al. 1999). Phosphorylierung
ist eine weitere posttranslationale Modifikation, die fir die Aktivierung vieler Enzyme nétig ist. Eine
solche Modifikation scheint auch fur die Aktivierung der Cdc7-Kinase nétig zu sein, denn Cdc7 ist ein
Phosphoprotein und wird in vivo phosphoryliert. Diese Phosphorylierung kann durch in vivo-*p-
Markierung von S. cerevisiae-Zellen, die gro3e Mengen Cdc7p exprimieren, nachgewiesen werden.
Bei Phosphopeptid-Kartierung von ¥p_markiertem CDC7p lassen sich nach der Hydrolyse des
Proteins vier markierte Peptide. Daraus kann geschlossen werden, dass das ScCdc7-Protein in vivo
an mindestens vier Stellen phosphoryliert wird (Yoon et al. 1993). ScCdc7 besitzt einen Threoninrest
an Position 281(T281) der Teil einer Cdk-Konsensussequenz ist. Dieser Rest ist auch in héheren
Eukaryonten konserviert. Eine Mutation dieses Threoninrestes zu Alanin resultiert in stark reduzierter
Kinaseaktivitdt des Komplexes (Buck et al. 1991). HsCdc7 enthalt vier Cdk-Konsensussequenzen,
von denen T367 homolog zu T281 in ScCdc7 ist. Auch die Mutierung dieses Aminosaurerestes zu
Alanin fiihrt zu einem Kinase-Komplex mit stark verminderter Kinaseaktivitat, was darauf hindeutet,
dass die Kinase durch Phosphorylierung dieses Restes aktiviert wird. Diese Annahme wird auch
dadurch bestarkt, dass CyclinE/Cdk2, CyclinA/Cdk2 und CyclinB/Cdc2 T367 in vitro phosphorylieren
(Masai et al. 2000). Eine Regulation der HsCdc7-Kinase durch Cdks ist daher sehr wahrscheinlich.

Dfp1/Him1 wie auch ASK sind wahrend der S-Phase hyperphosphoryliert. Die Kinasekomplexe
autophosphorylieren in vitro beide Untereinheiten. Hsk1 phosphoryliert mehrere Serin- und Threonin-
Reste seiner assoziierten regulatorischen Untereinheit (Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999) . Die

funktionelle Bedeutung dieser Modifikation ist noch unbekannt.
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1.5.8.6 SUBSTRATE DES CDC7/DBF4-KOMPLEX

In S. pombe sind beide Untereinheiten in Chromatin-Fraktionen nachweisbar, obwohl sie nicht durch
Nuklease-Behandlung extrahiert werden kénnen. Dies deutet auf eine Assoziation der Cdc7-Kinase
mit Kernstrukturen hin (Takeda et al. 1999). Auch in S. cerevisiae sind die Cdc7- und Dbf4-
Untereinheiten wahrend der S-Phase mit dem Chromatin assoziiert (Pasero et al. 1999, Weinreich
und Stillman 1999). Humanes Cdc7p bindet bereits in der frihen G1-Phase an Chromatin, ein
humanes GFP-ASK-Fusionsprotein hingegen erst spat in der G1-Phase (Sato et al. 2003). One-
Hybrid-Assays zeigten, dass ScCdc7p mit chromosomalen Origins interagiert (Dowell et al. 1994).
Interaktionen von Dbf4p mit Komponenten des Replikationskomplexes in Two-Hybrid-Assays, als
auch der biochemische Nachweis seiner Chromatinassoziation, deuten darauf hin, dass die Substrate
der Cdc7-Kinase Komponenten der Replikationskomplexe sind. /n vitro Kinase-Assays zeigten, dass
Untereinheiten des MCM-Komplexes Substrate der Cdc7-Kinase sind (Sato et al. 1997). In S.
cerevisiae konnte mit Two-Hybrid- und Kinase-Assays gezeigt werden, dass Mcm2p das
physiologisch wichtigste Substrat des Cdc7p/Dbf4p-Komplexes ist (Lei et al. 1997). Der gereinigte S.
pombe Hsk1-Kinasekomplex phosphoryliert in vitro spezifisch das Mcm2-Protein eines gereinigten
MCM-Komplexes (Brown et al. 1998). Mcm2p wird sowohl von Saugern als auch in Xenopus-
Eiextrakten phosphoryliert (Jares und Blow 2000). Hyperphosphorylierte Mcm2p-Formen treten
sowohl in Hefe als auch in Sdugern vor allem wahrend der S-Phase auf und diese Phosphorylierung
wird in vivo durch die Cdc7-Kinase vermittelt (Lei et al. 1997). Somit scheint das Mcm2-Protein das
wichtigste physiologische Target-Protein der Cdc7-Kinase in allen bisher untersuchten
eukaryontischen Zellen zu sein. Ein weiteres Indiz fur die Cdc7-Mcm-Interaktion lieferte die Isolation
einer bob1-Mutante in S. cerevisiae, ein Suppressor einer cdc7-Mutation und seine Identifizierung als
MCMS5-Allel. Der bob1-Wildtyp arretiert bei Cdc7p-Abwesenheit in spater G1-Phase vor Initiation der
DNA-Replikation. Es wird daher vermutet, dass Cdc7p spat in G1 den Mcm5p-Block aufhebt oder
umgeht (Jackson et al. 1993, Hardy et al. 1997). Versuche mit aus HelLa-Zellen aufgereinigtem MCM-
Komplex zeigten, dass nur der MCM4-6-7-Komplex Helikaseaktivitat besitzt. Der Helikasekomplex
besteht aus einem Dimer des trimeren MCM4-6-7-Komplex und bildet eine ringartige Struktur um die
DNA, ahnlich wie viele hexameren Helikasen. MCM2 inhibiert die Helikaseaktivitat des MCM4-6-7-
Komplexes durch Ausbildung eines tetrameren Komplexes (Ishimi 1997, Sato et al. 2000). Der
humane Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex phosphoryliert sowohl freies MCM2 als auch den MCM2-4-6-7-
Komplex in vitro. MCM4 und MCM6 im MCM2-4-6-7-Komplex werden ebenfalls in vitro phosphoryliert,
allerdings wesentlich schwacher (Masai et al. 2000). Durch Phosphopeptid-Kartierung von Cdc7-
Kinase in vitro phosphorylietem Mcm2p konnte gezeigt werden, dass mehrere Aminosaurereste des
Mcm2-Proteins phosphoryliert werden (Masai und Arai 2002). Dephosphorylierung von Mcm2p vor
dem Kinaseassay fuhrt dazu, dass es nicht mehr von dem Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex in vitro
phosphoryliert werden kann. Dies deutet darauf hin, dass eine Vorphosphorylierung des Mcm2p-
Substrats fur die Targetsite-Erkennung der Cdc7-Kinase nétig ist (Kihara et al. 2000, Masai et al.
2000). Die Effizienz der Mcm2p-Phosphorylierung durch die Cdc7-Kinase wird durch
Vorphosphorylierung des Mcm2p-Substrats mit Cdk2 in vitro stark erhoht. Dies gelingt allerdings nicht
mit freiem Mcm2p, sondern nur im Komplex MCM2-4-6-7 (Masai et al. 2000). Diese Ergebnisse
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deuten darauf hin, dass Cdk und Cdc7-Kinase gemeinsam bestimmte Aminosaurereste des Mcm2-
Proteins im Komplex zur Initiation der DNA-Replikation phosphorylieren.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Originaktivierung durch den Cdc7p/Dbf4p-
Kinasekomplex auch weitere Komponenten des pra-replikativen Komplexes benétigt. So ist fur das
Laden von Cdc45p auf das Chromatin sowohl Cdc7p als auch Cdk nétig (Jares und Blow 2000, Walter
und Newport 2000, Zou und Stillman 2000). Die Phosphorylierung des MCM-Komplexes durch Cdc7p
und/oder Cdk kénnte die Assoziation mit Cdc45p entweder direkt oder Uber andere Proteine auslésen
und somit zum Laden der DNA-Polymerasen auf den pra-RC fuhren (Uchiyama et al. 2001a,b). In S.
cerevisiae ist die Funktionsfahigkeit der Cdc7-Kinase mit dem Auftreten spezifischer
nukleasesensitiver Sites nahe den Originsequenzen verknipft (Geraghty et al. 2000). Dies lasst
vermuten, dass die Phosphorylierung spezifischer Komponenten des pra-RC zu einer strukturellen
Anderung des Origins fiihrt, die fiir die Initiation der DNA-Replikation nétig ist. Diese Cdc7-abhéangigen
Strukturen werden verfriht in der G1-Phase bei der bob71-Mutation beobachtet. Dies deutet darauf hin,
dass die Cdc7-MCM-Interaktion diese strukturelle Veranderung zu Beginn der DNA-Replikation
vermittelt.

Durch Two-Hybrid-Interaktionsstudien mit Komponenten des murinen pré-RC konnten weitere
potentielle Substrate identifiziert werden. DBF4 interagiert mit ORC1, -2, -5 und —6. Diese in vivo
beobachteten Interaktionen von ORC2 und ORC6 mit DBF4 konnten durch Coimmunoprazipitationen
in vitro bestatigt werden. Weitere Immunprazipitationen zeigten, dass ORC4 auch mit DBF4
interagiert. DBF4 interagiert im Two-Hybrid-Assay auflerdem mit MCM2, -3, -4 und —7. Fir CDC7
wurden Interaktionen mit ORC1, -6 und MCM2, -4, -5, —7 beschrieben (Kneiss| et al. 2003). In S.
cerevisiae konnte in einem Two-Hybrid-Assay eine Interaktion zwischen CDC7 und ORC2

nachgewiesen werden (Hardy und Pautz 1996).

1.5.8.7 DIE ROLLE DER CDC7-KINASE IN DER MEIOSE

Untersuchungen von cdc7(ts)-Mutanten in S. cerevisiae zeigten, dass Cdc7 auch in der Meiose eine
wichtige Funktion austbt (Sclafani et al. 1988). cdc7(ts)/cdc7(ts) diploide Zellen koénnen bei
semipermissiver Temperatur keine Ascosporen mehr ausbilden. Die Sporulation ist in diesen
Mutanten in diploiden Zellen arretiert, wahrscheinlich aufgrund eines beeintrdchtigen Synaptonemal-
Komplexes (Buck et al. 1991). Auch in S. pombe wird hsk1® fiir die Meiose benétigt. Sticksoff-
Starvation eines hsk1(ts)/hsk1(ts) diploiden Stammes fiihrt zur Ausbildung defekter Sporen mit nur
einem Ascus. Die Analyse des DNA-Gehalts nach der Stickstoff-Starvation zeigt, dass die pra-
meiotische DNA-Replikation in hsk1(ts)/hsk1(ts) diploiden Zellen komplett geblockt ist. Dies deutet auf
eine Funktion von Hsk1 bei der Initiation und dem Durchlaufen der pra-meiotischen DNA-Replikation
hin (Masai und Arai 2002). In Saugern werden Ubereinstimmend mit der konservierten Funktion von
Cdc7 wahrend der Meiose sowohl die Cdc7- als auch die Dbf4-mRNAs sehr stark im Hoden exprimiert
(Sato et al. 1997, Jiang et al. 1999, Kumagai et al. 1999).
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1.5.8.8 DIE ROLLE DER CDC7-KINASE BEI DER DNA-REPLIKATIONS-CHECKPUNKT-KONTROLLE

Die temperatursensitive S. pombe hsk1-Mutante hsk7-89 kann keine Kolonien bei Temperaturen Gber
30°C bilden. Bei dieser Mutante sind drei konservierte Aminosduren in der C-terminalen
Kinasedomane substituiert, wodurch die Kinaseaktivitat sehr stark vermindert wird. Die Mutante zeigt
eine erhdhte Sensitivitat gegentber Hydroxyharnstoff (Takeda et al. 2001). hsk7-89 bildet nach einem
S-Phase-Arrest mit Hydroxyharnstoff cut-Zellen mit einem DNA-Gehalt < 1C aus. Dies deutet auf
einen Verlust der Replikations-Checkpunkt-Kontrolle hin. Die Aktivierung der Cds1-Kinase, die
normalerweise durch Nukleotidmangel aufgrund der Hydroxyharnstoffoehandlung induziert wird, ist in
hsk1-89 sogar bei permissiver Temperatur stark reduziert. Die Cds1-Kinase in S. pombe ist homolog
zu Rad3, einer ATM-verwandten Kinase die essentiell fiir die DNA-Replikation und die DNA-Damage-
Checkpunkt-Regulation in S. cerevisiae ist. ScDbf4 und SpDfp1/Him1 werden aufgrund eines S-
Phase-Arrests nach Hydroxyharnstoffbehandlung hyperphosphoryliert. Dies beruht auf der Rad53-
Kinase in S. cervisiae und der Cds1-Kinase in S. pombe (Brown und Kelly 1999, Takeda et al. 1999,
Weinreich und Stillman 1999). Die gleiche Hyperphosphorylierung wird bei der Hsk1-Kinase unter
identischen Bedingungen beobachtet (Snaith et al. 2000). Cds1 kann Hsk1 und Dfp1/Him1 in vitro
phosphorylieren. Die Cds1-abhangige Hyperphosphorylierung des Dfp1/Him1-Proteins tritt nicht in der
hsk1-89-Mutante auf, Ubereinstimmend mit der essentiellen Funktion von Hsk1 bei Checkpoint-
Responses. Dies deutet darauf hin, dass Hsk1 an der Signaltransduktion des DNA-Replikations-
Checkpunktes beteiligt ist. In S.cerevisiae wird die Cdc7-Dbf4-Kinase durch Phosphorylierung der
Dbf4-Untereinheit durch die Rad53-Kinase inaktiviert (Kihara et al. 2000). Dadurch wird
wahrscheinlich nach einem Hydroxyharnstoff-vermittelten S-Phase-Arrest die Aktivierung weiterer
Origins verhindert. Auch die Aktivitat der Cdc7-Kinase wird nach einem Hydroxyharnstoff-Block
herunterreguliert (Weinreich und Stillman 1999).

1.6 DIE ,,POLO-LIKE KINASES* (PLKS)

.Polo-like kinases“ (Plks) sind eine Unterfamilie der Serin/Threonin-Protein-Kinasen, strukturell
verwandt mit dem polo-Genproduct von D. melanogaster. Mutationen in polo fiihren zu abnormaler
mitotischer und meiotischer Teilung aufgrund fehlerhafter Ausbildung des Spindelapparates. Dieser
Defekt flhrt zur Bildung polyploider Zellen. Drosophila-Mutanten, die homozygot fiir ein starkes polo
Allel sind, sterben als Larven (Sunkel und Glover 1988, Llamazares et al. 1991). Larven mit
schwacheren mutierten Allelen haben verschiedene Defekt in der Mitose, wie z.B. kondensierte
Chromosomen mit falsch ausgerichteten Mikrotubuli und fehlerhaft organisierten Centrosomen.

In Sdugern konnten vier Plks identifiziert werden: Plk1, PIk2/Snk, PIk3/Prk/Fnk und Sak (Clay et al.
1993, Lake und Jelinek 1993, Hamanaka et al. 1994, Holtrich et al. 1994, Golsteyn et al. 1994). Plk1,
die fir das Durchlaufen der Mitose essentiell ist, reprasentiert das funktionelle Homolog zu D.
melanogaster Polo. Uber die Funktion von PIk2/Snk, PIk3/Prk/Fnk und Sak ist weniger bekannt. lhre
Entdeckung als sogenannte ,immediate early response genes” lasst vermuten, dass sie eine Rolle

beim Durchlaufen des Zellzyklus vor der Mitose spielen (Simmons et al. 1992, Fode et al. 1994,
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Donohue et al. 1995, Li et al. 1996, Lane und Nigg 1997). Untersuchungen der Expression und der
Aktivitdt von PIk3/Prk/Fnk bestatigen diese Vermutung (Ouyang et al. 1997, Chase et al. 1998). Sak
enthalt im Gegensatz zu den anderen Plks, die zwei Polo-Box-Motive besitzen, nur ein Polo-Box-Motiv
(Leung et al. 2002). In den Hefen hingegen ist jeweils nur eine Plk identifiziert worden: Cdc5p in S.
cerevisiae (Kitada et al. 1993) und Plo1p in S. pombe (Ohkura et al. 1995). Auch in D. melanogaster
kommt nur eine Plk (Polo) vor (Llamazares et al. 1991), in Xenopus laevis sind drei verschiedene Plks
(PIx1, PIx2, PIx3) bekannt (Kumagai und Dunphy 1996, Duncan et al. 2001). In C. elegans wurden
zwei Plks (Plc1, Plc2) entdeckt (Ouyang et al. 1999).

1.6.1 FUNKTIONEN DER PLKS IN DER MITOSE

Plks sind fir das Durchlaufen der Mitose und fir die Cytokinese essentiell. Sie vermitteln die
Centrosomen-Reifung (de Carcer et al. 2001, do Carmo et al. 2001, Casenghi et al. 2003), die
Aktivierung von CyclinB/Cdk1 (Abrieu et al. 1998, Kumagai und Dunphy 1996, Quian et al. 2001,
Toyoshima-Morimoto et al. 2001), die Aktivierung der Phosphatase Cdc25C (Kumagai und Dunphy
1996), die Dissoziation des Choesins von den Chromosomen (Alexandru et al. 2001, Sumara et al.
2002), die Disassemblierung des Golgi-Komplexes (Lin et al. 2000, Sutterlin et al. 2001), die Initiaiton
der Anaphase durch Regulation des ,anaphase promoting complex” (Glover et al. 1998, Nigg 1998,
Donaldson et al. 2001) und die Cytokinese durch Beteiligung an der Ausbildung und der

Positionierung der zentralen Spindel (Neef et al. 2003).

1.6.2 KONSERVIERTE MOTIVE DER PLK-HOMOLOGEN

Alle bisher beschriebenen Plks sind Serin/Threonin-Proteinkinasen deren katalytische Doméane N-
terminal lokalisiert ist. Charakteristisch fur die Familie der ,Polo like kinases* ist das Vorkommen eines
kurzen Sequenzmotivs, der sogenannten ,Polo-Box-Domain“ (PBD) im nicht-katalytischen C-
terminalen Bereich. Das Motiv besteht aus zwei kurzen je ~70-80 Aminosaure langen Bereichen, den
sogenannten ,Polo-Boxen® (Aminosarereste 411-492 und 511-592 bei humaner Plk1). Da dieses
Motiv nur in Plks vorkommt, liegt eine Funktion der PBD bei der Regulation dieser Kinasen nahe. Die
Mutation des konservierten Aminosaurerests Tryptophan zu Phenylalanin an Position 414 in der PBD
(W414F) verhindert die Lokalisation der Plk-W414F-Mutante an den Spindelpolen und an den
cytokinetischen ,neck-Filamenten (Lee et al. 1998). Dies lasst darauf schlieen, dass die PBD eine
Funktion als Interaktions-Doméane austbt, und dadurch die katalytische Aktivitdt der Kinase zu
spezifischen subzellularen Kompartimenten dirigiert, wodurch eine effiziente Interaktion mit
physiologischen Substraten oder Aktivatoren ermdglicht wird.

Untersuchungen der Kristallstruktur der PBD humaner Plk1 zeigten, dass beide je 80 Aminosaure
langen Polo-Boxen, obwonhl sie nur eine 12 %ige Sequenzhomologie aufweisen, gleich gefaltet sind
(Cheng et al. 2003, Elia et al 2003b). Beide Doméanen bestehen aus je sechs anti-parallelen -

Faltblatt-Strangen und einer a-Helix (Bsa). Die Co-Kristallitiation der PBD mit einem kurzen an diese
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Region bindenden Phosphopeptid zeigte, dass das Peptid in der Furche zwischen den beiden Polo-
Boxen bindet. Dabei kommt es zu keiner Konformationsanderung der PBD. Das Phosphopeptid
interagiert mit den PBD-Aminosaureresten Trp414, Leu490, His538 und Lys540. Fur die meisten
dieser Aminosaurereste konnte durch friihere Mutationsstudien eine Funktion flir die biologische
Aktivitat der Plk1-Kinase nachgewiesen werden (Lee et al. 1998).

Mit einem ,Proteomic-Screen“ konnte das Konsensus-Motiv, das von der PBD erkannt wird,
identifiziert werden (Elia et al. 2003a). Dieses Motiv (S-(pT/pS)-(P/X)) kommt in vielen mitotischen
Regulatoren wie z.B. Cdc25, Wee1, Myt1, Topoisomerase lla und INCENP vor. Die Protein-
Phosphatase Cdc25 wird wahrend der Mitose in der N-terminalen Region phosphoryliert (Kumagai
und Dunphy 1992). Eine Phosphorylierungsstelle in dieser Region (T130) entspricht dem von der PBD
erkannten Konsensus-Motiv. Plk1 bindet an Wildtyp-Cdc25-Phosphatase, an eine Mutante, deren
Threoninrest an Position 130 durch einen Alanin-Rest (T130A) ersetzt wurde, hingegen nicht (Elia et
al. 2003a). Dies deutet darauf hin, dass die Plk1-Cdc25-Interaktion durch das PBD-Konsensus-Motiv
an Position T130 der Cdc25-Phosphatase vermittelt wird.

PIk1 ist an den Centrosomen und Kinetochoren in der Prophase und am Spindel-Midbody in spaten
Mitosestadien lokalisiert (Lee et al. 1998, Lee et al. 1999). Die PBD, nicht aber die Kinase-Aktivitat, ist
fur die centrosomale Lokalisation der Plk1-Kinase essentiell (Seong et al. 2002). Die Plk1-PBD ist in
permeabilisierten Nocodazol-arretierten U20S-Zellen an den Centrosomen lokalisiert. Diese
Lokalisation wurde durch Inkubation der PBD mit einem dem PBD-Konsensus-Motiv entsprechenden
Phospho-Peptid als Inhibitor verhindert. Bei Inkubation mit einem nicht-phosphorylierten Peptid-
Analogon war dieser Effekt nicht zu beobachten (Elia et al. 2003a). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die PBD eine Phospho-Serin, bzw. Phospho-Threonin-Bindungsdomane darstellt, die die
Lokalisation der Plk1-Kinase an den Centrosomen und Substraten vermittelt.

Mit Untersuchungen, ob mutierte Peptide der humanen Cdc25-Phosphatase Substrate der Plk1-
Kinase sind, konnte die Konsensus-Phosphorylierungssequenz der Plk1 identifiziert werden (Nakajima
et al. 2003). Das Motiv (E/D) X (S/T) ®) enthat eine hydrophobe Aminosaure (®) an Posotion +1 C-
terminal eines Serin- oder Threoninrestes und eine saure Aminosaure an Position —2. Myt1, eine
inhibitorische Kinase des MPF, besitzt am C-Terminus vier der Plk-Phosphorylierungssequenzen.
Wahrend Wildtyp-Myt1 ein in vitro-Substrat der Plk1-Kinase ist, konnte eine Myt1-Mutante deren vier
putative Phosphorylierungsstellen gegen Alanin ausgetauscht wurden (Myt1-4A) in vitro nicht von PIk1
phosphoryliert werden. Wildtyp-Myt1 wird in vivo wahrend der Mitose phosphoryliert, die Myt1-4A-
Mutante hingegen nicht. Daraus kann gefolgert werden, dass die Plk1-Kinase Myt1 in der Mitose an

den putativen Plk-Phosphorylierungsstellen phosphoryliert.

1.6.3 LOKALISATION DER PLK IN DER MITOSE

Alle bisher bekannten Plks sind in friher Mitose mit den Spindelpolen assoziiert (Glover et al. 1998).
Dies ist in sofern sehr bemerkenswert, da die Architektur der MTOCs (microtubule organizing centers)
in unterschiedlichen Organismen und Zelltypen verschieden ist. Die Hefe Homologen Cdc5p und

Plo1p sind in friihen Mitosestadien mit den SPBs (spindle pole bodies) assoziiert (Shirayama et al.
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1998), wahrend der Anaphase ist diese Lokalisation nicht mehr nachweisbar. Sduger-Plks sind von
der Prophase bis zur Anaphase an den Centrosomen lokalisiert (Golsteyn et al. 1995, Lee et al. 1995,
Adams et al. 1998, Logarinho und Sunkel 1998, Qian et al. 1998). In diesem Intervall ist in Drosophila
und Maus zusatzlich eine punktférmige Verteilung der Plk1 an den Centromeren nachweisbar (Wianny
et al. 1998, Logarinho und Sunkel 1998). Die Lokalisation der Sauger-Plks andert sich zu Beginn der
Anaphase. Die Kinasen sind nicht mehr an Centrosomen und Centromeren lokalisiert, sondern sie
akkumulieren in der Spindelmitte. Wahrend der Telophase und der Cytokinese sind Sduger-Plks am
Midbody in der Spaltungsfurche lokalisiert (Glover et al. 1998). Wahrend der Interphase ist die murine
Plk1-Kinase am Centrosom nachweisbar (Lee et al. 1995).

Das Tier-Centrosom ist eine corpuscolare Struktur, zusammengesetzt aus Mikrotubuli-assoziiertem
pericentriolarem Material, das um ein Centriolen-Paar angeordnet ist. In der Sauger-Oocyte gibt es
jedoch keine Centriolen, resultierend in sehr groRen ausgedehnten Polen der meiotischen Spindel
(Maro et al. 1995). Trotz dieser Unterschiede in der Spindelarchitektur ist die murine PIk1 auch in
mehreren Punkten an den groRen Polen der meiotischen Spindel lokalisiert (Wianny et al. 1998). Die
Assoziation der Plks mit spezifischen Komponenten des Spindelapparats wahrend verschiedenen
Phasen der Mitose und Meiose spiegelt zeitlich und rdumlich unterschiedliche Funktionen der Kinasen

wieder.

1.6.4 DIE REGULATION DER PLK-KINASEAKTIVITAT

Die Kinase-Aktivitat der Plks ist Zellzyklus-reguliert. Ubereinstimmend mit der essentiellen Funktion
der Plks wahrend der Mitose, erreicht ihre Kinase-Aktivitdt in dieser Phase ein Maximum. In
syncytialen Drosophila-Embryos wird ein Peak der Kinase-Aktivitat in spater Anaphase/Telophase
beobachtet (Fenton und Glover 1993). Dies deutet auf eine Polo-Funktion in der spaten Mitose hin.
Die Besonderheit der syncytialen Kern-Teilungszyklen schlie3t die beschriebene Funktion der Plks bei
der Centrosomen-Teilung nicht aus. Da die Teilungszyklen anfangs beschleunigt in ~10 min-
Intervallen ablaufen, beginnt die Centrosomen-Teilung in diesen Zellen schon in der Telophase des
vorherigen Zellzyklus, um eine Durchlaufen des Zyklus in diesem kurzen Zeitintervall zu ermdglichen.
Die PIk-Aktivitat der Hefen wird unterschiedlich reguliert. Die Cdc5p-Kinase-Aktivitat erreicht in S.
cerevisiae nach der Clb2p/Histon H1-Kinase und vor maximaler APC-Aktivitat ein Maximum (Charles
et al. 1998). In S. pombe hingegen sind zwei Plo1p-Kinase-Aktivitdts-Peaks in jedem Zellzyklus
nachweisbar. Der erste Peak der Kinase-Aktivitat tritt nach der Lokalisation der Plo1p-Kinase an den
Spindelpolen auf, Ubereinstimmend mit der Plo1p-Funktion bei Spindelausbildung und Aktin-Ring-
Formation, der zweite Peak in spater Mitose zum Zeitpunkt der Septum-Bildung (Ohkura et al. 1995).
In Saugern steigt die Plk-Kinase-Aktivitat zeitgleich mit der CyclinB/Cdc2-Kinase-Aktivitat am G2/M-
Ubergang stark an und nimmt nach erreichen eines Maximums wahrend der Mitose langsam ab. Die
Plk-Kinase bleibt 1&nger aktiv als die CyclinB/Cdc2-Kinase (Lee et al. 1995, Golsteyn et al. 1995,
Hamanaka et al. 1995). Die Plk-Proteinmenge hingegen nimmt wahrend der S-Phase steigend zu,
erreicht am G2/M-Ubergang ein Maximum und nimmt am Ende der Mitose stark ab. Da die Plk-

Kinase-Aktivitat auf die Mitose beschrankt ist, deutet dies auf eine posttranslationale Modifikation der
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Plk-Kinase hin. In Xenopus konnte eine ,polo-like kinase kinase1“ (xPlkk1) identifiziert werden, die
PIx1 in vitro phosphoryliert und aktiviert (Quian et al. 1998). Dabei wird der im ,T-Loop“ der PIx1-
Kinase liegende Threoninrest T201 phosphoryliert. Die Mutation des homologen PIk-Threoninrestes
T210 zu einem Aspartatrest, wodurch eine Phosphorylierung an dieser Stelle simuliert wird, flihrt zu
einer gesteigerten Kinase-Aktivitat der Plk. Die Mutation des Threoninrestes zu nicht-
phosphorylierbarem Valin fuhrt dazu, dass die Plk-Mutante in vivo nicht mehr aktiviert werden kann
(Quian et al. 1999, Lee und Erikson 1997). Dies zeigt, dass die Phosphorylierung dieses konservierten
Threoninrests fur die Plk-Aktivitat essentiell ist. Auch in der Maus wurde eine Kinase entdeckt, die die
murine Plk1-Kinase in vitro phosphoryliert (Ellinger-Ziegelbauer et al. 2000). Diese SLK-Kinase
(Ste20-like kinase) gehort wie auch xPlkk1 zur Subfamilie der Ste20-verwandten Enzyme. Dies
deutet darauf hin, dass beide Enzyme Orthologe sind.

Plks besitzen Autophosphorylierung-Aktivitat. In Xenopus konnte gezeigt werden, dass dabei die
beiden Serinreste S260 und S326 phosphoryliert werden (Kelm et al. 2002).

Eine weitere wichtige Rolle bei der Regulation der Plk-Kinase-Aktivitat, spielt die C-terminale nicht-
katalytische Domane der Plk-Kinasen. Untersuchungen zeigten, dass die C-terminale Plk-Doméne an
das Plk-Gesamtprotein und an die N-terminale katalytische Domane binden kann, wodurch die Plk-
Kinase-Aktivitat in vitro inhibiert wird (Jang et al. 2001). Diese Bindung wird durch Substitution des
konservierten Threoninrestes T210 in der katalytischen Domane mit einem eine Phosphorylierung
nachahmenden Aspartatrest verhindert. Die C-terminale Doméane bindet aullerdem an
unphosphorylierte aus arretierten G2-Zellen aufgereinigte Plk-Kinase, nicht aber an aus mitotischen
Zellen isolierte phosphorylierte Plk.

Diese Befunde lassen sich mit einem Modell der Plk-Aktivierung erklaren. Dabei interagiert im
inaktiven Zustand die C-terminale Doméne der Plk Uber die PBD mit der N-terminalen katalytischen
Domaéne. Die Substratbindung (Phosphopeptid-Bindung) Uber die PBD wirkt als struktureller Schalter
und andert die Konformation der PBD, so dass die inhibierende Bindung der C-terminalen Domane an
den N-Terminus nicht mehr mdglich ist. Die darauffolgende Phosphorylierung des Threoninrestes
T210 der katalytischen Domane fiihrt zur Aktivierung der Plk-Kinase (Elia et al. 2003).

Bekannte Substrate der Plks sind Cdc25C (Toyoshima-Morimoto et al. 2002), SCC1 (Alexandru et al.
2001), BRAC2 (Lin et al. 2003), Myt1 (Nakajima et al. 2003), Cyclin B (Jackman et al. 2003) NudC
(Zhou et al. 2003) und MKIp2 (Neef et al. 2003). Weitere Substrate sind die beiden Komponenten
Cdc27 und Cdc16 des APC (Kotani et al. 1998), MKLP1 (Lee et al. 1995), B-Tubulin (Tavares et al.
1996), TCTP (Yarm 2002) und die beiden Untereinheiten C8 und C9 des 20S-Proteasoms (Feng et al.
2001).

Weniger eingehend untersucht sind bisher die humanen Plk2- und Plk3-Kinasen. Die Expression und
Kinase-Aktivitat der PIk2 erreicht in friiher G1-Phase ein Maximum (Ma et al. 2003), Plk3 wird durch
DNA-Schaden oder Spindel-Defekte ATM-abhangig aktiviert (Bahassi et al. 2002, Xie et al. 2002).
Plk3 scheint in ihrer Funktion der Plk1 entgegen zu wirken, da Plk1 im Gegensatz zu PIk3, durch
DNA-Schaden inhibiert wird (Smits et al. 2000). Ubereinstimmend damit verursacht Plk1-
Uberexpression eine oncogene Transformation muriner NIH-3T3-Zellen (Smith et al. 1997), wahrend

Plk3-Uberexpression Apoptose induziert (Conn et al. 2000).
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1.6.5 ROLLE DER PLKS AURERHALB DER MITOSE

Cdc5 in S. cerevisiae wurde erstmals als Multicopy-Suppressor verschiedener mutierter dbf4-Allele
entdeckt (Kitada et al. 1993). Dbf4p ist die regulatorische Untereinheit der Cdc7p-Kinase, die bei der
Initiation der DNA-Replikation eine essentielle Rolle spielt (Sclafani et al. 1994). Die Annahme, dass
Cdc5p eine Rolle bei der Initiation der DNA-Replikation spielt, wurde durch die Beobachtung bestarkt,
dass Cdc5p neben Cdc7p mit Dbf4p interagiert (Hardy und Pautz 1996). Aullerdem weisen cdc5-
Mutanten eine genetische Interaktion mit dem mutierten orc2-Gen auf, das fir eine Untereinheit des
ORC-Komplexes codiert, der Bestandteil des pra-RC ist. Da der Ubergang von post-replikativem zu
pra-replikativem Initiationskomplex in der spaten Mitose stattfindet ist es denkbar, dass Cdc5p an
diesem Ubergang beteiligt ist. Dieser Vorgang kénnte durch Phosphorylierung der ORC-
Untereinheiten oder Modifikation des Dbf4-Proteins erfolgen und dadurch die Rekrutierung der Cdc7p-
Kinase durch Dbf4p an die Origins ermdglichen (Glover et al. 1998).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass Plks in der GO-Phase aktiv sind. Die Gene flr murine PIk2 (Snk)
und Plk3 (Fnk) sind sehr frih exprimierte Gene ,immediate early response genes®, deren Expression
durch Zugabe von Serum in das Medium GO-arretierter Zellen induziert wird und gegen Ende der G1-
Phase wieder abnimmt (Simmons et al. 1992, Donohue et al. 1995). Murines PIk3-Protein ist in
kleinen Mengen in ruhenden Zellen schon vor mitogener Stimulation nachweisbar, resultierend in
einer transienten Phosphorylierung und Aktivierung des Proteins (Chase et al. 1998). Wahrend die
Plk2- und PIk3-Transkriptbildung in der G1-Phase erfolgt, wird Plk1 erst nach dem G1/S-Ubergang
transkribiert (Hamanaka et al. 1995). Man nimmt daher an, dass Plk2 und PIk3 in der Interphase aktiv

sind.

1.7 DIE ,,REPLIKATIONS-FACTORIES

DNA-Replikations-Stellen in S-Phase-Kernen wurden erstmals durch [3H]-Thymidin-Einbau in
neusynthetisierte DNA, gefolgt von Autoradiographie und Licht- oder Elektronenmikroskopie sichtbar
gemacht (Huberman et al. 1973, Fakan und Hancock 1974, Yanishevsky und Prescott 1978, Smith et
al. 1984). Durch Fluoreszenz-Markierungs-Techniken der neusynthetisierten DNA mit halogenierten
Desoxynucleotid-Analoga, wie z.B. Brom-, lod- oder Chlor-Desoxyuridin (BrdU, IdU, CldU), konnten
die Replikationsstellen aufgrund der besseren Auflésung am Fluoreszenz-Mikroskop genauer
untersucht werden (Gratzner 1982, Nakamura et al. 1986, Van Dierendonck et al. 1989, Mazzotti et al.
1990). Replikationsstellen sind wahrend der S-Phase nicht diffus im Nucleoplasma verteilt, sondern in
distinkten subnukledren Orten, den sogenannten ,Replikationsfoci“ oder ,Replikations-Factories®,
akkumuliert. Durch Untersuchung der raumlichen und zeitlichen Verteilung der Replikationsfoci
konnten drei unterschiedliche Verteilungsmuster bestimmt werden (Nakayasu und Berezney 1989,
Leonhardt et al. 2000). Die Anzahl und die GréRe der Foci variiert im Zellzyklus entsprechend der
DNA-Replikation der unterschiedlichen Bereiche des Genoms. In der friihen S-Phase sind zahlreiche
kleine Replikationsfoci im gesamten Zellkern in Euchromatin-Regionen verteilt. Die Nucleoli sind dabei
ausgespart (Typ ). Zu Beginn der S-Phase werden Transkriptions-aktive DNA-Regionen repliziert.

Typ Il ist durch Replikationsfoci in perinucleoldren und perinucledren Heterochromatin-Regionen
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gekennzeichnet, Typ Il hingegen durch wenige groRe Foci in Heterochromatin-Bereichen der
Satelliten-DNA. Daher muss die Anzahl aktiver Replikationsgabeln in Replikationsfoci von wenigen in
friher S-Phase bis zu tausenden in spater S-Phase variieren (Frouin et al. 2003). Andere Studien
unterteilen die Verteilungmuster der Replikationsstellen noch weiter und beschreiben finf
unterschiedliche Muster (O Keefe et al. 1992, Neri et al. 1992).

Die Colokalisation verschiedener Replikationsfaktoren mit diesen Replikationsstellen fiihrte zu der
Vorstellung, dass die DNA-Replikation in ,replication factories” stattfindet (Hozak et al. 1993). In den
letzten Jahren konnten durch Untersuchungen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop neben
Replikationsfaktoren auch zahireiche Proteine, die am DNA-Metabolismus oder an der Zellzyklus-
Kontrolle beteiligt sind, identifiziert werden. Interessanterweise unterscheiden sich Replikationsfoci in
friher und spater S-Phase nicht nur in der Grofe, sondern auch in deren Zusammensetzung. Die
Histon-Deacetylase HDAC2 colokalisiert mit Replikationsfoci in der spaten S-Phase, in der friihen S-
Phase hingegen nicht (Rountree et al. 2000).

In Replikationsfoci lokalisierte Faktoren:

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen (Hozak et al. 1993)
RPA: Replication Protein A (Cardoso et al. 1993)
DNA-Polymerase-a (Hozak et al. 1993)

DNA-Polymerase-¢ (Fuss und Linn 2002)

DNA-Ligase | (Montecucco et al. 1995)
DNA-Topoisomerase Il-a (Niimi et al. 2001)
DNA-C5-Methyltransferase (Chuang et al. 1997, Leonhardt et al. 1992)
Histon-Deacetylase (Rountree et al. 2000)

Chromatin Assembly Factor (Krude 1995)
Uracil-DNA-Glycosylase (Otterlei et al. 1999)
DNA-Polymerase-n (Kannouche et al. 2002)
DNA-Polymerase-C (Kannouche et al. 2002)

MRE11 (Maser et al. 2001)

MSH3/MSH9 (Kleczkowska et al. 2001))

hMYH (Boldogh et al. 2001)

CyclinA/Cdk2 (Cardoso et al. 1993)

Anhand der Anzahl der Replikationsfoci in der frihen S-Phase, der GroRe des Genoms und der
Wanderungsgeschwindigkeit der bidirektionellen Replikationsgabel, wurde die Zahl der synchron
replizierenden Replicons pro Replikationsfocus auf finf bis sechs bestimmt (Jackson und Pombo
1998, Ma et al. 1998). Mit BrdU-Pulse-Labeling konnte gezeigt werden, dass murine 3T3-Fibroblasten
in der frlhen S-Phase ~1100 aktive Replikationsfoci besitzen und dass die DNA-Replikation jedes

Replikationsfocus nach ~45 min beendet ist. Die Markierung neusynthetisieter DNA am G1/S-
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Ubergang in zwei aufeinander folgenden Zellzyklen zeigte weiterhin, dass die DNA, die in der friihen
S-Phase synthetisiert wird, zu genau derselben Zeit und am selben Ort im nachsten Zellzyklus
repliziert wird (Ma et al. 1998). Die Untersuchung der Dynamik der Replikationsfoci in lebenden Zellen
die EGFP-PCNA stabil exprimieren zeigte, dass Replikationsfoci stabil im Kern verankert sind. Die
Anderung des Foci-Verteilungsmuster wahrend der S-Phase ist nicht auf die Bewegung der
Replikationsfoci zurlick zufthren, sondern auf kontinuierliches Auf- und Abbauen der
Repklikationsstellen (Leonhard et al. 2000). Daher entstehen grof3e Replikationsfoci, die in der spaten

S-Phase auftreten nicht durch Zusammenlagerung kleinerer Foci, sondern durch de novo Aufbau.

1.7.1 DIE DYNAMIK DER REPLIKATIONS-FACTORIES

Mutationsanalysen humaner DNA-Ligase | und DNA-Methylase (Montecucco et al. 1993, Chuang et
al. 1997) zeigten, dass eine kurze Homologie-Sequenz der beiden Proteine fur die Lokalisation der
entsprechenden EGFP-Fusionsproteine in Replikationsfoci essentiell ist. Die ersten zwanzig N-
terminalen Aminosauren der DNA-Ligase | entsprechen dieser ,replication factory targeting sequence”
(RFTS), durch die auch die Bindung an PCNA vermittelt wird. Mutationen in dieser Region, die eine
Interaktion mit PCNA verhindern, fiihren dazu, dass die DNA-Ligase | nicht mehr in Replikationsfoci
lokalisiert ist. Diese Bindungsstelle wird auch in vivo fiir die Aktivitat der DNA-Ligase | bei der Reifung
der Okazaki-Fragmente bendétigt (Levin et al. 2000). Die Interaktion der DNA-Ligase | mit PCNA ist
daher sowohl fir deren Lokalisation in Replikationsfoci, als auch fur die Verankerung des Enzyms mit
der Template-DNA wahrend der DNA-Synthese essentiell (Tom et al. 2001). Die Entdeckung weiterer
Proteine, die mit PCNA Uber die RFTS interagieren, fuhrte zu der Annahme, dass PCNA der
Hauptrekrutierungsfaktor in Replikationsfoci darstellt. FRAP-Analysen eines EGFP-PCNA-
Fusionsproteins zeigten, dass das Protein stabil mit den Replikationsstellen assoziiert ist (Sporbert et
al. 2002). Dies stimmt mit in situ-Extraktionsversuchen und mit der angenommenen
Rekrutierungaktivitat des Proteins Uberein. Es ist denkbar, dass PCNA eine Rolle bei der Erhéhung
der lokalen Replikationsfaktor-Konzentration spielt, und damit optimale Bedingungen sowohl fiir die
DNA-Replikation, als auch flir post-replikative Ereignisse wie z.B. DNA-Methylierung, Histon-
Modifikation und DNA-Reparatur schafft (Abb. 3). Man nimmt an, dass jeder Replikationsfocus zwei
unterschiedliche ,Pools* an PCNA-Molekllen enthalt: einen, der direkt an der DNA-Replikation
beteiligt ist, und einen zweiten, der Replikationsfaktoren in die unmittelbare Nahe aktiver Replicons
bringt. Mit diesem Modell lasst sich erklaren, dass auch Enzyme, die an der DNA-Reparatur, der
Rekombination oder dem ,Chromatin-Remodelling“ beteiligt sind, an Stellen aktiver DNA-Synthese
lokalisiert sind, obwohl sie an der DNA-Synthese per se nicht beteiligt sind. Da mehrere
Replikationsfaktoren auch in die DNA-Reparatur involviert sind, lasst sich damit eine Verbindung

zwischen DNA-Synthese und DNA-Reparatur herstellen.
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines Replikationsfocus. FUnf aktivierte Replicons sind dargestellt. Jedes
Replicon besteht aus einer Replikationsblase und zwei Replikationsgabeln. An jeder Replikationsgabel ist ein
Synthesom mit allen fir die DNA-Synthese bendtigten Proteinen vorhanden. PCNA rekrutiert weitere
Replikationsfaktoren zum Replikationsfocus (Frouin et al. 2003).

Auch post-translationale Modifikationen der Replikationsfaktoren, z.B. durch Phosphorylierung,
beeinflussen deren Dynamik in Replikationsfoci. Von der DNA-Pol-a/Primase sind in Sdugern zwei
Subpopulationen bekannt, die sich im Phosphorylierungsgrad von p68, einer der vier Untereinheiten
der DNA-Pol-a/Primase, unterscheiden (Dehede et al. 2001). Die Phosphorylierung der p68-
Untereinheit durch CyclinA/Cdk2 fiihrt dazu, dass das DNA-Pol-a/Primase-Tetramer die Initiation der
SV40-DNA-Replikation am Origin nicht mehr ausléosen kann (Voitenleitner et al. 1999). Durch
Verwendung monoklonaler Antikorper, die fir jeweils eine der Subpopulationen spezifisch sind,
konnte gezeigt werden, dass nur die phosphorylierte Form mit CyclinA co-immunoprazipitiert wird und
in Replikationsfoci lokalisiert ist. Die hypophosphorylierte Form der DNA-Pol-a/Primase hingegen, wird
mit CyclinE und der Protein-Phosphatase 2A (PP2A) co-immunoprazipitiert. Untersuchungen der
Lokalisation der DNA-Pol-a/Primase zeigten, dass der Komplex im hypophosphorylierten Zustand am
G1/S-Ubergang teilweise mit Mcm2p, einer Komponente des pra-RC, Uberlappt. Aus diesen
Beobachtungen wurde gefolgert, dass das hypophosphorylierte Enzym bei der Initiation der DNA-
Replikation an den Origins beteiligt ist, wahrend die phosphorylierte Form die Primer fir den ,lagging
strand“ der Replikationsgabel synthetisiert (Dehede et al. 2001). Neuere Versuche zeigten aber, dass
die Phosphorylierung von p68 durch CyclinA/Cdk2 nicht nur die SV40-DNA-Replikation inhibiert,
sondern auch das Priming und die Elongation an RPA-gesattigter M13-Einzelstrang-DNA (Ott et al.
2002). Man nimmt an, dass die Phosphorylierung von p68 mit steigender CyclinA/Cdk2-Aktivitat
wahrend der S-Phase zunimmt, und schlieRlich zur Inhibition der Enzymaktivitdt nach Beendigung der
DNA-Replikation fiihrt.
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Auch die humane DNA-Ligase | kommt in vivo in zwei unterschiedlich phosphorylierten Formen vor
(Rossi et al. 1999). Der Serin-Rest 66 der DNA-Ligase | wird Zellzyklus-abhangig phosphoryliert. Nach
der Dephosphorylierung in der frihen G1-Phase, bleibt die Menge der phosphorylierten Form
wahrend der restlichen G1-Phase sehr gering, bevor sie mit fortschreitender S-Phase zunimmt und
schliellich in der G2-Phase und der Mitose ein Maximum erreicht. Untersuchungen am konfokalen
Laserscanning-Mikroskop mit einem spezifischen AntikOrper zeigten, dass die Subpopulation der
DNA-Ligase | die an Serin 66 phosphoryliert ist, in Replikationsfoci lokalisiert ist (Rossi et al. 1999).
Die Dephosphorylierung dieses Serin-Restes erfolgt als Antwort auf Schadigung der DNA-Ligase |

und fihrt zu einer Zerstreuung der Replikationsfoci (Montecucco et al. 2001, Rossi et al. 2002).

1.7.2 DER EINFLUSS DER S-PHASE-CHECKPUNKT-KONTROLLE AUF DIE AUSSBILDUNG DER
REPLIKATIONS-FACTORIES

Der S-Phase-spezifische Kontrollpunkt stellt sicher, dass die Mitose nur nach vollstdndigem und
fehlerfreiem Durchlaufen der S-Phase stattfinden kann. Die zentrale Protein-Kinase dieses
Kontrollmechanismus ist Mec1p in Hefe und ATR in héheren Eukaryonten (Melo and Toczyski 2002).
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Aufbau und der Abbau der Replikationsfoci durch diesen
Kontrollpunkt Gberwacht wird. Die Zugabe von Inhibitoren des S-Phase-spezifischen Kontrollpunktes
zu Saugerzellen mit blockierten Replikationsgabeln (nach Aphidicolin-Behandlung), fihrt zur Initiation
der DNA-Replikation spater replizierender Chromatin-Domanen. Dabei verteilen sich PCNA und RPA
von frihen zu spét-replizierenden Replikationsfoci ohne nachweisbare DNA-Synthese (Dimitrova und
Gilbert 2000). Der S-Phase-spezifische Kontrollpunkt wird somit flr die Aufrechterhaltung der
Replikationsfoci-Struktur bendtigt, und er reguliert die Zeit, die zur Replikation der DNA an den
blockierten Replikationsgabeln nétig ist.

Der Abbau von Replikationsfoci in Zellen deren DNA-Replikation durch DNA-schadigendes Etoposid
arretiert wurden, wird ebenfalls durch diesen Kontrollpunkt reguliert. Die Inhibition dieses
Kontrollpunktes fihrt zum Ausbleiben dieses Abbaus, der normalerweise durch den DNA-Schaden

induziert worden ware (Montecucco et al. 2001).

1.7.3 DAs,, ROTARY PUMPING MODEL" DER HELIKASE-FUNKTION VON MCM-PROTEINEN

Der hexamere MCM-Komplex ist fur die Initiation der DNA-Replikation essentiell (Yan et al. 1993,
Madine et al. 1995a). Der Komplex besitzt Helikase-Aktivitat und gilt als die Haupthelikase bei der
Entwindung der DNA-Doppelhelix an der Replikationsgabel (Ishimi 1997, You et al. 1999, Chong et al.
2000). In der G1-Phase bindet der Komplex im gesamten Zellkern an das Chromatin. Nach der
Initiation der DNA-Replikation bindet der MCM-Komplex bevorzugt an nicht-replizierte DNA (Madine et
al. 1995b, Krude et al. 1996, Dimitrova et al. 1999). Im Gegensatz zum Replikationsprotein RPA, das

an Einzelstrang-DNA der Replikationsgabeln bindet und mit Replikationsfoci colokalisiert, ist eine
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Colokalisation des Chromatin-gebundenen MCM-Komplex wahrend der gesamten S-Phase mit
Stellen aktiver DNA-Synthese nicht nachweisbar. Dies wirft die Frage auf, wie der MCM-Komplex als
Helikase an der Replikationsgabel agieren kann, obwohl er raumlich von dieser getrennt ist? Das
Lrotary pumping model” des MCM-Komplexes von Laskey und Madine (2003) bietet eine Erklarung fir
diese Beobachtung. Untersuchungen am MCM-Komplex in S. cerevisiae zeigten, dass die ATPase-
Aktivitat dieses Komplexes groRe Ahnlichkeit mit der des mitochondrialen F1-ATPase-Komplexes
aufweist (Schwacha und Bell 2001). Die F1-ATPase vermittelt unter ATP-Hydrolyse die Rotation einer
weiteren Komponente, der Gamma-Untereinheit, die im Kanal der ringférmigen Struktur gebunden ist
(Boyer 1993). Daraus wurde gefolgert, dass der MCM-Komplex seine Helikase-Funktion auf ahnliche
Weise ausubt, indem der Komplex unter Rotation DNA durch den Kanal der ringférmigen MCM-
Struktur transportiert. Die ATP-Hydrolyse flhrt zur Rotationsbewegung des MCM-Komplexes und
damit zur Entwindung der DNA-Doppelhelix. Das Modell von Laskey und Madine (2003) geht
ebenfalls von der Annahme aus, dass der MCM-Komlex ein rotierender ATP-getriebener Motor ist. Die
Helikase transportiert unter Rotation DNA entlang ihrer Achse durch den zentralen Kanal und fihrt
damit zur Entwindung der Doppelhelix an weiter entfernten fixierten Replikationsgabeln. Dieser
Vorgang besteht aus zwei Schritten. Im ersten Schritt werden die MCM-Komplexe auf die DNA am
Origin geladen, und sie bewegen sich unter Rotation entlang der DNA von diesem weg. Im zweiten
Schritt werden diese rotierenden MCM-Komplexe an einer immobilen Kernstruktur verankert. Dies
fuhrt dazu, dass nur noch die umschlossene DNA rotieren kann. Dadurch wird die DNA zurick in
Richtung des Origins ,gepumpt®. Durch die Rotation der DNA in entgegensetzte Richtungen von den
beiden Seiten der Replikationsblase wird die DNA an der Replikationsgabel entwunden. Die MCM-
Helikasen uben nach diesem Modell ihre Funktion weit entfernt von den Replikationsgabeln aus. Eine

Colokalisation der MCM-Komplexe mit Stellen aktiver DNA-Synthese ist daher ausgeschlossen.

1.8 DER TRANSKRIPTIONS TERMINATIONSFAKTOR TTF-I

Die Termination der Transkription ribosomaler Gene bendétigt die Bindung des Transkriptions
Terminationsfaktors TTF-I an ein flankierend mehrfach wiederholtes DNA-Element. Diese in der Maus
18 bp-lange ,Terminator-Sequenz® wird auch als ,Sal-Box“ bezeichnet, da sie eine Sal-I-
Restriktionsstelle enthalt (Grummt et al. 1986a,b). Das Motiv wird zehnmal (T1-T10) am 3"-Ende der
murinen pra-rRNA codierenden Region wiederholt (Grummt et al. 1995). Mutationen in diesem Sal-
Box-Bereich, die eine Bindung von murinem TTF-I-Protein an diese Region behindern, fihren zu einer
verminderten Termination der Transkription in vivo und in vitro (Kuhn et al 1990). Die Terminator-
Elemente von Saugern, Xenopus und Hefen weisen keine Homologie auf. Der molekulare
Mechanismus der Termination der RNA-Polymerase-I-Transkription ist aber bei den verschiedenen
Spezies nahezu identisch. Alle bisher charakterisierten Terminator-Elemente sind nur in einer
spezifischen Orientierung funktionell. An diese Bereiche bindet ein Terminationsfaktor, der die
Elongation der RNA-Polymerase-l blockiert, und somit zur Termination der Transkription der

ribosomalen Gene fihrt (Reeder und Lang 1994).
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Deletions-Analysen des humanen und murinen TTF-I-Proteins fuhrten zur Identifizierung funktionell
unterschiedlicher TTF-I-Domanen (Evers et al. 1995, Evers und Grummt 1995). Interessanterweise
wird die DNA-Bindungsaktivitdt des rekombinanten murinen TTF-I-Proteins (TTF-ly13) im TTF-I-
Gesamtprotein maskiert (Smid et al. 1992). Eine Deletionsmutante der die Aminosauren 1-184 am N-
Terminus fehlen (TTFAN185) weist im Vergleich zum Gesamtprotein eine erhohte DNA-
Bindungsaktivitat auf (Smid et al. 1992, Sander et al. 1996). Dies legt die Vermutung nahe, dass der
N-Terminus des murinen TTF-I-Proteins durch intermolekulare Protein-Protein-Interaktion die DNA-
Bindung von MMTTF-Ip verringert und somit als ,negative regulatory domain“ (NRD) agiert. Die DNA-
Bindungsdomane von TTF-I ist zwischen Mensch und Maus hoch konserviert (Evers und Grummt
1995). Dieser TTF-I-Bereich besitzt eine hohe Homologie zu c-Myb (Kanei-Ishii et al. 1990) und dem
Hefe-Transkriptionsfaktor Reb1p (Morrow et al. 1993). Reb1p ist das Hefe-Homolog zu TTF-I das an
das Hefe-Terminator-Element bindet und die Termination der Transkription vermittelt (Lang und
Reeder 1993).

Neben der Funktion als ribosomaler Transkriptions-Terminator ist die Bindung von TTF-l an eine
upstream des rDNA-Promotors gelegene Ziel-Sequenz (T,) essentiell fir die Aktivierung der
Transkription der ribosomalen Gene in vivo (Henderson und Sollner-Webb 1986, Bateman und Paule
1988, McStay und Reeder 1990). Die TTF-l-abhangige Positionierung der Nucleosomen im Promotor-
Bereich ermdglicht die Ausbildung einer spezifischen ,Promotor-Architektur®, die den Aufbau des pra-
Initiationskomplexes ermdglicht (Langst et al. 1997). Untersuchungen zeigten, dass TTF-I Giber den N-
Terminus mit dem NoRC (nucleolar remodeling complex), einem Mitglied der ISWI-Familie der ATP-
abhangigen Chromatin-Remodeling-Komplexe, interagiert (Strohner et al. 2001) und dass diese
Interaktion die Bindung von TTF-l upstream des rDNA-Promotors ermdglicht (Strohner et al. 2004).
Der NoRC besteht aus TIP 5 (TTF-l-interacting protein 5) und Snf2H, dem Sauger Homologen zu der
ATPase ISWI. NoRC wird durch die Bindung an TTF-l zum rDNA-Promotor transportiert und fihrt zur
Repression der rDNA-Transkription (Strohner et al. 2004).

1.9 MESSUNG DER PROTEIN-DYNAMIK DURCH ,,FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING*
(FRAP)

.Fluorescence Recovery After Photobleaching” (FRAP) wurde von Axelrod et al. (1976) entwickelt, um
die Mobilitdit Plasmamembran-gebundener Molekile bestimmen zu koénnen. Die Entwicklung
konfokaler Laserscanning-Mikroskope ermdglichte es, FRAP auch fiir die Messung der Mobilitat von
Proteinen innerhalb der Zelle einzusetzen (Seksek et al. 1997, Lukacs et al. 2000). Vorraussetzung fur
die Messung der Dynamik eines Proteins mit FRAP ist die Fusion des Proteins mit einem
Fluoreszenzchromophor. Das ,Green Fluorescent Protein“ (GFP) erwies sich dabei als besonders
geeignet. GFP wurde erstmals 1962 bei der Reinigung von Aequorin aus der lumineszierenden Qualle
Aequorea victoria entdeckt (Shimomura et al. 1962). Dabei handelt es sich um das bislang einzige
bekannte fluoreszierende Protein, da dessen Chromophor als Abschnitt der Peptidkette tatséchlich

Teil des Proteins ist. GFP besitzt Eigenschaften, die besonders fiir die Anwendung in lebenden Zellen
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geeignet sind. Da das fluoreszierende Chromophor in eine ,Fass-artige* Struktur eingeschlossen ist,
wird eine Schadigung der Zelle durch Photoeffekte, wie sie bei Einsatz synthetischer Fluorophore, wie
z.B. FITC (Fluoresceinisothiocyanat), auftreten kénnen, vermieden.

Bei allen FRAP-Varianten wird die Eigenschaft ausgenutzt, dass die Fluoreszenz von GFP bei starker
Bestrahlung mit UV-Licht irreversibel ausbleicht. Dieses Verfahren wird daher ,Photobleaching®
genannt. Zur Herstellung eines GFP-Fusionsproteins wird die cDNA, die fir GFP codiert, mit der
cDNA fir das zu untersuchende Protein fusioniert, in Zellen exprimiert und am konfokalen
Laserscanning-Mikroskop untersucht.

Die exprimierten fluoreszierenden Proteine werden in einer kleinen Region der Zelle durch einen
einzelnen sehr energiereichen punkiférmigen Laserpuls irreversibel gebleicht. Die Erholung des
Fluoreszenzsignals in diesem gebleichten Areal aufgrund der Mobilitat des GFP-Fusionsproteins wird
durch eine Serie aufeinanderfolgender Bilder (Imaging Scans) aufgezeichnet. Die Kinetik der Erholung
der Fluoreszenz innerhalb des Bleichpunktes ist ein Mal fir die Mobilitdt des gebleichten GFP-
Fusionsproteins in dieser Region (Houtsmuller 1999). Sind alle Fusionsproteine in dem gebleichten
Areal mobil, so erholt sich die Fluoreszenz aufgrund der aus diesem Bereich herausdiffundierenden
gebleichten Molekille und der hineindiffundierenden ungebleichten Molekule wieder vollstéandig (Abb.
4, C). Dies ist z.B. fiir freies GFP der Fall (Phair und Misteli 2000).

Wenn alle GFP-Fusionsproteine in dieser Region immobil an Zellstrukturen gebunden sind, kann
keine Fluoreszenzerholung gemessen werden (Abb. 4, A). Der Prozentsatz der Fluoreszenzerholung
im gebleichten Areal ist ein Mal fir den Anteil der mobilen und immobilen Fraktion des GFP-
Fusionsproteins (Abb. 4, B). Proteine die schwach mit weiteren Proteinen, dem Chromatin oder
intrazellularen Strukturen assoziiert sind, weisen einen hohen Anteil einer mobilen Fraktion auf. Im
Gegensatz dazu zeigen stark gebundene Molekile hohe Anteile an einer immobilen Fraktion (Misteli
2001). Die Geschwindigkeit der Erholung gibt Aufschluss Uber die Diffusionsrate der Molekile

(Houtsmuller und Vermeulen 2001).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Mobilititsmessung von GFP-Fusionsproteinen in vivo durch FRAP.
Das exprimierte GFP-Fusionsprotein wird in einer kleinen Region der Zelle durch einen einzelnen sehr
energiereichen punktformigen Laserpuls irreversibel gebleicht. Die Messung der relativen Fluoreszenz in diesem
Bereich gegen die Zeit liefert Informationen Uber den Anteil mobiler und immobiler Fraktionen des GFP-
Fusionsproteins im gebleichten Areal. Die relative Fluoreszenz nimmt durch den Laserpuls auf Null ab und erholt
sich mit der Zeit je nach Mobilitdt des Fusionsproteins. Das GFP-Fusionsprotein ist vollstandig immobil (A),
vollstandig mobil (C), zu 50% mobil mit einer zweiten immobilen Fraktion (B).

110  MESSUNG DER PROTEIN-DYNAMIK DURCH ,,FLUORESCENCE LOSS IN PHOTOBLEACHING* (FLIP)

.Fluorescence Loss In Photobleaching” (FLIP) ist eine Variante von FRAP (Presley et al. 1997). FLIP
wurde urspriinglich zur Bestimmung benutzt, ob subzellulare Kompartimente oder Substrukturen in
direktem Kontakt miteinander stehen (Lippincott-Schwarz und Zaal 2000).

Die GFP-Fusionsproteine werden in einer kleinen Region der Zelle mit geringer Laserintensitat
wiederholt an einem bestimmten Punkt gebleicht. Vor jedem neuen Laserpulse wird jeweils ein Bild
aufgenommen und die Abnahme der Fluoreszenz in dem zu untersuchenden Bereich aul3erhalb des
Bleichpunktes mit der Zeit gemessen. Die Rate der Abnahme der Fluoreszenz in dieser vom
Bleichpunkt entfernten Region ist ein Mal fiir die Dissoziation des Fusionsproteins von Strukturen

dieses Areals.
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Wenn das Fusionsprotein immobil in dieser Struktur gebunden ist, nimmt die Fluoreszenz wéahrend
der Messreihe nicht ab (Abb. 5, A). Ist das Protein vollstdndig mobil, so nimmt die Fluoreszenz
aufgrund der mobilen aus dieser Struktur herausdiffundierenden GFP-Fusionsproteine auf Null ab
(Abb. 5, C). Der Prozentsatz der Fluoreszenzabnahme im gemessenen Areal auflerhalb des
Bleichpunktes ist ein Mal fir den Anteil der mobilen und immobilen Fraktion des GFP-

Fusionsproteins in dieser Struktur (Abb. 5, B).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Mobilititsmessung von GFP-Fusionsproteinen in vivo durch FLIP.
Das exprimierte GFP-Fusionsprotein wird in einer kleinen Region der Zelle mit geringer Laserintensitat wiederholt
an einem bestimmten Punkt gebleicht. Die Messung der relativen Fluoreszenz einer Struktur auferhalb des
Bleichpunktes gegen die Zeit liefert Informationen Gber den Anteil mobiler und immobiler Fraktionen des GFP-
Fusionsproteins in dieser Struktur. Das GFP-Fusionsprotein ist vollstdndig immobil in dieser Struktur (A),
vollstandig mobil (C), zu 50% mobil mit einer zweiten immobilen Fraktion (B).

1.11  NACHWEIS VON PROTEIN-PROTEIN-INTERAKTIONEN DURCH ,,BIOLUMINESZENZ-RESONANZ-ENERGIE
TRANSFER“ (BRET)

Protein-Protein-Interaktionen kénnen in vivo durch ,Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer®
(BRET) nachgewiesen werden. Bei diesem Verfahren wird Energie vom angeregten Zustand eines
Fluorophors, dem Donor, auf ein zweites Fluorophor, dem Akzeptor Ubertragen (Stryer und Haugland

1976, Selvin 1995). Voraussetzung hierfiir ist die Uberlappung des Donor-Emissionsspektrums mit
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dem Anregungsspektrum des Akzeptors. Dabei ist die Effizienz von BRET abhangig von der
raumlichen Distanz der Interaktionspartner. Ein signifikanter Energietransfer erfolgt nur dann, wenn
die Entfernung weniger als 100 A betrégt.

Das Enzym Renilla-Luciferase (RUC) dient als Donor. RUC katalysiert die Oxidation des Substrats
Coelenterazin zu Coelenteramid unter Emission von Licht im Blau-Bereich mit einem Maximum bei A =
475 nm (Abb. 6, A, B). Das RUC-Emissionsspektrum Uberlappt mit dem Anregungsspektrum des
-Enhanced Green Fluorescent Protein“ (EGFP), einer leicht in den Rot-Bereich verschobenen GFP-
Variante, die eine stéarkere Fluoreszenz und eine bessere Expression in Sdugerzellen garantiert.

Zum Nachweis einer Interaktion zweier Proteine wird die cDNA, die firr Protein-1 codiert, mit der cDNA
fur RUC fusioniert, die cDNA, die flir Protein-2 codiert, wird mit der cDNA fir EGFP verknlpft. Beide
Fusionsproteine werden in Zellen coexprimiert. Wenn beide Proteine in vivo miteinander interagieren,
kommen die RUC- und EGFP-Fusionen der Proteine im Idealfall in unmittelbare raumliche Nahe (Abb.
6, A). Coelenterazin diffundiert nach Zugabe in das Medium in die Zellen, und wird von RUC unter
Emission von blauem Licht mit einem Maximum bei A = 475 nm oxidiert. Der Biolumineszenz-
Resonanz-Energie-Transfer auf EGFP fuhrt zu dessen Anregung und zur Emission von Licht im Grin-
Bereich mit einem Maximum bei A = 510 nm. Der Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer und
damit die Interaktion beider Proteine wird mit einem Fluoreszenz-Spektrometer gemessen (Abb. 6, C).
Das Auftreten eines zweiten Peaks bei A = 510 nm neben dem RUC-Peak bei A = 475 nm weist die

Interaktion der Proteine nach.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Messung von Protein-Protein-Interaktionen mit BRET in vivo. A) Bei
Interaktion der Fusionsproteine Protein-1-RUC mit Protein-2-EGFP in vivo, kommen RUC und EGFP im Idealfall
in unmittelbare rdaumliche Nahe. RUC oxidiert nach Zugabe Coelenterazin zu Coelenteramid unter Emission von
blauem Licht mit einem Maximum bei A = 475 nm. Nach Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer auf EGFP
emittiert EGFP Licht im Griin-Bereich mit einem Maximum bei A = 510 nm. B) Einzel-Emissionsspektren von RUC
(blau) und EGFP (griin). C) Der Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer von RUC auf EGFP, d.h. die

Interaktion der beiden Fusionsproteine, ist anhand des zweiten Peaks bei 510 nm (rot) neben dem RUC-Peak
(rot, blau) nachweisbar.
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2. MATERIALIEN

21 CHEMIKALIEN UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Materialien

Acrylamid

Agar

Agarose
Amoniumperoxodisulfat
Ampicilin
o-P-dATP

Bacto Agar

Bacto Trypton
Bacto Yeast Extrakt
Borsaure
Bromphenolblau
BSA

Casiumchlorid
Casein
Caseinhydrolysat
Cellfectin
Chloramphenicol
Chloroform
Coelenterazin

Coomassie Brilliant Blue
G-250

Cumarsaure
D(+)-Glucose
DE81-Papier

Desoxyribonukleotide
Dialyseschlauche
Digoxigenin-dUTP
Dimethylpimelimidat
DMSO

DTE

DTT

Dulbecco’s 1 x MEM
EDTA
Ethidiumbromid
Fixogumm

FKS

Formaldeyd
Gentamycin

GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit

Glycerin
Harnstoff
HEPES
H20>

Hersteller

Serva, Heidelberg

Difco Laboratories, USA
Peqlab, Erlangen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Amersham, UK

Difco Laboratories, USA
Difco Laboratories, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

PAA, Linz (Osterreich)
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Promega Corp., USA
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Whatman, Maidstone
(USA)

Roche, Mannheim
Roth KG, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
PAA, Linz (Osterreich)
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Marabuwerke, Tamm

Ade Laborbedarf,
Minchen

Roth KG, Karlsruhe
PAA, Osterreich
Amersham, UK

Roth KG, Karlsruhe
Roth KG, Karlsruhe
Roth KG, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Materialien

Histon H1
Hydroxyharnstoff
Imidazol

IPTG
Isoamylalkohol
Kanamycin
L-Glutamin (100 x)
LipofectAMINE
L-Mimosin
Luminol
B-Mercaptoethanol
Mevastatin
3MM-Papier

MOPS
N-Lauroyl-Sarcosin
Ni?*-NTA-Agarose
Nitrozellulosefilter

N, N’'-Bisacrylamid
Nocodazol

Norleucin

NP-40

Nucleobond AX-Kit
NucleoSpin-Plasmid-Kit
Olomoucin
Paraformaldehyd
p-Cumarsaure
PCR-Primer

PCR-Purification Kit

Penicillin

Peptone 140

Phenol
Plus-Reagenz

PMSF
Protein-A-Sepharose
Pyridin
Ribonukleotide
Rontgenfilme
Sodiumdodecylsulfat
Sterilfilter

Streptomycin
TC100-Medium

Hersteller

Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth KG, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
PAA, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Whatman, Maidstone
(USA)

Serva, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Quiagen, Hilden

Schleicher & Schuell,
Dassel

Serva, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Macherey & Nagel, Diiren
Macherey & Nagel, Diren
Merck, Darmstadt
Roth KG, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Genescan, Freiburg
Thermo Hybaid, Ulm

Amersham Biosciences,
Freiburg

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Roth KG, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Amersham, UK
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Retina, Berlin

Serva, Heidelberg

Schleicher & Schuell,
Dassel

Serva, Heidelberg
PAA, Linz (Osterreich)
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Materialien Hersteller Materialien Hersteller

TEMED Sigma, Minchen Xylencyanol Serva, Heidelberg
Tetracyclin Serva, Heidelberg Yeast Extrakt Invitrogen, Karlsruhe
Thymidin Sigma Minchen Zellkulturflaschen, Greiner, Frickenhausen
Trichostatin A Merck, Darmstadt Zellkulturplatten Falcon, UK

Tris Roth KG, Karlsruhe Zellulose-DC-Platten Merck, Darmstadt
Triton X-100 Serva, Heidelberg

Trypsin-EDTA PAA, Linz (Osterreich)

X-Gal Roth KG, Karlsruhe

Weitere verwendete Chemikalien wurden an der Chemikalienausgabe des Instituts fir Chemie und

Pharmazie bezogen und hatten, falls nicht anders vermerkt, den Reinheitsgrad p.A..

2.2 ENzYME

Enzyme Hersteller

alkalische Phosphatase, Shrimps Roche, Schweiz
Antipain Sigma, Miinchen
Aprotinin Sigma, Miinchen
Leupeptin Roche, Mannheim
Lysozym Serva, Heidelberg
Klenow-Enzym Roche, Mannheim
Pfx-Polymerase Invitrogen, USA
Pfu-Turbo-DNA-Polymerase Stratagene, Amsterdam (Niederlande)
Pwo-Polymerase Hybaid-AGS, Heidelberg
Restriktionsendonucleasen Roche, Mannheim

Life Technologies, Belgien
New England Biolabs, Frankfurt a. M.

RNase A Roche, Mannheim
Sequenzierungs-Kit Abi Prism BigDye v1.1 Applied Biosciences, USA
T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim
TPCK-Trypsin Promega, Mannheim

Alle Enzyme und Antikérper wurden mit den von den Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffern sowie

bei den empfohlenen Reaktionsbedingungen eingesetzt.
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2.3 ANTIKOPER

Antikorper

Goat-anti-Human-FITC-konjugierter Antikorper,
polyclonal

Goat-anti-Human-TR-konjugierter Antikérper,
polyclonal

Goat-anti-Mouse-TR-konjugierter Antikorper,
polyclonal

Goat-anti-Rabbit-FITC-konjugierte Antikorper,
polyclonal

Goat-anti-Rabbit-Peroxidase-konjugierte Antikorper,
polyclonal

Goat-anti-Rabbit-TR-konjugierter Antikorper,

polyclonal
Goat-anti-Rat-TR-konjugierter Antikorper,
polyclonal

humanes Autoimmunserum S4,
polyklonal
Mouse-anti-y-Tubulin-Antikorper,
monoklonal
Mouse-anti-GFP-Antikérper,
monoklonal
Mouse-anti-HA-Antikorper,
monoklonal
Mouse-anti-Penta-His-Antikorper,
polyklonal
Mouse-anti-RGS-His-Antikorper,
polyklonal
Rabbit-anti-Acetyl-Histon H3 (Lys14),
polyklonal
Rabbit-anti-Acetyl-Lysin-Antikorper,
polyklonal
Rabbit-anti-MmCdc6-Antikorper,
polyklonal
Rabbiit-anti-MmCdc7-Antikorper,
polyklonal
Rabbit-anti-MmMCM-Antikérper,
polyklonal
Rabbit-anti-MmPIlk1-Antikorper,
polyklonal
Rabbit-anti-MmOrc6-Antikorper,
polyklonal
Rabbit-anti-Ki-67-Antikorper,
polyklonal
Rabbit-anti-PCNA-Antikorper,
polyklonal
Rat-anti-PML-N-Antikorper,
polyklonal

Sheep-anti-Digoxigenin-Rhodamin-Fab-Fragment-
Antikdrper, polyklonal

Hersteller

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Geschenk von Robert Hock

Geschenk von Robert Hock

Sigma, Miinchen

Sigma, Minchen

Geschenk von Normen Brand

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Upstate, Charlottestate (USA)

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

Im Arbeitskreis vorhanden, hergestellt von Andreas Strub

Im Arbeitskreis vorhanden, hergestellt von Thomas Faul

Im Arbeitskreis vorhanden, hergestellt von Vera Pitter

Im Arbeitskreis vorhanden, hergestellt von Thomas Faul

Im Arbeitskreis vorhanden, hergestellt von Jan Springer

Geschenk von Robert Hock

BD PharMingen, Hamburg

Geschenk von Robert Hock

Roche, Mannheim
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24 STANDARDS

241 DNA-LANGENSTANDARD

Name
pKN/Pvull/EcoRI-DNA-Marker

BandengroBe in bp
15000, 6000, 2900, 2090, 1650, 1370, 750, 520, 250

2.4.2 PROTEIN-LANGENSTANDARD

Name

BenchMark Protein-Marker (Life Technologies, Belgien)

Prestained Protein-Marker (New England Biolabs, Frankfurt

a.M.)

BandengroRe in kDa
172, 111, 80, 61, 49, 36, 25
175, 83, 62, 47,5, 32,5, 25, 16,5, 6,5

25 BAKTERIENSTAMME UND ZELLEN

Name
E. coli DH5a

E. coliDH10Bac
E. coliHB101

E. coli BL21 (DE3)
HEK-293T
L-M (TK")

NIH-3T3
Sf9

Beschreibung
F~ ®80d lacZAM15 A(lacZYA-avgF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (ri, mi") phoA
snp E44 N\ thi -1 gyr A96 rel A1

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80 lacZAM15 AlacX74 recA1 endA1 araD139
A(ara, len) 7697 galU galK N rpsL nupG / bMON14272 /| pMON7124

rekombinationsnegativer (recA13) Stamm, A(gpt-proA)62 leuB6 thi-1 lacY 1
hsdSg20 recA rpsL20 (Str') ara-14 galk2 xyl-5 mtl-1 supE44 mcrBg

F ompT hsdSg(rs'mg’) gal dem (DE3) pLysS (Cam')
ATCC CRL-1573, humane Nierenzellinie, mit Adenovirus 5 DNA transformiert

ATCC CCL-1.3, murine Fibroblastenzellinie, Thymidin-Kinase (TK)-defizient,
(BrdU)-resistent

ATCC CRL-1658, murine Fibroblasten-Zellinie, kontaktinhibiert

ATCC CRL-1711, Spodoptera frugiperda-Zellinie, repliziert Baculovirus-
Expressions-Vektoren

2.6 LOSUNGEN, PUFFER UND MEDIEN

Bezeichnung Zusammensetzung Bezeichnung Zusammensetzung

Bradford-Lésung 0,008 % Coomassie Penicillin (100 U/ml)
G258,5 % . Streptomycin (100 U/ml)
Phosphorsaure

DE81-Elutionspuffer

DMEM-Medium

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0
1M LiCl

20 % Ethanol
Dulbecco’s 1 x MEM

1 % FKS

ECL-L6sung |

ECL-Losung Il

2 mM Glutamin
0.37 % NaHCO3

44,80 mg/ml Luminol in
DMSO

14,84 mg/ml p-
Cumarsaure in DMSO
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Bezeichnung
Lysispuffer

(Ni*-NTA-Agarose-Beads)

HEBS (2x)

LB-Medium

Loésung S1 fir AX500

Lésung S2 fir AX500
Loésung S1 fir AX500

Lysispuffer

Mowiol

Lysispuffer
(Ni*-NTA-Agarose-Beads)

PBS-Puffer, pH X

Pl-L6sung (1000 x)

Plasmidlésung |

Plasmidlésung Il

Plasmidlésung Il

Zusammensetzung

50 mM NaH2PO4, pH 8,0
300 mM NaCl

250 mM Imidazol

280 mM NacCl

50 mM HEPES, pH 7,1
1,15 mM Naz;HPO4

1 % Caseinhydrolysat /
Pepton 140

0,5 % Yeast-Extrakt

0,5 % NaCl

0,1 % Glucose

ggf. Kanamycin 30 pyg/ml
oder Ampicillin 50 pg/ml

fir LB-Platten + 1 %
Agar

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
100 yg/ml RNase A

0,2 N Natronlauge

1% SDS

3 M Kaliumacetat

2 M Essigsaure, pH 5,1
9,4 ml TE, pH 7,5
0,5ml 10 % SDS

0,1 ml 10 N Natronlauge
300 pl Rnase (10 ug/ul)

20 ml Glykol
15 g Mowiol

100 ml 0,2 M Tris-HCl,
pH 8,5

3,5 g DABCO

50 mM NaH2PO4, pH 8,0
300 mM NacCl

10 mM Imidazol

0,14 M NacCl

2,7 mM KCI

3,2 mM Na;HPO4

1,5 mM KH2POq4

mit HCI / NaOH auf pH
X

0,2 mg/ml Antipain

0,2 mg/ml Aprotinin

0,2 mg/ml Leupeptin

25 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM Glucose

10 mM EDTA, pH 8,0
0,2 N NaOH

1 % SDS

3 M Kaliumacetat

2 M Essigsaure

Bezeichnung

Probenpuffer

Puffer N2 fiir AX500

Puffer N3 fiir AX500

Puffer N5 fiir AX500

RIPA-Puffer

SDS-Laufpuffer (10x)

SDS-Probenpuffer (4x)

Stripping buffer

TAE-Puffer

To-EDTA

TEB-Puffer

TE-Puffer (X/Y), pH Z

TFB1-Puffer

Zusammensetzung

0,04 % Bromphenolblau
0,04 % Xylencyanol
33 % Glycerin

100 mM Tris-HsPO,4
pH 6,3

15 % Ethanol
900 mM KClI

100 mM Tris-HsPO,4
pH 6,3

15 % Ethanol
1,15 M KCI

100 mM Tris-HsPO,4
pH 6,3

15 % Ethanol

1 M KCI

50 mM Tris-HCI, pH7,9
150 mM NaCl

0,5 % Na-Deoxycholat
0,1 % SDS

1xPI

15 % Glycerin

1,5 % SDS

6 % Tris

50 mM Tris-HCI pH 7,5
2 % SDS

0,04 % Bromphenolblau

84 mM -
Mercaptoethanol

20 % Glycerin

100 mM B-
Mercaptoethanol

2 % SDS

62,5 mM Tris-HCl,
pH6,8

40 mM Tris-HCI, pH 8,0
20 mM Natriumacetat

1 mM EDTA, pH 8,0

5 M NacCl

2 M KCI

250 mM EDTA, pH 8,0
mit HCI auf pH 7,0

90 mM Tris-Base

90 mM Borsaure

2 mM EDTA, pH 8,0

X mM Tris-HCI, pH Z

Y mM EDTA, pH Z

100 mM RbCI

50 mM MnCl,

30 mM Kaliumacetat
10 mM CacCl,

15 % Glycerin

mit verd. HCI auf pH 5,8
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Bezeichnung
TFB2-Puffer

Trypsin-EDTA

Universalstoppuffer (5 x)

Feste Nahrbdden wurden durch Zusatz von 15 g/l Agar zum LB-Medium hergestellt und bei 4°C

gelagert.

Zusammensetzung Bezeichnung Zusammensetzung
10 mM MOPS Waschpuffer 50 mM NaH;PO4, pH 8,0
10 mM RbCI (Ni*-NTA-Agarose-Beads) 300 mM NaCl

75 mM CaCl, 20 mM Imidazol

15 % Glycerin Western-Transfer-Puffer 1 25 mM Tris-HCI, pH

mit verd. KOH auf pH 10,4

8,0 20 % Methanol

0,25 % Trypsin

Western-Transfer-Puffer 2 300 mM Tris-HCI, pH

0,03 % EDTA 10,4

50 % Glycerin
50 % TE (10/0,1), pH

8,0

0,04 % Bromphenolblau

20 % Methanol

40 mM Norleucin
20% Methanol

0,04 % Xylencyanol

2.7 PLASMIDE UND OLIGONUKLEOTIDE

271 PLASMIDE

Bezeichnung

pEGFP-N1, pEGFP-N2, pEGFP-N3

pEGFP-C2

pDsRed-N1

pRSETb

pFastBacHTb

pFastBac-HAa

pRUC-N2

Beschreibung
Clontech, Heidelberg, eukaryontischer Expressionsvektor zur
Expression von Fusionsproteinen, die mit dem N-Terminus von EGFP

fusioniert sind. Die Vektoren unterscheiden sich im Frame der MCS

Clontech, Heidelberg, eukaryontischer Expressionsvektor zur
Expression von Fusionsproteinen, die mit dem C-Terminus von EGFP

fusioniert sind.

Clontech, Heidelberg, eukaryontischer Expressionsvektor zur
Expression von Fusionsproteinen, die mit dem N-Terminus von

DsRed fusioniert sind.

Invitrogen, USA, prokaryontischer Expressionsvektor zur Expression
von (His)e-Fusionsproteinen

Life Technologies, Belgien, Donor-Vektor fiir das Bac-To-Bac™-
System zur Expression von (His)s-Fusionsproteinen in Sf9-Zellen
Von Carsten Schulz hergestellt, Donor-Vektor fir das Bac-To-Bac™-
System zur Expression von HA-Fusionsproteinen in Sf9-Zellen

Von Matthias Lepke hergestellt, eukaryontischer Expressionsvektor

zur Expression von Fusionsproteinen, die mit dem N-Terminus der

Renilla-Luciferase fusioniert sind.
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2.7.2 OLIGONUKLEOTIDE

2.7.2.1 OLIGONUKLEOTIDE FUR KLONIERUNGEN

Bezeichnung

ORC1-GFP-5"
ORC1-GFP-3’
ORC2-GFP-5"
ORC2-GFP-3’
pC-ORC3-5°
pC-ORC3-3’
pC-ORC4-5’
pC-ORC4-3"
pC-ORC5-5"
pC-ORC5-3"
pC-ORC6-5"
pC-ORC6-3’
CDC6-EGFP-forw
CDC6-EGFP-rev
CDC6-C2-forw
CDC6-C2-rev
HsCDC6-forw
HsCDC6-rev
CDC7-Apal-forw
CDC7-N-Apal-rev
CDC7-C2-Apal-rev
CDC7-Bac-Ncol-forw
CDC7-Bac-Xhol-rev
PLK-Red-forw
PLK-Red-rev
PLK-Bac-K82M-forw
PLK-Bac-K82M-rev
CDC45-EGFP-5"
CDC45-EGFP-3°
CDC45-C2-forw
PCNA-Eco-forw
PCNA-BamN1-rev
PCNA-BamC2-rev
DNA-Lig-forw
DNA-Lig-N1-rev
DNA-Lig-C2-rev
YFP-Nhel-forw
YFP-Bglll-rev
TTF-Eco-forw
TTF185-Eco-forw
TTF-Bam-rev
TTF-NRD-Bam-rev

Sequenz

5- TTATTGGATCCGTTGTCATGCCATCCTACCTCA -3 (33-mer)

5- TTATTGGATCCTCTCTCTTCTTTGAGAGCAAACA -3” (34-mer)

5- TATTGAATTCGTTGTCATGAGCACTCTGCAGTTAAA -3” (36-mer)

5- TATTGAATTCTACTTTGCCTCCTCCTCTTCCTTCT -3” (35-mer)

5- TATTGATATCGTTGTCATGCACACGGGGCCGCG -3" (33-mer)

5- TATTGATATCTTGACAGCCTCCCCATGTAAGCCTT-3" (35-mer)

5- TATTGATATCGTTGTCATGAGCAGTCGTAAAACCAAG -3” (37-mer)
5- TATTGATATCTCTCAGCCAGCTTAGTGAGGATGTTG-3" (36-mer)

5- TATTGAATTCGTTGTCATGTCTCACTTGGAGAGCATG-3" (37-mer)

5’- TATTGAATTCAATCTCAAGAAATCATACAAGTATTT -3” (36-mer)
5-AAGGAGAATTCGATGGAGTCGGAGCTGG-3" (28-mer)
5-TGATGGAATTCACTCTGCTGTGGCTGTCT-3" (29-mer)

5- TATTGGATCCGTTGTCATGTCTGCAGGGAAGGAG -3” (34-mer)

5- TATTGGATCCTCTGGGCAGACCAGCAGCGAGG-3 (32-mer)
5-TATTGGATCCTTATGTCTGCAGGGAAGGAGCTAAAGTA-3" (38-mer)
5-TATTGGATCCTCAGGGCAGACCAGCAGCGAGGATGTTC-3" (38-mer)
5-TATTGGATCCATGCCTCAAACCCGATCCCAGGCAC-3" (35-mer)

5 -TATTGGATCCTGTTGAGGCAATCCAGTAGCTAAGA-3" (35-mer)
5-TATTGGGCCCATGGAGGAGCCAATGGCGTTTTCTTCCCTT-3" (40-mer)
5-TATTGGGCCCGTCCGGAGCACATATCTTTAAAGAACGCAT-3" (40-mer)
5-TATTGGGCCCTCAGGAGCACATATCTTTAAAGAACGCATG-3" (40-mer)
5-ACTCCCATGGAGGAGCCAATGG-3" (22-mer)
5-GGAGACTCGAGTCAGGAGCACAT-3" (23-mer)

5 -TATTGAATTCGTTGTCATGAATGCAGTGGCCAAAG-3" (35-mer)
5-TATTGAATTCCCTTGGAGGCCTTGAGGCGGTTGCT-3" (35-mer)
5-TATTGAATTCATGAATGCAGTGGCCAAAGCTGGAAAG-3" (37-mer)
5-TATTGAATTCCTAGGAGGCCTTGTGGCGGTTGCTGGC-3" (37-mer)
5-TATTGAATTCATGTTCGTGACCGATTTCCGCAAG-3" (34-mer)
5-TATTGAATTCTCCGGACAGCAGTGACACAAGAGC-3" (34-mer)
5-TATTGGATCCCTATGTTCGTGACCGATTTCCGCAAGGA-3" (38-mer)
5-TATTGAATTCATGTTTGAGGCACGCCTGATCCAGG-3" (35-mer)

5 -TATTGGATCCAGCTTAGATGCTTCCTCATCTTCAA-3" (35-mer)
5-TATTGGATCCCTAAGATGCTTCCTCATCTTCAATC-3" (35-mer)

5 -TATTGAATTCATGCAGAGAAGTATTATGTCATTTTTTCAA-3" (40-mer)
5 -TATTGAATTCTTCATAGTCTTCAACGTCGGAGTCCAAGTC-3" (40-mer)
5-TATTGAATTCTTAATAGTCTTCAACGTCGGAGTCCAAGTC-3" (40-mer)
5-TATTGCTAGCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC-3" (37-mer)
5-TATTAGATCTGTTGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA-3" (37-mer)
5-TATTGAATTCATGAAAGGGGGCACAAGCAAATTTA-3" (-mer)

5 TATTGAATTCTCTAGAAAGGATGTGGATATTGTTT-3" (35-mer)

5 TATTGGATCCTCACTGCACATCAGAGGCGCTGG-3" (33-mer)
5-TATTGGATCCCTAGAAGTCTCTAGCAGGTTCTCCATGTT-3" (39-mer)
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2.7.2.2 OLIGONUKLEOTIDE ZUR EINFUHRUNG VON MUTATIONEN

Bezeichnung
CDC6-Ala1-forw
CDC6-Ala1-rev
CDC6-Ala2-forw
CDC6-Ala2-rev
CDC6-Ala3-forw
CDC6-Ala3-rev
CDC6-Asp1-forw
CDC6-Asp1-rev
CDC6-Asp2-forw
CDC6-Asp2-rev
CDC6-Asp3-forw
CDC6-Asp3-rev
CDC6-K237E-forw
CDC6-K237E-rev
CDC7-K84E-forw
CDC7-K84E-rev

2.8 GERATE

2.81

Biofuge A, Heraeus

Kihlzentrifuge 17RS, Heraeus
Kulhlzentrifuge CR3i, Jouan
Kihlzentrifuge J-6B, Beckman

ZENTRIFUGEN

Sequenz
5-AACTTCTGCCTCTCGCTCCCCGAAAACGTCTGGGC-3" (35-mer)
5"-GCCCAGACGTTTTCGGGGAGCGAGAGGCAGAAGTT-3" (35-mer)
5-CCCGGTTATCTCCCTGTGCTCCACCAAAGCTGGGC-3" (35-mer)
5-GCCCAGCTTTGGTGGAGCACAGGGAGATAACCGGG-3" (35-mer)
5"-CGACATTTAAGGCTGCCCCCCCAAAAGAACAAGAC-3’ (35-mer)
5-GTCTTGTTCTTTTGGGGGGGCAGCCTTAAATGTCG-3" (35-mer)
5-AACTTCTGCCTCTCGATCCCCGAAAACGTCTGGGC-3" (35-mer)
5'-GCCCAGACGTTTTCGGGGATCGAGAGGCAGAAGTT-3" (35-mer)
5"-CGGTTATCTCCCTGTGATCCACCAAAGCTGGGCAA-3" (35-mer)
5-TTGCCCAGCTTTGGTGGATCACAGGGAGATAACCG-3" (35-mer)
5"-ACATTTAAGGCTGACCCCCCAAAAGAACAAGACAG-3" (35-mer)
5-CTGTCTTGTTCTTTTGGGGGGTCAGCCTTAAATGT-3" (35-mer)
5"-GCTCCTGGGACTGGAGAAACTGCCTGTTTAAGCCG-3" (35-mer)
5"-CGGCTTAAACAGGCAGTTTCTCCAGTCCCAGGAGC-3" (35-mer)
5"-GAGAAAATTGCGCTGGAACACTTAATTCCCACAA-3" (34-mer)
5-TTGTGGGAATTAAGTGTTCCAGCGCAATTTTCTC-3" (34-mer)

Kuhlzentrifuge RC-5B, Sorvall
Kihlzentrifuge ZK400, Kontron
Omnifuge 2.0RS, Heraeus
Ultrazentrifuge L8-8M, Beckman

2.8.2 SONSTIGE GERATE

ABI Prism Sequenzer 310
Brutschrank 5060 EK/CO.
Brutschrank 5060 EK/CO.

Blot-Apparatur

Durchflusscytometer
Elektroporationsgerat Gene Pulser
Feinwaage Kern 870

Flow-Hood Lain Air HB 2448 K

Floureszenz-Spektrometer

ABI Prism
Heraeus
Heraeus

Biorad

Beckman Coulter
Biorad

Kern

Heraeus

PTI, Photon Technology International

Geltrockner Modell 583

Konfokales Laserscanning-Mikroskop TCS SP
Mikroskop Fluovert FS

PCR-Gerat AGS

BioRad
Leica
Leitz
Hybaid
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PCR-Gerat Eppendorf

pH-Meter

Roéntgenfilmentwickler 35compact

Schittler

Schuttler Certomat R
Spectrometer Ultraspec Plus 4054
Thermomixer 5436

Video copy processor P68E

Waage K800

Eppendorf

WTW

Protec

INFORS HT

B. BRAUN
Pharmacia
Eppendorf
Mitsubishi Electric

Sauter

29 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Abkiirzung

A
A
A
Abb.
ACS

ad

ADP
AMP
Amp
Amp

+/-
Amp’
APC

ARS

As
ASK

A. thaliana
ATP

b/bp

BrdU
BRET

BSA

bzw.

C

c

°C

ca.

CcDC

C. elegans
CDK
cDNA

Bedeutung

Adenin
Ampere
Angstrom
Abbildung

ARS Consensus
Sequence

auffillen auf
Adenosindiphosphat
Adenosinmonophophat
Ampicillin
ampicillinhaltig / nicht
ampicillinhaltig
Ampicillin-Resistenzgen
Anaphase Promoting
Complex

Autonomously Replicating
Sequences

Aminosaure

Activator for S-Phase
Kinase

Arabidopsis thaliana
Adenosintriphosphat
Base(n)/Basenpaar(e)
Brom-2"-Desoxy-Uridin
Bioluminescence

Resonance Energy
Transfer

Rinderserumalbumin
beziehungsweise
Cytosin

centi

Grad Celsius

circa

Cell Division Cycle
Caenorhabditis elegans
Cyclin Dependent Kinase
komplementare DNA

Abkiirzung
Cdt

ChiP

Chl

Ci

cm

cMv
cpm

CTP
Cy-Motiv
D

d

dATP

DBF
DC

dCTP

ddNTP

DE81

DFC

dGTP

Dm/D.
melanogaster
DMEM

DMSO

DNA

DNase
dNTP

ds

Bedeutung
Cdc10 dependent
transcript

Chromatin
Immunoprecipitation

Chloramphenicol
Curie

Zentimeter
Cytonegalovirus
counts per minute
Cytidintriphosphat
Cyclin-Docking-Motif
Dalton

Durchmesser
2’-Desoxy-Adenosin-5"-
triphosphat
Dumbbell Former

Dunnschicht-
Chromatographie
2’-Desoxy-Cytidin-5"-
triphosphat
2’,3’-Didesoxy-Nukleosid-
5’-triphosphat
Diethylaminoethylcellulose
papier 81

Dichte Fibrillare
Komponente der Nucleoli
2’-Desoxy-Guanosin-5’-
triphosphat

Drosophila melanogaster

Dulbecco’s 10 x MEM
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotid-
triphosphat

double strand /
doppelstrangig
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Abkiirzung
DsRED

DTE
DTT
dTTP

duTP

E2F

E. coli
EDTA

EGFP

EGTA

EMBL

EST
et al.
EtBr
EtOH
EYFP

FACS
FC
FFT

FITC
FKS
FLIP

Forw
FRAP

9
G

GC

Gen
GFP
GTP

h
H20bigest
HA
HAT
HDAC
HEBS
HEK

Bedeutung
Discosoma sp Red
fluorescent protein
Dithioerythrit
Dithiotreitol
2’-Desoxy-Thymidin-5'-
triphosphat
2’-Desoxy-Uridin-5"-
triphosphat

E2 promotor factor
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Enhanced Green
Fluorescent Protein

Ethylenglykol-bis (-
amino-ethylether)-
N,N,N",N’-tetraessigsaure

European Molecular
Biology Laboratory

Expressed Sequence Tag
et alii

Ethidiumbromid

Ethanol

Enhanced Yellow
Fluorescent Protein

Farad
femto

Fluorescence Activated
Cell Sorter

Fibrillare Komponente des
Nucleolus

Fast Fourier
Transformation

Fluorescein-Isothiocyanat
Fotales Kélberserum

Fluorescence Loss In
Photobleaching

Forward(5")-Primer

Fluorescence Recovery
After Photobleaching

Gramm
Guanin

Granulare Komponente
des Nucleolus

Gentamycin

Green Fluorescent Protein
Guanosintriphosphat
Stunde

bidestilliertes Wasser
Hamagglutinin

Histon Acetylase

Histon Deacetylase
HEPES-gepufferte Saline

Human Embryonic Kidney
Cells

Abkiirzung
HEPES

His
Hs
Hsk

ggf.

IPTG

Kan

Kan*"

Kan
Kap.

kb

kDa

kV

A

|

LB

Lig

LMB
L-M(TK")-
Zellen
LTR

M

m

m

mA

MCM

MCS
MEM
HF
mg
Hg
min
ml

1]

Mm/M.
musculus

mM
uM
mmol
moi
mol
MOPS

mRNA

Bedeutung

N-2-
Hydroxyethylpiperazin-N"-
2’-ethansulfonsaure
Histidin

Homo sapiens

Homologue of CDC7
Kinase

Gegebenenfalls
Stromstarke

Isopropyl-B-D-
Thiogalactopyranosid

kilo
Kanamycin

kanamycinhaltig / nicht
kanamycinhaltig

Kanamycin-Resistenzgen
Kapitel
Kilobasenpaare
Kilodalton
Kilovolt
Wellenlange
Liter

Luria Bertani
DNA-Ligase
Leptomycin B
LTK™-Zellen

Long Terminal Repeat
molar

Meter

milli

Milliampére
Minichromosome
Maintenance

Multiple Cloning Site
Minimal Essential Medium
Mikrofarad

Milligramm

Mikrogramm

Minute

Milliliter

Mikroliter

Mus musculus

millimolar

mikromolar

Millimol

multiplicity of infection
Mol

Morpholinopropan-
sulfonsaure

Boten-RNA
nano
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Abkiirzung

NB
NES
ng
NLS
nm
nmol
NoRC

NP-40
NRD

nt
Q
OBR

oD
ORC

ORF

32p
PAA
PBD
PBS
PCNA

PCR

Pen
pfu
Pl
Plk
PML

pmol
PMSF

Pol
pra-RC
RB
rDNA
RFTS

Rev
RNA
rRNA
RNase
RPA
RT
RUC

Bedeutung

nuclear body

Nuclear Export Signal
Nanogramm
Kernlokalisationssignal
Nanometer

Nanomol

Nucleolar Remodeling
Complex

Nonident P-40

Negative Regulatory
Domain

Nukleotid
Ohm

Origin of bidirectional
replication

Optische Dichte

Origin Recognition
Complex

Open Reading Frame
Protein

piko

Phosphor-Isotop 32
Polyacrylamid

Polo Box Domain
phosphatgepufferte Saline

Proliferating Cell Nuclear
Antigen

Polymerase-
Kettenreaktion

Penicillin

plaques forming unit
Proteininhibitor
Polo Like Kinase
promyelocytische
Leukamie

Picomol

Phenylmethylsulfonyl-
fluorid

DNA-Polymerase
pra-replikativer Komplex
Retinoblastoma Protein
ribosomale DNA

Replication Factory
Targeting Sequence

Reverse(3")-Primer
Ribonukleinsaure
ribosomale RNA
Ribonuklease
Replication Protein A
Raumtemperatur
Renilla-Luciferase
Svedberg-Einheit

Abkiirzung

S

Sc/S.
cerevisiae

SDS

Sf9

siRNA

sog.
S-Phase
Sp/S. pombe

SS

Std
Strep
SV40

Tab.
TAE
TBE
TCA
TE
TEMED

Tet
TIFF
TIP
TLC

Topo
TPCK

TR
Tris

tRNA
TSA
TTF

TTP
X

u

u
Upm
UTpP
uv
\'}
Vol
w

w
XliX. leavis
z.B.

Bedeutung

Sekunde

Saccharomyces
cerevisiae

Natriumdodecylsulfat
Spodoptera frugiperda 9
small interfering RNA
sogenannt
Synthesephase

Schizosaccharomyces
pombe

single strand /
einzelstrangig

Stunde

Streptomycin

Simian Virus 40

Thymin

Tabelle
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Trichloressigsaure
Tris-EDTA-Puffer

N,N,N’,N"-Tetramethyl-
ethylendiamin

Tetracyclin
Tag Image File Format
TTF Interacting Protein

Thin Layer
Chromatography

Topoisomerase

Tosylphenylalanin-
Chlormethylketon

TexasRed

Trishydroxymethyl-
aminomethan

Transfer-RNA
Trichostatin A

Transcription Termination
Factor

Thymidintriphosphat
Texas red

Einheit der Enzymaktivitat
atomare Masseneinheit
Umdrehungen pro Minute
Uridintriphosphat
Ultraviolett

Volt

Volumen

Watt

Gewicht

Xenopus laevis

zum Beispiel
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3. METHODEN

3.1 Kultivierung von Bakterien

3.1.1  FLUSSIGKULTUREN

Far analytische Plasmidisolierungen, Dauerkulturen und zur Animpfung gréfRerer Flissigkulturen
wurden Bakterien in 5 ml LB-Flissigmedium kultiviert. Ausgehend von einer Plattenkultur wurden
diese Vorkulturen mit einem sterilen Zahnstocher, der in der Kultur verbleibt, mit einer Einzelkolonie
angeimpft. Zur Selektion wurden dem Medium je nach Bakterienstamm 50 pg/ml Kanamycin bzw. 50

pg/ml Ampicillin zugesetzt. Die Vorkulturen inkubierten unter starkem Schitteln 12-16 h bei 37 °C.

3.1.2 PLATTENKULTUREN

Um einen Vereinzelungsausstrich zu erhalten, wurden Bakterien auf festem Nahrboden

ausgestrichen. Die Platten wurden anschlielend invertiert und bei 37 °C tGber Nacht inkubiert.

3.1.3 BAKTERIEN-DAUERKULTUREN

Von einer 5 ml Uber-Nacht-Kultur wurde eine 40 %ige Glycerin-Dauerkultur angelegt, die bei -20 °C in
sterilen Dauerkulturrohrchen aufbewahrt wurde. Unter diesen Bedingungen sind die Bakterien

mehrere Jahren haltbar.

3.2 PRAPARATION VON PLASMID-DNA

3.21 ANALYTISCHE PLASMID-DNA-ISOLIERUNG DURCH ALKALISCHE LYSE

Die Isolierung von Plasmid-DNA flr analytische Untersuchungen erfolgte nach der Methode von
Birnboim und Doly (1979). Es wurden 3 ml kanamycin- bzw. ampicillinhaltiges LB-Medium (Kan®,
50 ug/ml, Amp*, 50 pg/ml) mit Bakterien von einer Agarplatte oder einer Glycerinkultur angeimpft und
Uber Nacht bei 37 °C mit 180 Upm geschuttelt. 1,5 ml dieser Kultur wurden abzentrifugiert (Biofuge A,
Heraeus), in 100 pl Plasmidlésung | suspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Zur Lyse der Bakterien
wurde die Suspension mit 200 pl Plasmidlosung 1l versetzt und 5 min auf Eis gestellt. Durch Zugabe
von 150 pl eiskalter Plasmidlésung Il wurden die chromosomale DNA und die bakteriellen Proteine
gefallt. Der Niederschlag wurde 15 min bei 15.000 Upm abzentrifugiert. Aus dem Uberstand konnte
die Plasmid-DNA durch Phenolextraktion von restlichen Proteinen gereinigt und durch Zugabe von 2,5

Vol Ethanol gefallt werden. Die prazipitierte DNA wurde 15 min bei 15.000 Upm abzentrifugiert und mit
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70 %igem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das DNA-Sediment in 18 pl HxOpigest UNd 2
pMl RNAse-Losung (10 mg/ml) aufgenommen. Die so erhaltene Plasmid-DNA wurde direkt fir

Restriktionsanalysen eingesetzt.

Plasmidlésung I: 50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris-HCI, pH 8,0

Plasmidlésung Il : 0,2 N NaOH
1% SDS
Plasmidlésung lil: 3 M Kaliumacetat

2 M Essigsaure

3.2.2 ANALYTISCHE PLASMID-DNA-ISOLIERUNG OHNE PHENOLEXTRAKTION

Es wurden 3 ml kanamycin-, bzw. ampicillinhaltiges LB-Medium (Kan®, 50 ug/ml, Amp*, 50 pg/ml) mit
Bakterien von einer Agarplatte oder einer Glycerinkultur angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C und 180
Upm geschittelt. 1,5 ml dieser Kultur wurden 2 min bei 10.000 Upm abzentrifugiert (Biofuge A,
Heraeus) und der Uberstand bis auf 100 pl entfernt. Die Bakteriensuspension wurde in diesem
Volumen resuspendiert, zur Lyse mit 300 ul Lysispuffer versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Durch die
Zugabe von 150 pl Natriumacetat-Lésung (3 M, pH 4,8) wurden die chromosomale DNA und die
bakteriellen Proteine gefallt. Der Niederschlag wurde 6 min bei 14.000 Upm abzentrifugiert. Aus dem
Uberstand konnte die Plasmid-DNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol geféllt werden. Die
prazipitierte DNA wurde 6 min bei 14.000 Upm abzentrifugiert und mit 70 %igem Ethanol gewaschen.
Nach dem Trocknen wurde das DNA-Sediment in 27 pl HyOpigest Und 3 pl RNAse-Losung (10 pg/ul)

aufgenommen. Die so erhaltene Plasmid-DNA wurde direkt fir Restriktionsanalysen eingesetzt.

Lysispuffer: 9,4mlTE,pH 7,5
0,5ml 10 % SDS
0,1 ml 10 N Natronlauge
150 yl RNAse (10 pg/ul)

3.2.3 ANALYTISCHE BACMID-DNA-ISOLIERUNG FUR DIE TRANSFEKTION IN SF9-ZELLEN

Zur Herstellung einer Bakterienkultur wurden 2 ml LB-Medium auf die gewilinschten
Antibiotikakonzentrationen (50 pg/ml Kanamycin, 7 pg/ml Gentamycin, 10 pg/ml Tetracyclin)
eingestellt, mit 100 ul einer Glycerinkultur des jeweiligen Bakterienstammes oder einer Kolonie von

einer Agarplatte angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C mit 200 Upm geschuttelt. 1,5 ml der

68



METHODEN

Bakteriensuspension wurden bei 14.000g 1 min lang zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 0,3 ml
Losung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 0,3 ml der Losung 2 und sanftem Mischen wurde der
Ansatz 5 min lang bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe mit 0,3 ml 3 M Natriumacetat
versetzt, 10 min auf Eis inkubiert und 15 min lang mit 14.000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Gefal} uberfuhrt und die Bacmid-DNA durch Zugabe von 0,8 ml Isopropanol und 15
minutige Zentrifugation bei 14.000g pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend mit 0,5 ml eiskaltem, 70
%igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und anschlieRend in 40 yl TE (10/0,1) sanft geldst.
Die Bacmid-DNA wurde direkt fir die Transfektionen, PCR-, Restriktions- und Agarosegel-Analysen

eingesetzt.

Losung 1: 15 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 ug/ml RNase A

Lésung 2: 0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS

3.2.4 PRAPARATIVE PLASMID-DNA-ISOLIERUNG UBER DEN NUCLEOSPIN® PLASMID-KIT

Zur Herstellung der Bakterienkultur wurden 5 ml kanamycin-, bzw. ampicillinhaltiges LB-Medium
(Kan®, 50 pg/ml, Amp®, 50 pg/ml) mit 100 ul einer Glycerinkultur des jeweiligen Bakterienstammes
oder einer Kolonie von einer Agarplatte angeimpft und 8-12 h bei 37 °C bei 180 Upm geschuittelt.

Die Bakterien wurden 2 min bei 10.000 Upm abzentrifugiert und das Sediment in 250 yl Puffer A1
resuspendiert. Nach der Zugabe von 250 ul Puffer A2 wurde mehrmals invertiert und maximal 5 min
bei RT inkubiert. Im Anschluf® wurden die chromosomale DNA und die bakteriellen Proteine durch
Zugabe von 300 pl Puffer A3 geféllt. Der Niederschlag wurde 10 min bei 14.000 Upm abzentrifugiert
und der Uberstand quantitativ in eine NucleoSpin-Plasmid-Séaule tberfiihrt. Nach der Zentrifugation (1
min, 10.000 Upm) wurde die an die Saule gebundene Plasmid-DNA zunachst mit 500 pl auf 50 °C
vorgewarmten Puffer AW und anschlief3end mit 600 pl Puffer A4 gewaschen. Die Elution der Plasmid-
DNA erfolgte mit 50-100 ul HoOypigest- Die verwendeten Puffer waren im Kit enthalten.

3.2.5 PRAPARATIVE PLASMID-DNA-ISOLIERUNG UBER AX-500-SAULEN

Zur Herstellung einer Bakterien-Vorkultur wurden 5 ml kanamycin-, bzw. ampicillinhaltiges LB-Medium
(Kan®, 50 pg/ml, Amp®, 50 ug/ml) mit 100 ul einer Glycerinkultur des jeweiligen Bakterienstammes
oder einer Kolonie von einer Agarplatte angeimpft und 8-12 h bei 37 °C und 180 Upm geschuttelt. Fur
die Hauptkultur wurden 500 ml kanamycin, bzw. ampicillinhaltiges LB-Medium (Kan", 50 pg/ml, Amp",
50 pg/ml) mit der Vorkultur versetzt und 16 h bei 37 °C und 180 Upm geschittelt.

Die Bakterien wurden 20 min bei 4.000 Upm abzentrifugiert (Zentrifuge J6B, Rotor JS 4.2, Beckman)
und das Sediment in 12 ml Puffer S1 vollstandig resuspendiert. Nach Zugabe von 12 ml Puffer S2
wurde die Suspension vorsichtig geschittelt und 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 12 mi

Puffer S3 zugegeben, grindlich geschittelt und 15 min auf Eis inkubiert. Zelltrimmer und
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chromosomale DNA wurden durch Zentrifugation (30 min, 15.000 Upm, 4 °C) entfernt. Der klare
Uberstand, der die Plasmid-DNA enthielt, wurde auf eine bereits mit 6 ml Puffer N2 &quilibrierte Saule
(AX-500, Macherey & Nagel) gegeben. Nach der Passage des Uberstandes wurde die Saule zweimal
mit jeweils 12 ml Puffer N3 gewaschen. Die an das Saulenmaterial gebundene Plasmid-DNA wurde
anschlieBend durch Zugabe von zweimal 6 ml Elutionspuffer N5 eluiert und mit 0,7 Vol Isopropanol bei
RT gefallt. Nach der Zentrifugation (30 min, 15.000 Upm, 4 °C) wurde das Plasmid-DNA-Pellet mit

70 %igem EtOH gewaschen, 5 min an der Luft getrocknet und in 50 pl H;Opgest aufgenommen.

Pufferléosung S1: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 ug RNAse A/mi

Pufferlosung S2: 0,2 N Natronlauge
1% SDS
Pufferlosung S3: 3 M Kaliumacetat

2 M Essigsaure,
pH 5,1

Pufferlésung N2: 100 mM Tris-H3PO,4, pH 6,3
15 % Ethanol
0,15 % Triton-X 100
900 mM KClI

Pufferlosung N3: 100 mM Tris-H3POy, pH 6,3
15 % Ethanol
1,15 M KCI

Pufferlosung N5: 100 mM Tris-H;PO,, pH 8,5
15 % Ethanol
1 MKCI

3.2.6 PRAPARATIVE PLASMID-DNA-ISOLIERUNG UBER CSCL-GRADIENTEN

Eine Vor- und Hauptkultur wurde wie unter 3.2.5 beschrieben hergestellt. Die Bakteriensuspension
wurde 20 min bei 4 °C mit 4.200 Upm abzentrifugiert (Zentrifuge J6B, Rotor JS 4.2, Beckman), und
das Sediment in 20 ml Plasmidlésung | resuspendiert. Nach 10 min Inkubation bei RT wurden die

Bakterienzellen durch Zugabe von 40 ml Plasmidiésung Il 10 min auf Eis lysiert. Die genomische
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DNA, Zellwandbestandteile und Proteine wurden anschlie®end durch Zugabe von 30 ml
Plasmidlésung Il 10 min auf Eis ausgefallt und dann bei 4 °C mit 10.000 Upm (Sorvall-Zentrifuge-RC-
5B, GSA-Rotor) fir 15 min abzentrifugiert. Der klare, plasmidhaltige Uberstand wurde durch 8 Lagen
Verbandsmull filtriert und mit 0,7 Vol Isopropanol fir 20 min bei RT gefallt. Die geféllte Plasmid-DNA
wurde durch Zentrifugation mit 10.000 Upm (Sorvall-Zentrifuge-RC-5B, GSA-Rotor) bei 4 °C fir 15
min pelletiert. Das DNA-Sediment wurde an der Luft bei RT getrocknet und anschliel3end in 3,5 ml TE-
Puffer (10/1) gelést und mit TE-Puffer (10/1) auf ein Vol von 4 ml aufgeflllt. Nach Zugabe von 4,4 g
CsCl sowie 400 wl Ethidiumbromidlésung (5mg/ml) wurde die DNA-Ldsung in Quick-Seal-
Zentrifugenrdhrchen (Beckmann) Uberfuhrt. Zur Ausbildung eines Dichtegradienten wurde die Lésung
fir 13-16 h bei 20 °C mit 45.000 Upm (Beckman-Ultrazentrifuge-L8-80M, Vti 65.2-Rotor) zentrifugiert.
Die durch das eingelagerte Ethidiumbromid sichtbare Plasmidbande wurde mit einer Kanule gezapft
und in einem weiteren CsClI-Dichtegradienten gereinigt (Beckmann-Ultrazentrifuge-L8-80M, Vti 65,2-
Rotor, 45.000 Upm, 20 °C, 13-16 h). Nach Entnahme der Plasmidbande wurde zur Entfernung des
Ethidiumbromids dreimal mit je einem Vol CsCl-gesattigtem Isopropanol extrahiert. Die wassrige,
CsCl-haltige Phase wurde auf das dreifache Ausgangsvolumen mit TE-Puffer (10/1) verdiinnt und die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 2,5 Vol eiskaltem Ethanol 20 min bei —70 °C gefallt. Nach 15 min
Zentrifugation bei 4 °C mit 12.000 Upm (Sorvall-Zentrifuge RC-5B, Rotor SS34) wurde das DNA-Pellet
mit eiskaltem 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer (10/1) aufgenommen.

Die Zusammensetzung der Plasmidldsungen I-Ill ist dieselbe wie bei 3.2.1.

3.2.7 REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN DURCH PHENOLEXTRAKTION UND ETHANOLFALLUNG

Zur Entfernung von Proteinen aus wassrigen DNA-L&sungen wurden diese mit 0,5 Vol einer 70 %igen
Phenollésung (w/v in TE-Puffer) und 0,5 Vol eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1)
versetzt und gut gemischt. Nach der Zentrifugation (Heraeus Biofuge A) wurde die obere wassrige
Phase zur Entfernung der restlichen Phenollésung noch zweimal mit 1 Vol eines Chloroform/Isoamyl-
alkohol-Gemisches (24:1) ausgeschittelt. Durch Zugabe von 0,1 Vol 3 M Natriumacetat-L6sung, pH
4,8 und 2,5 Vol eiskaltem Ethanol wurde die DNA 15 min bei -20 °C gefallt. Das durch Zentrifugation
erhaltene DNA-Sediment wurde mit 70 %igem, eiskaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und in dem

gewinschten Volumen H,0y4est aufgenommen.

3.2.8 REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN UBER DEN GFX®PCR DNA AND GEL BAND PURIFICATION KIT

Zu je 100 pyl nukleinsaurehaltiger Lé6sung wurden 500 pl Bindungspuffer gegeben und gemischt. Mit
diesem Ansatz wurden die Saulen beladen und 60 s bei 10.000 Upm zentrifugiert. Anschlief3end
wurden die Saulen mit 500 pl Waschpuffer gewaschen und die DNA mit 50 ul 65 °C warmem H,Opgest

eluiert. Die verwendeten Lésungen waren im Kit enthalten.
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3.3 HERSTELLUNG UND AUFARBEITUNG VON DNA-FRAGMENTEN

3.3.1 BESTIMMUNG VON NUKLEINSAURE-KONZENTRATIONEN

3.3.1.1 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG

Die Konzentration von nukleinsdurehaltigen Ldsungen wurde photometrisch durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von A = 260 nm (Ultrospec Plus 4054, Pharmacia)
ermittelt. Eine OD,s von 1 entspricht einer Nukleinsdure-Konzentration von 50 pg/ml fir
doppelstrangige DNA, sowie 40 ug/ml fir RNA und einzelstrangige DNA sowie 37 pg/ml fir
Oligonukleotide.

3.3.1.2 MOLBERECHNUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Fir die Berechnung wurde ein Molekulargewicht von 660 u flr ein Basenpaar zugrunde gelegt. Die

Stoffmenge von DNA-Fragmenten berechnet sich dann nach der Formel:

M=kxM/A

Dabei gilt: M = Stoffmenge (in pmol)
m = Masse (in pg)
A = Fragmentgrofe (in bp)
k =2.500 pmol x bp / ug

3.3.1.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG AUF AGAROSEGELEN

Far die Konzentrationsbestimmung sehr kleiner DNA-Mengen und zum Abgleich von DNA-
Konzentrationen wurden Aliquots der entsprechenden DNA-L&sungen zusammen mit einer Reihe von
Referenzproben bekannter Konzentration auf Agarosegelen coelektrophoretisiert. Nach Anfarben der
Gele mit Ethidiumbromid konnte durch Vergleich der Fluoreszenzintensitaten definierter Banden die
Konzentration der DNA-L6sungen sehr genau bestimmt werden, da bei niedrigen Konzentrationen

diese Intensitat proportional zur DNA-Menge ist

3.3.2 SPALTUNG VON DNA DURCH RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Die Spaltung von DNA in wassrigen Lésungen mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurde in den

vom Hersteller fiir das jeweilige Restriktionsenzym angegebenen Pufferldésungen durchgefiihrt. Dabei

wurden maximal 5 uyg DNA pro Ansatz verdaut und in der Regel 1-2 Enzymaktivitatseinheiten (U) des
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Enzyms pro pg DNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde 1,5-2 h bei 37 °C inkubiert. Durch
Phenolextraktion, Reinigung Uber den GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit oder durch
Zugabe von "4 Vol 5x Probenpuffer (bei anschlieliender Gelelektrophorese) wurden die Reaktionen

gestoppt.

3.3.3 DEPHOSPHORYLIERUNG VON 5°-ENDEN VON DNA-FRAGMENTEN

Die Abspaltung von Phosphatgruppen am 5°-Ende von DNA-Molekulen wurde durch die alkalische
Phosphatase katalysiert. Dazu wurden 50 ng DNA mit 0,5 ul 10x Reaktionspuffer und 0,5 pl
alkalischer Phosphatase (1 U/ul) aus Shrimps versetzt, auf 5 pl mit HoOpigest @ufgefillt und 1 h bei
37 °C inkubiert. Im Anschluf® wurde das Enzym durch 15 minutige Inkubation bei 65 °C deaktiviert.

Der Ansatz konnte ohne weitere Aufreinigung direkt fir die Ligation eingesetzt werden.

3.3.4 GLATTUNG VON RESTRIKTIONSSTELLEN MIT 5"-UBERHANGENDEN ENDEN

Das grof’e Fragment der E.coli-DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) ist in der Lage den zum 5'-
Uberhang komplementdren DNA-Strang aufzufiihlen. Ein 50 pl Ansatz mit 0,5-5 pmol eines DNA-
Fragmentes, 5 pyl 10x NT-Puffer, 2 yl ANTP-Mix (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 1 U Klenow-
Enzym in HyOpigest Wurde bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min wurden nochmals 1 yl dNTP-Mix und 1 U
Klenow-Enzym zugegeben und fur weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung wurde der

Ansatz 10 min auf 65 °C erhitzt und anschlieftend durch zweimalige Phenolextraktion gereinigt.

3.3.5 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN MIT DE81-PAPIER

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde das Agarosegel unter UV-
Licht unterhalb der gewtinschten Bande mit einer Rasierklinge eingeschnitten und ein Stiick DE81-
Papier eingesetzt. Danach wurde die Elektrophorese entsprechend der Fragment-Grdle fir weitere 5-
10 min fortgesetzt bis das gewlinschte DNA-Fragment vollstandig an das Papier gebunden hatte. Das
Papier wurde vorsichtig entnommen, in ein Eppendorf-Reaktionsgefalt Gberfiihrt und zweimal mit 100
ul Waschpuffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA; 100 mM LiCl) gewaschen. Danach wurde die
DNA durch viermaliges Waschen mit 100 pl Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA; 1
mM LiCl; 20 % Ethanol) von dem Papier eluiert und durch Ethanolféllung isoliert.
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3.3.6 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUS AGAROSEGELEN UBER DEN GFX®PCR DNA AND GEL
BAND PURIFICATION KIT

Um einzelne DNA-Fragmente aus einem Gemisch zu isolieren, wurde das Gemisch auf einem
Agarosegel geeigneter Konzentration elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Anfarben des Gels mit
Ethidiumbromid wurde die gewtinschte DNA-Bande unter UV-Licht (365 nm) ausgeschnitten. Die DNA
wurde dann mit dem GFX®PCR DNA AND GEL BAND PURIFICATION KIT von Agaroseresten, Salzen,
Proteinen, RNA und anderen Verunreinigngen gereinigt. Dazu wurde das ausgeschnittene Gelstuck in
1 ul Bindungspuffer pro mg Gelstiick aufgenommen und 5 min bei 65 °C gel6st. Die Lésung wurde auf
eine Rotations-Silicasaule gegeben und 60 s bei 10.000 Upm zentrifugiert. Anschliel’end wurde die
Saule mit 500 yl Waschpuffer gewaschen und die DNA mit 50 pl 65 °C warmem H,Opigest €luiert. Die

verwendeten Ldsungen waren im Kit enthalten.

3.3.7 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN DURCH ELEKTROELUTION

Die Bande mit dem gewunschten DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mit einer Rasierklinge aus dem
Agarosegel herausgeschnitten. Ein Dialyseschlauch passender GréRe wurde mit HoOpigest gesplilt, ein
Ende des Schlauches mit einer Klammer verschlossen und das herausgeschnittene Gelstiick
eingefullt. Nach Zugabe von 400 pl Elutionspuffer (0,5 x TAE-Puffer) wurden Luftblasen
herausgedrickt und das andere Ende mit einer Klammer verschlossen. AnschlieBend wurde der
Dialyseschlauch in eine mit Elutionspuffer gefullte Elektroelutions-Kammer gehangt, die DNA 1,5-2 h

bei 100V elektroeluiert und durch Phenolextraktion und Ethanolféllung gereinigt.

3.4  DNA-AMPLIFIZIERENDE METHODEN (POLYMERASE-KETTEN-REAKTION PCR)

Die ,polymerase chain reaction® ist eine in vitro-Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer
DNA-Sequenzen. Zunachst wird eine doppelstrangige DNA (Template-DNA) denaturiert. An die
entstehenden komplementaren DNA-Einzelstrange werden anschlieBend zwei Oligonukleotid-Primer,
die die zu amplifizierende DNA-Region flankieren, hybridisiert. Mittels einer thermostabilen,
korrekturlesenden DNA-Polymerase werden, ausgehend von den Oligonukleotid-Primern, die
jeweiligen komplementaren DNA-Stréange synthetisiert. Eine repetitive Folge von DNA-Denaturierung,
Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese flihrt zu einer exponentiellen Akkumulation der Ziel-DNA,
deren Enden durch die 5°-Enden der Primer definiert sind. Die PCR lauft in einem Volumen von 50 pl

in einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal ab. Fir einen 50 pl-Ansatz wurden auf Eis pipettiert:

Pwo-Polymerase Pfx-Polymerase
Template-DNA 0,1-100 ng 10-200 ng
5°-Primer 400 nmol 150 nmol
3"-Primer 400 nmol 150 nmol
dNTP-Mix (10 nM pro dNTP) (v 1,5 ul
10 x PCR-Puffer 5 ul (mit Mg*") 5 ul (ohne Mg®")
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MgSQO, (50 mM) - 1ul
Enhancer - 5ul
DNA-Polymerase 1l 0,8 ul

Die Reaktionsmischung wurde bei 94 °C inkubiert (bei Pwo-Polymerase 5 min, bei Pfx-Polymerase 2

min) und durchlief dann 25-30 mal in einem Thermocycler (OmniGene) folgende Schleife:

Pwo-Polymerase Pfx-Polymerase

Denaturierung 94 °C,30s 94 °C,15s
Hybridisierung der Primer 50-65 °C, 30 s 50-65 °C, 30 s
Polymerasereaktion 72 °C, x min 68 °C, x s

Die optimale Hybridisierungstemperatur und die Zeit fur die Polymerasereaktion mufdte fir jedes

Primer-Paar separat ermittelt werden. Fir die Hybridisierungstemperatur gilt folgende Formel:

Tu=4x(G+C)+2x(A+T)[°C]

Anschlief3end wurde der Ansatz bei 72 °C inkubiert (bei Pwo-Polymerase 15 min, bei Pfx-Polymerase
7 min) und auf RT geklhlt. Ein Aliquot (2-5 pl) der PCR wurde auf einem 1 %igen Agarosegel
analysiert. Die PCR-Produkte wurden gegebenfalls mittels Elektroelution, Phenolextraktion und
Ethanolfallung oder den GFX™PCR DNA and Gel Band Purification Kit aufgereinigt.

3.5 DNA-MUTAGENESE

3.5.1 EINFUHREN VON PUNKTMUTATIONEN IN DNA-FRAGMENTE

Um eine Punktmutation gezielt in ein DNA-Fragment einfihren zu kénnen, wurden zum codierenden
und nicht-codierenden DNA-Strang komplementare Primer eingesetzt, die eine Mutation an der
gewlinschten Stelle enthielten. AnschlieRend wurde eine PCR mit einem Primer, der mit dem 5°-
Bereich des DNA-Fragments hybridisierte, mit dem 3 -Mutations-Primer und dem DNA-Fragment als
Template durchgefiihrt. Bei einer zweiten PCR wurde ein Primer verwendet, der mit dem 3"-Bereich
des DNA-Fragments hybridisierte, der 5’-Mutations-Primer und das DNA-Fragment als Template. In
diesem ersten Schritt wurden zwei DNA-Fragment hergestellt, eines upstream der eingefuhrten
Mutation und eines downstream der Mutation. Da die beiden DNA-Fragmente im Bereich der Mutation
Uberlappten, wurde eine weitere PCR mit Primern, die mit dem 5°-Bereich des einen und dem 3°-

Bereich des anderen Fragments hybridisierten, tiber beide DNA-Fragmente durchgefiihrt. Das
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hergestellte DNA-Fragment mit der eingefiihrten Mutation wurde (iber ein 1 %iges Agarosegel durch

DEB81-Elution aufgereinigt und durch Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) analysiert.

3.5.2 EINFUHREN VON PUNKTMUTATIONEN IN VEKTOR-DNA

Zum Einflhren einer Punktmutation in Vektor-DNA, wurde das zu mutierende Plasmid in DH5a-Zellen
transformiert und praparativ iber AX-500-Saulen aufgereingt. Fur die PCR wurden Primer eingesetzt,
die zum codierenden und nicht-codierenden DNA-Strang komplementar waren und eine Mutation an
der gewlinschten Stellen enthielten. Pro 50 yl PCR-Ansatz wurden 5 ul 10x Pfu-Turbo-Puffer, 50 ng
Vektor-DNA, 15 pmol Primer1, bzw. Primer2, 1 yl dNTP-Mix und 1 ul Pfu-Turbo-Polymerse eingesetzt.
Nach Inkubation fir 30 s bei 95 °C durchlief der PCR-Ansatz in einem Thermocycler (Eppendorf,
Hybaid) 15x folgende Schleife:

Denaturierung: 95°C,30s
Hybridisierung der Primer: 53 °C, 1 min

Polymerasereaktion: 68 °C, 14 min

Der Ansatz wurde anschlieRend auf 4°C abgekiihlt und Gber den GFX®PCR DNA and Gel Band
Purification KIT aufgereinigt. Die Template-DNA wurde durch Zugabe von 1 pl Dpn | 1 h bei 37 °C
verdaut. Nach Aufreinigung der amplifizierten mutierten Vektor-DNA Uber den GFX®PCR DNA and
Gel Band Purification KiT, wurde die DNA in kompetete Bakterien-Zellen transformiert, praparativ

isoliert und durch Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) analysiert.

3.6 Klonierung rekombinanter DNA-Molekiile
3.6.1 HERSTELLUNG KOMPETENTER BAKTERIENZELLEN FUR HITZESCHOCKTRANSFORMATION

Zur Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurden ausschliellich autoklavierte Lésungen und
Gefalle verwendet.

Von einer Glycerinkultur des E. coli-Stammes HB101 wurden zirka 100 pl auf einer LB-Agarplatte
ausgestrichen. Nach Wachstum (ber Nacht bei 37 °C im Brutschrank wurden einzelne Kolonien
gepickt und damit 1 ml LB-Medium als Vorkultur angeimpft, die wiederum Uber Nacht bei 37 °C
geschuttelt wurde. Als Hauptkultur wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml der Vorkultur angeimpft und
solange geschittelt, bis die Bakterien die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Dies war
der Fall, wenn die Bakteriensuspension eine optische Dichte von 0,4-0,5 bei einer Wellenlange von A
= 578 nm erreicht hatte. Die Suspension wurde dann in einem Eis-/Kochsalzbad 10 min abgekihlt.
Um die folgenden Schritte bei anndhernd 0 °C ausfihren zu kénnen, wurden alle Gegenstéande und
Lésungen vorgekiihlt. Die Bakterien wurden zunachst 7 min bei 2.000 Upm abzentrifugiert (Zentrifuge
RC-5B, Rotor GSA, Sorvall) und in 30 ml einer TFB1-Losung resuspendiert. Anschlieend wurde 90
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min bei 0 °C gekuhlt und 10 min bei 2.000 Upm abzentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 4 ml
einer TFB2-Losung aufgenommen und in Aliquots von 125 pl in flissigem Stichstoff eingefroren. Die
Bakterien konnten ohne signifikanten Kompetenzverlust bei -70 °C mehrere Monate aufbewahrt

werden.

TFB1-L6ésung: 100 mM Rubidiumdichlorid
50 mM Mangandichlorid
30 mM Kaliumacetat, pH 5,8
15 % Glycerin
Lésung steril filtrieren

TFB2-L6sung: 10 mM Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), pH 8,0
10 mM Rubidiumdichlorid
75 mM Calciumdichlorid
15 % Glycerin
Lésung autoklavieren

3.6.2 HERSTELLUNG KOMPETENTER BAKTERIENZELLEN FUR DIE ELEKTROPORATION

1000 ml LB-Medium wurden mit 10 ml einer Ubernachtkultur des E. coli-Stammes HB101 angeimpft
und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 0,4-0,5 bei 578 nm angezogen. Die Bakterien wurden
15-30 min im Eisbad abgekiihlt und anschlieRend abzentrifugiert (15 min, 4.000 Upm, 4 °C). Um die
folgenden Schritte bei annahernd 0 °C ausflihren zu kénnen, wurden alle Gegenstande und Losungen
vorgekuihlt. Das Bakterien-Sediment wurde zweimal mit 1000 ml bzw. 500 ml H,Opigest gewaschen.
Danach wurde das Sediment in 20 ml eiskaltem 10 %igem Glycerin suspendiert und erneut
abzentrifugiert. SchlieRlich wurden die Bakterien in 2 ml eiskaltem, 10 %igem Glycerin aufgenommen,

in Aliquots von 40 pl in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

3.6.3 PRAPARATION VON VEKTOREN

Zur Herstellung linearer Vektor-DNA wurden 5 ug Plasmid-DNA mit dem jeweiligen Restriktionsenzym
gespalten. Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit der Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes auf
einem Agarosegel analysiert. AnschlieRend wurde die DNA durch Phenolextraktion und Ethanolfallung
oder Uber den GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit aufgereinigt. Zur Verhinderung einer
Religation der Vektor-DNA im folgenden Ligationsansatz wurden die 5°-Enden des Vektors

dephosphoryliert.
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3.6.4 LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN MIT VEKTOREN

Die Ligation eines linearisierten und dephosphorylierten Vektors mit dem gewiinschten DNA-Fragment
wurde durch die T4-DNA-Ligase katalysiert. Dazu wurden 50 ng Vektor-DNA mit einem drei- bis
zehnfachen molaren UberschuR des zu ligierenden Fragments, 1,5 pl Ligase-Puffer und 1 U der T4-
DNA-Ligase versetzt, auf 20 pl mit Ho0piqest aufgefullt und Gber Nacht inkubiert. Die Inkubation erfolgte
bei 14 °C (Blunt-Ligationen) bzw. bei RT (Sticky-Ligationen). Ein Kontrollansatz ohne das zu
ligierende Fragment wurde parallel inkubiert. Der Ligationsansatz wurde ohne weitere Reinigung zur

Transformation kompetenter Bakterien-Zellen des E. coli-Stammes HB101 eingesetzt.

3.6.5 TRANSPOSITION VON DONOR-CDNAS IN BACMIDE ZUR TRANSFEKTION VON SF9-ZELLEN

Der cDNA-haltige Donorvektor wurde durch Hitzetransformation in kompetente DH-10BAC E. coli
Bakterien eingeschleust. Die transformierten Bakterien wurden anschlieRend auf Agarplatten, die 50
pg/ml Kanamycin, 7 pg/ml Gentamycin, 10 pg/ml Tetracyclin, 100 pg/ml Bluo-Gal und 40 pg/ml IPTG
enthielten ausgestrichen. Die Platten wurden 48 h bei 37 °C inkubiert. Wei3e Kolonien enthielten

cDNA-haltige Bacmide, die zur Transfektion in Sf9-Zellen verwendet wurden.

3.6.6 HITZETRANSFORMATION VON BAKTERIENZELLEN

Die bei —70 °C aufbewahrten kompetenten Bakterienzellen wurden 10 min auf Eis aufgetaut und
anschlieBend zu den jeweiligen Ligationsansatzen beziehungsweise Plasmidlésungen gegeben. Die
Zellsuspension wurde 45 min bei 0 °C inkubiert, anschlielend 90 s auf 42 °C erwdrmt und sofort
wieder im Eisbad abgekuhlt. Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Bakterien 1 h bei
37 °C mit 120 Upm geschiittelt. Nach dieser Zeit wurden 1/10 beziehungswiese 9/10 der Bakterien auf
kanamycin- bzw. ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ein
Teil der Kolonien wurde im analytischen Malfistab gezichtet und die isolierte Plasmid-DNA durch

Restriktionsspaltung und anschlieRende Gelelektrophorese analysiert.

3.6.7 ELEKTROPORATION VON BAKTERIENZELLEN

Die Methode der Elektroporation hat den Vorteil, dass unabhangig von der Vektorgrofie eine sehr
hohe Transformationsrate (bei E. coli DH50-Zellen zirka 10°-10' Transformanten/ug DNA) erreicht
werden kann. Diese Methode eignet sich daher besonders gut fir das Einbringen grof3er Vektoren in
Bakterienzellen.

Den vorbehandelten und auf Eis aufgetauten Zellen wurden 1-2 ng des Ligationsansatzes zugeflgt.
Die Elektroporation erfolgte mit Hilfe eines Gene Pulser” der Firma BioRad. Die Bakterien wurden in

spezielle vorgekiihlte Klvetten Uberfiihrt und unter folgenden Bedingungen gepulst: 25 pF; 2,5 kV;
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200 Q. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium suspendiert, eine Stunde bei 37 °C unter

Schitteln inkubiert und auf kanamycinhaltigen Agarplatten ausplattiert.

3.6.8 BESTIMMUNG DER TRANSFORMATIONSRATE KOMPETENTER ZELLEN

Um die Transformation mit rekombinanter DNA mdglichst effizient zu gestalten, wurden kompetente
Bakterien mit einer Transformationsrate von 7 x 10° verwendet. Zur Bestimmung dieser GréRe wurden
200 pl der kompetenten Zellen mit 10 ng pUC 18 transformiert, auf Amp’- oder Kan®-Platten
ausgestrichen, tiber Nacht bei 37 °C inkubiert und die gewachsenen Kolonien ausgezahit.

Die Transformationsrate wurde folgendermafien berechnet:

Transformanden im Gesamtansatz = Kolonienzahl x 1200 pl / ausplattierte pl

Transformationsrate = Transformanden im Gesamtansatz / ug eingesetzte DNA

3.7 GELELEKTROPHORETISCHE METHODEN
3.7.1  ANALYSE VON DNA IN AGAROSEGELEN

Entsprechend der jeweiligen Grof3e des zu analysierenden DNA-Fragmentes wurden 0,8-2 %ige
Agarosegele verwendet. Fur die Herstellung eines 1 %igen Agarosegels wurden 0,5 g Agarose in 50
ml 1x TAE-Puffer aufgekocht, auf ca. 60 °C abgekuhlt, mit 5 pl Ethidiumbromid (5 mg/ml) versetzt und
anschlieend in eine horizontale Gelapparatur gegossen. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 1x TAE-
Puffer verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese
konnte die mit Ethidiumbromid gefarbte DNA unter UV-Licht analysiert und gegebenenfalls
photografiert werden (Video copy processor P68E, Mitsubishi).

3.7.2 ANALYSE VON PROTEINEN IN DENATURIERENDEN SDS-POLYACRYLAMIDGELEN

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 7,3 x 8 x 0,05 cm Mini-Protein-Gele (Biorad) verwendet. Sie
bestanden aus einem unteren Polyacrylamid-Trenngel unterschiedlicher Konzentration und einem
oberen 6 %igen Sammelgel. Die Losung fir ein 10 %iges Trenngel setzte sich aus 2,67 ml einer
Acrylamid-Ldsung (39 % Acrylamid, 1 % Bisacrylamid), 4 ml 1M Tris-HCI, pH 8,8; 3,75 ml H,Opjgest Und
103 pl 10 % SDS zusammen. Nach kurzem Entgasen wurden 133 pl einer 10 %igen
Ammoniumperoxodisulfat-Lésung und 7 yl TEMED zugesetzt. Das Trenngel wurde bis auf eine Hohe
von zirka einem Zentimeter unterhalb des Taschenformers gegossen. Zur Ausbildung einer planen
Oberflache wurde die Gellésung sofort mit HoOyigest Uberschichtet. Die 6 %ige Polyacrylamidldsung fir

das Sammelgel setzte sich aus 0,81 ml einer Acrylamid-Lésung (39 % Acrylamid, 1 % Bisacrylamid); 1
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ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8; 3,1 ml HyOpigest; 80 pl 10 % SDS; 40 pl 10 % Ammoniumperoxodisulfat-
Lésung und 10 yl TEMED zusammen. Nach der Polymerisation wurde das Wasser abgegossen, das
Trenngel mit der Sammelgel-Lésung Uberschichtet und der Taschenformer eingesetzt. Die Proben
wurden vor dem Auftrag in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95-100 °C denaturiert.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100 Volt innerhalb des Sammelgels und bei 150 Volt

innerhalb des Trenngels.

3.8 SEQUENZIERUNG DER DNA NACH SANGER

Es wurde automatisch mit einem ABI Sequenator mit Fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotiden
sequenziert. Diese Sequenzanalyse basiert auf der Methode nach Sanger et al. (1977). Im Gegensatz
zu der von Sanger beschriebenen Methode wird das automatische Sequenzieren nicht mit
radioaktiven Nukleotiden, sondern mit Fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotiden druchgefuhrt. Ein
fest installierter Photodetektor kann, wahrend die einzelnen Banden bei der Elektophorese Uber das
Gel vorbeilaufen, die Fluoreszenzfarbe identifizieren und die gewonnenen Daten an einen Computer

Ubermitteln.

Zur Sequenzierung verwendete Didesoxynukleotide:

Dd-Nukleotid Bezeichnung Farbe Anax Emax

A RG6 grin 520 nm 545 nm
(N,N’-diethyl-2",7 "-dimethyl-

6-carboxyrhodamin)

C ROX rot 585 nm 605 nm
(6-carboxy-X-rhodamin)

G R110 blau 500 nm 530 nm
(6-carboxyrhodamin 110)

T TAMARA gelb 555 nm 580 nm

(N,N,N",N’-tetramethyl-6-

carboxyrhodamin)

dd-Nukleotid = Didesoxynukleotid
Amax = Absorptionsmaximum

Emax = Emissionsmaximun

Die Empfindlichkeit eines automatischen Sequenziergerdtes machte es erforderlich, die zu
sequenzierenden Proben &uferst sauber aufzureinigen. Die Reaktion wurde gemafR der

Herstellervorschrift durchgefihrt:

80



METHODEN

Reaktionsansatz: 2-4 ul Terminations-Pramix
4 ul 5x Sequenzierungspuffer
200 ng DNA
3,2 pmol Primer
ad 20 p HzOpigest

PCR-Bedingungen, 30s96 °C
25 Zyklen : 15s50°C
4 min 60 °C

Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz durch Zugabe von 4 ul 3 M Natriumacetat und 50 pl
EtOH gefallt, durch 20 minltige Zentrifugation bei 15.000 Upm (4 °C) sedimentiert und anschlief’end
mit 50 pl 70 %igem EtOH gewaschen und getrocknet.

Die Proben wurden in 20 pl Template Supression Reagent resuspendiert und nach der Denaturierung

von 2 min bei 95 °C mit einem ABI Sequenator sequenziert.

3.9 PROTEINANALYTISCHE METHODEN

3.9.1 PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD

Zur Konzentrationsbestimmung von Protein-haltigen Lésungen diente die Methode von Bradford
(1976). Fir das Farbereagenz wurden 8 mg Coomassie-Brilliant-Blue G250 in 5 ml Ethanol gel6st, mit
10 ml 85 %iger Phosphorsaure versetzt und mit HyoOpigest auf 100 ml aufgefiillt. Zu je 0,9 ml dieser
Lésung wurden 0,1 ml der zu analysierenden wassrigen Proteinldsung gegeben und fir mindestens 5
min bei RT inkubiert. Durch Extinktionsmessung bei 595 nm wurde die Proteinkonzentration anhand
einer mit BSA erstellten Eichgeraden bestimmt. Zur Erhéhung der Genauigkeit wurde jede

Proteinldsung dreifach vermessen.

3.9.2 FARBUNG VON PROTEINGELEN MIT COOMASSIE BLUE G250

Nach der Elektrophorese wurde das Proteingel 30 min in einem Gemisch aus 50 % Methanol und 10
% Essigsaure fixiert. AnschlieRend wurde das Gel 15 min in 0,25 % Coomassie Blue (1 g Coomassie-
Brilliant-Blue G250, 160 ml Methanol, 40 ml Essigsaure, 200 ml H,Opiqest) gefarbt. Zur Entfernung nicht
gebundenen Farbstoffes wurde das Gel fur 20 min in 50 % Methanol/10 % Essigsaure, anschlief3end
fur mehrere Stunden in 10 % Essigsaure entfarbt. Nach dem Entfarben wurde das Gel in

Cellophanfolie verpackt und 40 min unter Vakuum bei 80 °C getrocknet.
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3.10 AUFREINIGUNG VON PROTEINEN

3.10.1 EXPRESSION REKOMBINANTER PROTEINE IN E. coL/ BL21(DE3)

Kompetente E.coli BL21(DE3)-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor (PRSET-Vektor, Invitrogene,
mit zu exprimierenden Gen als Insert) transformiert und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank auf LB-
Platten mit 50 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Chloramphenicol inkubiert. Die dicht bewachsenen
Platten wurden mit 5 ml LB-Medium abgespiilt. Mit dieser Vorkultur wurden 750 ml LB-Medium (Amp”,
Chl*) angeimpft und bei 37 °C geschiittelt, bis die Bakteriensuspension eine ODsgs von ~0,6 besaR.
Die Expression der T7-RNA-Polymerase und damit des Proteins, wurde durch Zugabe von IPTG auf 1

mM Endkonzentration induziert und die Bakterien fur weitere 2 h bei 37 °C geschiittelt.

3.10.2 NATIVE AUFREINIGUNG BAKTERIELL UBEREXPRIMIERTER REKOMBINANTER (HIS)6-TAG-PROTEINE

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Die Bakterien wurden pelletiert und in 7,5 ml
Lysispuffer resuspendiert. Nach Zugabe von Lysozym (1 mg/ml) wurden die Bakterien 60 min auf Eis
inkubiert. Anschlieend wurden die Bakterien mit Hilfe von Ultraschall fiir 4x 30 s bei 50 W mit je 30 s
Pause sonifiziert. Das Lysat wurde fir 30 min bei 4 °C und 15.000 Ugm zentrifugiert. Zu dem
Uberstand wurden Ni*-NTA-Agarose-Beads (200 pl/750 ml Bakteriensuspension) fiir mindestens 60
min gegeben. Die Beads mit dem gebundenen Protein wurden zweimal mit je 4 ml Waschpuffer
gewaschen. Das Protein wurde durch Zugabe von 4x 500 ul Elutionspuffer eluiert. Anschlief3end

wurde das eluierte Protein Gber Nacht gegen den gewiinschten Puffer dialysiert.

Lysispuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NaCl
10 mM Imidazol
Waschpuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NaCl
250 mM Imidazol

3.10.3 DENATURIERENDE AUFREINIGUNG BAKTERIELL UBEREXPRIMIERTER REKOMBINANTER (HIS)s-TAG-
PROTEINE

Um (berexprimiertes Protein aus ,inclusion bodies“ zu isolieren, wurde das Bakterienpellet in 5 ml
Puffer B pro g nassem Pellet geldst, bei RT 60 min lysiert und anschlieBend 4 x 30 s bei 40 W

sonifiziert. Nach 30 min Zentrifugation bei 15.000 Upm und RT, wurde das Pellet verworfen und dem
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Uberstand 200 pl Ni-NTA-Agarose-Beads pro 500 ml Bakterienkultur zugesetzt. Die Suspension
wurde 60 min bei RT rotiert. Die Beads wurden mit 2 x 4 ml Puffer C gewaschen und anschlieRend mit
4 x 0,5 ml Puffer D und 4 x 0,5 ml Puffer E tber pH-Gradienten eluiert.

Puffer B-E: 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,4; 10 mM Tris-HCI
pH-Wert: Puffer B: 8,0; Puffer C: 6,3; Puffer D: 5,9; Puffer E: 4,5

3.10.4 ISOLIERUNG REKOMBINANTER PROTEINE AUS ,,INCLUSION BODIES* DURCH N-LAUROYL-SARCOSIN

Die nach Induktion geernteten Zellen wurden wie unter 3.9.2 beschrieben aufgeschlossen und
abzentrifugiert. Das dabei entstandene Sediment beinhaltet alle unléslichen Proteine, u.a. auch
sinclusion bodies“. Das Pellet wurde in einem Puffer mit 2 % N-Lauroyl-Sarcosin aufgenommen
(50mM Tris-HCI, pH 7,9; 0,5 mM EDTA; 50 mM NaCl; 5 % Glycerin; 0,5 mM DTT). Durch starkes
Schiitteln bei RT loste sich das Sediment in 2-4 h wieder auf und wurde 20 min bei 4 °C und 10.000g
erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde gegen einen fir die Reinigung der nun gelésten Proteine
geeigneten Puffer dialysiert (z.B. 50 mM NaH,PO,, pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol). Danach
erfolgte wie unter 3.10.2 beschrieben die Kopplung des Uberexprimierten Proteins an die Ni-NTA-

Matrix, dessen Waschung und Elution.

3.10.5 PROTEINEXPRESSION IN INSEKTENZELLEN
3.10.5.1 TRANSFEKTION VON SF9-ZELLEN MIT REKOMBINANTER BACMID-DNA

10°® Sf9-Zellen wurden in einer 35mm-Zellkulturplatte in 3 ml TC100 ausgesat und Gber Nacht bei 27
°C kultiviert. Zur Transfektion wurden 5 pl rekombinante Bacmid-DNA (3.2.3) und 6 pl Cellfectin® in
jeweils 100 pl Antibiotika-freies TC100-Medium pipettiert, beide Ansatze vereinigt und bei RT fir 45
min inkubiert. Die Sf9-Zellen wurden mit 2 ml Antibiotika-freiem TC100-Medium gewaschen und die
Lipid-DNA-Komplexe durch Zugabe von 0,8 ml Antibiotika-freiem TC100-Medium auf die Zellen
Uberfuihrt. Die Transfektion wurde 5 h lang bei 27 °C durchgefihrt. AnschlieRend wurde die
Transfektionsldsung durch 2 ml Serum- und Antibiotika-haltiges TC100 Medium ersetzt. Nach sieben

Tagen konnte der Zelliberstand geerntet und zur Amplifikation des Virus verwendet werden.
3.10.5.2 AMPLIFIKATION VON BACULOVIREN

Es wurden 5 x 10° Sf9-Zellen auf einer Zellzuchtplatte (145mm) 24 h bei 27 °C kultiviert und danach
mit einer moi (,multiplicity of infection“) von 0,1 pfu (,plaque forming unit) infiziert. Hierzu wurde das
Medium von den Zellen abgesaugt, das Virus in 10 ml frischem Serum- und Antibiotika-haltigem
TC100-Medium zu den Zellen gegeben und 1 h unter vorsichtigem Schwenken bei RT inkubiert. Nach

Zugabe von weiteren 10 ml Medium wurden die infizierten Zellen 7 bis 9 Tage bei 27 °C kultiviert. Der
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Uberstand wurde abgenommen und fir 5 min bei 4.000RPM (Omnifuge 2.0 RS; Heraeus)
zentrifugiert.

3.10.5.3 LAGERUNG VIRUSHALTIGER ZELLKULTURUBERSTANDE

Virushaltige Zellkulturiiberstdnde wurden vor der Lagerung durch einen 0,45 ym Einmal-Filter
sterilfiltriert. Diese Uberstande wurden bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Von den ersten

Virusamplifikationen wurden als Stockldsung 1 ml Aliquote in fliissigem Stickstoff eingefroren.
3.10.5.4 EXPRESSION REKOMBINANTER PROTEINE IN SF9-ZELLEN

Zur Gewinnung des rekombinanten Proteins wurden Sf9-Zellen in groflerem MaRstab infiziert. Dazu
wurden 1 x 10 Zellen pro 145 mm Kulturschale ausgesat und Uber Nacht bei 27 °C kultiviert. Nach
Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 10 moi des rekombinanten Virus in einem Volumen von
10 ml Medium infiziert und unter leichtem Schwenken fir 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde durch
Zugabe von 10 ml frischem Kulturmedium das Gesamtvolumen auf 20 ml erhéht. Die Zellen wurden
60 h bei 27 °C kultiviert, 2 x in PBS gewaschen, unter vorsichtigem Abschaben geerntet und pro Platte
in 5 ml PBS aufgenommen. Nach Zentrifugation wurden die Sf9-Zellen in dem jeweiligen Lysispuffer

auf Eis fur 30 min lysiert. Der Zellkulturiiberstand konnte fir weitere Infektionen verwendet werden.
3.10.5.5 BINDUNG MONOKLONALER ANTI-HA-ANTIKORPER AN PROTEIN-A-SEPHAROSE-BEADS

Die kovalente Kopplung der anti-HA-Antikbrper an Protein-A-Sepharose wurde nach der Methode von
Simanis und Lane (1985) durchgefiihrt. Zum Schwellen der Protein-A-Sepharose wurden die Beads
im vierfachen Volumen Tris-HCI, pH 8,0 fir 1h bei 4 °C inkubiert und 2 x mit PBS gewaschen. Zur
Kopplung wurde die Antikérperlésung fir 2 h bei 4 °C unter Rotation mit den Protein-A-Sepharose-
Beads inkubiert und in 10 Vol 200 mM Natriumborat, pH 9,0 gewaschen. AnschlieRend wurde die
Matrix in 10 Vol 200 mM Natriumborat, pH 9,0 resuspendiert, mit Dimethylpimelidat zu einer
Endkonzentration von 20 mM versetzt und 30 min bei RT geschittelt. Die Kopplung wurde durch
Waschung mit 5 Vol 200 mM Ethanolamin, pH 8,0 gestoppt. Die Gelmatrix wurde in 10 Vol 200 mM
Ethanolamin, pH 8,0 aufgenommen und 2 h bei RT geschiittelt. Anschlielend wurde die Suspension
in eine Saule gepackt (0,5 x 10 cm) und mit 20 Vol Tris-HCI, pH 8,0 und 0,02 % Natriumazid
gewaschen. Die so gepackte Saule wurde bei 4 °C gelagert. Die Qualitat der Kopplung wurde durch

Entnahme eines Aliquots vor und nach der Kopplung mit denaturierender Gelelektrophorese gepriift.
3.10.5.6 NATIVE AUFREINIGUNG IN SF9-ZELLEN EXPRIMIERTER REKOMBINANTER HA-TAG-PROTEINE

Die geernteten und in PBS gewaschenen infizierten Sf9-Zellen wurden in 2 Vol Lysispuffer (50 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 250 mM NaCl; 1 % NP40; 0,1 mM PMSF; 1x PIl) aufgenommen und 30 min auf Eis
lysiert. AnschlieRend wurde das Lysat 15 min bei 4 °C und 20.000 Upm (SS34-Rotor) zentrifugiert.

Der Uberstand wurde mit aquilibrierten anti-HA-Protein-A-Sepharose-Beads versetzt (pro ml Lysat 50-
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100 pl Beads) und (ber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Die Beads mit dem gebundenen
rekombinanten HA-Tag-Protein wurden durch Zenrifugation (1.000 Upm, 4 °C, 5 min, Biofuge-2A,

Heraeus) sedimentiert, 5 x in PBS gewaschen, aliquotiert und bei —80 °C gelagert.

3.10.5.7 NATIVE AUFREINIGUNG IN SF9-ZELLEN EXPRIMIERTER REKOMBINANTER (HIS)¢-TAG-PROTEINE

Die infizierten Sf9-Zellen wurden, wie unter 3.10.5.6 beschrieben, lysiert. Der Uberstand wurde mit
Ni*-NTA-Agarose-Beads (pro ml Lysat 100 ul Beads) versetzt und 2 h bei 4 °C unter Rotation
inkubiert. Die Beads mit dem gebundenen Protein wurden 2 x mit je 4 ml Waschpuffer gewaschen.
Das Protein wurde durch Zugabe von 4 x 500 ul Elutionspuffer eluiert. AnschlieRend wurde das

eluierte Protein Gber Nacht gegen den gewtlinschten Puffer dialysiert.

Waschpuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NacCl
20 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NacCl

250 mM Imidazol

3.1 IMMUNPRAZIPITATION MIT PROTEIN-A-SEPHAROSE

Mit Protein-A-Sepharose vorgereinigter Kernextrakt wurde tber Nacht unter Rotation bei 4 °C mit 1-10
Mg aufgereinigtem Antikdrper und 2 pl Praimmunserum als Negativkontrolle inkubiert. AnschlieRend
wurde jeweils 50 ul in PBS gewaschene Protein-A-Sepharose zugegeben und weitere 3-4 h unter
Rotation bei 4 °C inkubiert. Die Protein-A-Sepharose wurde durch Zentrifugation abgetrennt. Der
Uberstand wurde abgenommen und mit 5x Probenpuffer versetzt. Die Protein-A-Sepharose wurde 5x
mit PBS gewaschen, in 50 yl PBS aufgenommen und mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt. Die Proben
wurden in einem 10 %igen PAA-SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine

Nitrozellulosemembran transferiert und immunchemisch untersucht.

3.12 IMMUNCHEMISCHER NACHWIES VON PROTEINEN DURCH WESTERN-BLOT

3.12.1 WESTERN-BLOT

Nach Gelelektrophorese der Proteinproben wurden die Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf
eine Nitrozellulosemembran nach der Semi-Dry-Transfer-Methode von Khyse-Anderson (1984)
Ubertragen. Der Transfer wurde in einer Graphit-Blot-Apparatur der Firma Biorad durchgefiihrt. Es
wurden von 13 auf Gelgrofe zurechtgeschnittenen Whatman-Filterpapieren funf in Western-Transfer-
Puffer 1 (300 mM Tris-HCI, pH 10,4; 20 % Methanol), drei in Transfer-Puffer 2 (25 mM Tris-HCI, pH
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10,4; 20 % Methanol) und funf in Transfer-Puffer 3 (25 mM Tris-HCI, pH 9,4; 40 mM Norleucin, 20 %
Methanol) getrankt. Zusammen mit einer zurechtgeschnittenen, in Transfer-Puffer 2 getrankter
Nitrozellulosemembran und dem in Transfer-Puffer 3 getranktem PAA-Gel wurden die feuchten

Whatman-Papiere fir den Aufbau der Blot-Apparatur nach folgendem Schema verwendet:

Anode
5 x Whatman-Filterpapier in Puffer 1
3 x Whatman-Filterpapier in Puffer 2
Nitrozellulosemembran in Puffer 2
SDS-Polyacrylamidgel in Puffer 3
5 x Whatman-Filterpapier in Puffer 3
Kathode

Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei RT fir 90 min. Die angelegte Stromstarke ist von der

Flache des Gels abhangig. Dabei gilt:
| =0,8 mA/cm? x F
(I = Stromstarke, F = Flache des Gels in cm2)

Der Transfer wurde durch eine Anfarbung des Gels mit Coomassie-Blue G250 Uberprift.

3.12.2 IMMUNCHEMISCHER NACHWEIS VON PROTEINEN

Nach dem Blotten wurden zuerst die freien Proteinbindungsstellen auf Nitrozellulosemembran durch 2
stindige Inkubation in 5 % Magermilch in PBS bei RT abgesattigt. Die L6sung wurde verworfen, die
Membran 3 x 5 min mit PBS gewaschen, die Primarantikérper-Lésung zugegeben und 1 h bei RT
unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Primarantikérperlésung wurde abgezogen (kann erneut
verwendet werden) und es wurde 3 x 5 min mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine 1
stiindige Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper. Danach wurde wiederum
3 x 5 min mit PBS gewaschen und der Blot entwickelt. Dazu wurden je ein Aliquot Lésung 1 und 2
vereinigt und zu 5,85 pl 30 %iger H,O, in 10 ml PBS gegeben. Die Membran wurde mit dieser Lésung
benetzt und unter leichtem Schwenken 1 min inkubiert. Die Membran wurde luftgetrocknet, in Folie

eingeschlagen und zwischen 5 s und 3 min bei RT exponiert.

Lésung 1: 224 mg Luminol in 5 ml DMSO,
zu 100 pl aliquotiert, bei —20 °C gelagert

Losung 2: 37,1 mg p-Cumarsaure in 2,5 ml DMSO,
zu 44 yl aliquotiert, bei —20 °C gelagert
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3.12.3 STRIPPEN DER NITROCELLULOSEMEMBRAN

Um weitere Proteine auf der Membran nachweisen zu kénnen, mussten die daran gebundenen

Antikorper entfernt werden. Hierzu wurde die Membran 30 min bei RT in Stripping Buffer (100 mM 3-
Mercaptoethanol, 2 % SDS, 62,5 mM Tris-HCI pH 6,7) geschwenkt und anschliefiend 2 x 10 min mit
PBS gewaschen. Die so behandelte Membran steht fiir einen erneuten immunchemischen Nachweis

zur Verfiigung.

3.13 PHOSPHORYLIERUNG VON PROTEINEN

3.13.1 IN VITRO-PHOSPHORYLIERUNG VON PROTEINEN DURCH GEREINIGTEN (HIS)s-MMCDC7P/DBF4P-
PROTEIN-KINASE-KOMPLEX

Bakteriell exprimierte, aufgereinigte Proteine wurden in 20 pl-Reaktionsansatzen durch 20 minltige
Inkubation bei 30 °C mit dem aufgereinigten (His)s-MmCdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplex in vitro
phosphoryliert. Eine optimale Aktivitdt des Kinase-Komplexes ist in 50 mM Hepes (pH7,4), 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 10 mM NaF, 12 % Glycerin und 660 uM ATP gewabhrleistet. Es wurden 5 ug des zu
phosphorylierenden Proteins mit 0,5 ug des Kinase-Komplexes in Gegenwart von 1 uCi [y32-P]-ATP
(5000 Ci/mMol) unter oben genannten optimierten Bedingungen 20 min lang inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 5 pl 5x SDS-Probenpuffer gestoppt. Anschlieend wurden die Ansatze 5 min
bei 95 °C denaturiert und 2 min auf Eis gestellt. Die Phosphorylierung der Proteine wurde durch SDS-

Page, Transfer auf Nitrozellulosemembranen und nachfolgende Autoradiographie analysiert.

3.13.2 IN VITRO-PHOSPHORYLIERUNG VON PROTEINEN DURCH GEREINIGTE HA-MMPLK1P-KINASE

Die zu phosphorylierenden Proteine wurden in 20 pl-Reaktionsansatzen mit der aufgereinigten HA-
MmPIk1p-Kinase in vitro phosphoryliert. Eine optimale Aktivitdt der Kinase ist in 50 mM Tris-HCI, pH
7,5; 10 mM MgCly; 5 mM DTT; 2 mM EGTA und 660 uM ATP gewahrleistet. Je 5 ul Protein-A-
Sepharose-Beads mit gebundener HA-Plk1p-Kinase und 5 ug Substratprotein wurden in Gegenwart
von 1 uCi [y32-P]-ATP (5000 Ci/mMol) 20 min lang bei 30 °C inkubiert. Die Beads mit gebundener HA-
Plk1p wurden zur Entfernung der Kinase aus dem Reaktionsansatz durch Zentrifugation abgetrennt.
Der Uberstand wurde jeweils mit 5 ul 5x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C denaturiert und 2
min auf Eis gestellt. Die Phosphorylierung der Proteine wurde durch SDS-Page, Transfer auf

Nitrozellulosemembranen und nachfolgende Autoradiographie analysiert.

87



METHODEN

3.13.3 IN VITRO-PHOSPHORYLIERUNG VON (HIS)g-MMCDC7P DURCH GEREINIGTE CYCLIN/CDK-KOMPLEXE

Bakteriell exprimiertes, aufgereinigtes (His)s-MmCdc7p wurde in 20 pl-Reaktionsansatzen durch 15
minltige Inkubation bei 30 °C mit dem gewlinschten aufgereinigten Cyclin/Cdk-Kinase-Komplex in
vitro phosphoryliert. Eine optimale Aktivitat des jeweiligen Kinase-Komplexes ist in 80 mM KCI; 5 mM
MgCl,; 660 uM ATP; 12 % Glycerin; 20 mM Tris-HCI, pH 7,9; 0,5 mM DTE; 0,5 mM PMSF
gewahrleistet. Es wurden je 10 pg (His)s-MmCdc7p mit 0,5 pg des jeweiligen Cyclin/Cdk-Kinase-
Komplexes in Gegenwart von 1 pCi [V**-P]-ATP (5000 Ci/mmol) 15 min lang bei 30 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von jeweils 5 pl 5x SDS-Probenpuffer gestoppt.

3.13.4 CHARAKTERISIERUNG DER PHOSPHORLIERUNGSSTELLEN IN PROTEINEN
3.13.4.1 DARSTELLEN VON PERAMEISENSAURE

Um Cystein- und Methioninreste in Proteinen zu oxidieren, und so das Phanomen des ,spot-
doublings® bei Phosphopeptidkartierungen (Boyle et al. 1991) zu vermeiden, wurden diese mit
Perameisensaure zu Methioninsulfon bzw. Cysteinsdure oxidiert. Da Perameisensaure sehr instabil
ist, und sich bei langerem Aufbewahren zersetzt wurde sie frisch hergestellt. Dazu wurden 900 ul
Ameisensaure mit 100 ul H,O, (30 %) versetzt und 1 h bei RT inkubiert. Dabei lief folgende Reaktion
ab:

8] , O
OH O0—O0OH
Ameisensiiure M yiad Perameisenstiure Wasser

peroxid

3.13.4.2 ZWEIDIMENSIONALE PHOSPHOPEPTID-KARTIERUNGEN

In vitro phosphorylierte Proteine wurden nach SDS-PAGE und nachfolgenden Transfer auf
Nitrozellulosemembranen durch Autoradiographie identifiziert. Die gewlinschte Bande wurde durch
Ubereinanderlegen von Autoradiogramm und Nitrozellulosemembran auf dieser mit Bleistift markiert
und anschlieRend ausgeschnitten. Das korrekte Ausschneiden der Bande wurde sodann durch
Autoradiographie der restlichen Nitrozellulosemembran verifiziert. Der Einbau von radioaktivem
Phosphat in das Protein wurde anschlielend durch Bestimmung der Cerenkov-Zahlimpulse des
ausgeschnittenen Membranstiicks gemessen. Lagen die gemessenen Werte Uber 500 cpm, so
wurden alle freien Proteinbindungsstellen auf dem ausgeschnittenen Membranstiickchen durch 30
minutige Inkubation in 0,5 % Polyvinylpyrroldion (M,;=360.000), 100mM Essigsaure blockiert;

anschlieend wurde die Membran 5 x mit je 1 ml H,Opi4est gewaschen.
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Nun wurde die Membran in 200 pl frisch hergesteliten 50 mM NH4HCO; in Gegenwart von 10 pg
Tosylphenylalanin-Chlormethylketon (TPCK) behandeltem Trypsin bei 37 °C inkubiert. Nach 4 h
wurden nochmals 10 yg TPCK behandeltes Trypsin zum Reaktionsansatz zugegeben und die
Inkubation Uber Nacht fortgesetzt. Anschlielend wurden 500 ul HoOpigest Zugegeben. Nachdem die
Membran aus dem Reaktionsansatz entfernt, und die Cerenkov-Zahlimpulse der wassrigen Phase
gemessen worden waren, konnte berechnet werden, wie viel des Proteins von der Membran durch

tryptisches Schneiden in die wassrige Phase Ubergegangen war:

Cerenkov-Zahlimpulse nach TPCK-Trypsinbehandlung
Ausbeute an geschnittenem Protein in (%) = X 100 %
Cerenkov-Zahlimpulse vor TPCKTrypsinbehandlung

Ausbeuten zwischen 70 und 90 % waren die Regel; bei niedrigen Ausbeuten wurde die TPCK-
Trypsinbehandlung der Membran wiederholt.

Die Proteinlésung wurde anschlieend in einem Rotationsverdampfer unter Vakuum bei 4 °C
eingetrocknet. Um das Phanomen des ,spot-doublings®, das an einer partiellen Oxidation von
Methion- und Cysteinresten innerhalb des Proteins, die die Mobilitdt der Peptide beeinflusst, liegt
(Boyle et al. 1991) bei der Peptid-Kartierung zu vermeiden, wurden alle Methionin- und Cysteinreste
des Proteins durch 60 minitige Inkubation in 50 ul Perameisensaure auf Eis zu Methioninsulfon bzw.

Cyteinsaure oxidiert:

HOOC, O "
+ CH=CH;~CH;~8=CH; + 2H,C—C < S,
H3N, \0 —0OH Fe
Methionin eisensiure
0
HOOCx, i o
+ CH = CH;=CH,~§=CH, + 2H,C— C&
Methioninsulfon Ameisensiure
Y '
- CH=CHy=SH + 3H,C— cfo %}
H;N O =—0H
Cystein Perameisensiure
HOOC, ? fo
+ CH=CH,~S—0H + 3H,c—C
H N/ ~
1 OH
Cysteinsiure Ameisensiure

Nach dem Oxidationsschritt wurde der Reaktionsansatz mit 1 ml H,Opigest Verdiinnt und anschlieRend
lyophylisiert. Die lyophylisierten Peptide wurden anschliefend in 30 pl pH-1,9-Puffer aufgenommen
und in 0,5 pl Schritten am ,pH 1,9/4,72 sample origin“ auf eine, wie in Abb. 1 dargestellt, markierte
Zellulose-Dinnschichtchromatographie(TLC)-Platte aufgetragen. Um das Trypsin-geschnittene

Protein auf den Auftragspunkt zu fokussieren, wurde ein kreisférmiges Loch (2 cm Durchmesser) in
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ein 20 cm x 20 cm grof’es Whatmanpapier geschnitten, das die Stelle des Auftragspunktes freilieR;
dieses wurde sodann mit pH 1,9-Puffer getrankt und anschlieRend auf die TLC-Platte gelegt; die freie
Stelle um den Probenauftragspunkt begann sich langsam mit Puffer vollzusaugen. Dabei wurden die
tryptischen Peptide durch Konvektionskrafte auf den Auftragspunkt fokussiert. AnschlieRend wurde die
Dunnschichtelektrophorese mit pH 1,9-Puffer in einer HTLE7000-Apparatur durchgefiihrt. Danach
wurde die TLC-Platte bei RT getrocknet und senkrecht zur Elektrophoreserichtung eine
Dunnschichtchromatographie mit Phosphochromatographie-Puffer durchgefihrt. Die

Phosphopeptidkartierungen wurden anschlieRend getrocknet und an Réntgenfilme exponiert.

pH-1,9-Puffer Phosphochromatographie-Puffer

Ameisensaure 50 ml -
Butanol - 750 ml
H,0 bd 1794 ml 600 ml
Eisessig 156 ml 150 ml
Pyridin - 500 ml
> 2000 ml 2000 ml

E: ————— : - !Eun_ - — . 1am

=SSO0 a

v
Marks 10 align sstorsdiogram
\ 3 top and 3 botiom)
Dye origin marks
[+ )
Sample exigin marks
Marker dye for 2nd / Template for bloter holes
et /

B @ @ )

1!m

| 3

- =T = I

- o = o wm = e = P e —p
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pH 19472 pH89 alecwrophorssis bulfey sywiems

Abb. 7: Ubersicht iiber die Auftragspunkte auf der TLC-Platte bei der Phosphopeptid-Kartierung (Boyle et
al. 1991).
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3.14 ZELLKULTURTECHNIKEN

3.14.1 KULTIVIERUNG VON ZELLEN

Nachfolgend beschriebene Zellkulturmethoden wurden unter sterilen Bedingungen an einer Flow-
Hood (LaminAir, Heraeus) durchgefuhrt. Verwendete Zellkulturmedien, l6sliche Substanzen und
Lésungen wurden durch steriles Abfullen keimfrei gehalten, autoklaviert bzw. im Fall von hitzelabilen
Reagentien steril filtriert sowie vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwarmt, um die Zellen
schonend zu behandeln. Fotales Kalberserum (FKS) wurde, bevor es dem Medium zugesetzt worden
war, 30 min bei 56 °C inaktiviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Zellinien verwendet,

die durch Adhasion am Boden der eigens hierfiir beschichteten Kulturschale haften.
3.14.1.1 KULTIVIERUNG VON LTK" -, NIH-3T3-, UND HEK-293T-ZELLEN

Die LTK-, NIH-3T3- und HEK-293T-Zellen wurden in DMEM-Medium, das mit 10 % FKS, 0,1 kU/ml
Penicillin und 0,1 kU/ml Streptomycin supplementiert wurde, bei 37 °C mit CO,-Begasung (5 % CO,-
Gehalt) und Wasserdampfsattigung kultiviert. Die Zellen wurden auf 14,5 cm Zellkulturschalen bis
Erreichen einer semikonfluenten Zellschicht (ca. 10 Zellen pro 14,5 cm Schale) kultiviert. Zur
Umverteilung von Zellen auf frische Kulturschalen wurden die Zellen zunachst mit PBS-Puffer
gewaschen und nach der Zugabe von 2 ml Tp-EDTA 10 min bei 37 °C inkubiert um das Ablésen der

Zellen vom Boden zu erleichtern. Die Zellen wurden dreimal pro Woche gesplittet.
3.14.1.2 KULTIVIERUNG VON SF9-ZELLEN

Die Sf9-Zellen wurden in TC100-Medium, das mit 10 % FKS und 0,16 % 500 x Gentamycin
supplementiert wurde, bei 27 °C kultiviert. Die Zellen wuchsen in 750 ml Zellkulturflaschen und
konnten durch leichtes Schlagen gegen die Handflache vom Flaschenboden abgelést werden. Sie
wurden dreieimal pro Woche subkultiviert. Fir die Expression von Proteinen wurden die Zellen zur

einfacheren Handhabung auf 14,5 cm Kulturschalen umgesetzt

3.14.2 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON ZELLEN

Zum Einfrieren wurden Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Diese wurden
geerntet, 2 min bei 1.000 Upm abzentrifugiert (Omnifuge 2.0 RS, Heraeus) und in eiskaltem
Einfriermedium (70 % Zellkulturmedium, 20 % FKS, 10 % DMSOQO) mit einer Konzentration von 10’
Zellen/ml aufgenommen. Diese Suspension wurde in 1 ml- Aliquots in Kyroréhrchen geftillt und
zunachst fur 1 h auf -20 °C gekihlt, bevor sie Uber Nacht bei -70 °C eingefroren wurden. Am
darauffolgenden Tag wurden sie in flissigen Stickstoff tGberflihrt und dort gelagert. Zum Ansetzen
neuer Zellkulturen wurden die eingefrorenen Zellen in einem 37 °C warmen Wasserbad leicht

angetaut. Die Proben wurden anschlieBend im halbgefrorenen Zustand auf eine 14,5 cm
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Zellkulturplatte bzw. in eine 75 ml Zellkulturflasche mit 20 ml Kulturmedium gegeben. Da das
Einfriermedium das Zellgift DMSO enthalt, wurde nach 1-2 h, nachdem sich ein Grofteil der Zellen

attachiert hatte, ein Mediumwechsel durchgeftihrt.

3.14.3 ZELLZAHLBESTIMMUNG

Die Zellen einer Kulturschale wurden abgeldst, in 5 ml Medium aufgenommen und durch
Zentrifugation sedimentiert. Nach einmaligem Waschen mit 5 ml PBS wurde das Zellsediment in 1 mi
PBS resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurde eine 1:20-Verdiinnung in PBS angefertigt und in
eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gegeben. Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop (Fluovert FS,
Leitz) wurden funf GroBquadrate, die jeweils 16 kleine Quadrate enthalten, ausgezahlt, um einen Wert
zu erhalten, der multipliziert mit 1000 und dem Verdinnungsfaktor 20 die Zellzahl pro ml PBS ergibt.

3.15 HERSTELLUNG VON LTK -KERNEXTRAKT

Fir die Herstellung von Kernextrakt wurden LTK™-Zellen auf Kulturschalen (d = 14,5 cm) kultiviert, bis
eine Zelldichte von 80 % erreicht war. Die Zellen wurden von drei dieser Kulturschalen mit Tp-EDTA
abgeldst, in PBS aufgenommen und bei 1000 Upm und 4 °C sedimentiert. Das Zellpellet wurde 3x mit
eiskaltem PBS gewaschen, in 300 ul Zell-Lysispuffer aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert.
Nach 5 minltiger Zentrifugation bei 10.000 Upm und 4 °C wurden die Kerne im Pellet durch Zugabe
von 100 pl Kern-Lysispuffer lysiert. Die so gewonnenen Kernextrakte konnen bei —80 °C gelagert oder

direkt weiterverarbeitet werden.

Zell-Lysispuffer: 10 mM Tris-HCI
10 mM NaCl
0,2 % NP-40
0,5 mM PMSF
100 ng/ml Aprotinin
100 ng/ml Leupeptin
pH 8,0

Kern-Lysispuffer: 50 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
1 % SDS
0,5 mM PMSF
100 ng/ml Aprotinin
100 ng/ml Leupeptin
pH 8,1
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3.16 TRANSFEKTION EUKARYONTISCHER ZELLEN

3.16.1 TRANSFEKTION VON LTK- NIH-3T3- UND HEK-293T-ZELLEN DURCH KATIONISCHE
LIPOSOMENKOMPLEXE

Die Transfektion von LTK'-, NIH-3T3- und HEK-293T-Zellen mit Fremd-DNA erfolgte mit
LipofectAMINE™. Dieses kationische Lipid bildet Liposomenkomplexe um die DNA und ermdglicht so
die Fusion mit der zellularen Plasmamembran und damit den Zellimport. Die Zellen wurden in FKS-
und Pen/Strep-haltigen DMEM-Medium geziichtet, bis eine Zelldichte von 80 % erreicht war. Die zu
transfizierende DNA wurde unmittelbar vor der Transfektion aus Bakterienzellen isoliert und
aufgereinigt. Fur die verwendeten Kulturschalen (d = 35 mm) wurden folgende Ansatze in Eppendort-

Reaktionsgefalien zusammenpipettiert:

Ansatz I: 100 yI DMEM-Medium (ohne FKS und Pen/Strep)
1-3 ug frisch hergestellte DNA

Ansatz Il: 100 yI DMEM-Medium (ohne FKS und Pen/Strep)
8yl LipofectAMINE™

Die beiden Anséatze wurden vereinigt und fur 1 h bei RT inkubiert. Dabei bildet LipofectAMINE™
Lipidvesikel um die DNA, wenn die Abwesenheit grol3er geladener Gruppen (wie FKS und Pen/Strep)
gewabhrleistet ist.

Im Anschluf wurde der Transfektionsansatz mit 800 yl DMEM-Medium (ohne FKS und Pen/Strep)
versetzt und auf die kultivierten Platten gegeben, die vorher von dem FKS- und Pen/Strep-haltigen
DMEM-Medium befreit und dreimal mit DMEM-Medium ohne FKS und Pen/Strep gewaschen wurden.
Nach 5 stiindiger Inkubation bei 37 °C wurde der Transfektionsansatz von den Zellen abgezogen. Zur
Expression wurden die Zellen in 3 ml DMEM-Medium (FKS- und Pen/Strep-haltig) iber Nacht bei

37 °C und einer Kohlendioxid-Konzentration von 5 % im Brutschrank kultiviert.

3.16.2 TRANSFEKTION VON SF9-ZELLEN DURCH KATIONISCHE LIPOSOMENKOMPLEXE

Die Transfektion von SF9-Zellen erfolgte mit Cellfectin™. Die Zellen wurden in FKS- und Gentamycin-
haltigen TC100-Medium gezichtet, bis eine Zelldichte von 80 % erreicht war. Die zu transfizierende
Bacmid-DNA wurde unmittelbar vor der Transfektion aus Bakterienzellen isoliert und aufgereinigt. Fur
die verwendeten Kulturschalen (d = 35 mm) wurden folgende Ansatze in Eppendorf-Reaktionsgefalien

zusammenpipettiert:
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Ansatz I: 100 pI TC100-Medium (ohne FKS und Gentamycin)
5yl frisch hergestellte Bacmid-DNA
Ansatz Il: 100 yI  TC100-Medium (ohne FKS und Gentamycin)

6 ul  Cellfectin™

Die beiden Anséatze wurden vereinigt und fur 1 h bei RT inkubiert.

Im Anschlul3 wurde der Transfektionsansatz mit 800 yl TC100-Medium ohne FKS und Gentamycin
versetzt und auf die kultivierten Platten gegeben, die vorher von dem FKS- und Gentamycin-haltigen
TC100-Medium befreit und dreimal mit TC100-Medium ohne FKS und Gentamycin gewaschen
wurden.

Nach 5 stiindiger Inkubation bei 27 °C wurde der Transfektionsansatz von den Zellen abgezogen und
die Zellen in 2 ml TC100-Medium mit FKS und Gentamycin sieben Tage bei 27 °C im Brutschrank
kultiviert

3.16.3 TRANSFEKTION EUKARYONTISCHER ZELLEN MIT CALCIUMPHOSPHAT

Die Zellen wurden in FKS- und Antiobiotika-haltigem Medium geziichtet, bis eine Zelldichte von 80 %
erreicht war. Fur die verwendeten Kulturschalen (d = 35 mm) wurden folgende Ansétze in Eppendorf-

Reaktionsgefalien zusammenpipettiert:

Ansatz I: 12,5 pl 2,5M CaCl,
1-3 ug frisch hergestellie DNA
ad 125 pl mit HyOpigest

Ansatz Il: 125 yl 2 x HEBS

Anschlieflend wurde Ansatz Il tropfenweise unter vortexen von Ansatz | in diesen pipettiert und 1 h bei
RT zur Ausbildung des Calciumphosphat-DNA-Prazipitats inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde in
das FKS- und Antiobiotika-haltige Medium der kultivierten Zellkulturschalen gegeben.

3.17  IMMUNFARBUNGS-EXPERIMENTE

3.17.1 FIXIERUNG VON ADHARENTEN ZELLEN

Die auf Deckglaschen kultivierten Zellen wurden nach der Entnahme aus dem Kulturmedium zun&chst

mit PBS gewaschen. Um das Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurden die nachfolgenden

Schritte in Wasserdampf-gesattigter Atmosphare durchgefihrt.
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3.17.1.1 FIXIERUNG MIT FORMALDEHYD

Die Fixierung erfolgte hierbei durch Inkubation in 20 pl 2 %iger Paraformaldehyd-Lésung in PBS fir 5
min bei 4 °C und fiir weitere 10 min bei RT. Im Anschlufd wurden die Zellen 3 x je 5 min mit PBS
gewaschen und 10 min in 100 mM Tris-HCI, pH 8,0 inkubiert. Die fixierten Zellen standen danach fir

Immunfarbungs-Experimente zur Verfigung.

3.17.1.2 FIXIERUNG MIT METHANOL UND ACETON

Die Fixierung erfolgte hierbei durch 10 minitige Inkubation in absolutem Methanol bei - 20 °C. Nach
anschlielender Inkubation in absolutem Aceton fiir 60 s bei -20 °C wurden die Zellen 3 x je 5 min mit
PBS gewaschen und 10 min in 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, inkubiert. Die fixierten Zellen standen

danach fir Immunfarbungs-Experimente zur Verfigung

3.17.2 VISUALISIERUNG VON PROTEINEN DURCH IMMUNFARBUNG

Durch den Einsatz verschiedener spezifischer Antikorper lasst sich die Lokalisation von Proteinen
innerhalb einer Zelle visualisieren. Voraussetzung hierfir ist ein primarer Antikdrper, der das
betreffende Protein spezifisch bindet und ein sekundarer Antikdrper, der mit einem fluoreszierenden
Farbstoff konjugiert ist, den ersten Antikdrper erkennt, spezifisch bindet und von derselben Spezies
stammt wie der Primar-Antikérper.

Die Antikorper-Farbung erfolgte in fixierten Zellen. Diese wurden zunachst 5 min mit PBS gewaschen.
Erfolgte die Zellfixierung mit Paraformaldehyd, so wurden die Zellen durch eine 10 minutige Inkubation
in 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert und anschlieBend 2 x 5 min in PBS gewaschen. Nach der
Fixierung der Zellen mit Methanol und Aceton konnte auf diese Schritte verzichtet werden.

Im Anschlull wurde der primare Antikérper auf die Zellen gegeben und 1 h bei RT inkubiert. Die
ungebundene Fraktion des primaren Antikérpers wurde durch zweimaliges 5 minttiges Waschen mit
PBS entfernt. Die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper erfolgte ebenfalls fur 1 h bei RT. Nach
viermaligem Waschen in PBS fur jeweils 10 min wurden die Deckglaschen in Mowiol eingebettet, auf
Objekttragern fixiert und bis zur Betrachtung am konfokalen Laserscanning-Mikroskop bei RT an

einem dunklen Ort gelagert.

3.17.3 IN SITU RUN-ON LABELING NEU SYNTHETISIERTER DNA IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN DURCH
DIGOXIGENIN-DUTP-EINBAU

Bei dieser Methode wird Digoxigenin-dUTP als Analogon des dTTP in neu-synthetisierte DNA
permeabilisierter Zellen eingebaut. Die so markierte replizierte DNA kann durch Rhodamin-
gekoppelte-anti-Digoxigenin-Antikdrper am Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Der

Vorteil dieser Methode im Vergleich zur Markierung der DNA mit halogenierten dUTPs liegt darin,
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dass die markierte DNA ohne Denaturierung fir den Antikérpernachweis zuganglich ist, und somit die
Zellstrukturen geschont werden.

Alle Arbeitsschritte wurden bei RT in Wasserdampf-gesattigter Atmosphare durchgefihrt. Die auf
Deckglaschen kultivierten Zellen wurden nach der Entnahme aus dem Kulturmedium zunachst mit
PBS gewaschen und durch 3 mindtiger Inkubation mit 100 pl Glycerin-Puffer (20mM Tris-HCI, pH 7,4;
5mM MgCly; 0,5 mM EGTA; 25 % (v/v) Glycerin) und anschlieBender 3 min Inkubation mit Glycerin-
Puffer mit 0,05 % (w/v) Triton X-100 permeabilisiert. Durch Inkubation der Zellen in 50 pl Labeling-Mix
(25 pl 2x DNA-Synthese-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 7,4; 20mM MgCl,; 1mM EGTA; 200 mM KCI in
50 % (v/v) Glycerin), 12,5 yl DNA Labeling Mix (Boehringer Mannheim), 12,5 pl Hy0pigest) fiir 10 min
wurde die neu-synthetisierte DNA markiert. Die Zellen wurden 3 min mit 100 pyl PBS mit 0,05 % Triton
X-100 und 3 min mit PBS ohne Detergenz gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen 15 min mit
2 %iger Paraformaldehyd-Lésung fixiert und anschlieBend 2 x mit 100 yl PBS gewaschen. Der
Nachweis des Digoxigenin-dUTP-Einbaus erfolgte mit 100 pl einer 1:100 Verdinnung Rhodamin-
gekoppelter-anti-Digoxigenin-Antikdrper (Roche) in PBS. Nach einer Inkubation von 90 min wurden

die Zellen 3 x in 100 yl PBS gewaschen und die Deckglaschen in Mowiol eingebettet.

3.18 ZELLZYKLUS-ABHANGIGE MESSUNGEN

3.18.1 SYNCHRONISATION EUKARYONTISCHER ZELLEN

Die zu synchronisierenden Zellen wurden bis zu einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml kultiviert und im
Anschlul mit den entsprechenden Konzentrationen der verschiedenen Synchronisationsreagentien in
DMEM-Medium gemaf Abb. 8 inkubiert. Zur Kontrolle der Synchronitat wurde die Zellzyklusverteilung
der Zellen durch FACS-Analyse bestimmt.

Die Arretierung des Zellzyklus erfolgte in der friilhen G1-Phase (mit Mevastatin), am G1-/S-Ubergang
(mit L-Mimosin), in der S-Phase (mit Hydroxyharnstoff) und in der Mitose (mit Nocodazol) durch
Zugabe der jeweiligen Synchronisationsreagenzien zum Kulturmedium in den angegebenen
Konzentrationen.

Zur Synchronisation von Zellen in GO wurde das Medium gegen Kulturmedium, dem nur 0,1 % FKS
zugesetzt wurde, ausgetauscht und 48 h inkubiert. Die Zellen arretieren aufgrund fehlender

Wachstumsfaktoren in GO.
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Abb. 8: Bei der Synchronisation eukaryontischer Zellen verwendete Chemikalien

3.18.2 VORBEREITUNG DER ZELLEN FUR DRUCHFLUSSCYTROMETRISCHE MESSUNGEN

Zur Untersuchung von Zellzyklus-Stadien bzw. zur Bestimmung der Synchronisationseffizienz nach
der Inkubation in dem jeweiligen Synchronisationsmedium wurden die Zellen mit To-EDTA von der
Kulturschale abgelést und in PBS aufgenommen. Zur Entfernung von Medium-Rickstanden wurden
die Zellen 3 x fur 3 min mit PBS gewaschen (2.000 Upm, 4 ° C) und 2 x 10° Zellen in 1 ml PBS
aufgenommen. Im Anschlu® wurden die Zellen durch Zugabe von 4 ml kaltem Ethanol fixiert und bis
zur Messung am Durchflusscytometer bei -20 °C gelagert. Unmittelbar vor der Messung wurden die
Zellen abzentrifugiert (5 min, 1.000 Upm, 4 °C), in 1 ml PBS resuspendiert und zum Verdau storender
RNA 30 min mit 20 ug RNAse A inkubiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 100 pl Propidiumiodid
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(1 mg/ml) angefarbt und die Fluoreszenz am Durchflusscytometer durch Anregung bei A = 488 nm

gemessen.
Absorption Emission Fluoreszenz
Fluoreszenz 1 488 nm 525 nm GFP
Fluoreszenz2 488 nm 575 nm R-Phycoerythrin
Fluoreszenz3 488 nm 675 nm Propidiumiodid

3.19 ZELLBEOBACHTUNGEN AM KONFOKALEN LASERSCANNING-MIKROSKOP

LTK™-, HEK-293T- oder NIH-3T3-Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert und in Kulturschalen mit
dem entsprechenden Transfektionsreagenz inkubiert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Deckglaschen mit der Zellseite nach unten auf Objekttrager gelegt, mit Fixogum eingedeckelt, um das
Austrocknen der Zellen zu verhindern und am konvokalen Laserscanning-Mikroskop Leica TCS SP
untersucht.

Die Beobachtung der Zellen erfolgte bei einer Auflésung von 1024 x 1024 Pixel. Als Objektiv diente
dabei ein 40 x 1,25 NA Planapochromat-Ol-Objektiv, wobei Immersionsél mit dem fiir RT optimierten
Brechungsindex und optimierte Viskositat verwendet wurde. Die Anregung von EGFP bzw. TexasRed
erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 488 nm bzw. A = 546 nm. Um Durchblend-Effekte bei
Doppelfarbungs-Experimenten zu vermeiden, wurden die Farbstoffe unabhangig voneinander
angeregt. Einzelne Schnitte wurden visuell durch Scannen entlang der z-Achse nach optimaler
Intensitat des Fluoreszenz-Signals ausgewabhlt. Die Bilder wurden vierfach akkumuliert, mit der TCS
SP-Software elektronisch zusammengesetzt und als TIFF-Dateien gespeichert. Um daraus die
Abbildungen zu erhalten, wurden die TIFF-Dateien mit der Software Corel PHOTO-PAINT 8 der Firma
Corel gedffnet. Die optische Uberlagerung von Bildern nach Doppelfarbungs-Experimenten erfolgte
mit der Software Adobe PHOTOSHOP der Firma Adobe Systems.

3.20 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE IN VIVO-MOBILITATSSTUDIEN

3.20.1 FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING (FRAP)

Zur Vorbereitung fir die Messungen der Proteindynamik durch FRAP wurde die cDNA die fir das zu
untersuchende Protein codiert in einen Vektor inseriert, der eine Expression als EGFP-Fusionsprotein
ermdglicht. Das Plasmid wurde anschlieffend in LTK™- HEK293T- oder NIH-3T3-Zellen exprimiert.
Dazu wurden die Zellen auf Deckglaschen kultiviert und in Kulturschalen mit dem entsprechenden
Transfektionsreagenz inkubiert. 24 h nach der Transfektion wurden die Deckglaschen mit der Zellseite
nach unten auf Objekttrager gelegt, mit Fixogum eingedeckelt, um das Austrocknen der Zellen zu
verhindern und am konvokalen Laserscanning-Mikroskop Leica TCS SP untersucht.
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Fir die Photobleaching-Experimente wurde ein Ar/Kr-Laser verwendet. Die rechnerische Auswertung
erfolgte mit der Software EXCEL der Firma Microsoft.

FRAP-Experimente wurden an einem inversen konfokalen Laserscanning-Mikroskop der Firma Leica
TCS SP mit einem 40 x 1,25 NA Planapochromat-Ol-Objektiv durchgefiihrt, wobei Immersionsél mit
dem fiir RT optimierten Brechungsindex und optimierter Viskositat verwendet wurde. Die Anregung
von EGFP erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 488 nm, die Detektion bei A = 500 bis 575 nm. In
den transient transfizierten Zellen wurde ein Focus mit einem Durchmesser von ca. 1 um fir 0,5 s
durch einen Laserstrahl bei A = 488 nm und maximaler Laserpower gebleicht. Die Fluoreszenz-
Intensitat wurde nach 10 x 1 s-, 10 x 2 s-, 10 x 5 s- und 20 x 10 s-Intervallen aufgezeichnet.

Zur Quantifizierung wurden die Fluoreszenz-Intensitaten des gebleichten Spots, der gesamten Zelle
und des Hintergrunds mit der Leica-TCS-SP-Software gemessen. Bei der Auswertung wurde die
Hintergrund-Intensitat von der Intensitat des gebleichten Spots subtrahiert. Um den Verlust von
Fluoreszenz-Signalen zu berlcksichtigen, der auf den einwirkenden Laserpuls und das Bleichen von
EGFP wahrend der einzelnen Scans zurtickzufihren ist, wurde die Fluoreszenz-Erholung auf das
absolute Fluoreszenz-Signal zu jedem gemessenen Zeitpunkt normiert. Die Berechnung der relativen
Fluoreszenz-Intensitaten erfolgte nach Phair und Misteli (2000).

Aufgrund der gemessenen und aufgezeichneten Fluoreszenz-Intensitatswerte konnte die relative

Intensitat nach folgender Formel berechnet werden:

Iy,
rel = T x1,
To= Fluoreszenz-Intensitdt des gesamten Zellvolumens vor dem Bleachpuls, korrigiert um den
Hintergrundwert
T = Fluoreszenz-Intensitat des gesamten Zellvolumens zum Zeitpunkt t, korrigiert um den
Hintergrundwert
lo = Fluoreszenz-Intensitat der Akkumulation vor dem Bleachpuls

Iy = Fluoreszenz-Intensitat der Akkumulation zum Zeitpunkt t, korrigiert um den Hintergrundwert

3.20.2 FLUORESCENCE LOSS IN PHOTOBLEACHING (FLIP)

Die Messungen der Dynamik EGFP-fusionierter Proteine durch FLIP erfolgte an einem inversen
konfokalen Laserscanning-Mikroskop der Firma Leica TCS SP, wie unter 3.20.1 beschrieben. In den
das zu untersuchende EGFP-Fusionsprotein exprimierenden Zellen wurde ein Focus mit einem
Durchmesser von ca. 1 pm 120 x fur 0,5 s durch einen Laserstrahl bei A = 488 nm mit geringer
Laserpower (jeweils 1 s Pause zwischen den Laserpulsen) gebleicht. Die Fluoreszenz-Intensitat
wurde nach jedem Laser-Puls aufgezeichnet. Zur Quantifizierung wurde die Fluoreszenz-Intensitat
eines von dem Bleichpunkt entfernten Areals mit der Leica-TCS-SP-Software gemessen. Der Verlust
von Fluoreszenz-Signalen, der auf den einwirkenden Laserpuls und das Bleichen von EGFP wahrend

der einzelnen Scans zurlickzufiihren ist, wurde bei der Auswertung nicht bertcksichtigt.
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3.21  IN VIVO-MESSUNG VON PROTEIN-PROTEIN-INTERAKTIONEN DURCH ,,BIOLUMINESZENZ-RESONANZ-
ENERGIE-TRANSFER* (BRET)

Fir in vivo-BRET-Interaktionsstudien wurden LTK™- oder HEK293T-Zellen auf Kulturplatten (d = 3,5
cm) kultiviert und mit je 1,5 ug RUC-Fusionsplasmid und EGFP-Fusionsplasmid cotransfiziert. 48 h
nach der Transfektion wurden die Zellen mit 500 pl Tp-EDTA und 900 uyl PBS von den Kulturplatten
abgeldst und 3 min bei 2.300 Upm abzentrifugiert. Die abgeldsten Zellen wurden 2x mit PBS
gewaschen und in 200 pl PBS resuspendiert. Zur Messung des Biolumineszenz-Resonanz-Energie-
Transfers wurden unmittelbar vor der Messung 8 pl Coelenterazin-Stammldsung (0,1 pg/pl
Coelenterazin in Methanol) zu den resuspendierten Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und direkt in
die Messkuvette Uberfuhrt. Die Messung erfolgte am Fluoreszenz-Spektrometer PTI der Firma Photon
Technology International bei ausgeschalteter Anregungslampe, und einer Integrationszeit von jeweils
0,5 s. Der Messbereich erstreckte sich Uber das Intervall von A = 420 bis 560 nm. Die Messwerte
wurden als TXT-Dateien gespeichert und mit dem Programm Origin 6.0G der Firma Microcal Software
bearbeitet. Dazu wurden die Fluoreszenz-Maxima auf den Wert 1,0 normiert und die Messwerte mit

Fast-Fourier-Transformation geglattet.
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4. ERGEBNISSE

41 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION VON MMCDC6-EGFP IN vivo IN LTK -ZELLEN

Das Protein Cdc6p spielt eine entscheidende Rolle beim Aufbau des pra-RC wahrend der G1-Phase.
Nach Bindung an den ORC-Komplex ist Cdc6p gemeinsam mit dem Protein Cdt1p fir die
Rekrutierung des hexameren MCM-Komplexes essentiell (Cocker et al. 1996, Romanowski und
Madine 1996, Rowles et al. 1996, Donovan et al. 1997, Tanaka et al. 1997).

Um die subzellulare Lokalisation von MmCdc6p in vivo untersuchen zu kdénnen, wurde die cDNA, die
fir MmCdc6p codiert, mit der cDNA des ,enhanced green fluorescent proteins® (EGFP) fusioniert.
Dazu wurde die fir MmCdc6p codierende cDNA in den Expressionsvekior pEGFP-N3 (Clontech)
inseriert. Dieser Vektor enthalt auf der 3'-Seite der MCS (multiple cloning site) die codierende
Sequenz fir EGFP, wodurch exprimiertes MmCdc6p C-terminal mit EGFP fusioniert wird. Im
Ausgangsvektor pT7T3D-N131133 waren keine mit pEGFP-N3 kompatiblen Schnittstellen vorhanden.
Deshalb wurden durch Mutagenese mittels PCR geeignete Schnittstellen flankierend in die fir
MmCdc6p codierende cDNA eingeflhrt und das interne Stopcodon verandert. Die cDNA wurde mit
den Primern CDC6-EGFP-forw, CDC6-EGFP-rev und pT7T3D-N131133 als Template amplifiziert.
Das PCR-Produkt wurde tber BamHI in pEGFP-N3 inseriert und die richtige Orientierung des Inserts
durch Restriktionsanalyse Uberprift.

Zur Expression des MmCdc6-Fusionsproteins in LTK-Zellen wurden 10° Zellen in 3,5 cm
Kulturschalen ausgesat in die zuvor Deckglaschen gelegt wurden. Die Transfektion erfolgte mit
LipofectAMINE™ (Life Technologies) nach Protokoll. Zur Synchronisation der Zellen in der G1-Phase
(Mevastatin), am G1/S-Ubergang (Mimosin) und in der S-Phase (Hydroxyharnstoff) wurde das
Medium nach 24 h gegen das entsprechende Synchronisationsmedium ausgetauscht. Nach weiteren
24 h Inkubation wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten auf Objekttrager gelegt, mit
Fixogum eingedeckelt und am konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht. Um die Zellen in GO
zu synchronisieren, wurde das Medium nach der Transfektion gegen Mangelmedium mit 0,1 % FKS
ausgetauscht. Nach 24 h wurden die Zellen untersucht. In GO war das MmCDCG6-EGFP-
Fusionsprotein im Cytoplasma lokalisiert. Der Zellkern war vollstandig ausgespart (Abb. 9, a). In der
G1-Phase war MmCDCG6-EGFP in Cytoplasma und Kern gleichmafig diffus verteilt (Abb. 9, b), am
G1/S-Ubergang hingegen nur im Kern lokalisiert. Zahlreiche im gesamten Zellkern verteilte
Anhaufungen des Fusionsproteins sind erkennbar (Abb. 9, c). In mit Hydroxyharnstoff synchronisierten
S-Phase-Zellen war MmCDCG6-EGFP in groferen Foci im Kern akkumuliert (Abb. 9, d).
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G1-Phase | S-Phase

Abb. 9: Lokalisation von MmMCDCG6-EGFP in synchronisierten LTK -Zellen. a) Lokalisation in GO nach 24 h
Serumstarvation. b-d) Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion fiir weitere 24 h mit folgenden
Synchronisationsreagentien synchronisiert: b) Mevastatin (G1-Phase), ¢) Mimosin (G1/S), d) Hydroxyharnstoff (S-
Phase), a’-d") Phasenkontrastaufnahmen.

Neben der oben beschriebenen Lokalisation des MmCDCG6-EGFP-Fusionsproteins konnten in nicht-
synchronisierten LTK™-Zellen noch weitere Verteilungsmuster beobachtet werden, die eine auffallende
Ahnlichkeit mit der Verteilung der Replikationsfoci in S-Phase-Zellen aufwiesen. Durch Untersuchung
der rdumlichen und =zeitlichen Verteilung der Replikationsstellen wurden drei charakteristische
Replikationsfoci-Muster beschrieben (Nakayasu und Berezney 1989), die in Abb. 10 (a-c) schematisch
dargestellt sind. Zellen die sich in der frlhen S-Phase befinden besitzen hunderte kleine
Replikationsfoci, die gleichmaRig im Nucleoplasma verteilt sind. Die Nucleoli sind ausgespart (Abb.
10, a). In dieser Phase wird vor allem Euchromatin-DNA repliziert. In der mittleren S-Phase sind die
Replikationsfoci perinucleolar und perinuclear in Heterochromatin-Bereichen lokalisiert (Abb. 10, b), in
der spaten S-Phase hingegen in wenigen groRen Foci, die Satelliten-DNA der Heterochromatin-
Regionen entsprechen (Abb. 10, c). Wie man in Abb. 10 (a’-c’) sehen kann, traten diese

Verteilungsmuster auch in MmCDCG6-EGFP-exprimierenden LTK™-Zellen auf.
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Abb. 10: Verteilungsmuster von MmMCDC6-EGFP in nicht-synchronisierten LTK'-Zellen. Schematische
Darstellung der Replikationsfoci-Verteilung wahrend der S-Phase (a-c). Lokalisation von MmCDC6-EGFP in LTK'-
Zellen (a’-c’). Die MmCDCG6-EGFP-Verteilungsmuster entsprechen den fiir Replikationsfoci beschriebenen
Mustern. Phasenkontrastaufnahme (a"’-c™’).

In einem weiteren Versuch sollte tUberprift werden, ob MmCDC6-EGFP mit Replikationsfoci, d.h. mit
Stellen an denen DNA-Synthese stattfindet, colokalisiert ist. Dazu wurde die neusynthetisierte DNA in
situ mit Digoxigenin-dUMP in permeabilisierten MmCDC6-EGFP-exprimierenden LTK'-Zellen markiert.
Eingebautes Digoxigenin-dUMP wurde mit TexasRed-konjugierten anti-Digoxigenin-Antikbrpern
nachgewiesen. Die Durchfiihrung erfolgte wie bei van Driel et al. (1998) beschrieben. Abb. 11 zeigt die
Lokalisation des MmCDCG6-EGFP-Fusionsproteins in LTK-Zellen (10a, d), eingebautes Digoxigenin-
dUMP (10b, e) und den Overlay der Einzelbilder (10c, f). Wie man an der Gelbfarbung der Foci im
Overlay erkennen kann, ist MmCDC6-EGFP mit Replikationsfoci colokalisiert. Diese Colokalisation
war in der frihen (Abb 10, c), der mittleren (Abb. 10, f) und der spaten S-Phase (nicht gezeigt)
nachweisbar. Demnach ist MmMCDC6-EGFP wahrend der gesamten S-Phase Bestandteil der
Replikationsfoci. Bisher konnte die Lokalisation mehrerer Proteine wie z.B. PCNA (Hozak et al. 1993),
DNA-Ligase | (Montecucco et al. 1995), RPA und Cdk2/CyclinA (Cardoso et al. 1993) in
Replikationsfoci nachgewiesen werden. MmCDCG6-EGFP ist bisher das erste Protein des pra-
replikativen Komplexes (pra-RC) das in Replikationsfoci identifiziert werden konnte. Dies deutet darauf
hin, dass MmCdc6p neben seiner bekannten essentiellen Funktion bei der Ausbildung des pra-RC

(Cocker et al. 1996) auch wahrend der Elongation der DNA-Replikation eine Rolle spielt.
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CDC8-EGFP Digoxigenin-dUTP

Digexigenin-dUTP

Abb. 11: MmCDCG6-EGFP ist colokalisiert mit Replikationsfoci in LTK-Zellen. a, d) Lokalisation von
MmCDC6-EGFP in LTK-Zellen. b, e) Neusynthetisierte DNA wurde mit Digoxigeninin—dUTP in permeabilisierten
MmCDC6-EGFP exprimierenden Zellen markiert. Eingebautes Digoxigenin-dUMP wurde mit TexasRed-
konjugierten anti-Digoxigenin-Antikérpern nachgewiesen. c, f) Overlay der Einzelbilder a, b bzw. d, e. CDC6-
EGFP ist colokalisiert mit Replikationsfoci.

4.2 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DES MURINEN PROTEINS CDC6 IN vivo IN LTK'-
ZELLEN

Um die Lokalisation des endogenen MmCdc6p mit der des exprimierten MmMCDC6-EGFP in LTK'-
Zellen vergleichen zu kdnnen, wurden Immunfluoreszenz-Analysen mit nicht-transfizierten LTK'-Zellen
durchgefiihrt. Dazu wurden aufgereinigte Rabbit anti-MmCdc6-Antikorper benutzt. Es zeigte sich, dass
MmCDC6p nur sehr schwer durch Immunfarbung nachweisbar war. Nach mehreren Versuchen, bei
denen die Fixierungsmethode, die Antikdrperkonzentrationen und das Permeabilisieren der Zellen
variiert wurden, gelang es, ein geeignetes Protokoll zur Immunfarbung mit diesen Antikdrpern zu
erstellen. Die Zellen mussten vor dem Fixieren 20 min mit 0,1 % Triton X100 permeabilisiert werden.
Diese harsche Behandlung der Zellen war nétig, da die Zuganglichkeit der Antikbrper zu MmCdc6p
stark behindert war. Die Zellen wurden danach mit 2 % Formaldehyd fir 15 min fixiert und mit einer
1:10 Verdiinnung des Rabbit anti-MmCdc6-Antikdrpers 90 min inkubiert. Nach 30 mindtiger Inkubation
mit TexasRed-gekoppelten anti-Rabbit-Antikérpern wurden die Zellen am konfokalen Laserscanning-
Mikroskop untersucht. Endogenes MmCdc6p (Abb. 12, a-d) zeigte dieselbe Verteilung wie MmCDC6-
EGFP in LTK-Zellen (Abb. 9, a-d). Dies deutet darauf hin, dass sich das exprimierte MmCDCG6-EGFP-
Fusionsprotein in LTK-Zellen wie endogenes MmCdc6p verhalt.
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Abb. 12: Immunfluoreszenz-Analyse mit polyklonalen anti-MmCdc6-Antikérpern in LTK'-Zellen. a-d) Das
Verteilungsmuster des endogenen MmCDCB6-Proteins in nicht-transfizierten LTK'-Zellen ist identisch mit dem des
MmCDC6-EGFP Fusionsproteins (Abb. 9a-d). a’-d") Phasenkontrastaufnahme.

Exprimiertes MmCDC6-EGFP wurde ebenfalls von anti-MmCdc6-Antikorpern in der Immunfluoreszenz-
Analyse erkannt (Abb. 13, A, b). Da das Fusionsprotein in LTK-Zellen sehr gut exprimiert wurde,
konnte die Immunfarbung ohne Vorpermeabilisieren der Zellen nach Protokoll durchgefiihrt werden.
Die Antikdrper weisen auch im Western-Blot mit Kernextrakt transfizierter LTK-Zellen das
Fusionsprotein und endogenes MmCdc6p nach (Abb. 13, B, Spur 2). Murines Cdc6p besitzt eine
Molmasse von ~65 kDa, EGFP von ~26 kDa. Damit ergibt sich fir das Fusionsprotein eine Molmasse
von ~ 91 kDa. Wie man an der distinkten Bande auf Hohe von ~90 kDa im Western-Blot erkennen
kann, wurde das MmCDCG6-EGFP-Fusionsprotein in LTK-Zellen in full-length-Form exprimiert (Abb.
13, B, Spur 2). Mit monoklonalen anti-GFP-Antikérpern (Sigma) war MmCDCG6-EGFP ebenfalls im
Western-Blot nachweisbar (Abb. 13, B, Spur 1).
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Abb. 13: Inmunfluoreszenz- und Western-Blot-Analyse von MmCDC6-EGFP und MmCdc6p in LTK -Zellen.
A) Immunfluoreszenz-Analyse: In LTK-Zellen exprimiertes MmCDC6-EGFP (a) wird von polyklonalen anti-
MmCdc6-Antikdrpern erkannt (b), wie an der Gelbfarbung der Replikationsfoci im Overlay erkennbar (c). B)
Western-Blot-Analyse: Pro Spur wurden 10 pl der Kernextrakte aufgetragen. Spur 1 und 2: Kernextrakt
MmCDC6-EGFP-exprimierender LTK'-Zellen, Spur 3: Kernextrakt nicht-transfizierter LTK-Zellen. Der Nachweis
erfolgte mit monoklonalen anti-GFP-Antikérpern (Spur 1) und polyklonalen anti-MmCdc6-Antikérpern (Spur 2 und
3).

4.3 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DES HUMANEN CDC6-EGFP-FUSIONSPROTEINS IN
vivo IN HEK-293T-ZELLEN

Um untersuchen zu kénnen, ob humanes CDC6-EGFP in humanen Zellinien die gleiche Lokalisation
wie das murine Homolge in LTK-Zellen aufweist, wurde die cDNA, die fir HsCdc6p codiert, in den
Vektor pEGFP-N3 (Clontech) inseriert. Die cDNA wurde von Herrn Dr. R. Knippers (Universitat
Konstanz) zur Verfliigung gestellt. Durch gezielte Mutagenese der cDNA wurde das interne Stopcodon
mutiert und geeignete Schnittstellen flankierend in die cDNA eingefiihrt. Mit PCR wurde die cDNA, die
fur HsCdc6p, codiert mit den Primern HsCdc6-forw und HsCdc6-rev und pBluescript-HsCdc6 als
Template amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde Uber BamHI in pEGFP-N1 inseriert und die richtige
Orientierung des Inserts durch Restriktionsanalyse tberprift. HsCdc6p wird nach Transfektion des
Vektors in eukaryontische Zellen als EGFP-Fusionsprotein exprimiert.

AulRerdem sollte ein HsCDC6-DsRed Fusionsprotein exprimiert werden. Dazu wurde die cDNA, die flr
HsCdc6p codiert, in den Vektor pDsRed-N1 (Clontech) inseriert. Dieser Vektor enthalt an der 3°-Seite
der MCS die codierende Sequenz fir das DsRed-Protein, wodurch das exprimierte HsCdc6-Protein C-
terminal mit DsRed fusioniert wird. Das Stopcodon der cDNA, die fir HsCdc6p codiert, wurde durch
Mutagenese verandert und passende flankierende Schnittstellen wurden durch PCR mit den Primern
HsCDC6-forw und HsCDCG6-rev eingefuhrt. Das PCR-Produkt wurde Uber BamHI in den Vektor
pDsRed-N1 inseriert.
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Beide HsCDC6-Fusionsproteine zeigten in humanen HEK-293T-Zellen unabhangig von der EGFP-
oder DsRed-Fusion (Abb. 14, A, a-d) das gleiche Verteilungsmuster wie MmCDCG6-EGFP in murinen
LTK-Zellen. Auch bei der Expression der EGFP-Fusionsproteine in heterologen Zellen (HsCDC6-
EGFP in murinen LTK-Zellen, MmCDC6-EGFP in humanen HEK-293T-Zellen) wurde diese
Lokalisation beibehalten (Abb. 14, B, a-d). Die beschriebenen Muster waren auch bei der Expression
von MmMCDCG6-EGFP in murinen NIH-3T3- und FM3A-Zellen zu beobachten, d.h. unabhangig von
einem bestimmten Zelltyp. Die Ergebnisse zeigen, dass murines und humanes Cdc6p wahrend der S-
Phase die gleiche Lokalisation aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass auch humanes Cdc6p neben
seiner beschriebenen Funktion als zentraler Ladefaktor des MCM-Komplexes bei der Initiation der

DNA-Replikation, wahrend der S-Phase in Replikationsfoci eine bisher unbekannte Funktion austibt.

MmCDCE-EGFP

Abb. 14: Lokalisation von HsCDC6-EGFP und HsCDC6-DsRed in humanan HEK-293T-Zellen und
Expression in heterologen Zellinien. A) Lokalisation von HsCDC6-EGFP (a, b) und HsCDC6-DsRed (c, d) in
humanen HEK-293T-Zellen. Typische frihe (a, c) und mittlere S-Phase-Verteilungsmuster (b, d) der
Fusionsproteine sind zu erkennen. Phasenkontrastaufnahmen (a’, b’, ¢, d’). B) Lokalisation von HsCDC6-EGFP
in murinen LTK-Zellen (a, b) und von MmCDC6-EGFP in humanen HEK-293T-Zellen (c, d).
Phasenkontrastaufnahmen (a’, b", ¢’, d”).
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44 BESTIMMUNG DER MOBILITAT VON MMCDCG6-EGFP IN REPLIKATIONSFOCI LEBENDER LTK -ZELLEN
DURCH FRAP

Mit ,fluorescence recovery after photobleaching” (FRAP) sollte die Mobilitdt und die Dynamik des
MmCDCG6-EGFP-Fusionsproteins in den Replikationsfoci lebender LTK-Zellen untersucht werden.
Dazu wurden LTK-Zellen mit pCdc6-EGFP-Vektor-DNA und LipofectAMINE™ transfiziert und am
nachsten Tag am konfokalen Laserscanning Mikroskop untersucht. Das in einzelnen Replikationsfoci
akkumulierte MmCDCG6-EGFP wurde dabei durch einen einzelnen sehr energiereichen punktférmigen
Laserpulse (1 s) irreversibel gebleicht. Die Erholung des Fluoreszenzsignals in diesem gebleichten
Areal aufgrund der Mobilitdt des MmCDC6-EGFP-Fusionsproteins wurde durch eine Serie
aufeinanderfolgender Bilder (Imaging Scans) aufgezeichnet. Die Kinetik der Erholung der Fluoreszenz
innerhalb des Bleichpunktes ist ein MalR fir die Mobilitdt des gebleichten MmCDCG6-EGFP im
Replikationsfocus. Das EGFP-Fluorophor des Fusionsproteins innerhalb des Areals wird gebleicht,
wobei das gesamte Protein nicht zerstort wird. Nach dem Bleichen wurden Bilder in 1 s- (10 Bilder), 2
s- (10 Bilder), 5 s- (10 Bilder) und 10 s-Intervallen (20 Bilder) aufgenommen.

Wie man in Abb. 15, A und 15, B sehen kann, erholte sich die Fluoreszenz von MmCDC6-EGFP im
gebleichten Replikationsfocus nur sehr langsam. In Zellen die sich in friher und mittlerer S-Phase
befanden erreichte die Fluoreszenz in den gebleichten Replikationsfoci erst nach 183 s ein Plateau, in
Zellen die sich in spater S-Phase befanden nach 180 s (Abb. 15, B). Freies EGFP hingegen diffundiert
frei im Zellkern und seine Fluoreszenz erholt sich in weniger als einer Sekunde (Phair und Misteli
2000, Misteli et al. 2000). Bemerkenswerterweise erholt sich die Fluoreszenz von MmCDC6-EGFP nur
zu 21 % in friher und mittlerer S-Phase und zu 24 % in spater S-Phase (Abb. 15, B). Dies deutet auf
das Vorhandensein zweier ,MmCDCG6-EGFP-Pools” hin, einer ~10-20 %igen mobilen Fraktion und
einer ~80-90 %igen immobilen Fraktion, die nicht zur Erholung der Fluoreszenz beitragt. In
Replikationsfoci lokalisiertes MmCDCG6-EGFP ist demnach sehr immobil und seine Dynamik andert
sich wahrend der S-Phase nicht signifikant. Daraus kann gefolgert werden, dass der Grossteil von
MmCDC6-EGFP nach dem Laden auf die pra-RCs in der G1-Phase mit der DNA-Replikations-
Maschinerie wahrend der S-Phase stabil assoziiert bleibt. Dies lasst auf eine strukturelle oder

funktionelle Rolle von MmCdc6p in Replikationsfoci schlief3en.
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Abb. 15: FRAP-Messung von MmCDCG6-EGFP in Replikationfoci. A) Bilder MmCDC6-EGFP-exprimierender
LTK-Zellen wurden vor (a) und nach (b-e) dem Bleichen eines Replikationsfocus (Pfeil) am konfokalen
Laserscanning Mikroskop zu den angegebenen Zeiten aufgenommen. B) Kinetik der Erholung der Fluoreszenz
des in Replikationsfoci lokalisierten MmCDCG6-EGFP. Replikationsfoci von LTK™-Zellen in friher und mittlerer S-
Phase (schwarz) und spater S-Phase (rot) wurden gebleicht.

4.5 ANALYSE DER CHROMATINASSOZIATION VON MMCDCG6-EGFP IN LTK'-ZELLEN DURCH
SALZEXTRAKTION

Die durch FRAP-Messungen nachgewiesene starke Immobilitdt des MmCDC6-EGFP-Fusionsproteins
in Replikationsfoci sollte biochemisch durch Salzextraktion tberpriift werden. 10° LTK-Zellen wurden
jeweils in 3,5 cm Kulturschalen ausgesat und wie oben beschrieben mit pCdc6-EGFP-Vektor-DNA
transfiziert. Am nachsten Tag wurden die Zellen in den Kulturschalen mit PBS gewaschen und zwei
Minuten mit je 1 ml einer der folgenden L6sungen inkubiert: 0,1 % Triton X-100 ohne NaCl, mit 0,3 M,
0,6 M oder 1 M NaCl. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 5 ml kaltem Aceton versetzt und Uber
Nacht bei =20 °C zum Fallen der extrahierten Proteine gelagert. Nach Zentrifugation und Waschen
des Pellets in 70 % Ethanol, wurden die aus dem Uberstand geféllten Proteine in je 100 pl HuOpigest
geldst. Die Zellen mit den nicht-extrahierten Proteinen wurden einmal mit PBS gewaschen, jeweils in
SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C aufgekocht.

Durch Zunahme der NaCl-Konzentration im Extraktionspuffer wurde die Menge des aus den LTK™-
Zellen extrahierten MMCDCG6-EGFP nicht erhdht (Abb. 16, A, Spur 5-8). Auch bei Inkubation der
transfizierten Zellen mit 1 M NaCl war MmCDCB6-EGFP noch im Pellet nachweisbar (Abb. 16, A, Spur
4). Die Intensitat der Bande ist nur unwesentlich schwacher als die der Bande in der Spur mit den
Zellen die ohne NaCl inkubiert wurden (Abb. 16, A, Spur 1). Dies deutet darauf hin, dass MmCDC6-
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EGFP in LTK-Zellen sehr fest mit dem Chromatin assoziiert war. Das Ergebnis bestatigt die mit FRAP
gemessene Immobilitdat von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci. Die flir das Fusionsprotein typischen
Verteilungsmuster waren auch nach Extraktion mit 1 M NaCl noch am konfokalen Laserscanning-
Mikroskop erkennbar (Abb. 16, B).

A Pellet Uberstand B
NaCl NaCl
|
‘. — ——— g, S . ——

1 M NaCl

Abb. 16: Chromatinassoziation von MmCDCG6-EGFP bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen. A)
MmCDC6-EGFP exprimierende LTK-Zellen wurden mit folgenden Extraktionspuffern inkubiert: 0,1 % Triton X-
100 ohne NaCl (Spur 1 und 5), mit 0,3 M NaCl (Spur 2 und 6), mit 0,6 M NaCl (Spur 3 und 7) und 1 M NaCl (Spur
4 und 8). Das Zellpellet (Spur 1-4) und der Uberstand (Spur 5-9) wurden im Western-Blot untersucht. Es wurden
monoklonale anti-GFP-Antikorper verwendet. B) MmCDCG6-EGFP exprimierende LTK'-Zellen wurden nach
Inkubation mit 0,1 % Triton X-100 mit 1 M NaCl am konvokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht.

4.6 REGULATION DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DES MMCDCG6-EGFP-FUSIONSPROTEINS

Das murine Protein Cdc6p besteht aus 589 Aminosauren und weist eine Molmasse von ~65 kDa auf.
MmCdc6p enthalt am Aminoterminus drei putative Cdk-Phosphorylierungsstellen (S82: SPRK, S102:
SPPK und S$135: SPPK) die der Konsensus-Sequenz ((S/T)PX(K/R)) entsprechen (Jans et al. 1995).
Zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS, ,nuclear localization signal“) sind am N-terminalen Bereich
angeordnet. Die NLS-Sequenz eines Proteins interagiert mit Transportproteinen in der Kernmembran,
die unter Energieverbrauch den Kernimport des Proteins vermitteln (Hicks und Raikhel 1995). Eine
allgemeine NLS-Konsensus-Sequenz wurde bisher nicht definiert. Allerdings konnte gezeigt werden,
dass NLS-Sequenzen meist aus einer Abfolge von 5-10 Aminosduren bestehen, die 3-7
Lysin/Argininreste enthalt. Interessanterweise Uberlappt eine Kernlokalisationssequenz von MmCdc6p
mit einer Cdk-Phosphorylierungsstelle.

AuRerdem besitzt MmCdc6p Konsenssussequenzen flir das Walker A- (GXXGXGKT) und das Walker
B-Motiv (DEXD). Das Walker A-Motiv interagiert mit dem Triphosphat-Rest des Nukleotids wahrend
das Walker B-Motiv Mg2+ koordiniert (Saraste et al. 1990, Story und Seitz 1992). Diese Motive wurden
auch bei MmOrc1p (Zisimopoulou et al. 1998) und bei eukaryontischen und prokaryontischen ,,Clamp-
Loadern® gefunden (Perkins und Diffley 1998).

Auch ein Leucin-Zipper-Motiv ist in der Primarstruktur des MmCdc6-Proteins enthalten. Leucin-Zipper

liegen im Bereich einer o-helikalen Sekundéarstruktur und entsprechen der Konsensussequenz
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LXsLXeLXsL. Diese Struktur kann, wenn sie an der Oberflache eines Molekils liegt, mit dem
Leucinzipper eines anderen Molekils interagieren, indem die Leucinreste in hydrophobe
Wechselwirkung treten (Landschulz et al. 1988, O’Shea et al. 1989).

In Abb. 17 ist die Proteinsequenz von MmCdc6p mit den beschriebenen Motiven schematisch

dargestellt.

NLS Walker Leucin-Zipper

A B
\

1
$82 $102 S135 K237

Cdk-Phospho-
rylierungsstellen

Abb. 17: Verteilung von Motiven in MmCdc6p. Potentielle Motive sind durch dunkelgraue Rechtecke
hervorgehoben.

Um den Einfluss der Phosphorylierung/Dephosphorylierung der konservierten Serinreste der Cdk-
Phosphorylierungsstellen (S82: SPRK, S102: SPPK und S135: SPPK) auf die subzelluare Lokalisation
von MmMCDCG6-EGFP in vivo untersuchen zu kénnen, wurden die N-terminalen Serinreste S82, S102
und S135 zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten und zu Phosphatreste-simulierenden
Aspartatresten mutiert. Dazu wurden mittels PCR schrittweise Einzel-, Doppel- und Dreifach-
MmCDCG6-EGFP-Mutanten hergestellt.

Das Codon fir Serin-82 (AGT) wurde zu dem Codon fir Alanin-82 (GCT) und zu dem Codon fiir
Aspartat-82 (GAT) mutiert. Dazu wurden die Primerpaare CDC6-Ala1-forw, CDC6-Ala1-rev und
CDC6-Asp1-forw, CDC6-Asp1-rev verwendet. Unter Verwendung der Primerpaare CDC6-Ala2-forw,
CDC6-Ala2-rev und CDC6-Asp2-forw, CDC6-Asp2-rev wurde das Codon fiir Serin-102 (TCT) zu dem
Codon fir Alanin-102 (GCT) und zu dem Codon fiir Aspartat-102 (GAT) mutiert. Zur Mutation des
Codons fur Serin-135 (TCC) zu dem Codon fir Alanin-135 (GCC) und zu dem Codon fir Aspartat-135
(GAC) wurden die Primerpaare CDC6-Ala3-forw, CDC6-Ala3-rev und CDC6-Asp3-forw, CDC6-Asp3-

rev eingesetzt.

4.6.1 KLONIERUNG DER MMCDCG6-EGFP-MUTANTEN MIT MUTATION EINER PUTATIVEN CDK-KONSENSUS-
SEQUENZ

Als Template zur Herstellung der sechs mdglichen Einzelmutanten MmCDC6-S82A-EGFP, MmCDC6-
S102A-EGFP, MmCDC6-S135A-EGFP und MmCDC6-S82D-EGFP, MmCDC6-S102D-EGFP,
MmCDCG6-S135D-EGFP wurde der Vektor pMmCDC6-EGFP verwendet.
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Tab. 3: Bei der Klonierung der MmCDC6-EGFP-Mutanten mit Mutation einer putativen Cdk-Konsensus-
Sequenz verwendete Primer und Vektoren

Template-Vektor Primerpaare MmCDCG6-EGFP-Mutanten

pMmCDC6-EGFP CDC6-Ala1-forw MmCDC6-S82A-EGFP
CDC6-Ala1-rev

pMmCDC6-EGFP CDC6-Ala2-forw MmCDC6-S102A-EGFP
CDC6-Ala2-rev

pMmCDC6-EGFP CDC6-Ala3-forw MmCDC6-S135A-EGFP
CDC6-Ala3-rev

pMmCDC6-EGFP CDC6-Asp1-forw MmCDC6-S82D-EGFP
CDC6-Asp1-rev

pMmCDC6-EGFP CDC6-Asp2-forw MmCDC6-S102D-EGFP
CDC6-Asp2-rev

pMmCDC6-EGFP CDC6-Asp3-forw MmCDC6-S135D-EGFP

CDC6-Asp3-rev

Der Template-Vektor wurde praparativ aus E. coli DH5a-Zellen aufgereinigt. Zur PCR mit den
jeweiligen obengenannten Primerpaaren wurde Pfu-Turbo-DNA-Polymerase (Stratagen) verwendet,
die mit ihrer intrinsischen Korrekturlesefunktion eine moglichst fehlerfreie Amplifikation des Vektors
ermoglichte. Nach der PCR wurde die Vektor-Template-DNA durch Zugabe von Dpn | verdaut. Das
Restriktionsenzym Dpn | schneidet nur die methylierte Form der Dpn |-Erkennungsstelle. Da die
Vektor-Template-DNA aus E. coli DH5a-Zellen aufgereinigt wurde, einem Bakterienstamm der DNA
methyliert, wird das Template durch Dpn-l verdaut, wahrend der amplifizierte Vektor mit der
eingeflihrten Mutation aufgrund der fehlenden Methylierung der Dpn-I-Schnittstelle unverdaut bleibt.
Nach Aufreinigung wurde die amplifizierte Vektor-DNA in kompetente HB101-Zellen transformiert, auf
Kanamycin-haltigen Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C Gber Nacht inkubiert. Ein Teil der Kolonien
wurde im analytischen Malistab gezichtet und die isolierte mutierte Plasmid-DNA durch

Sequenzierung nach Sanger (1977) analysiert.

4.6.2 KLONIERUNG DER MMCDCG6-EGFP-MUTANTEN MIT MUTATION ZWEIER PUTATIVER CDK-
KONSENSUS-SEQUENZEN

Zur Herstellung der sechs mdglichen MmCDC6-EGFP-Mutanten mit Mutationen in zwei putativen
Cdk-Konsensus-Sequenzen wurden die zuvor hergestellten MmCDCG6-EGFP-Mutanten mit Mutation
einer Cdk-Konsensus-Sequenz als Template-Vektoren benutzt. Um eine Methylierung der Vektor-
Dpnl-Schnittstellen zu gewabhrleisten, wurden die Template-Vektoren praparativ aus E. coli DH50-
Zellen aufgereinigt. Die Mutagenese erfolgte unter Verwendung der in Tab. 4 aufgefiihrten

Primerpaare.
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Tab. 4: Bei der Klonierung der MmCDC6-EGFP-Mutanten mit Mutation zweier putativer Cdk-Konsensus-
Sequenzen verwendete Primer und Vektoren

Template-Vektoren Primerpaare MmCDCG6-EGFP-Doppelmutanten

pMmCDC6-S82A-EGFP CDC6-Ala2-forw MmCDC6-S82A+S102A-EGFP
CDC6-Ala2-rev

pMmCDC6-S82A-EGFP CDC6-Ala3-forw MmCDC6-S82A+S135A-EGFP
CDC6-Ala3-rev

pMmCDCB6-S102A-EGFP CDC6-Ala3-forw MmCDC6-S102A+S135A-EGFP
CDC6-Ala3-rev

pMmCDC6-S82D-EGFP CDC6-Asp2-forw MmCDC6-S82D+S102D-EGFP
CDC6-Asp2-rev

pMmCDC6-S82D-EGFP CDC6-Asp3-forw MmCDC6-S82D+S135D-EGFP
CDC6-Asp3-rev

pMmCDC6-S102D-EGFP CDC6-Asp3-forw MmCDC6-S102D+S135D-EGFP

CDC6-Asp3-rev

4.6.3 KLONIERUNG DER MMCDCG6-EGFP-MUTANTEN MIT MUTATIONEN DREIER PUTATIVER CDK-
KONSENSSUS-SEQUENZEN

Fir die Klonierung der beiden mdglichen MmCDC6-EGFP-Mutanten mit Mutationen in allen drei
putativen Cdk-Konsensus-Sequenzen wurden zuvor hergestellte MmCDC6-EGFP-Mutanten mit

Mutationen zweier putativer Cdk-Konsensus-Sequenzen als Template-Vektor-DNA verwendet.

Tab. 5: Bei der Klonierung der MmCDCG6-EGFP-Mutanten mit Mutation dreier putativer Cdk-Konsensus-
Sequenzen verwendete Primer und Vektoren

Template-Vektoren Primerpaare MmCDCG6-EGFP-Dreifachmutanten

pMmCDC6-S82A-S102A-EGFP CDC6-Ala3-forw MmCDC6-S82A+S102A+S135A-EGFP
CDC6-Ala3-rev

pMmCDC6-S82D+S102D-EGFP CDC6-Asp3-forw MmCDC6-S82D+S102D+S135D-EGFP

CDC6-Asp3-rev

4.6.4 SUBZELLULARE LOKALISATION DER MMCDCG6-EGFP-MUTANTEN, DEREN SERINRESTE DER CDK-
KONSENSUS-SEQUENZEN ZU NICHT-PHOSPHORYLIERBAREN ALANINRESTEN MUTIERT WURDEN

Um die subzellulare Lokalisation der MmCDC6-EGFP-Mutanten untersuchen zu konnen, deren
Serinreste der Cdk-Konsensus-Sequenzen zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten mutiert worden
waren, wurden die mittels Mutagenese hergestellten Expressionsplasmide flir die entsprechenden
MmCDCG6-EGFP-Mutanten in LTK-"Zellen transfiziert. Alle sieben méglichen Mutanten bei denen ein,
zwei oder drei der Cdk-Serinreste zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten mutiert wurden, waren in
Replikationsfoci lokalisiert (Abb 18, a-g). Die Phosphorylierung dieser konservierten Serinreste durch
Cyclin/Cdk-Komplexe ist demnach fiir die Lokalisation von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci
wahrend der S-Phase nicht essentiell.
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Abb. 18: Lokalisation und Mobilitdit verschiedener MmCDCG6-EGFP-Mutanten, deren konservierte
Serinreste der Cdk-Konsensussequenzen zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten mutiert wurden. a-g)
subzellulare Lokalisation der MmCDC6-EGFP-Mutanten in LTK-Zellen. a’-g") Phasenkontrastaufnahmen. a”’-g”")
FRAP-Messungen der in Replikationsfoci lokalisierten MmCDC6-EGFP-Mutanten.
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Die beiden Mutanten MmCDC6-S102A-S135A-EGFP und MmCDC6-S82A-S102A-S135A-EGFP
waren 24 h nach Transfektion ausschlielich in perinucleolaren Replikationsfoci lokalisiert (Abb. 18, f,
g). Dieses Verteilungsmuster der Replikationsfoci ist typisch fiir die spate S-Phase. Daraus kann
gefolgert werden, dass die Expression dieser beiden Mutanten, deren Serinreste 102, 135, bzw. 82,
102 und 135 zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten mutiert wurden, zur Arretierung des Zellzyklus
transfizierter Zellen in der spaten S-Phase fiihrte. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden LTK-
Zellen, die Wildtyp-MmCDCG6-EGFP exprimierten, mit Olomoucin, einem Cdk-Inhibitor, behandelt.
Olomoucin fihrt in einer Endkonzentration von 7 uyM zur Inhibition der Kinaseaktivitdt von
CyclinB/Cdc2, CyclinE/Cdk2, CyclinA/Cdk2 und damit zur Arretierung der Zellen am G1/S- und S/G2-
Ubergang. MmCDC6-EGFP trat 16 h nach dieser Behandlung in zwei verschiedenen
Verteilungsmustern auf. In ~50 % der transfizierten Zellen war MmCDCG6-EGFP diffus in Zellkern und
Cytoplasma verteilt (Abb. 19, A, a), in den restlichen ~50 % der Zellen war das Fusionsprotein in

perinucleoldren Replikationsfoci lokalisiert (Abb. 19, A, b).
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Abb. 19: Einfluss von Olomoucin auf Lokalisation und Mobilitit von MmCDC6-EGFP in LTK-Zellen. A)
Beobachtete Verteilungsmuster von MmCDC6-EGFP in LTK-Zellen 16 h nach Zugabe von Olomoucin. In ~50 %
der transfizierten Zellen war MmCDCB6-EGFP diffus in Zellkern und Cytoplasma verteilt (a), in den restlichen ~50
% der Zellen war das Fusionsprotein in perinucleolaren Replikationsfoci lokalisiert (b), Phasenkontrastaufnahme
(a’, b’). B) FRAP-Messung von MmCDCB6-EGFP + Olomoucin im Vergleich zu MmCDC6-S82A-S102A-S135A-
EGFP. Beide Fusionsproteine wurden in perinucleolaren Replikationsfoci gebleicht.

Da MmCDC6-EGFP wahrend der G1-Phase diffus in Zellkern und Cytoplasma verteilt und in der
spaten S-Phase in Replikationsfoci in der Nucleoliperipherie lokalisiert ist kann davon ausgegangen
werden, dass die Synchronisation der Zellen mit Olomoucin in spater G1- bzw. spater S-Phase
erfolgreich war. Das bei MmCDC6-S102A-S135A-EGFP und MmCDCB6-S82A-S102A-S135A-EGFP
beobachtete Verteilungsmuster in perinucleolaren Replikationsfoci ist daher mit der Verteilung von
CDCB6-EGFP in der spaten S-Phase identisch. Die Dephosphorylierung der Serinreste 102 und 135
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fihrt demnach zur Arretierung der transfizierten Zellen in der spaten S-Phase. Aus diesen
Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Phosphorylierung der Serinreste 102 und 135 von
MmCDCB6-EGFP durch Cyclin/Cdk-Komplexe fir den Ubergang in die G2-Phase essentiell ist.

4.6.5 SUBZELLULARE LOKALISATION DER MMCDCG6-EGFP-MUTANTEN, DEREN SERINRESTE DER CDK-
KONSENSUS-SEQUENZEN 2ZU PHOSPHATRESTE-SIMULIERENDEN ASPARTATRESTEN MUTIERT
WURDEN

Durch Mutation der konservierten Serinreste von MmMCDC6-EGFP zu Phosphatreste-simulierenden
Aspartatresten sollte der Einfluss der Phosphorylierung der Cdk-Konsensussequenzen auf die
subzellulare Lokalisation der Mutanten in LTK-Zellen untersucht werden. MmCDCG6-S82D-EGFP,
MmCDC6-S135D-EGFP und MmCDC6-S82D-S135D-EGFP waren in Replikationsfoci lokalisiert (Abb.
20, a, c, e). Da auch die Mutanten MmCDC6-S82A-EGFP, MmCDC6-S135A-EGFP und MmCDC6-
S82A-S135A-EGFP diese Lokalisation aufwiesen (Abb. 20, a, ¢, €), kann gefolgert werden, dass der
Phosphorylierungsstatus der Serinreste S82 und S135 keinen Einfluss auf die Lokalisation von
MmCDCB6-EGFP in Replikationsfoci hat. Die Mutanten MmCDC6-S102D-EGFP, MmCDC6-S82D-
S102D-EGFP und MmCDC6-S102D-S135D-EGFP waren ausschlief3lich im Cytoplasma lokalisiert
(Abb. 20, b, d, f). Bei diesen Mutanten wurde mit der Substitution des Serinrestes 102 durch einen
Aspartatrest (S102D) die Phosphorylierung des Serinrestes 102 nachgeahmt. Dies deutet darauf hin,
dass die Phosphorylierung des Serinrestes 102 die cytoplasmatische Lokalisation von MmCDC6-
EGFP vermittelt. Zur Uberpriifung, ob diese Verteilung das Resultat einer durch die Mutation bewirkte
Behinderung des Kernimports war oder ob die Mutation zum Export des Fusionsproteins in das
Cytoplasma gefihrt hat, wurden MmCDC6-S102D-EGFP-exprimierende LTK-Zellen mit Leptomycin B
(LMB), einem Inhibitor des Kernexports, inkubiert. 16 h nach Zugabe von LMB war das Fusionsprotein
bei ~20-30 % der Zellen diffus im Zellkern akkumuliert (Abb. 21, b). Aus diesem Befund kann gefolgert
werden, dass der Export von MmMCDC6-EGFP durch die Phosphorylierung des Serinrestes 102 in das
Cytoplasma vermittelt wird. Untersuchungen an humanem Cdc6p ergaben, dass eine Fraktion des
Proteins beim Eintritt der Zellen in die S-Phase durch Cdks an den N-terminalen Konsensus-Stellen
phosphoryliert wird, wodurch das Protein aus dem Kern exportiert wird (Fujita et al. 1999, Jiang et al.
1999, Petersen et al. 2000). Wahrend der S-Phase bleibt aber eine Detergenz-resistente Fraktion des
Cdc6-Proteins im Kern lokalisiert (Fujita et al. 1999, Coverley et al. 2001, Fujita et al. 2002, lllenye und
Heintz 2003). Somit kdnnte der bei HsCdc6p beobachtete Cdk-abhangige Export des Proteins bei
MmCdc6p durch Cyclin/Cdk-vermittelte Phosphorylierung des Serinrestes 102 vermittelt werden.

Die Dreifach-Mutante MmCDC6-S82D-S102D-S135D-EGFP war diffus in Cytoplasma und Zellkern
verteilt (Abb. 20, g). Die Phosphorylierung der Serinreste der drei Cdk-Konsensussequenzen

verhindert demnach die Lokalisation von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci.
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Abb. 20: Lokalisation und Mobilitdit verschiedener MmCDCG6-EGFP-Mutanten, deren konservierte
Serinreste der Cdk-Konsensussequenzen zu Phosphatreste-simulierenden Aspartatresten mutiert
wurden. a-g) subzelluldare Lokalisation der MmCDC6-EGFP-Mutanten in LTK-Zellen. a’-g")
Phasenkontrastaufnahmen. a”’, ¢’’, e”") FRAP-Messung der in Replikationsfoci lokalisierten MMCDCG6-EGFP-
Mutanten. g°") FRAP-Messung der diffusen nucledren Fraktion von MmCDC6-S82D-S102D-S135D-EGFP.
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Abb. 21: Einfluss von Leptomycin B (LMB) auf die Lokalisation von MmCDC6-S102D-EGFP in LTK'-Zellen.
MmCDC6-S102D-EGFP war in LTK™-Zellen im Cytoplasma lokalisiert (a). 16 h nach Zugabe von LMB (10uM) war
MmCDC6-S102D-EGFP bei ~20-30 % im Zellkern akkumuliert (b). Phasenkontrastaufnahmen (a’, b”).

4.6.6 BESTIMMUNG DER MOBILITAT VERSCHIEDENER MMCDCG6-EGFP-MUTANTEN IN LTK'-ZELLEN
DURCH FRAP

FRAP-Studien der in Replikationsfoci lokalisierten MmCDC6-EGFP-Mutanten zeigten (Abb. 19, a”'-
g’’,Abb. 20, a”’, ¢’’, "), dass bei allen Mutanten mit Ausnahme von MmCDC6-S102A-EGFP (Abb.
19, b”") und MMCDC6-S82D-EGFP (Abb. 20, a”") der Anteil des mobilen Pools der Fusionsproteine in
Replikationsfoci im Vergleich zum Wildtyp MmCDC6-EGFP stark erhoht war. ~80-90 % von
MmCDC6-EGFP war immobil in Replikationsfoci gebunden (Kap. 4.4). Der Anteil der immobilen
Fraktion von MmCDCG6-S102A-S135A-EGFP hingegen betrug nur ~45-50 %(Abb. 19, f), von
MmCDC6-S135A-EGFP nur ~40 % (Abb. 19, ¢’*) und von MmCDC6-S82A-S102A-S135A-EGFP nur
~15-20 % (Abb. 19, g”’). Da nur die beiden Mutanten MmCDC6-S102A-EGFP (Abb. 19, b"") und
MmCDC6-S82D-EGFP (Abb. 20, a’") die gleiche Mobilitdt und Dynamik wie MmCDC6-EGFP in
Replikationsfoci wahrend der S-Phase aufwiesen, kann gefolgert werden, dass der Serinrest 102 von
MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci unphosphoryliert vorliegt, wahrend der Serinrest 82 phosphoryliert
ist. Die Annahme, dass der Serinrest S102 von MmCDC6-EGFP in Replikationsfoci nicht
phosphoryliert ist, wird durch die Beobachtung bestatigt, dass die Phosphorylierung dieses
Serinrestes zum Export von MmCDC6-EGFP aus dem Zellkern fuhrte (Kap. 4.6.5). Neuere
Untersuchungen ergaben, dass Hamster Cdc6p wahrend der S-Phase am Serinrest 54 phosphoryliert
ist. Die Chromatin-Assoziation des Proteins wird durch diese Modifikation nicht verandert (Alexandrow
und Hamlin 2003). Die durchgefiihrten FRAP-Studien deuten darauf hin, dass auch der homologe
murine Serinrest 82 von MmCDCG6-EGFP wahrend der S-Phase phosphoryliert vorliegt, da die
entsprechende MmCDC6-S82D-EGFP-Mutante die gleiche Dynamik wie der Wildtyp MmCDCG6-EGFP
aufwies.

Der Anteil des immobilen MmCDC6-EGFP-Pools in den perinucleolaren Replikationsfoci von LTK'-
Zellen die mit Olomoucin inkubiert wurden betrug nur noch ~15-20 % (Abb. 19, B). Da bei diesen
Zellen die Cyclin/Cdk-Komplexe durch Olomoucin inhibiert wurden, kann davon ausgegangen werden,
dass die drei Cdk-Konsensus-Stellen von MmCDC6-EGFP bei dieser Messreihe im
dephosphorylierten Zustand vorgelegen haben. Dieselbe Abnahme des immobilen Pools auf ~15-20
% konnte bei der Mutante MmCDCG6-S82A-S102A-S135A-EGFP gemessen werden, bei der die
Serinreste der drei Cdk-Konsensussequenzen zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten mutiert
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wurden. Da die Dynamik bei beiden Messungen gleich war, kann gefolgert werden, dass der Wildtyp
MmCDCG6-EGFP in den perinucleolaren Replikationsfoci aufgrund der Olomoucin-Inkubation an den
Serinresten der drei Cdk-Konsensussequenzen nicht phosphoryliert war. Dies zeigt, dass das
MmCDCG6-EGFP-Fusionsprotein in LTK-Zellen von Cyclin/Cdk-Komplexen in vivo phosphoryliert
wurde und dass die Dephosphorylierung der Serine aller drei Cdk-Konsensussequenzen zu einer
Abnahme des immobilen Pools auf ~15-20 % flhrt. Da der immobile Pool von MmCDC6-EGFP in
perinucleoldren Replikationsfoci in der spaten S-Phase ~80-90 % betragt, kann davon ausgegangen
werden, dass die konservierten Serinreste von MmCDCG6-EGFP in dieser Phase nicht
dephosphoryliert waren. Somit konnte mit FRAP das Ergebnis der Lokalisationsstudien bestatigt
werden, in denen gezeigt werden konnte, dass MmCDCG6-EGFP in der spaten S-Phase nicht
dephosphoryliert vorliegen kann, da die dephosphorylierte Form zur Zellzyklus-Arretierung in der
spaten S-Phase flhrte.

Die FRAP-Messung der diffus in Zellkern und Cytoplasma verteilten MmCDC6-S82D-S102D-S135D-
EGFP-Mutante ergab, dass das Fusionsprotein in einem zu 100 % mobilen Pool vorlag (Abb. 20, g*’).
MmCDCG6-EGFP weist in der G1-Phase die gleiche Verteilung und hohe Mobilitdt (Kap. 4.8) wie
MmCDC6-S82D-S102D-S135D-EGFP auf. Somit ware es denkbar, dass die Phosphorylierung der
Serine der drei Cdk-Konsensussequenzen, wie sie mit der MmCDC6-S82D-S102D-S135D-EGFP-
Mutante simuliert werden, zu einer Arretierung der Zellen in der G1-Phase fuhrt. Eine FACS-Messung
zur Bestatigung dieser Annahme mit MmCDC6-S82D-S102D-S135D-EGFP-exprimierenden LTK'-

Zellen war aufgrund der geringen Transfektionsraten nicht durchfiihrbar.

4.6.7 KLONIERUNG EINER MMCDCG6-EGFP-MUTANTE MIT MUTATION IM WALKER A-MoOTIVS

Alle Mitglieder der Cdc6/Cdc18-Familie enthalten eine putative Purin-Nukleosidtriphosphat-
Bindungsstelle, bestehend aus dem Walker A- und Walker B-Motiv (Walker et al. 1982). Das Walker
A-Motiv (oder P-Loop) interagiert mit dem Triphosphat-Rest und ist essentiell fir die ATP-Bindung
(Saraste et al. 1990). Durch Mutation des konservierten Walker A-Motivs sollte der Einfluss der ATP-
Bindung an MmCDCG6-EGFP auf dessen Lokalisation und Mobilitat untersucht werden. Dazu wurde
der konservierte Lysinrest 237 des MmCDCG6-EGFP-Walker A-Motivs (GXXGXGKT) zu einem
Glutaminsaurerest mutiert (K237E). Dies hat zur Folge, dass ATP nicht mehr mit MmCDC6-EGFP
interagieren kann.

Bei der Mutagenese mittels PCR wurden das Primerpaar CDC6-K237E-forw, CDC6-K237E-rev und
MmCDC6-EGFP als Template eingesetzt. MmCDC6-K237E-EGFP war diffus in Zellkern und
Cytoplasma verteilt (Abb. 22, A, a, b). Das Fusionsprotein war im Kern hoéher konzentriert, eine
Lokalisation in Replikationsfoci konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,
dass die Bindung von ATP an MmCDCG6-EGFP fiir die Lokalisation von MmCDCG6-EGFP in
Replikationsfoci nétig ist. Die Mutation des Walker A-Motivs in SpCdc18p flhrten zu Defekten beim
Eintritt in die S-Phase und dem S-Phase-Check-Punkt (DeRyckere et al. 1999, Liu et al. 2000). Somit
ware es auch denkbar, dass die Mutation des Walker A-Motivs bei MmCDCG6-K237E-EGFP zur

Arretierung der transfizierten LTK-Zellen am G1/S-Ubergang filhrte. Da die Transfektionsrate von
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MmCDC6-K237E-EGFP in LTK-Zellen sehr gering war, konnte eine FACS-Messung zur Bestatigung
dieser Annahme nicht durchgeflihrt werden.
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Abb. 22: Lokalisation und Mobilitat einer MmMCDC6-EGFP-Mutante mit Mutation des Walker A-Motivs in
LTK-Zellen. A) Subzelludre Lokalisation von MmCdc6-K237E-EGFP in LTK-Zellen (a, b),
Phasenkontrastaufnahme (a’, b"). B) FLIP-Messung von MmCdc6-K237E-EGFP im Vergleich zu MmCDCG6-
EGFP in der G1-Phase.

Mit ,fluorescence loss in photobleaching” (FLIP) wurde die Mobilitdt von MmCdc6-K237E-EGFP im
Zellkern untersucht (Abb. 22, B). Da MmCDCG6-EGFP in der G1-Phase ebenfalls diffus in Zellkern und
Cytoplasma verteilt war, wurde die Mobilitdt von MmCDCG6-EGFP in dieser Phase zum Vergleich mit
FLIP gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die Mobilitdt von MmCdc6-K237E-EGFP im
Vergleich zum Wildtyp verringert war (Abb. 22, B). Die Bindung von ATP an MmCDCG6-EGFP fiihrt
demnach zu einer Erhéhung der Mobilitat von MmCDCG6-EGFP.
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4.7 UNTERSUCHUNG DES CHROMATIN-ACETYLIERUNGSSTATUS IN REPLIKATIONSFOCI MURINER LTK'-
ZELLEN

Histon-Acetylierung ist fiir die Modulation und Funktion der Chromatinstruktur essentiell, und reguliert
dadurch eine Vielzahl grundlegender zelluldrer Prozesse wie z.B. Transkription und Replikation
(Cheung et al. 2000, Strahl und Allis 2000). Diese post-translationale Modifikation wird von Histon-
Acetylasen (HATs) bzw. Histon-Deacetylasen (HDACs) vermittelt. Histon-Acetylierung verandert die
Chromatinstruktur und damit die Zuganglichkeit der DNA fur sog. ,trans-acting factors®. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass Histon-Acetylierung auch bei der Initiation der DNA-Replikation
eine Rolle spielt. Die Histon-Acetylase HBO1 interagiert mit Orc1p (lizuka und Stillman 1999) und
Mcm2p (Burke et al. 2001) des pra-RC. In Hefe konnte gezeigt werden, dass Histon-Acetylierung den
Zeitpunkt der Initiation der DNA-Replikation und die Assoziation von Cdc45p mit den Origins
beeinflusst (Voglauer et al. 2002).

Mit Immunfluoreszenz-Analysen sollte der Acetylierungsstatus des Chromatins in Replikationsfoci, d.h.
an Stellen aktiver DNA-Synthese untersucht werden. Dazu wurden anti-Acetyl-Lysin- (Abb. 23, a’-c")
und anti-Acetyl-Histon H3 (Lys14)-Antikorper (Abb. 23, d’-f") verwendet. Die Replikationsfoci wurden
durch exprimiertes MmCDC6-EGFP (Abb. 23, a, d), anti-PCNA-Antikdrper (Abb. 23, b, e) und
Digoxigenin-dUMP-Einbau (Abb. 23, c, f) in neusynthetisierte DNA markiert. PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) bildet als Homotrimer eine Ringklemme um die DNA und dient als
Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase © und der DNA-Polymerase €. PCNA war das erste Protein
das in Replikationsfoci entdeckt wurde und ist ein weitverbreiteter Marker fir Replikationsfoci (Bravo
et al. 1987, Jaskulski et al. 1988). Wie man an den ,Overlays® der Einzelbilder (Abb. 23, a""-f"")
erkennen kann, ist das Chromatin in Replikationsfoci nicht acetyliert. Da die Replikationsfoci in diesem
Versuch mit Hilfe dreier unterschiedlicher Methoden markiert wurden, kann eine dadurch bedingte
Behinderung der Epitop-Zugénglichkeit beider anti-Acetyl-Antikérper in  den markierten
Replikationsfoci  ausgeschlossen werden. Auch bei Anderung der Fixierungsmethode
(Methanol/Aceton, Formaldehyd/Triton X-100) konnte keine Colokaliation von acetyliertem Chromatin
und aktiver DNA-Snthese nachgewiesen werden. Daraus kann gefolgert werden, dass die Elongation
der DNA-Replikation an nicht-acetyliertem Chromatin erfolgt und dass somit Histon-Acetylierung fir

diesen Vorgang nicht essentiell ist.
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CDC6-EGFP anti-Acetyl-Lysin

a —_a
anti-PCNA anti-Acetyl-Lysin
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-~

Abb. 23: Verteilung acetylierter Proteine und acetylierten Histons H3 im Vergleich zu Replikationsfoci in
LTK -Zellen: Acetylierte Proteine wurden mit anti-Acetyl-Lysin- (a’-c”) und anti-Acetyl-Histon H3 (Lys14)- (d'-f")
Antikérpern nachgewiesen. Replikationsfoci wurden durch MmCDC6-EGFP (a, d), anti-PCNA-Antikérper (b, e)
und in neusynthetisierte DNA eingebautes Digoxigenin-dUMP (c, f) markiert. Overlays der einzelnen Bilder sind in
(a”’-f"") zu sehen. Die VergroRerung der skizzierten Areale ist in (a*-f*) dargestellt.
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4.8 EINFLUSS VON TRICHOSTATIN A AUF DIE MOBILITAT VON MMCDC6-EGFP IN LEBENDEN LTK'-
ZELLEN

Trichostatin A (TSA) ist ein Inhibitor der Histon-Deacetylasen. TSA fihrt daher zu einer
Hyperacetylierung der Histone und auRerdem zum Zellzyklus-Arrest vieler Zellinien in der G1-Phase
und am G2/M-Ubergang (Yoshida et al. 1990), da es auch die Cyclin B1-Expression, des

WAFI/CPT " ainem Inhibitor

Hauptregulators am G2/M-Ubergangs, reduziert und die Expression von p21
der Cdks und Cdc2 stimuliert (Noh und Lee, 2003).

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Hyperacetylierung der
Histone in LTK-Zellen nach TSA-Behandlung auf die Mobilitat von MMCDCG6-EGFP auslibt. LTK'-
Zellen wurden wie oben beschrieben mit pCdc6-EGFP-Vektor-DNA und LipofectAMINE™ transfiziert.
Nach funfstliindiger Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsmedium wurden die Zellen in DMEM-
Medium mit FKS und Pen/Strep, dem 500 ng/ml Trichostatin A zugesetzt waren, flr 16 h inkubiert. Die
Untersuchung der Zellen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop zeigte, dass zu diesem Zeitpunkt
bereits ~70-80 % der Zellen in der G1-Phase bzw. am G2/M-Ubergang arretiert waren. Da, wie zuvor
beschrieben, die MmCDCG6-EGFP-Lokalisation Zellzyklus-abhangig ist, konnten diese Zellen
besonders einfach identifiziert werden. In der G1-Phase arretierte Zellen zeigten eine gleichmafige
Verteilung des Fusionsproteins in Kern und Cytoplasma, Zellen mit einem G2/M-Block waren an dem
typischen Verteilungmuster spét-replizierter DNA mit Foci um Nucleoli und wenigen groRen Foci im
Nucleoplasma erkennbar. 24 h nach TSA-Zugabe waren nahezu alle transfizierten Zellen
synchronisiert. Die Zellen wurden daher bei allen Versuchen 16 h nach TSA-Zugabe am konfokalen
Laserscanning-Mikroskop untersucht.

Durch FRAP-Analysen sollte der Einfluss der durch TSA induzierten Hyperacetylierung des
Chromatins auf die Mobilitit von MmCDC6-EGFP in Replikationsfoci untersucht werden.
Replikationsfoci von Zellen, mit und ohne TSA-Behandlung, die sich, wie an ihrem Verteilungsmuster
erkennbar war, in der mittleren S-Phase befanden, wurden gebleicht und die Erholung der
Fluoreszenz innerhalb des Bleichpunktes durch eine Serie aufeinanderfolgender Bilder aufgezeichnet.
Wie man in Abb. 24, A erkennen kann, erhéhte sich durch TSA-Zugabe der mobile Anteil des in
Replikationsfoci akkumulierten MMCDCG6-EGFP von ~20 % in der Kontrolle ohne TSA auf ~40 % im
Ansatz mit TSA. Da die zuvor durchgeflihrten Immunfluoreszenz-Analysen ergeben hatten, dass
Replikationsfoci und acetyliertes Chromatin nicht colokalisiert sind, war dieses Ergebnis sehr

Uberraschend.
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Abb. 24: Bestimmung des Einflusses von Trichostatin A auf die Mobilitit von Mm-CDC6-EGFP in
lebenden LTK'-Zellen mit FRAP und FLIP. Alle Messungen wurden mit und ohne TSA durchgefiihrt. A)
Quantitative Analyse der FRAP-Messung von CDC6-EGFP in Replikationsfoci in der mittleren S-Phase. B)
Western-Blot-Analyse der CDC6-EGFP- und CDC6p-Expression +/-TSA in LTK™-Zellen. Die Detektion erfolgte mit
monoklonalen anti-GFP-Antikérpern (CDC6-EGFP) und polyklionalen anti-MmCdc6-Antikérpern (CDC6p). C und
D) FLIP-Analyse von CDC6-EGFP exprimierenden Zellen. Replikationsfoci (C) oder Nukleoplasma (D) wurden
wiederholt im selben Punkt gebleicht wie in dem Schema gezeigt. Die Abnahme der Fluoreszenz wurde in
benachbarten Replikationsfoci (C) oder Nukleoplasma (D) gemessen. E) Quantitative Analyse der FRAP-
Messung von CDC6-EGFP in der G1-Phase. F) FLIP-Analyse von CDC6-EGFP exprimierenden Zellen in der G1-

Phase.

124



ERGEBNISSE

Um diesen Wiederspruch zu klaren, wurden ,fluorescence loss in photobleaching® (FLIP)-Experimente
mit MMCDC6-EGFP-exprimierenden LTK'-Zellen durchgefiihrt. Dabei wird eine lebende Zelle mit
geringer Laserintensitat wiederholt an einem bestimmten Punkt gebleicht. Vor jedem neuen
Laserpulse wird jeweils ein Bild aufgenommen und die Abnahme der Fluoreszenz in einem Bereich
aufderhalb des Bleichpunktes mit der Zeit gemessen. Die Rate der Abnahme der Fluoreszenz in dieser
Region ist ein Mal} fur die Dissoziation des Fusionsproteins von Strukturen dieses Areals. Im ersten
Experiment wurde wiederholt ein bestimmter Replikationsfocus gebleicht und die Abnahme der
Fluoreszenz des Fusionsproteins in mehreren anderen Replikationsfoci gemessen. Wie man in Abb.
24, C erkennen kann, nahm die Fluoreszenz in den Replikationsfoci mit oder ohne TSA-Zugabe gleich
schnell ab. Dies deutet darauf hin, dass die Mobilitdt von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci durch
Hyperacetylierung nicht beeinflusst wird. Bleicht man jedoch wiederholt einen Bereich im
Nucleoplasma und misst die Abnahme der MMCDC6-EGFP-Fluoreszenz in anderen Bereichen des
Nucleoplasmas, so nimmt die Fluoreszenz in TSA-behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten
Zellen im Nucleoplasma stark ab (Abb. D). Dies deutet darauf hin, dass die Mobilitat des diffusen
MmCDC6-EGFP im Nucleoplasma von S-Phase-Zellen durch Hyperacetylierung der Histone stark
erhoht wird, wahrend die Hyperacetylierung auf die Dynamik des in Replikationsfoci lokalisierten
MmCDCG6-EGFP keinen Einfluss hat. Damit lasst sich auch die im FRAP-Experiment unerwartete
Erhéhung der MmCDCG6-EGFP-Mobilitat in Replikationsfoci TSA-behandelter Zellen erklaren. Bei der
Auswertung der Fluoreszenzerholung einer Struktur (z.B. Replikationsfocus) werden aufgrund der
Molekularbewegung der Struktur oft auch sehr kleine Bereiche des umgebenden Nucleoplasmas
mitgemessen, die die Messung beeinflussen.

Das Ergebnis dieser Versuche bestatigt die Resultate der zuvor durchgefihrten Immunfluoreszenz-
Analysen. Chromatin in Replikationsfoci, d.h. an Stellen aktiver DNA-Synthese, ist nicht acetyliert.
TSA hatte keinen Einfluss auf die Expression und die Stabilitat von MmCDC6-EGFP und endogenem
MmCDC6p wie man an der Western-Blot-Analyse in Abb. 24, B erkennen kann. Somit kann eine
dadurch bedingte negative Beeinflussung des Ergebnisses durch TSA-Zugabe ausgeschlossen
werden.

In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, welchen Einfluss Trichostatin A auf die MmCDC6-
EGFP-Mobilitdt in G1-Phase Zellen hat. Cdc6p ist ein Hauptregulator der Initiaiton der DNA-
Replikation und essentiell fir die Assemblierung der prd-RCs und das Laden des MCM-Komplexes
auf die Origins in der G1-Phase (Leatherwood 1998). Die Dynamik von MmCDCG6-EGFP in G1-Phase-
Zellen (+/-TSA), erkennbar an der diffusen Verteilung von MmCDC6-EGFP in Kern und Cytoplasma,
wurde duch FRAP-Messungen bestimmt. Das Fusionsprotein war in dieser Phase sehr mobil und
Mobilitatsunterschiede durch Hyperacetylierung des Chromatins waren mit FRAP nur sehr schwer
nachweisbar, da die Messintervalle nach dem Laserpulse am verwendeten konfokalen Laserscanning-
Mikroskop nicht kleiner als 1 s gesetzt werden konnten. Nach diesem Intervall erholte sich die
Fluoreszenz allerdings fast vollstandig, wodurch Mobilitdtsunterschiede nur schwer gemessen werden
konnten. Mit den FRAP-Messungen konnte dennoch eine Verringerung der MmCDCB6-EGFP-Mobilitat
nach TSA-Zugabe in der G1-Phase nachgewiesen werden (Abb. 24, E), wie man an dem Plateau der
Fluoreszenzerholung bei ~90 % im Vergleich zu 100 % bei nicht behandelten Zellen erkennen kann.

Der Effekt der Hyperacetylierung des Chromatins auf die Dynamik des Fusionsproteins konnte mit
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FLIP-Messungen eindeutiger nachgewiesen werden. Dabei wurde ein bestimmter Bereich des diffus
verteilten MmCDCG6-EGFP im Nucleoplasma der G1-Phase-Zellen wiederholt gebleicht, und die
Abnahme der Fluoreszenz des Fusionsproteins in anderen Bereichen des Nucleoplasmas gemessen.
Die Messung bestatigt das Ergebnis des FRAP-Experiments. Die Mobilitdt von MmCDC6-EGFP
wurde durch Hyperacetylierung der Histone nach TSA-Zugabe in der G1-Phase verringert (Abb. 24,
F), woraus gefolgert werden kann, dass die Chromatinassoziation des Fusionsproteins dadurch erhéht
wurde. In der S-Phase hingegen hatte die Hyperacetylierung des Chromatins keinen Einfluss auf die
Mobilitat von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci (Abb. 24, C). Diese Ergebnisse stimmen mit neueren
Untersuchungen uberein, in denen gezeigt wurde, dass durch Acetylierung die Initiation der
Replikation, nicht aber die Elongation gehemmt wird (Takei et al. 2002). Acetylierung spielt bei der
Regulation der Initiation der DNA-Replikation eine wichtige Rolle (Voglauer et al. 2002) und Cdc6p ist
der zentrale Lade-Faktor des pra-RC. Somit scheint die Chromatinassoziation von MmCdc6p an den
Origins in der G1-Phase durch Histon-Acetylierung reguliert zu sein, wahrend die Elongation in der S-
phase an nicht-acetyliertem Chromatin erfolgt und die Mobilitdt von MmCdc6p in Replikationsfoci in
dieser Phase nicht durch Histon-Acetylierung beeinflusst wird. Die Mobilitdt des diffusen
nucleoplasmatischen MmCDC6-EGFP-Pools hingegen wurde in der S-Phase durch TSA erhoht.

Die Ergebnisse der Versuche sind in Abb. 25 schematisch zusammengefasst. Es konnte gezeigt
werden, dass MmCdc6p neben seiner essentiellen Funktion als Ladefaktor des hexameren MCM-
Komplexes beim Aufbau des pra-replikativen Komplexes an den Origins der DNA-Replikation wahrend
der gesamten S-Phase in Replikationsfoci lokalisiert ist. MmCdc6p ist damit das erste Protein des pra-
RC, fur dass eine derartige Lokalisation beschrieben wird. Dies deutet auf eine Funktion von
MmCdc6p bei der Elongation der DNA-Replikation hin. Fir die meisten der bisher in Replikationsfoci
identifizierten Proteine sind Funktionen an den Replikationsgabeln, d.h. an Stellen aktiver DNA-
Synthese bekannt. PCNA dient als Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase & und der DNA-
Polymerase ¢ (HuUbscher et al. 1996, Jonsson und Hiibscher 1997, Kelman 1997), die DNA-Ligase |
schliet nach dem Aufflllen der Liicken zwischen den Okazaki-Fragmenten, die bei der Synthese des
Folgestrangs entstehen, das Phosphatriickgrat der DNA (Montecucco et al. 1995), und RPA bindet
Einzelstrang-DNA und stimuliert die DNA-Polymerase & (Sancar 1996, Wold 1997). Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass auch MmCdc6p eine strukturelle oder funktionelle Rolle in Replikationsfoci spielt.
Humanes Cdc6-EGFP zeigt wahrend der S-Phase eine identische Lokalisation wie MmCDC6-EGFP.
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die zeigten, dass eine Population HsCdc6p wahrend der S-
Phase im Kern verbleibt und eine Rolle beim Fortschreiten der S-Phase spielt (Biermann et al. 2002),
bestatigen diese Annahme.

Mit FRAP und FLIP-Messungen konnte gezeigt werden, dass der Hauptteil von MmCDC6-EGFP
immobil in Replikationsfoci gebunden ist und wahrend der gesamten S-Phase sehr stark mit der
Replikationsmaschinerie assoziiert bleibt. Eine ahnlich starke Immobilitdt wurde auch flir PCNA in
Replikationsfoci beschrieben (Sporbert et al. 2002).

Die Untersuchungen zeigten weiterhin, dass die Elongation der DNA-Replikation an nicht-acetyliertem
Chromatin erfolgt. Die Mobilitat von MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci wahrend der S-Phase wird
durch Hyperacetylierung des Chromatins nach TSA-Zugabe nicht verandert. Allerdings wird die

Mobilitat des nucleoplasmatischen MmCDC6-EGFP-Pools in der G1-Phase durch Hyperacetylierung
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verringert. In dieser Phase ist Cdc6p am Aufbau des pra-RC beteiligt. Diese Ergebnisse stimmen mit
den Beobachtungen von Takei et al. 2002 berein, dass Chromatin-Acetylierung/Deacetylierung eine

Rolle bei der Ausbildung des pra-RC spielt, nicht aber in der Elongationsphase der DNA-Replikation.

pra-replikativer Komplex auf acetyliertem Chromatin

S-Phase-Kinasen

Elongation an Elongation an
hypo-acetyliertem Chromatin hypo-acetyliertem Chromatin

Abb. 25: Schematische Darstellung der Lokalisation von Cdc6p im Replikationsapparat. Wahrend der G1-
Phase ist Cdc6p am Aufbau des pra-replikativen Komplexes beteiligt. Die Mobilitat von Cdc6p wird in dieser
Phase durch Acetylierung beeinflusst. Nach der Aktivierung durch S-Phase-spezifische Kinasen werden DNA-
Polymerasen auf den pra-RC geladen und die Inititiation der DNA-Replikation vermittelt. Wahrend die
Initiation zumindest teilweise durch Acetylierung reguliert wird, erfolgt die Elongation Acetylierungs-
unabhangig an nicht-acetyliertem Chromatin. Mehrere unterschiedliche Proteine bilden das Replisom
und werden fir die Elongation benétigt. Cdc6p ist zusatzlich zu seiner Funktion beim Aufbau des pra-
RC in der G1-Phase, wahrend der S-Phase stabil mit dem Replisom assoziiert. (PCNA: proliferating
cell nuclear antigen, Lig I: DNA-Ligase |, RPA: replication protein A, Topo II: Topoisomerase Il, Pol a:
DNA-Polymerase a, Pol &: DNA-Polymerase &, Cdc45: cell division cycle protein 45, CyclinA/Cdk2:
cyclinA/cyclin dependent kinase, MCM: minichromosome maintenance proteins, CDCB6: cell division
cycle protein 6, ORC: origin recognition complex proteins, Cdt1: Cdc10-dependent transcript 1
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4.9 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION MURINER REPLIKATIONSFAKTOREN IN LTK™-ZELLEN.

In weiteren Versuchen sollte die subzellulare Lokalisation verschiedener muriner Replikationsproteine
in LTK-Zellen untersucht werden. Dazu wurden die cDNAs, die fir die entsprechenden Proteine
codieren, mit der cDNA, die fir das ,enhanced green fluorescent protein® (EGFP) codiert, fusioniert.
Im Anschluss wurden die Fusionsproteine in LTK -Zellen exprimiert und die Lokalisation der
Initiatorproteine in vivo am konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht. Die Lokalisation der
sechs Untereinheiten des murinen ORC-Komplexes (MmOrc1p-6p), des Replikationsfaktors
MmCdc45p, des ,proliferating cell nuclear antigens (PCNA) und der DNA-Ligase | wurde untersucht.
Die entsprechenden cDNAs wurden mit dem 5°-Ende der cDNA, die fiir EGFP codiert, fusioniert. Dazu
wurden die Vektoren pEGFP-N1 und pEGFP-N3 (Clontech) verwendet. Aufierdem wurden Konstrukte
hergestellt, bei denen die cDNAs, die fir PCNA, MmCdc45p und DNA-Ligase | codieren, mit dem 3’-
Ende der cDNA, die fur EGFP codiert, fusioniert wurden. Dazu wurden die cDNAs in den Vektor
pEGFP-C2 (Clontech) inseriert. Da in den Ausgangsvektoren keine mit den pEGFP-Vektoren
kompatiblen Schnittstellen vorhanden waren, wurden durch Mutagenese mittels PCR geeignete
Schnittstellen beidseitig der codierenden Sequenzen eingefiihrt. Bei den Konstrukten, deren inserierte
cDNA mit dem 5°-Ende der cDNA, die fur EGFP codiert, fusioniert wurde, musste auflerdem das
interne Stopcodon der inserierten cDNAs durch gezielte Mutagenese verandert werden. Tab. 6 zeigt
die bei den verschiedenen Klonierungen verwendeten Primer, Template-DNAs, pEGFP-Vektoren und

die Schnittstellen Gber die die cDNAs in die pEGFP-Vektoren inseriert wurden.

Tab. 6: Bei der Klonierung der pEGFP-Fusionsplasmide verwendete Primer und Vektoren

Konstrukt Lange der Eingesetzte Template-DNA Restriktionsenzyme pEGFP-
inserierten Primer fiir Vektor/Fragment Vektoren
cDNA
MmORC1-EGFP 2523 bp ORC1-GFP-5 pRSET-ORCA1 BamHI / BamH]I pEGFP-N3
ORC1-GFP-3°
MmORC2-EGFP 1731 bp ORC2-GFP-5 pRSET-ORC2 EcoRI / EcoRl pEGFP-N3
ORC2-GFP-3°
MmORC3-EGFP 2148 bp pC-ORC3-5" pRSET-ORC3 EcoRV / EcoRV pEGFP-N2
pC-ORC3-3’
MmORC4-EGFP 1302 bp pC-ORC4-5" pRSET-ORC4 EcoRV / EcoRV pEGFP-N2
pC-ORC4-3’
MmORCS5-EGFP 1308 bp pC-ORC5-5 pRSET-ORC5 EcoRI / EcoRl pEGFP-N3
pC-ORC5-3"
MmORCS6-EGFP 789 bp pC-ORC6-5 pRSET-ORC6 EcoRI / EcoRl pEGFP-N3
pC-ORC6-3’
MmCDC45-EGFP 1701 bp CDC45-EGFP-5 pRSET-CDC45 EcoRI / EcoRI pEGFP-N1
CDC45-EGFP-3°
EGFP-CDC45 1701 bp | CDC45-C2-forw pRSET-CDC45 EcoRI / EcoRl pEGFP-C2
CDC45-EGFP-3°
PCNA-EGFP 786 bp PCNA-Eco-forw PCMV-SPORT- EcoRI / BamHI pEGFP-N1
PCNA-BamN1-rev | IRAKp96110517Q2
EGFP-PCNA 786 bp PCNA-Eco-forw PCMV-SPORT- EcoRI / BamHI pEGFP-C2
PCNA-BamC2-rev | IRAKp96110517Q2
DNA-Ligase I-EGFP 2751 bp DNA-Lig-forw pBluesript-DNA- EcoRI / EcoRlI pEGFP-N1
DNA-Lig-N1-rev Ligase-I
EGFP-DNA-Ligase | 2751 bp DNA-Lig-forw pBluesript-DNA- EcoRlI / EcoRI pEGFP-C2
DNA-Lig-C2-rev Ligase-I
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Als Template-DNAs fiir die PCR dienten bereits im Arbeitskreis vorhandene Plasmide. Da die cDNA,
die fur das murine PCNA-Protein codiert, im Arbeitskreis nicht vorhanden war, wurde eine EST-
Datenbank untersucht. EST steht fiir ,expressed sequence tag“ und reprasentiert kurze Sequenzen
bekannter Nukleotidzusammensetzung. Die sequenzierten Bereiche sind Teil eines meist wesentlich
grélReren Inserts, das Uber reverse Transkription aus mRNA gewonnen wurde. Die reverse
Transkription liefert einen grofden Pool an heterogener komplementérer DNA (cDNA), die mit Linker-
Sequenzen verknUpft in Tragervektoren inseriert wird. Aus der entstandenen cDNA-Bibliothek werden
einzelne Klone isoliert und ansequenziert. Mit Hilfe dieser Sequenz, die das 5°-Ende reprasentiert,
kénnen Rickschlisse auf die Gesamtsequenz und unter Umstidnden auf die Funktion des
codierenden Proteins gezogen werden. Die Sequenz von murinem PCNA war bekannt (EMBL
Database Accession No. NM011045). In der damit durchmusterten EST-Datenbank (Ressourcen-
Zentrum, Berlin-Dahlem) konnten zwei Klone mit der vollstandigen fur PCNA codierenden cDNA
identifiziert werden (IRAKp96110517Q2, IRAKp961K0717Q2). Der Klon IRAKp96110517Q2 wurde als
Template-DNA fir die Klonierung der EGFP-Fusionsproteine ausgewahlt. Die cDNA, die fir die
murine DNA-Ligase-I codiert, wurde von D. Melton (Universitat Edinburgh, UK) zur Verfiigung gestellt.

MCS

puC Ponv

PI]M\I' IE

HSV TK

YA pEGFP-NT pEGFP-C2
4.7 kb 4.7khb
Kan' SV40 MCS
Neo' poly A
F',SWIDnn . l]fl!l

Abb. 26: Schematische Darstellung der pEGFP-Vektoren (Clontech). Die amplifizierten mit Schnittstellen
versehenen cDNAs, die fir die zu untersuchenden Replikationsfaktoren codieren, wurden in die Multiple Cloning
Site (MCS) der pEGFP-Vektoren inseriert. Zur Selektion in Bakterienzellen diente die im Vektor vorhandene
Kanamycin-Resistenzkassette. Der Transkriptionsstart wurde durch den CMV-Promotor festgelegt. Die
verwendeten pEGFP-N1-, pEGFP-N2- und pEGFP-N3-Vektoren unterscheiden sich nur im Leserahmen im
Bereich der MCS. Dargestellt ist nur pEGFP-N1.

Durch Transfektion muriner LTK™-Zellen mit den hergestellten Plasmiden, konnte mittels UV-Anregung
der exprimierten EGFP-Fusionsproteine am konfokalen Laserscanning-Mikroskop die Lokalisation der
Initiatorproteine in vivo visualisiert werden. Da die untersuchten Fusionsproteine keine ausgepragte
Zellzyklus-abhangige Lokalisation zeigten, erfolgten die Untersuchungen mit nicht-synchronisierten
Zellen.

129



ERGEBNISSE

4.10 ANALYSE DER SUBZELLULARE LOKALISATION DER MURINEN ORC-PROTEINE IN LTK™-ZELLEN

4.10.1 LOKALISATION VON MMORC1-EGFP

Das MmMORC1-EGFP-Fusionsprotein zeigte in LTK-Zellen ein charakteristisches Verteilungmuster.
Das exprimierte Fusionsprotein war in allen transfizierten Zellen im Zellkern in gro3en kugelférmigen
Strukturen lokalisiert (Abb. 27, A, a, ¢), zum Teil aber auch in perinucledren Bereichen (Abb. 27, A, a).
Der optische Vergleich dieser Akkumulation mit dem Phasenkontrastbild deutete auf eine Lokalisation
in den Nucleoli hin. Daher wurden zur Bestimmung der Kernlokalisation Immunfluoreszenz-Studien mit
Antikérpern gegen Nucleoli-Komponenten durchgefiihrt. Die Nucleoli eukaryontischer Zellen bestehen
aus drei unterschiedlichen Kompartimenten. Die granulare Komponente (GC) umgibt die dichte
fibrilldren Komponenten (DFCs), welche wiederum die fibrillaren Zentren (FCs) umhdallen (Shaw und
Jordan 1995, Scheer und Hock 1999, Dundr und Misteli 2001). Die Immunfarbung erfolgte mit
humanem Autoimmunserum S4, das den Fibrillarin-haltigen Anteil der dichten fibrillaren Komponente
detektiert. Wie man im graphischen Overlay in Abb. 27 (B, c, ¢’) erkennen kann, war MmORC1-EGFP
nicht mit dem Fibrillarin der Nucleoli colokalisiert. MMORC1-EGFP scheint allerdings sehr eng mit
diesem Protein assoziiert zu sein, da die kugelférmige MmORC1-EGFP-Akkumulation immer
benachbart lokalisiert. Vergleicht man die Anzahl der einzelnen Nucleoli von nicht-transfizierten Zellen
mit denen transfizierter Zellen, so fallt auf, dass die Zahl der Nucleoli transfizierter Zellen ca. um das
Doppelte erhéht ist. In Abb. 27 (B, ¢) kann man eine nicht-transfizierte Zellen mit drei Nucleoli
erkennen, in den beiden transfizierten Zellen hingegen lassen sich weitaus mehr Nucleoli nachweisen.
Dies deutet auf eine Segregation der Nucleoli transfizierter Zellen hin, wie man sie bei Behandlung
von Zellen mit den Transkriptions-Inhibitoren Actinomycin K und Lycobetain beobachtet. Dabei
segregieren die Nucleoli in die granulare Komponente und die dichte fibrillare Komponente (Reimer et
al. 1986, Hadjioloy 1995). Dieser, wahrscheinlich auf die Uberexpression des MmORC1-EGFP-
Proteins zurtickzuflihrende Effekt, kdnnte auf eine Funktion von MmOrc1p in den Nucleoli hinweisen.

Die dichte fibrillare Komponente besteht auch aus einem Fibrillarin-defizienten Anteil (Kill 1996).
Dieser Anteil wurde mit dem Proliferationsmarker Ki-67 sichtbar gemacht. Immunfluoreszenz-
Analysen MmMORC1-EGFP-transfizierter LTK-Zellen unter Verwendung polyklonaler anti-Ki-67-
Antikérper zeigten, dass MMORC1-EGFP auch nicht mit Ki-67 colokalisiert war (Abb. 27, C, a-c). Da
MmORC1-EGFP weder mit Fibrillarin, noch mit dem Fibrillarin-defizienten Anteil der dichten fibrillaren
Komponente colokalisiert war, liegt die Vermutung nahe, dass MmORC1-EGFP mit der granularen
Komponente der segregierten Nucleoli colokalisiert ist. Erste Versuche zum Nachweis dieser
Colokalisation scheiterten an den verwendeten anti-GC-Antikérpern, mit denen die granulare

Komponente in LTK -Zellen nicht visualisiert werden konnte.

130



ERGEBNISSE
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ORC1-EGFP anti-F ibrillarin
cC

ORC1-EGFP anti-Ki-67

Abb. 27: Subzellulire Lokalisation von MmORC1-EGFP in murinen LTK -Zellen. A) Verteilung von
MmORC1-EGFP in nicht-synchronisierten LTK™-Zellen (a, c), Phasenkontrastaufnahme (b, d). B) MmORC1-
EGFP (a, a’) und Fibrillarin (b, b") sind nicht colokalisiert (c, ¢). Der Fibrillarin-Nachweis erfolgte mit humanem
Autoimmunserum S4. Phasenkontrastaufnahme (d, d’). C) MmORC1-EGFP (a) und Ki-67 (b) sind nicht
colokalisiert (c). Der Ki-67-Nachweis erfolgte mit polyklonalen anti-Ki-67-Antikdrpern. Phasenkontrastaufnahme

(d).

4.10.2 LOKALISATION VON MMORC2-EGFP

In LTK™-Zellen exprimiertes MmORC2-EGFP war im Gegensatz zu MmORC1-EGFP nicht in
subzellularen Strukturen lokalisiert. Das Fusionsprotein war diffus in Cytoplasma und Nucleoplasma
verteilt. Eine Akkumulation in distinkten Strukturen war nicht erkennbar (Abb. 28, a, c). Da das EGFP-
MmORC2-Fusionsprotein, bei dem MmOrc2p mit dem N-Terminus von EGFP fusioniert ist, Zellzyklus-
abhangig wahrend der S-Phase in distinkten nucledren Foci lokalisiert ist (N. Brand, persodnliche
Mitteilung), liegt die Vermutung nahe, dass die C-terminale EGFP-Fusion die Lokalisation des Proteins

beeinflusst.
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ORC2-EGFP “lORC2-EGFF

Abb. 28: Subzelluldre Lokalisation von MmORC2-EGFP in murinen LTK -Zellen. Das Fusionsprotein ist diffus
in LTK™-Zellen verteilt (a, c). Phasenkontrastaufnahme (b, d).

4.10.3 LOKALISATION VON MMORC3-EGFP

MmORC3-EGFP war in LTK -Zellen ausschlieflich im Kern lokalisiert (Abb. 29, a-h). MmOrc3p besitzt
im N-terminalen Bereich eine NLS (Springer et al. 1999). Dies spricht daflr, dass die C-terminale
Fusion mit EGFP die nucleare Lokalisation des Fusionsproteins nicht zu beeinflusst. Auffallend war
die bei den meisten transfizierten Zellen auftretende Lokalisation von MmORC3-EGFP in distinkten
Strukturen im Kern (Abb. 29, e, Pfeile). Diese meist ein bis dreimal pro LTK™-Zellkern auftretenden
Strukturen konnten durch Immunfluoreszenzstudien als PML nuclear bodies (PML-NBs) identifiziert
werden. Der Nachweis erfolgte mit polyklonalen anti-PML-N-Antikorpern, die gegen das fir diese
Substruktur charakteristische PML-Protein gerichteten waren. Wie man in Abb. 29, g erkennen kann,
war MmMORCS3-EGFP und endogenes PML-N-Protein colokalisiert. PML-NBs sind Kernmatrix-
assoziierte Strukturen, die auch als ND10, PODs (PML oncogenic domains) oder Kr-Bodies bekannt
sind. Neben dem PML-Protein sind eine Reihe weiterer Proteine, wie Sp100, SUMO1, HAUSP, CBP,
Daxx, BLM und das Retinoblastoma-Protein (Rb) in dieser Kernstruktur lokalisiert. PML-NBs sind mit
Orten viraler Transkription und Replikation assoziiert, und sie spielen eine Rolle bei der
transkriptionellen Regulation (Maul et al. 1998, Ruggero et al. 2000, Tsukamoto et al. 2000).

Die Untersuchung der Mobilitat der in PML-Bodies lokalisierten MmORC3-EGFP-Fraktion durch FRAP
zeigte, dass das Fusionsprotein immobil in dieser Kernstruktur gebunden war (Abb. 29, B). Der Anteil
des mobilen MMORCS3-EGFP-Pools in den PML-Bodies betragt lediglich ~18 %. Eine &hnliche
Immobilitdt konnte auch fir die beiden in dieser Kernstruktur lokalisierten Proteine PML und SP100
nachgewiesen werden (Boisvert et al. 2001). Da aus diesem Befund eine Funktion dieser Proteine bei
der Ausbildung der PML-Bodie-Struktur gefolgert wurde, ist eine ahnliche Funktion von MmOrc3p in
PML-Bodies denkbar. Das EGFP-MmORC3-Fusionsprotein, bei dem MmOrc3p N-terminal mit EGFP
fusioniert wurde, ist in LTK-Zellen ebenfalls in PML-Bodies lokalisiert (N. Brand, persdnliche

Mitteilung).
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Abb. 29: Subzelluldre Lokalisation und Mobilitit von MmORC3-EGFP in murinen LTK -Zellen. A)
MmORC3-EGFP ist in LTK -Zellen im Kern lokalisiert (a, ¢, e, g). MmORC3-EGFP (e) ist mit dem PML-N-
Protein (f) colokalisiert, wie an der Gelbfarbung im Overlay (g) der Einzelbilder erkennbar ist. Die Immunfarbung

erfolgte mit polyklonalen anti-PML-N-Antikérpern. Phasenkontrastaufnahmen (b, d, h). B) FRAP-Analyse der in
PML-Bodies lokalisierten MmORC3-EGFP-Fraktion.

4.10.4 LOKALISATION VON MMORC4-EGFP

MmORC4-EGFP war in den meisten LTK™-Zellen im gleichen Ausmale diffus im Zellkern und im
Cytoplasma verteilt (Abb 30, c). Vereinzelt war das Fusionsprotein im Zellkern héher konzentriert.
Auffallig war bei ~20 % der transfizierten Zellen eine punktférmige Akkumulation des Fusionsproteins
im Cytoplasma in Nahe der Kernhille (Abb. 30, a). Durch Immunfarbung mit monoklonalen anti-y-
Tubulin-Antikérpern konnte gezeigt werden, dass es sich dabei um eine am Centrosom lokalisierte
MmORC4-EGFP-Fraktion handelte (Abb. 30, a’-d’). Vom Centrosom, das als Mikrotubuli-
Organisationszentrum (MOTC) dient, geht in der Mitose der Neuaufbau des Spindelapparates aus. y-
Tubulin, das als Markerprotein fur das Centrosom dient, interagiert als eine Art Kristallisationskeim mit
B-Tubulin, und wird so zum Ausgangspunkt fir wachsende Mikrotubuli des Spindelapparates. Wie
man an der Gelbfarbung im Overlay der Einzelbilder (Abb. 30, ¢’) erkennen kann, ist MmMORC4-EGFP
mit nur einer der beiden Centrosomen assoziiert. Die FRAP-Analyse dieser Fraktion zeigte, dass der

Grofiteil von MmORC4-EGFP immobil gebunden war (Kap. 4.25). Dies kdnnte ein Hinweis auf eine
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Funktion von MmOrc4p am Centrosom sein. Interessant ware die Untersuchung der Lokalisation des
Fusionsproteins in der Mitose gewesen. Aufgrund einer zu niedrigen Transfektionsrate gelang dies

aber nicht.

ORC4-EGFP

ORC4-EGFP

Abb. 30: Subzelluldre Lokalisation von MmMORC4-EGFP in murinen LTK -Zellen. MmORC4-EGFP ist diffus
in Zellkern und Cytoplasma verteilt (a, c). Bei ~20 % der Zellen ist eine punktférmige Akkumulation des
Fusionsproteins im Cytoplasma zu erkennen (a, Pfeil). Die Immunfarbung mit monoklonalen anti-y-Tubulin
Antikorpern (b’) zeigte, dass MMORC4-EGFP (a’) am Centrosom lokalisiert ist, wie an der Gelbfarbung im
Overlay (c’) erkennbar. Das Centrosom ist in der rechten oberen Ecke vergroftert dargestellt.
Phasenkontrastaufnahmen (b, d, d").

4.10.5 LOKALISATION VON MMORC5-EGFP

Das in LTK-Zellen exprimierte MmORCS5-EGFP-Fusionsprotein  zeigte ein  ahnliches
Verteilungsmuster wie MmMORC4-EGFP. In den meisten transfizierten Zellen war das Fusionsprotein
diffus in Kern und Cytoplasma verteilt (Abb. 31, a). Bei wenigen Zellen war eine punktformige
Akkumulation des MmORC5-EGFP-Proteins im Cytoplasma erkennbar (Abb. 31, c, Pfeil). Die
Immunnfarbung mit monoklonalen anti-y-Tubulin-Antikdrpern zeigte, dass neben MmMORC4-EGFP
(Kap, 4.10.4) auch eine MmORCS5-EGFP-Fraktion mit dem Centrosom assoziiert war (Abb. 31, a’-d").
Das Fusionsprotein war nur an einem der beiden Centrosomen lokalisiert, wie in der Vergrélierung
des Overlays (Abb. 31, ¢’) anhand der Gelbfarbung nur eines Centrosoms erkennbar ist. FRAP-
Analysen von Centrosom-assoziiertem MmORCS5-EGFP ergaben, dass der Grofteil des dort
lokalisierten Fusionsproteins immobil ist (Kap. 4.25). MmORC5-EGFP zeigt somit ein gleiches
Verteilungsmuster und eine sehr ahnliche Mobilitadt wie MmORC4-EGFP. Die centrosomale
Lokalisation des MmORC5-EGFP-Fusionsproteins konnte allerdings nur bei ~10 % der transfizierten
Zellen nachgewiesen werden. Auch in murinen NIH-3T3-Zellen waren MmORC4-EGFP und
MmORCS-EGFP am Centrosom nachweisbar. Somit kann eine nur in LTK™-Zellen auftretende
centrosomale Lokalisation ausgeschlossen werden. EGFP-MmORC-Fusionsproteine  der
Untereinheiten MmOrc1p, MmOrc2p, MmOrc3p, MmOrc4p und MmOrc5p, die mit dem C-Terminus

von EGFP fusioniert wurden, sind ebenfalls am Centrosom muriner LTK™-Zellen lokalisiert (N. Brand,
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personliche Mitteilung). Auch die meisten EGFP-Fusionsproteine der Untereinheiten des murinen
MCM-Komplexes sind Centrosom-assoziiert (A. Stirmer, personliche Mitteilung). Diese Befunde
deuten darauf hin, dass die Untereinheiten der murinen ORC- und MCM-Komplexe, neben ihrer
bekannten Rolle bei der Initiation der DNA-Replikation, eine noch unbekannte Funktion am Centrosom
auslben. Da die Untereinheiten beider Komplexe auch wahrend der Mitose nachweisbar sind, ware
eine Funktion in dieser Phase denkbar. Diese Annahme wird durch neuere Untersuchungen gestitzt,
bei denen gezeigt werden konnte, dass humane Zellen, deren ORCG6-Expression durch spezifische
siRNA inhibiert wurde, neben Defekten in der DNA-Replikation, auch Defekte in der Mitose aufweisen
(Prasanth et al. 2002).

ORCS-EGFP

ORCS-EGFP

Abb. 31: Subzelluldre Lokalisation von MmORCS5-EGFP in murinen LTK -Zellen. MmORCS5-EGFP st diffus
in Zellkern und Cytoplasma verteilt (a). Bei ~10 % der Zellen ist eine punktférmige Akkumulation des
Fusionsproteins im Cytoplasma zu erkennen (c, Pfeil). Die Immunfarbung mit monoklonalen anti-y-Tubulin
Antikorpern (b") zeigte, dass MMORC5-EGFP (a’) am Centrosom lokalisiert ist, wie an der Gelbfarbung im
Overlay (c’) erkennbar. Das Centrosom ist in der rechten oberen Ecke vergroftert dargestellt.
Phasenkontrastaufnahmen (b, d, d”).

4.10.6 LOKALISATION VON MMORCG6-EGFP

MmORCG6-EGFP zeigte in LTK™-Zellen eine auffallige Lokalisation. Das Fusionsprotein war bei allen
transfizierten Zellen im Kern lokalsiert (Abb. 32, a-d). MmOrc6p besitzt zwei Kernlokalisationssignale
(NLS) im C-terminalen Bereich. Obwohl der an den C-Terminus des MmOrc6-Proteins fusionierte
EGFP-Tag mit ~26 kDa fast so gro® wie MmOrc6p (~29 kDa) ist, scheint der Kernimport des
Fusionsproteins dadurch nicht gestort zu werden. Das exprimierte Fusionsprotein war im Zellkern in
groen runden Strukturen lokalisiert (Abb. 32, a), die auch in Zellen erkennbar waren, die MmORCG6-
EGFP nur schwach exprimierten (Abb. 32, c). Der optische Vergleich der Akkumulationen mit den
Nucleoli im Phasenkontrastbild (Abb. 32, b, d) deutete auf eine Lokalisation des Fusionsproteins in
Nucleoli hin. Durch Immunfluoreszenz-Farbung mit humanem Autoimmunserum S4, das den
Fibrillarin-haltigen Anteil der dichten fibrillaren Komponente erkennt, sollte die nucleolare Lokalisation

des MmORCG6-EGFP-Fusionsproteins Uberprift werden. Nach der Immunfarbung konnte
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akkumuliertes MmMORCGB-EGFP nicht mehr in den Nucleoli nachgewiesen werden. Die nucleolare
Lokalisation des Fusionsprotein ist offensichtlich beim Fixieren und Permeabilisieren der Zellen
verandert worden.

Endogenes MmOrc6p war ebenfalls in den Nucleoli von LTK-Zellen nachweisbar, wie an der
Immunfarbung mit polyklonalen anti-MmOrc6-Antikdrpern zu erkennen ist (Abb. 32, a’-c’). Mit BRET-
Studien konnte eine starke Interaktion des murinen Orc6-Proteins mit dem nucleolaren Transkriptions-
Terminationsfaktor MmTTF-I und eine schwéachere mit der MmTTFAN185-Mutante in vivo
nachgewiesen werden (Kap. 4.29.2). AuRerdem war die nucleolare Lokalisation von MmMORC6-EGFP
und EGFP-MmTTF-I in LTK -Zellen identisch. Dies deutet auf eine Funktion des murinen Orc6-
Proteins in den Nucleoli hin.

ORCB-EGFP ORCB-EGFP

Abb. 32: Subzellulire Lokalisation von MmMORCG6-EGFP in murinen LTK -Zellen. MmORCG-EGFP st in
mehreren grof3en Strukturen im Zellkern akkumuliert (a, c¢) Die Immunfarbung mit polyklonalen anti-MmOrc6-
Antikérpern (a’) zeigte, dass MmOrc6p in den Nucleoli (b’, Pfeile) lokalisiert ist. Overlay der Einzelbilder (c’).
Phasenkontrastaufnahmen (b, d, b”).

411 SUBZELLULARE LOKALISATION VON PCNA-, MMCDC45- UuND DNA-LIGASE-I-EGFP-
FUSIONSPROTEINEN IN LTK -ZELLEN

EGFP-Fusionsproteine der murinen Replikationsproteine PCNA, MmCdc45p und DNA-Ligase-l waren
in LTK-Zellen ahnlich verteilt. Die Fusionsproteine waren im Zellkern lokalisiert, die Nucleoli waren
ausgespart (Abb. 33, a-a”’, c-¢”’). Die entsprechenden humanen EGFP-PCNA- (Leonhardt et al. 2000)
und DNA-Ligase-I-EGFP-Konstrukte (Rossi et al. 1999) sind in Replikationsfoci lokalisiert. Der
homotrimere PCNA-Komplex bildet eine Ringklemme um die DNA und dient als Prozessivitatsfaktor
der DNA-Polymerase-® bei der DNA-Replikation (Hibscher et al. 1996, Jonsson und Hiibscher 1997,
Kelman 1997). DNA-Ligase-l schlieft nach dem Auffillen der Licken zwischen den Okazaki-
Fragmenten, die bei der Synthese des Folgestrangs entstehen, das Phosphatriickgrat der DNA
(Montecucco et al. 1995).
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Die murinen N- bzw, C-terminal mit EGFP fusionierten PCNA- und DNA-Ligase-I-Proteine waren nicht
in Replikationsfoci lokalisiert, wie an der diffusen Verteilung der Fusionsproteine im Zellkern erkennbar
ist (Abb. 33, a-d, a”’-d""). Die Fusion mit EGFP scheint diese auch fir murines PCNA und murine
DNA-Ligase-lI beschriebene Lokalisation in Replikationsfoci zu behindern. Die Lange des Linkers
zwischen Protein und EGFP-Fusion hat einen entscheidenden Einfluss auf die Lokalisation des
Fusionsproteins. Eine korrekte Lokalisation kann nur dann erfolgen, wenn der fusionierte EGFP-Tag
Domaénen, Uber die das Protein mit bestimmten Zellkomponenten interagiert, nicht maskiert. Da der
EGFP-Tag mit ~26 kDa fast dieselbe GréRRe wie murines PCNA (~29 kDa) besitzt, ist eine derartige
Maskierung bei den EGFP-PCNA und PCNA-EGFP-Proteinen denkbar. Warum die EGFP-Fusion die
Lokalisation von muriner DNA-Ligase-l (~100 kDa) in Replikationsfoci behinderte, bleibt zu klaren.
Eine Anderung der Linker-Lange kénnte diese Behinderung aufheben. Die NLS der PCNA- und DNA-
Ligase-l-Konstrukte wurde durch die EGFP-Fusion nicht maskiert, da alle Fusionsproteine im Kern
lokalisiert waren.

Der Replikationsfaktor MmCdc45p, Bestandteil des pra-RC, ladt die DNA-Polymerase-a an den
Origins auf das Chromatin (Mimura und Takisawa 1998, Aparicio et al. 1999). Die entsprechenden N-
und C-terminalen EGFP-Fusionsproteine von MmCdc45p waren im Zellkern lokalisiert (Abb. 33, a’-d").
Das Fusionsprotein war in distinkten Strukturen im Kern akkumuliert (Abb. 33, a’). Obwohl
Untersuchungen in S. cervisiae darauf hindeuten, dass ScCdc45p mit den DNA-Polymerasen an der
Replikationsgabel colokalisiert ist (Aparicio et al. 1999), konnte eine Colokalisation von murinem
CDC45-EGFP bzw. EGFP-CDC45 mit Replikationsfoci in LTK™-Zellen nicht nachgewiesen werden.

PCNA-EGFF M EGFP-PCNA

CDC45-EGFP o " |EGFP-CDC45

DNA-Ligase-I-EGFP gty EGFP-DNA-Ligase-l

Abb. 33: Subzelluldre Lokalisation von PCNA-, MmCdc45p- und DNA-Ligase-I-EGFP-Fusionsproteinen in
murinen LTK -Zellen. Die Lokalisation der N- bzw. C-terminalen EGFP-Fusionsproteine von PCNA (a, c),
MmCdc45p (a’, ¢’) und DNA-Ligase-l (a”’, ¢’) in LTK -Zellen wurde am konfokalen Laserscanning Mikroskop
untersucht. Die Fusionsproteine zeigten eine sehr ahnliche nucleare Lokalisation. Alle Fusionsproteine waren im
Zellkern lokalisiert, die Nucleoli waren ausgespart. Phasenkontrastaufnahmen (b, d, b",d", b, d")
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412 EXPRESSION VON MURINEM MMMcm3P, MMMcm4P, MMMcM5P uND MMMCMG6P IN E. coLl

Die cDNAs, die fur die murinen Mcm3-, Mcm4-, Mcm5- und Mcm6-Proteine codieren, sollten in einen
bakteriellen Expressionsvektor inseriert werden, um grole Mengen der rekombinanten,
unmodifizierten Proteine flr in vitro Phosphorylierungsstudien zu erhalten. Dazu wurde der E. coli-
Expressionsvektor pRSET (Invitrogene) verwendet, der eine hohe Expressionsrate gewahrleistet.
Dieser auf pUC basierende Vektor enthalt einen T7-Promotor. Die Expression eines Proteins mit dem
pRSET-System erfordert daher einen E. coli-Bakterienstamm der T7-RNA-Polymerase synthetisieren
kann. Dies gilt fir den Bakterienstamm BL21(DE3), der ein Plasmid mit dem Gen fir T7-RNA-
Polymerase besitzt, dessen Transkription IPTG-abhangig ist. Damit ist es moglich die
Proteinexpression mit IPTG zu induzieren. Die cDNA des zu exprimierenden Gens wird im richtigen
Leseraster hinter eine Metall-Chelat-Doméne inseriert. Diese aus sechs Histidinresten bestehende
Fusionsdomane ermdglicht eine schnelle und effiziente Aufreinigung des Uberexprimierten Proteins
durch Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose-Beads.

Die cDNAs, die fir MmMcm3p, MmMcm4p, MmMcm5p und MmMcm6p codieren, waren jeweils Uber
EcoRI und Xhol in einen pJG-Vektor inseriert. Da diese Schnittstellen nicht kompatibel mit pRSET
waren, wurden die cDNAs, die fir die MCM-Proteine codieren, ,blunt® in pRSET inseriert. Dazu
wurden die fiir die verschiedenen MCM-Proteine codierenden cDNAs durch EcoRI/Xhol-Doppelverdau
aus den jeweiligen pJG-Vektoren herausgeschnitten und aus einem 1 %igen Agarosegel mittels
DE81-Papier eluiert. Die Uberhangenden 5°-Enden der eluierten cDNAs wurden durch Klenow-Enzym
aufgefillt, um ,blunt“-Enden herzustellen. Der Vektor pPRSETb wurde mit Pvull ,blunt geschnitten, die
5°-Enden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und die cDNAs jeweils inseriert. Die richtige
Orientierung der Inserts wurde durch Restriktionsanalyse Uberprift, und die Richtigkeit des
Leserasters durch Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) bestéatigt.

Zur Expression der rekombinanten (His)s-Mcm-Proteine wurden die pRSET-MCM-Vektoren jeweils
durch Hitzetransformation in BL21 (DE3)-Bakterien eingeschleut und auf LB-Amp-Platten
ausplattiert. Am Tag darauf wurde je ein Kolben (750 ml LB-Amp-Medium) mit den auf einer Platte
angewachsenen pRSET-Mcm-transformierten BL21 (DE3)-Bakterien angeimpft und unter Schitteln
bei 37 °C inkubiert bis die Bakterien eine ODgy = 0,6 erreicht hatten. Die Proteinexpression wurde mit
1 mM IPTG induziert. Nach weiterer Inkubation fir 2 h wurden die Zellen lysiert und die (His)s-Mcm-
Proteine nativ Uber eine Ni-NTA-Agarose-Matrix aufgereinigt. Da die Imidazolkonzentration in den
Elutionsfraktionen sehr hoch war (250 mM), wurden die einzelnen Fraktionen tber Nacht gegen PBS
dialysiert.

Abb. 34 zeigt die vereinigten Elutionsfraktionen der einzelnen (His)s-Mcm-Proteine nach der Dialyse.
(His)e-MmMcm3p, (His)s-MmMcm5p und (His)s-MmMcm7p konnten erfolgreich aufgereinigt werden.
Das murineMcm3-Protein besteht aus 832 Aminosduren mit einer Molmasse von ~91 kDa. Da das
rekombinante Protein N-terminal mit der (His)s-Doméne fusioniert wurde, die eine Molmasse von ~3
kDa besitzt, wurde flr (His)s-MmMcm3p eine Molmasse von ~94 kDa berechnet. Wie man in Abb. 34
anhand der distinkten Bande (90-95 kDa) im Coomassie-Blue-gefarbten Gel (Abb. 34, A) und in den
Western-Blots (Abb. 34, B, C) erkennen kann, wurde das (His)e-MmMcm3-Gesamtprotein nur

schwach exprimiert. Bei der starken ~65 kDa-Bande dirfte es sich um Abbruch handeln, da sie
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sowohl von den anti-5xHis- wie auch von den anti-MmMCM-Antikérpern erkannt wird. Die Menge des

vollstandig exprimierten (His)s-Mcm3p war flr die Kinase-Assays ausreichend.
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Abb. 34: Analyse der nativen Aufreinigung von in E. coli BL21(DE3) exprimierten (His)s-Mcm-Proteinen. Je
10 pl der Elutionsfraktionen wurden in einem 10 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Pfeile weisen auf die (His)s-
MCM-Gesamtprotein-Banden hin. A) Coomassie Blue-Farbung, B) Immundetektion mit anti-5x-Histidin-
Antikérpern im Western-Blot, C) Immunchemischer Nachweis mit anti-MmMCM-Antiképern.

Das MmMcm5-Protein besteht aus 734 Aminosduren mit einer Molmasse von ~80 kDa. Damit
berechnet sich fir das (His)s-Fusionsprotein eine Molmasse von ~83 kDa. Das (His)s-Mcmb5-
Gesamtprotein konnte Uber die Ni-NTA-Agarose-Beads aufgereingt werden, wie man an der distinkten
Bande bei ~83 kDa im Coomassie Blue-gefarbten Gel (Abb. 34, A) und den beiden Western-Blots
(Abb. 34, B, C) erkennen kann. Ein Abbruchprotein mit ~30 kDa wurde ebenfalls mitaufgereinigt. Das
murine Mcm6-Protein ist 822 Aminosauren lang mit einer Molmasse von ~90 kDa + ~3 kDa (His-Tag)
= ~03 kDa ((His)s-MmMcm6p). Das rekombinante Protein konnte sehr sauber aufgereinigt werden.
Neben der (His)s-MmMcm6p-Bande bei ~90-95 kDa sind im Coomassie Blue-gefarbten Gel keine
weiteren Abbruchbanden oder Banden bakterieller Proteine zu erkennen (Abb. 34, A). (His)s-
MmMcm6p wird auch von den anti-5xHistidin- (Abb. 34, B) und den anti-MCM-Antikorpern (Abb. 34,
C) erkannt. Das MmMcm4-Protein konnte unter nativen Bedingungen nicht aufgereinigt werden. Das
Protein besteht aus 863 Aminosauren mit einer Molmasse von ~95 kDa. Im Coomassie Blue gefarbten
Gel ist auf der Hohe des rekombinanten (His)s-MmMcm6p (~98 kDa) keine Bande zu erkennen (Abb.
34, A). Die Banden bei ~60 kDa und ~38 kDa wurden weder von den anti-5xHistidin- (Abb. 34, B) noch
von den anti-MCM-Antikdrpern (Abb. 34,C) erkannt. Dies spricht daflr, dass es sich um mit
aufgereinigte bakterielle Proteine handelt. Auch unter denaturierenden Bedingungen gelang die
Aufreinigung des rekombinanten Proteins nicht. Eukaryontische, in E. coli exprimierte Proteine,
werden haufig vom Bakterium in unl6sliche ,inclusion bodies” eingeschlossen. Es wird vermutet, dass

sich wahrend des Proteinfaltens die hydrophoben Regionen der Proteinmolekiile zusammenlagern
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und dadurch zu deren Bildung beitragen. Bei Proteinen mit Cystein-Resten kann die Ausbildung
falscher Disulfid-Briicken im reduzierenden Milieu des E. coli-Cytoplasmas ebenso zu einem falschen
Falten des Proteins und damit zur Bildung von ,inclusion bodies“ beitragen. Die verpackten
Uberexprimierten Proteine verbleiben nach der Zell-Lyse unter nativen Bedingungen in der unldslichen
Pelletfraktion. Daher sollten durch Verwendung denaturierender Chemikalien die Einschlusskdrper in
der Pelletfraktion geldst werden. Auffallend war die dunkelbraune Farbung des Pellets, wahrend das
Bakterien-Pellet bei der Reinigung von (His)s-MmMcm3p, (His)se-MmMcmSp und (His)se-MmMcm6p
eine helle beige Farbung hatte. Dies spricht fir das Vorhandensein grofser Mengen (His)e-MmMcm4p
in der Pelletfraktion. Auch Versuche mit Harnstoff und N-Lauroyl-Sarcosin schlugen fehl. Das
Uberexprimierte (His)s-MmMcm4-Protein konnte nicht in Lésung gebracht werden.

Die Mengen und die Reinheit der aufgereinigten (His)e-MmMcm3-, (His)s-MmMcm5- und (His)e-
MmMcm6-Proteine war fir die folgenden Kinase-Assays ausreichend (Tab. 6).

Tab. 6: Aufgereinigte Gesamtproteinmenge der in E. coli BL21(DE3) tiberexprimierten (His)e-MmMcm-
Proteine

Murines Mcm-Protein Liange der cDNA Molmasse des (His)e- Aufgereinigte Aufgereinigte
Fusionsproteins Gesamtproteinmenge Gesamtproteinmenge
nach der Dialyse

MmMcm3p 2496 bp ~ 94 kDa 475 g 323 pg
MmMcm5p 2202 bp ~ 83 kDa 237 ug 160 pg
MmMcm6p 2466 bp ~ 98 kDa 435 ug 304 ug

413 EXPRESSION VON MMCDC7P IN INSEKTENZELLEN

Fir die Expression von murinem Cdc7p in Insektenzellen wurde die cDNA, die fir MmCdc7p codiert,
in den Donorvektor pFastBacHTb des Bac—To—BacTM—Systems inseriert. Der Vektor ist so aufgebaut,
dass das synthetisierte rekombinante Protein eine Metall-Chelat-Domane bestehend aus sechs
Histidinresten am N-Terminus enthalt. Dadurch kann das (His)s-Fusionsprotein ber Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt werden. Da keine geeigneten Restriktionsschnittstellen im Ausgangsvektor pSV.SPORT-
MmCdc7 vorhanden waren, um die codierende Sequenz im richtigen Leseraster in den Vektor
pFastBacHTb inserieren zu kénnen, wurde die Sequenz fir MmCdc7 mit Hilfe einer PCR gewonnen.
Durch gezielte Mutagenese wurden gleichzeitig rechts und links, flankierend zur codierenden
Sequenz, geeignete Schnittstellen fur die nachfolgende Klonierung eingfugt. Zur Amplifikation wurden
die beiden Primer CDC7-Bac-Ncol-forw und CDC7-Bac-Xhol-rev eingesetzt. Um die Richtigkeit der
Amplifikation zu gewahrleisten, wurde pfu-Polymerase eingesetzt, welche eine intrinsische
Korrekturlesefunktion besitzt. Die durch PCR gewonnene fir MmCdc7p codierende cDNA wurde in 5-
"3’-Richtung in die Ncol- und Xhol-Schnittstellen von pFastBacHTb inseriert. Der korrekte Einbau
wurde sowohl durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) verifiziert. Der
so gewonnene HTb-MmCdc7-Vektor wurde in Bacmid- und Helferplasmid tragende DH10BAC-Zellen
transformiert. Auf Kanamycin-, Tetracyclin, Gentamycin-, Bluo-Gal- und IPTG-supplementierten Luria-

Agar-Platten wurden sodann die rekombinantes Bacmid tragenden Bakterien anhand ihres weilden
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Phanotyps identifiziert. Die korrekte Transposition wurde nach Praparation des rekombinanten
Bacmids durch PCR mit M13- undT7-Primern verifiziert. Das Bacmid wurde in SF9-Zellen transfiziert

und das rekombinante Virus nach neun Tagen geerntet und amplifiziert.

4.13.1 ZEITABHANGIGE EXPRESSION VON MMCDCT7P IN INSEKTENZELLEN

Mit den gewonnenen (His)s-MmCdc7-Baculoviren wurden kleine Mengen Sf9-Zellen infiziert, um den
Zeitverlauf und die Starke der Infektion zu untersuchen. Zur Ermittlung der zeitabhangigen Expression
von (His)e-MmCdc7p wurden je 10° Sf9-Zellen auf 3,5 cm Kulturschalen ausgesat und am folgenden
Tag mit je 30 pl der (His)s-MmCdc7-Baculovirusstamml&sung infiziert. Die Zellen wurden zu den in
Abb. 35 dargestellten Zeiten nach der Infektion geerntet.

Das MmCdc7-Protein besteht aus 564 Aminosauren. Dies entspricht einer Molmasse von ~62 kDa. Da
das rekombinante Protein N-terminal mit der (His)s-Domane fusioniert ist, die eine Molmasse von ~2
kDa besitzt, wurde fiur HT-MmCdc7p eine Molmasse von ~64 kDa berechnet. Wie in Abb. 35 zu sehen
ist, konnte das (His)s-MmCdc7-Fusionsprotein 48 h nach Infektion erstmals nachgewiesen werden.
Auch 72 h nach Infektion war das rekombinante Protein noch immer nachweisbar, nach 96 h hingegen
nicht mehr. Bei 4 tagiger Infektion lysierte das rekombinante Virus die SF9-Zellen und das
Uberexprimierte (His)e-MmCdc7-Fusionsprotein ging beim Waschen verloren. Daher wurden die SF9-

Zellen bei allen nachfolgenden (His)s-MmCdc7p-Expressionen 60 h nach Infektion geerntet.
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Abb. 35: Zeitverlauf der Expression von (His)e-MmCdc7p in Insektenzellen. A) Je 20 pl der zu den
angegebenen Zeiten nach Infektion lysierten SF9-Zellen wurden auf ein 10 %iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und das Gel mit Coomassie-Blue angefarbt. Als Positivkontrolle ist bakteriell-exprimiertes MmCdc7p
aufgetragen. B) Western-Blot mit Immundetektion. Es wurden Antikérper verwendet, die gegen das (His)s-Epitop
gerichtet sind.
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Zur Bestimmung der Virusmenge, bei der eine maximale (His)s-MmCdc7p-Expression nachweisbar
war, wurden je 10° Sf9-Zellen auf 3,5 cm Kulturschalen ausgesat und am folgenden Tag mit den in
Abb. 36 angegebenen Volumina Virusstammlésungen infiziert. Die Zellen wurden 60 h nach Infektion
geerntet. Wie in Abb. 36 zu erkennen ist, nahm auch bei Verzehnfachung des Volumens (300 pl) der

(His)e-MmCdc7-Baculovirusstammldsung, mit der die Zellen infiziert wurden, die Expression von
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(His)e-MmCdc7p nicht zu. Bei Verringerung auf ein Infektionsvolumen von 3 pl war keine (His)s-
MmCdc7p-Expression mehr nachweisbar. Fir alle folgenden Versuche wurden Sf9-Zellen daher mit

30 upl (His)e-MmCdc7-Baculovirusstammldsung infiziert. Die Zellen wurden 60 h nach Infektion

geerntet
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Abb. 36: Bestimmung der Virusmenge fiir maximale (His)e-MmCdc7p-Expression in Sf9-Zellen. Die Zellen
wurden mit den angegebenen Volumina HT-Cdc7-Baculovirusstammldsung infiziert und nach 60 h lysiert. A) Je
20 pl des Lysats wurden auf ein 10 %iges SDS-Ployacrylamidgel aufgetragen und das Gel mit Coomassie-Blue
angefarbt. B) Western-Blot mit Immundetektion. Es wurden Antikdrper verwendet, die gegen das (His)s-Epitop
gerichtet sind.

4.13.2 AUFREINIGUNG VON MMCDC7P AUS INSEKTENZELLEN

Mit Hilfe der oben beschriebenen rekombinanten (His)s-MmCdc7-Baculoviren konnte MmCdc7p als
(His)e-Fusionsprotein in Sf9-Zellen exprimiert werden. Dazu wurden jeweils 2x10” Zellen in vier 14,5
cm Kulturschalen ausgesat und am folgenden Tag mit (His)s-MmCdc7-Baculovirusstammlésung
infiziert. Da 30 ul Virusstocklésung bei den Vorversuchen im kleineren Mal3stab eine maximale
Expression ergaben, wurde das Infektionsvolumen der Zellzahl entsprechend auf 500 ul pro 14,5 cm
Kulturschale erhoht. Nach 60 h wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Reinigung erfolgte nativ
Uber Ni-NTA-Agarose. Abb. 37, A zeigt das Coomassie Blue-gefarbte SDS-Gel der Elutionsfraktionen.

Deutlich ist eine ~64 kDa-Bande in den Elutionsfraktionen 2 bis 7 zu erkennen.
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Abb. 37: Analyse der nativen Aufreinigung von in Sf9-Zellen exprimiertem (His)s-MmCdc7p. Je 10 pl der
Elutionsfraktionen wurden in einem 10 %igem SDS-Gel aufgetrennt. A) Coomassie Blue-gefarbtes Gel. B)
Western-Blot mit Immundetektion. Es wurden Antikérper verwendet, die gegen das (His)e —Epitop gerichtet sind.
M: Marker, W: erste Waschfraktion, Spur 1-7: Elutionsfraktionen 1-7. Die ~64 kDa-Bande (Pfeil) in den
Elutionsfraktionen entspricht dem aufgereinigten (His)s-MmCdc7p.
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414 KINASEAKTIVITAT DES IN INSEKTENZELLEN EXPRIMIERTEN MURINEN CDC7P/DBF4P-KOMPLEXES

Cdc7p ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die fir die Initiation der Replikation essentiell ist
(Hartwell et al. 1973). Obwohl die Expression wahrend des gesamten Zellzyklus konstant bleibt, wird
in S. cerevisiae die Cdc7p-Kinaseaktivitit am G1/S-Ubergang durch seine regulatorische Untereinheit
Dbf4p aktiviert (Kitada et al. 1992, Jackson et al. 1993, Hardy und Pautz 1996). Dbf4p wird wie die
Cycline periodisch im Zellzyklus exprimiert und erreicht ein Maximum an der G1/S-Grenze. Auch in
héheren Eukaryonten sind homologe Proteine identifiziert worden deren zellzyklusabhangige
Expression den Hefe-Homologen gleicht.

Um die Kinaseaktivitat der MmCdc7p-Serin/Threonin-Proteinkinase Uberprifen zu kénnen, war die
Expression der murinen regulatorischen Untereinheit MmDbf4p nétig. Dazu wurden von M. Lepke
rekombinante HA-MmDbf4-Baculoviren konstruiert. Ziel war es einen MmCdc7p/Dbf4p-Komplex mit
Kinaseaktivitat in SF9-Zellen zu exprimieren.

Im ersten Experiment wurden beide Proteine in SF9-Zellen coexprimiert. Dazu wurden 2x10" Zellen
mit je 250 pl (His)e-MmCdc7- bzw. HA-MmDbf4-Baculoviren-Stammldsungen infiziert. Der Komplex
wurde von M. Lepke Uber Ni-NTA-Matrix nativ aufgereinigt. Fir den Kinase-Assay wurden 0,5 ug
Komplex eingesetzt.

In einem weiteren Experiment wurden beide Proteine getrennt voneinander einzeln exprimiert. (His)e-
MmCdc7p wurde nativ iber Ni-NTA-Matrix aufgereinigt, HA-MmDbf4p wurde von Matthias Lepke Uber
an Protein-A-Sepharose gekoppelte monoklonale anti-HA-Antikérper nativ aufgereinigt. Anschlieend
wurden zur Ausbildung des Komplexes je 0,25 ug beider Proteine in einem Eppendorfreaktionsgefa
vereinigt. Nach einstiindiger Rotation bei 4 °C wurde der Ansatz im Kinase-Assay eingesetzt. Histon
H1 ist ein geeignets Substrat fir Serin/Threonin-Kinasen in vitro (Hollingworth und Sclafani 1990,
Yoon und Campbell 1991, Jiang und Hunter 1997). Histon H1 (Sigma) wurde im Kinase-Assay als
Phosphorylgruppen-Akzeptor eingesetzt, radioaktiv-markiertes y-32P-dATP diente als Donor. Der
Ansatz wurde 20 min bei 30 °C inkubiert, in Probenpuffer aufgekocht und durch SDS-Page
aufgetrennt. Die Proteine wurden anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und durch
Exposition an Rontgenfilme autoradiographisch ausgewertet. Wie in Abb. 38 (A, Spur 1) zu sehen ist,
phosphorylierte der coexprimierte MmCdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-Proteinkinasekomplex Histon H1 in
vitro. Auf der Hdéhe von ~64 kDa kann man eine Bande erkennen die von der Molmasse (His)e-
MmCdc7p entspricht, die Bande bei ~80 kDa entspricht HA-MmDbf4p. Dies deutet darauf hin, dass
der Komplex Autophosphorylierungsaktivitdt besitzt. Diese Eigenschaft wurde auch bei den
homologen Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomlexen anderer Spezies beschrieben (Kumagai et al. 1999). Aus
diesen Ergebnissen kann man folgern, dass der coexprimierte MmCdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-
Proteinkinasekomplex in vitro Kinaseaktivitat besitzt. Der Ansatz bei dem (His)e-MmCdc7p und HA-
MmDbf4p getrennt in SF9-Zellen exprimiert und aufgereinigt wurden, wies hingegen keine
Kinaseaktivitat auf (Abb. 38, A, Spur 2). Die Beladungskontrolle zeigt, dass die eingesetzte (His)e-
MmCdc7p-Menge in beiden Ansatzen gleich war (Abb. 38, B). Es ist denkbar, dass die 1 stlindige
Inkubation beider Proteine unmittelbar vor dem Kinase-Assay fur die Ausbildung des Komplexes nicht
ausgereicht hat. Es lasst sich aber auch nicht ausschlielen, dass die einzeln exprimierten Proteine in

unterschiedlichen  Phosphorylierungsstadien  vorlagen, die eine Ausbildung des aktiven
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Kinasekomplexes verhinderten.. Die gleiche Beobachtung wurde auch bei den homologen Komplexen
anderer Spezies gemacht. Aktive humane-, Xenopus- und Hefe-Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplexe
wurden ebenfalls nur nach Coexpression der Kinase und der regulatorischen Untereinheit in SF9-
Zellen isoliert (Kumagai et al. 1999). In allen weiteren Experimenten wurde daher der aufgereinigte
coexprimierte MmCdc7p/Dbf4p-Komplex verwendet.

A B
1 2 1 2
Iy {1 F -
3 kDig  — - m— MmDbf4p
61 kDy — e — MMCACTp S
L 1 [ —
A0.6 kD w—

. e Histon H1

#

Abb. 38: Kinase-Assay mit in SF9-Zellen exprimiertem MmCdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-Kinasekomplex.
Es wurden je 5 pg Histon H1 als Substrat eingesetzt. Die Proteine wurden in einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt, geblottet. Spur 1: 0,5 ug in SF9-Zellen coexprimierter und gereinigter MmCdc7p/Dbf4p-Komplex mit
Kinaseaktivitat. Spur 2: MmCdc7p und MmDbf4p wurden getrennt in Sf9-Zellen exprimiert und einzeln gereinigt.
Je 0,25 ug wurden 1 h unter Rotation zur Ausbildung des Komplexes bei 4 °C inkubiert und im Kinase-Assay
eingesetzt. A) Kinase-Assay: phosphorylierte Proteine wurden durch Autoradiographie sichtbar gemacht. B)
Beladungskontrolle: Western-Blot mit Immundetektion. Es wurden Antikdrper verwendet, die gegen (His)e-
MmCdc7p gerichtet sind.

415 SUBSTRATSPEZIFITAT DES IN INSEKTENZELLEN EXPRIMIERTEN MURINEN CDC7P/DBF4P-KOMPLEXES

In einem weiteren Experiment wurde die Substratspezifitdt des murinen Cdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-
Kinasekomplex untersucht. Der humane Cdc7p/Dbf4p-Komplex phosphoryliert Komponenten des
HsMCM-Komplexes in vitro (Sato et al. 1997). Auch die homologen Komplexe in Hefe und Xenopus
weisen diese Substratspezifitdt auf (Weinreich und Stillman 2000, Jarres und Blow 2000). In S.
cerevisiae konnte gezeigt werden, dass ScDbf4p mit den Replikationsorigins interagiert und ScCdc7p
auf diese weise an den Stellen der Initiaion der DNA-Replikation verankert (Dowell et al. 1994). Eine
Modifikation der an Origin-gebundenen Substrate ware so moglich. Daher wurde mit einem Kinase-
Assay Uberprift, ob Komponenten des murinen pra-RC Substrate des MmCdc7p/Dbf4p-
Kinasekomplexes sind. Dazu wurden die Untereinheiten MmOrc1p, MmOrc2p, MmOrc5p und
MmOrc6p des murinen ORC-Komplexes in E. coli BL21(DE3) uberexprimiert. Die daftr notwendigen
pRSET-Expressionsvektoren mit den cDNAs, die fir die einzelnen ORC-Untereinheiten codieren,
waren im Arbeitskreis vorhanden. Auch die beiden Untereinheiten MmMcm2p und MmMcm6p des

murinen MCM-Komplexes und der Initiationsfaktor MmCdc45p wurden auf diese weise exprimiert. Die
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rekombinanten (His)e-Proteine wurden mit Ausnahme von MmOrc5p nativ Gber Ni-NTA-Agarose
gereinigt. MmOrc5p wurde denaturierend aufgereinigt, da das Protein in unléslicher Form in ,inclusion
bodies“ eingeschlossen vorlag. Die Reinigung erfolgte ebenfalls Uber Ni-NTA-Agarose. Da die
Imidazolkonzentration in den Elutionsfraktionen sehr hoch war (250 mM), wurden die einzelnen
Fraktionen Gber Nacht gegen PBS dialysiert. MmOrc6p wurde gegen 0,3 M NaCl dialysiert, da es in
PBS ausfiel. Abb. 39, b zeigt die Hauptfraktion der einzelnen Proteine nach der Dialyse. Im Kinase-
Assay wurden je 5 pg dieser Initiationsfaktoren und 0,5 pg des in Sf9-Zellen coexprimierten
MmCdc7p/Dbf4p-Kinasekomplexes eingesetzt. Wie in Abb. 39, A anhand der beiden Banden bei ~64
kDa und ~80 kDa in allen Spuren zu erkennen ist, besitzt der Komplex Autophosphorylierungsaktivitat.
Da die Bandenintensitat in allen Spuren mit Ausnahme der MmMcm2p-Spur identisch ist, kann von
einer gleichmafigen Beladung ausgegangen werden. In der MmOrc6p-Spur des Kinase-Assays ist auf
der Héhe von ~31 kDa eine Bande zu erkennen die dem gereinigten (His)s-MmOrc6-Protein der
Coomassie Blue-Farbung entspricht. Diese Bande kann nur durch Ubertragung der radioaktiv
markierten y-Phosphorylgruppe des y—32P—dATP durch den MmCdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex auf
MmOrc6p entstanden sein, d.h. der Komplex phosphorylierte MmOrc6p in vitro. Auch in den Spuren
von MmOrc2p und MmCdc45p sind Banden im Bereich 30 kDa erkennbar (39, a, Pfeile). In der
Coomassie-Blue-Farbung der entsprechenden Elutionsfraktionen dieser Proteine sind auf der gleichen
Hohe Abbruchbanden sichtbar. Murines (His)e-MmOrc2-Protein hat eine Molmasse von ~66 kDa (Abb.
39, B, Pfeil) und liegt damit im Bereich der Autophosphorylierungsbande von MmCdc7p im Kinase-
Assay. Da das vollstdndige MmOrc2-Protein im Vergleich zu den beiden Abbruchbanden bei ~30 kDa
schwacher exprimiert wurde (Abb. 39, B) kénnte eine Bande auf dieser H6he im Kinase-Assay von
MmCdc7p uberlagert werden. Aufgrund der starken Phosphorylierung der Abbruchbanden ist dies
sehr wahrscheinlich. Die Molmasse des murinen (His)s-MmCdc45-Proteins betragt ebenfalls ~66 kDa.
Das vollstandig exprimierte Protein ist aber in der Elutionsfraktion nur als schwache Bande
erkennbar, die Abbruchbanden hingegen sind sehr stark. Eine phosphorylierte MmCdc45p-Bande des
vollstdndigen Proteins kann unter diesen Bedingungen nicht von der autophosphorylierten MmCdc7p-
Bande unterschieden werden. Die Intensitat der Abbruchbanden im Kinase-Assay ist so stark, dass
von einer Phosphorylierung des MmCdc45-Proteins ausgegangen werden kann. (His)e-Mcm6p hat
eine Molmasse von ~92 kDa. Auf dieser HOhe ist im Kinase-Assay eine Bande zu erkennen die knapp
Uber der schwachen autophosphorylierten MmDbf4p-Bande bei ~80 kDa liegt. Dies impliziert, dass
auch MmMcm6p von dem MmCdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex in vitro phosphoryliert wurde. In den
Spuren von MmOrc1p und MmOrc5p hingegen sind keine Signale auf der entsprechenden Héhe im
Kinase-Assay erkennbar. (His)s-MmOrc1p hat eine Molmasse von ~92 kDa, (His)s-MmOrc5p von ~49
kDa. An der im Vergleich zu den anderen Spuren starkeren MmCdc7p-Bande in der Mcm2p-Spur in
Abb. 39, A) kann man erkennen, dass in diesem Ansatz wahrscheinlich aufgrund eines Pipettierfehlers
die MmCdc7p/Dbf4p-Menge erhéht war. (His)s-MmMcm2p hat eine Molmasse von ~100 kDa. In Abb.
39, A ist auf dieser Hohe Uber der MmDbf4p-Bande eine schwache Bande erkennbar. Auch dies
kénnte auf eine in vitro-Phosphorylierung hinweisen. Da die Kinasemenge in dieser Spur erhéht ist,
bleibt zu klaren, ob auch noch bei der in den anderen Ansatzen eingesetzten Menge von 0,5 ug
MmCdc7p/Dbf4p die Bande nachweisbar bleibt.
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Abb. 39: Untersuchung der Substratspezifitidt des murinen Cdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-Kinasekomplex.
A) Kinase-Assay. Pro Reaktion wurden 0,5 pg MmCdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex und 5 pg Targetprotein
eingesetzt. Die Proteine wurden in einem 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und durch Autoradiographie
sichtbar gemacht. Die Banden auf Héhe von ~64 kDa und ~80 kDa entsprechen den autophosphorylierten
MmCdc7p- bzw, MmDbf4p-Proteinuntereinheiten. Pfeile zeigen auf phosphorylierte Substrate hin. B) Coomassie
Blue gefarbtes SDS-Gel der aufgereinigten Substrate die im Kinase-Assay in A) eingesetzt wurden. Pfeile weisen
auf die Proteinbanden hin, die in A) vom MmCdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex phosphoryliert wurden. Die mit Pfeilen
markierten oberen Banden der vollstandig exprimierten MmOrc2p- und MmCdc45p-Substrate sind in A) aufgrund
der MmCdc7p-Autophosphorylierungsbande nicht zu erkennen.

Mit diesem Kinase-Assay konnte gezeigt werden, dass der murine Cdc7p/Dbf4p-Serin/Threonin-
Proteinkinasekomplex in vitro fullenght-MmOrc6p und MmMcm6p phosphoryliert. Die Abbruchbanden
von MmOrc2p und MmCdc45p wurden ebenfalls phosphoryliert. Diese Ergebnisse werden durch die
Resultate von Kneissl el al. (2003) gestitzt. Durch Immunprazipitations-Assays mit anti-MmDbf4-
Antikérpern konnten sowohl MmOrc2p als auch MmOrc6p in G1-, G1/S-, S- und Mitose-arretierten
FM3A-Zellextrakten coimmunoprazipitiert werden. Mittels Hefe-Two-Hybrid-Untersuchungen wurde
aulerdem gezeigt, dass MmDbf4p mit MmOrc2p, MmOrc6p und MmMcm2p interagiert, MmCdc7p mit
MmOrc6p und MmMcm2p.
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416 EXPRESSION EINER KINASE-NEGATIVEN MMCDC7P-MUTANTE IN INSEKTENZELLEN

Die in den Kinase-Assays eingesetzte Fraktion des MmCdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex zeigte im
Coomassie Blue gefarbten SDS-Gel nur schwache Spuren von Fremdbanden mitaufgereinigter SF9-
Proteine (M. Lepke, persdnliche Mitteilung), d.h. der Komplex konnte sauber aufgereinigt werden. Bei
den schwachen Stérbanden durfte es sich um Proteine der Insektenzellen handeln, die wahrscheinlich
ein Histidin-Cluster enthalten und daher an Ni-NTA-Agarose-Beads binden. Um ausschlief’en zu
kénnen, dass dabei Proteinkinasen der SF9-Zellen mit aufgereinigt wurden, die im Kinase-Assay
eingesetzte Substrate phosphorylieren und damit die Ergebnisse verfalschen, sollte ein Kinase-
negativer MmCdc7p/Dbf4p-Komplex als Kontrollprotein fiir die Assays exprimiert werden.

Humanes Cdc7p besitzt in der Kinase-Subdomane Il einen konservierten Lysinrest (K90) der
essentiell fur dessen Kinaseaktivitdt ist. Ein Austausch dieser Aminosdure zu Arginin oder
Glutaminsaure (K90R, K90E) verhindert die Bindung von ATP an die Kinase in diesem Bereich und
fuhrt damit zu einer Mutante, die keine Phosphorylgruppen von ATP auf Substrate Ubertragen kann
(Jiang und Hunter 1997). Derartige Mutanten besitzen daher keine Kinaseaktivitat mehr. Dieser
Lysinrest ist auch in Hefe und Xenopus konserviert (Patterson et al. 1986, Montagnoli et al. 2000).
Lysin 84 ist der homolge Lysinrest im murinen Cdc7-Protein. Durch gezielte Mutagenese mittels PCR
wurde daher der Lysinrest 84 zum Glutaminsaurerest 84 mutiert (K84E). Dazu wurden die beiden
Primer CDC7-K84E-forw und CDC7-K84E-rev verwendet. Bei diesen ist das Lysin-Codon (AAA) zu
einem Glutaminsaure-Codon (GAA) verandert worden, wodurch nach Amplifikation mittels PCR die
entsprechend veranderte fir Cdc7-K84Ep codierende cDNA gebildet wurde. Der Vektor pFastBacHT-
CDC?7 diente dabei als Template. Die Durchfihrung der Mutagenese erfolgte nach Protokoll. Durch
Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) wurde die Mutation des Lysin-Codons verifiziert. Der so
gewonnene pFastBacHT-CDC7-K84E-Vektor wurde zur Herstellung rekombinanter Bacmide
verwendet. Die Bacmide von drei verschiedenen positiven Klonen wurden jeweils in SF9-Zellen
transfiziert und die rekombinanten Viren wurden nach neun Tagen geerntet und amplifiziert. Zur
Uberpriifung der korrekten Expression der Mutante wurden je 10° Sf9-Zellen auf 3,5 cm Kulturschalen
ausgesat und am folgenden Tag mit je 30 pl der HT-Cdc7-K84E-Baculovirusstammldsung infiziert. Die
Zellen wurden 60 h nach Infektion geerntet. Abb. 40 zeigt den Western-Blot der Lysate der mit den
verschiedenen Virusstammldsungen infizierten SF9-Zellen. Auf der erwarteten Hohe von ~64 kDa ist
deutlich in allen drei Lysaten eine Bande zu erkennen (Abb. 40, Spur1-3), in der Negativkontrolle
hingegen nicht (Abb. 40, Spur4). Dies deutet darauf hin, dass die MmCdc7-K84Ep-Mutante in den
SF9-Zellen richtig exprimiert worden ist. Mit den hergestellten Virusstammldésungen ist es daher
mdglich, in weiteren Expressionen einen Kinase-negativen MmCdc7-K84Ep/Dbf4p-Komplex
aufzureinigen. Diesen kann man als Negativkontrolle im Kinase-Assay einsetzen und dadurch falsche
positive Ergebnisse durch mitaufgereinigte SF9-Kinasen ausschlielen. Da aber der Komplex aus
einzeln aufgereinigten MmCdc7p- und MmDbf4p-Untereinheiten Histon H1 nicht phosphoryliert, der
coexprimierte Komplex hingegen schon (Abb. 38, A), kann man davon ausgehen, dass eventuell
mitaufgereinigte SF9-Fremdkinasen das Ergebnis dieses Versuches nicht verfalscht haben. Diese

waren Uber die Ni-NTA-Agarose-Beads der einzeln aufgereinigten Untereinheiten ebenfalls
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mitaufgereinigt worden und wirden auch in diesem Ansatz Histon H1 phosphorylieren. Da hier aber
keine Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte, kann die Histon H1-Phosphorylierung der
coexprimierten Untereinheiten nur auf den aktiven MmCdc7p/Dbf4p-Proteinkinase-Komplex zurlick

gefihrt werden.
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Abb. 40: Expression von (His)g-Cdc7-K84Ep in SF9-Zellen. Je 20 pl der Lysate wurden in einem 10 %igem
SDS-PAA-Gel aufgetrennt und mit Antikdrper gegen das (His)s-Epitop im Western-Blot untersucht. Spur 1-3: SF9-
Zell-Lysate die jeweils mit verschiedenen Virussatmmldsungen infiziert wurden. Spur 4: Negativkontrolle, Lysat
von nicht infizierten SF9-Zellen.

4.17 PHOSPHORYLIERUNG VON MMCDC7P IN VITRO DURCH AUFGEREINIGTE CYCLIN/CDK-KOMPLEXE

Hohere Eukaryonten besitzen mehrere Cdks und Cycline (Morgan 1997), von denen CyclinE/Cdk2
und CyclinA/Cdk2 fir die Initiation der DNA-Replikation nétig sind (Krude et al. 1997, Sherr und
Roberts 1999). Der pra-RC kann nur in der G1-Phase ausgebildet werden, wenn die Cdk-Aktivitat sehr
gering ist. In der spaten G1-Phase steigt die Cdk-Aktivitat stark. Dieser Anstieg ist fir die Umwandlung
des prd-RC in den Initiationskomplex essentiell. Deshalb tragen Untersuchungen zur
Phosphorylierung von Replikationsinitiationsfaktoren zum Verstandnis der Prozesse die den Zellzyklus
koordinieren bei. Die Cdk-Aktivierung wird unter anderem durch Phosphorylierung der katalytischen
Untereinheit an einem konservierten Threonin-Rest im T-Loop durch CAK reguliert (Draetta 1997).
Substitution des analogen Restes von Cdc7p in Hefe und Mensch durch Alanin fiihrt zu einer
signifikanten Verringerung der Kinaseaktivitat. In Kinase-Assays konnte gezeigt werden, dass dieser
Threoninrest in vitro von Cdk-abhangig phosphoryliert wird (Buck et al. 1991, Ohtoshi et al. 1997,
Masai et al. 2000).

Der homologe Threonin-Rest des murinen Cdc7-Proteins befindet sich an Position 367 in der Kinase-
Doméane VIII. Erstaunlicherweise enthdlt das murine Protein keine vollstindige Cdk-
Phosphorylierungsstelle ((S,T)Px(R,K)). Allerdings kommt die reduzierte Konsensussequenz (S,T)P
ebenfalls als potentielle Phosphorylierungsstelle fir Cdks in Frage. MmCdc7p enthalt diese
vereinfachte Sequenz an vier Stellen (T245, S294, T367, T463), so dass eine Regulation durch Cdks

denkbar ware.
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Daher sollte durch in vitro Phosphorylierung untersucht werden, ob bakteriell exprimiertes (Hisg)-
MmCdc7p von in SF9-Zellen exprimierten Cyclin/Cdk-Komplexen phosphoryliert wird. Von den durch
unterschiedliche Cyclin/Cdk-Komplexe phosphorylierten Cdc7-Proteinen sollten
Phosphopeptidkartierungen angefertigt werden. Peptidkartierungen werden in der mordernen
Molekularbiologie haufig zur Analyse von posttranslationalen Modifikationen, wie z.B. Fettsaure-
Acetylierung, Glycosylierungen, Methylierungen und Phosphorylierungen in Proteinen eingesetzt.
Peptide von proteolysierten Proteinen werden entweder eindimensional, durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese, ,reversed-phase high-performance liquid chromatographie“ (HPLC),
oder durch zweidimensionale Auftrennung auf Zellulose-Diinnschichtplatten (TLC) aufgetrennt. Da das
zu untersuchende Protein oft nur in verschwindend geringen Mengen zur Verfliigung steht, ist es
erforderlich, das Protein mit radioaktiven Edukten zu markieren. Die Methode der Wahl zur Analyse
des proteolysierten, radioaktiv-markierten MmCdc7-Proteins war eine Kombination von
Dunnschichtelektrophorese und Chromatographie auf Zelluloseplatten (Boyle et al. 1991). Die beiden
CyclinE/Cdk2- und CyclinA/Cdk2-Komplexe wurden von C. Berger in SF9-Zellen exprimiert und
aufgereinigt. Bakteriell aufgereinigtes (Hisg)-MmCdc7p (T. Faul, Diplomarbeit) wurde in Gegenwart
von 32P-\(ATP und CyclinE/Cdk2 bzw. CyclinA/Cdk2 20 min bei 30 °C inkubiert. Die phosphorylierten
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosefilter transferiert (Abb. 41).
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Abb. 41: In vitro Phosphorylierung von MmCdc7p durch rekombinante Cyclin/Cdk-Kinasekomplexe.
Spur1: CyclinA/Cdk2, Spur 2: CyclinE/Cdk2

Wie man in Abb. 41 sieht, wurde MmCdc7p in vitro von den beiden CyclinA/Cdk2- und CyclinE/Cdk2-
Kinasekomplexen phosphoryliert. Beide Komplexe unterliegen starker Autophosphorylierung, da
sowohl CyclinA und CylinE (beide ~40 kDa), als auch Cdk2 (~33 kDa) als phosphorylierte Banden im
Autoradiogramm zu sehen sind.

Desweiteren sollten von in vitro mit aufgereinigten Cyclin/Cdk-Komplexen phosphoryliertem MmCdc7p
Phosphopeptidkartierungen angefertigt werden. Um eine mdglichst groRe Menge phosphorylierten
MmCdc7-Proteins auftrennen zu kénnen, wurden pro Cyclin/Cdk-Komplex sieben Ansatze mit je 10
Mg MmCdc7p inkubiert. Die phosphorylierten Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt auf
Nitrozellulosemembranen Uberfiihrt und an Rontgenfilme exponiert. Abb. 42, A zeigt die in vitro
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Phosphorylierung von MmCdc7p durch CyclinA/Cdk2. Deutlich kann man auf Héhe von ~64 kDa das
phosphorylierte MmCdc7-Protein erkennen; in der Kontrollspur (Abb. 42, A, Spur 8) hingegen nicht.
Da das Ergebnis mit CyclinE/Cdk2 identisch aussah, wurde das Experimnet mit CyclinA/Cdk2
reprasentativ abgebildet. Zur weiteren Untersuchung wurden die phosphorylierten MmCdc7p-Banden
aus den Filtern ausgeschnitten. Um sicherzustellen, dass die richtigen Banden ausgeschnitten waren,

wurden die Membranen nochmals autoradiographiert (Abb. 42, B).
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Abb. 42: Phosphorylierung von MmCdc7p durch rekombinantes CyclinA/Cdk2 in Gegenwart von *2P-
YATP. A) vor Ausschneiden der Banden fir die Phosphopeptidkartierung, B) nach Ausschneiden der Banden flr
die Phosphopeptidkartierung; Spur 1-7: Ansatze mit MmCdc7p und CyclinA/Cdk2, Spur 8: Kontrolle, Ansatz mit
CyclinA/Cdk2.

Durch Inkubation mit Trypsin wurden die Proteine auf der Membran hydrolysiert und in Ldsung
gebracht. Die Peptide wurden nach Oxidation mit Perameisensaure durch Dinnschichtelektrophorese
in der ersten Dimension und Chromatographie in der zweiten Dimension aufgetrennt. Anschlie3end
wurden die phosphorylierten Peptide durch Autoradiographie der DC-Platte detektiert. Obwohl in der
Aminosauresequenz  von MmCdc7p keine vollstdndigen Konsensussequenzen fir Cdk-
Phosphorylierung zu finden sind, wurde bakteriell exprimiertes MmCdc7p von beiden Cyclin/Cdk-
Komplexen in vitro phosphoryliert. Trypsin spaltet Polypeptidketten spezifisch auf der Carboxylseite
von Arginin- und Lysinresten. Vollstdndig hydrolysietes MmCdc7p wird daher in 68 Peptide
aufgespaltet. Da die Trypsin-Inkubation der ausgeschnittenen Membranstiicke, die phosphoryliertes
MmCdc7p enthielten, Uber Nacht erfolgte, kann davon ausgegangen werden, dass MmCdc7p

vollstandig hydrolysiert wurde.

150



ERGEBNISSE

C D
o
-
ol
(=]
|2
5 +
o
= o
o ST
£
[~
s
.g x4+ .Peptldunlt'm?
E
.E IPeptid 59 mit T463 .Pwﬁdmm“m
© P 8 .Papﬁdzsmms
L L L L L L L
L) 1 1 L] L] 1 1
0,01 0,02 0,03 0,04

Electrophoretic Mobility

Abb. 43: Phosphopeptidkartierungen von MmCdc7p das in vitro mit verschiedenen Cyclin/Cdk-
Komplexen phoshoryliert worden war. A) Phosphopeptidkartierung mit CyclinA/Cdk2; B)
Phosphopeptidkartierung mit CyclinE/Cdk2; C) Overlay von Bild A und B; D) Migrationssimulation der MmCdc7-
Peptide, die die Threoninreste 245, 367, 463 und den Serinrest 294 in phosphoryliertem Zustand beinhalten. Die
schwarzen Flecken entsprechen den vier tryptischen Peptiden, die die Threoninreste 245, 367, 463 und den
Serinrest 294 tragen.

Wie man an der Phosphopeptidkartierung mit CyclinA/Cdk2 in Abb. 43, A sieht, ist nach Auftrennung
der phosporylierten tryptischen MmCdc7p-Peptide in zwei Dimensionen nur ein ,Spot‘ im
Autoradiogramm zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass MmCdc7p von diesem Kinasekomplex in
vitro nur an einer Stelle phosphoryliert wurde. CyclinE/Cdk2 hingegen phosphorylierte MmCdc7p in
vitro an zwei verschiedenen Stellen, wie man an den beiden Spots im Autoradiogramm in Abb. 43, B

erkennen kann.
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Um die phosphorylierten MmCdc7p-Peptide den einzelnen reduzierten Cdk-Konsensussequenzen
zuordnen zu kénnen, wurde das Migrationsverhalten dieser Cdk-Konsensussequenzen tragenden
tryptischen Peptide unter den angewandten Bedingungen durch das virtuelle Computerprogramm
PhosPepSort V. 2.0 (Internetadresse: http://acrux.igh.cnrs.fr/gs/mobility5.html) simuliert. Dazu ermittelt
das Programm die Schnittstellen von Trypsin innerhalb der Aminosauresequenz des murinen Cdc7-
Proteins. In der Folge wurde angegeben, welche Aminosaurereste durch Phosphorylierung modifiziert
sein sollten. Im Fall der vier reduzierten Cdk-Konsensussequenzen von MmCdc7p waren dies die
Threoninreste 245, 367, 463 und der Serinrest 294. Das Ergebnis der Simulation ist in Abb. 43, D
dargestellt.  Vergleicht man den Overlay der CyclinA/Cdk2- und  CyclinE/Cdk2-
Phosphopeptidkartierungen (Abb. 43, C) mit dieser Migrationssimulation, so fallt auf, dass der
CyclinA/Cdk2-Spot dem Peptid 36 mit S294 entspricht. Das bei der Auftrennung der Phosphopeptide
im CyclinE/Cdk2-Ansatz nicht so weit gewanderte Peptid (Abb. 43, B, unterer Spot) entspricht dem
Peptid 28 mit T245. Das weiter gewanderte Peptid dieses Ansatzes (Abb. 43, B, oberer Spot) lasst
sich nicht eindeutig dem Peptid 47 mit T367 oder dem Peptid 59 mit T463 zuordnen, da beide Peptide
in der Simulation zu nahe beisammen liegen. Man kann aber davon ausgehen, dass das weiter
gewanderte Peptid im CyclinE/Cdk2-Ansatz einem dieser beiden Peptide entspricht, denn die relative
Lage dieses Spots im Overlay (Abb. 43, C) zu den beiden anderen Spots entspricht der der Peptide
47 bzw. 59 zu den beiden anderen in der Migrationssimulation. Da humanes Cdc7p an dem zum
murinen T367 homologen Threoninrest in vitro phosphoryliert wird, ist es sehr wahrscheinlich, dass
das Peptid 47 mit T367 dem oberen Spot im CyclinE/Cdk2-Ansatz entspricht.

Zusammenfassend kann man sagen, dass MmCdc7p in vitro von CyclinA/Cdk2 an dem Serinrest 294
phosophoryliert worden ist, CyclinE/Cdk2 hingegen phosphoryliert MmCdc7p am Threoninrest 245
und an einem weiteren Threoninrest 367 oder 463. Eine Bestatigung dieses Ergebnisses konnte die
Untersuchung der phosphorylierten Peptide durch Phosphoaminosdureanalysen ergeben. Die
Migrationssimulation des verwendeten virtuellen Computerprogramms zeigte auch bei der
Untersuchung von in vivo und in vitro phosphorylietem MmCdc6p eine mit den
Phosphopeptidkartierungen identische Peptidauftrennung (Berger et al. 1999), so dass von einer sehr

authentischen Simulation des Programms ausgegangen werden kann.

4.18 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION VON MMCDC7-EGFP IN MURINEN LTK'-ZELLEN

Um die subzellulare Lokalisation der murinen Cdc7p-Untereinheit untersuchen zu kénnen, wurde die
cDNA, die fur das ,enhanced green fluorescent protein“ (EGFP) codiert, mit der cDNA, die flir murines
Cdc7p codiert, fusioniert. Dazu wurde die fir MmCdc7p codierende cDNA in den Expressionsvektor
pEGFP-N3 (Clontech) inseriert. Durch gezielte Mutagenese musste das interne Stopcodon mutiert
werden; aullerdem waren im Ausgangsvektor pSV.SPORT-Cdc7 keine mit pEGFP-N3 kompatiblen
Schnittstellen vorhanden. Deshalb wurden durch Mutagenese mittels PCR geeignete Schnittstellen in
die cDNA eingefiihrt und das Stopcodon verandert. Durch PCR wurde die fir MmCdc7p codierende
cDNA mit den Primern CDC7-Apal-forw und CDC7-Apal-rev und pSV.SPORT-Cdc7 als Template
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde Uber Apal in pEGFP-N3 inseriert und die richtige Orientierung
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des Inserts durch Restriktionsanalyse berprift. AuRerdem wurde ein EGFP-MmCDC7-Fusionsprotein
konstruiert, bei dem EGFP mit dem N-Terminus von MmCdc7p fusioniert wurde. Die cDNA, die fur
MmCdc7p codiert, wurde dazu in den Vektor pEGFP-C2 (Clontech) inseriert. Durch gezielte
Mutagenese mittels PCR wurden Apal-Schnittstellen flankierend der fir MmCdc7p codierenden cDNA
eingeflgt. Aulerdem wurde der Forward-Primer so entworfen, dass sich das Cdc7-Startcodon im
Frame mit der codierenden Sequenz des EGFP befand. Dazu wurden die Primer CDC7-C2-Apal-forw
und CDC7-C2-Apal-rev verwendet, Template war pSV.SPORT-Cdc7. Das PCR-Produkt wurde Uber
Apal in pEGFP-C2 inseriert; die richtige Orientierung des Inserts wurde durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) verifiziert. Die Transfektion der LTK'-Zellen erfolgte mit
LipofectAMINE™. Zur Synchronisation der Zellen in der G1-Phase (Mevastatin), am G1/S-Ubergang
(Mimosin) und in der S-Phase (Hydroxyharnstoff) wurde das Medium nach 24 h gegen das
entsprechende Synchronisationsmedium ausgetauscht. Nach weiteren 24 h Inkubation wurden die

Zellen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht.

CDCY-EGFP

EGFP-CDC?

3

Abb. 44: Lokalisation von MmCDC7-EGFP (a-c) und EGFP-MmCDC7 (d-f) in LTK'-Zellen. Die Zellen wurden
24 h nach Transfektion fiir weitere 24 h mit folgenden Synchronisationsreagentien synchronisiert. a, d) Mevastatin
(G1-Phase), b, ) Mimosin (G1/S), c, f) Hydroxyharnstoff (S-Phase); a’-f") Phasenkontrastaufnahme
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Beide MmCdc7-Fusionsproteine zeigten eine identische Lokalisation (Abb. 44, a-c, d-f). In der G1-
Phase war MmCDC7-EGFP sowohl im Cytoplasma als auch im Kern diffus verteilt (Abb. 44, a). Beim
Groliteil der Zellen war die Intensitat des Fusionsproteins im Kern etwas starker als im Cytoplasma.
Am G1/S-Ubergang war MmCDC7-EGFP ausschlieRlich im Kern in zahlreichen kleinen Foci lokalisiert
(Abb. 44, b). Diese Foci sind auch in den Nucleoli erkennbar. In der S-Phase waren die
Fusionsproteine diffus im Kern verteilt (Abb. 44, c). Allerdings waren in den meisten Zellen auch
wenige Foci (2-5) erkennbar. MmCdc7-EGFP war in Hydroxyharnstoff arretierten S-Phase-Zellen
diffus im Kern verteilt. Replikationsfoci-artige Akkumulationen des MmCDC7-EGFP-Fusionsproteins
waren in den transfizierten LTK'-Zellen nicht erkennbar. Auch humanes HA-Cdc7p und HA-Dbf4p (HA-
Drf1p) zeigen keine Colokalisation mit Replikationsfoci (Montagnoli et al. 2002). Da Cdc7p/Dbf4p fir
die Initiation der DNA-Replikation essentiell ist (Kitada et al. 1992, Jackson et al. 1993) kdnnte es sich
bei den zahlreichen Foci am G1/S-Ubergang (Abb. 44, b, €) um pra-RC-gebundenes MmCDC7-EGFP
bzw. EGFP-MmCDC?7 handeln.

4.19 DER GENOMISCHE LOCUS DES MURINEN CDC7-GENS LIEGT IN DER E-BANDE VON CHROMOSOMS 5

Um die chromosomale Lokalisation des murinen Cdc7-Gens ermitteln zu konnen, wurden
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen (FISH-Experimente) mit murinen Chromosomen und der cDNA,
die fir MmCdc7p codiert, als Sonde durchgefiihrt. Diese FISH-Experimente wurden von |. Nanda,
Institut fir Humangenetik der Universitat Wirzburg, wie bei Lichter et al. (1990) beschrieben,
durchgefiihrt. Metaphase Chromosomen der Mauszellinie WMP, bei der alle Chromosomen mit
Ausnahme von Chromosom 19 und der beiden Geschlechtschromosomen als metazentrische Rb-
Chromosomen vorliegen, wurden mit der biotinylierten Sonde hybridisiert. Die Hybridisierungsorte
wurden durch Fluorescein-gekoppeltes Avidin sichtbar gemacht. Die Signale wurden durch Zugabe
von anti-Avidinantikérpern und anschlieRender Uberlagerung mit einer zweiten Schicht Fluorescein-
gekoppelten Avidins verstarkt. Positive FITC-Signale wurden auf einem Chromosomenpaar gefunden,
dessen Armlange unterschiedlich war (Fig. 45, 2, a). In der DAPI-Farbung zeigten sich schwache Q-
Banden. Diese erleichtern die Identifizierung einzelner Chromosomen. Das Chromosom, auf dem die
Hybridisierungssignale lokalisiert worden waren, konnte aufgrund seiner Banderung als Ergebnis einer
komplexen Translokation zwischen den Chromosomen 5, 14 und 4 (Z6rning et al. 1995) identifiziert
werden. Der lange Arm besteht aus Teilen des Chromosoms 5 und translozierten Bereichen des
Chromosoms 4 (Fig. 45, 2, e). Das Fluoreszenzsignal war in der Mitte des langen Armes lokalisiert.
Aufgrund dessen Zusammensetzung war es anfangs schwierig den Locus Chromosom 4 oder 5
genau zuordnen zu kéonnen. Aber die Kopie des Chromosoms 5, die mit Chromosom 14 (Rb 5.14)
fusioniert war, zeigte wiederum ein Fluoreszenzsignal im distalen Bereich des langen Arms (Fig. 45,
2). Damit war es moglich den murinen Cdc7-Locus dem Chromosom 5 zuzuordnen. Von den 20
untersuchten Metaphasen zeigten 19 Signale auf den homologen Regionen beider Chromosomen 5 in
Form zweier Punkte. Dies deutet darauf hin, dass beide Chromatiden markiert wurden. Durch
Vergleiche der relativen Lage der FISH-Signale zum G-Banderungs-ldiogramm bei mehreren

Metaphasen konnte der Locus von MmCdc7 der Bande E auf Chromosom 5 zugeordnet werden.
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Vergleichendes Gen-Mapping hat eine Syntenie zwischen der distalen Region des murinen
Chromosoms 5 und dem humanen Chromosom 1p gezeigt. Die Lokalisation des CDC7-Locus auf

dem murinen Chromosom 5 liefert einen weiteren Beweis flr diese Syntenie.

Abb. 45: Chromosomale Lokalisation des murinen Cdc7-Gens durch Fluorescence-in situ-Hybridisierung
(FISH). a: DAPI gefarbte Metaphasechromosomen der WMP-Zellinie nach Hybridisierung mit der genomischen
Cdc7-Sonde. a": Die gleiche Mitose zeigt die Cdc7-spezifischen FITC-Signale der Propidiumiodid-gefarbten
Chromosomen. Die Pfeile deuten auf den murinen Cdc7-Locus auf Chromosom 5 hin. b: Lokalisation des
MmCdc7-Gens auf ausgesuchten DAPI-gefarbten Metaphasenchromosomen nach der Hybridisierung mit der
Cdc7-Probe. b": Die gleiche Metaphase mit Cdc7-spezifischen FITC-Signalen auf Propidiumiodid-geféarbten
Chromosomen. Die Pfeile zeigen auf die Hybridisierungssignale auf Chromosom 5 hin. c: Ausschnitte (links DAPI,
rechts Pl) die die Hybridisierung der Cdc7-Sonde auf Chromosom 5 im normalen Chromosom und im grof3en
submetazentrischen Chromosom zeigt. d: Die G-Banderung des Chromosoms 5 zeigt dessen Rearrangement.
Beide Homologe des Chromosoms 5 sind mit Chromosom 14 fusioniert und bilden das Fusionschromosom (Rb
5.4). Eines dieser Chromosomen (T) ist an der distalen Region des langen Armes mit Chromosom 14 fusioniert
und bildet das komplexe Chromosom (Rb (5-14).4). Die entsprechenden FISH-Signale des Chromosoms 5 auf
den beiden umgewandelten Chromosomen sind durch Pfeile angezeigt. e: Die schematische Darstellung des
normalen murinen Chromosoms 5 zeigt die Lokalisation des Cdc7-Locus in der E-Region.
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4.20 EXPRESSION DER MURINEN ,,POLO LIKE KINASE* PLK1P IN INSEKTENZELLEN

Die murine ,polo like kinase® Plk1p ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase deren Kinase-Aktivitat auf die
Mitose beschrankt ist (Lee et al. 1997). MmPIlk1p und die Homologen in anderen Eukaryonten sind fir
das Durchlaufen der Mitose und der Cytokinese essentiell. Plks vermitteln die Centrosomen-Reifung
(Casenghi et al. 2003), die Dissoziation des Choesins von den Chromosomen (Sumara et al. 2002),
den Eintritt in die Anaphase durch Regulation des ,anaphase promoting complex“ (Glover et al. 1998,
Nigg 1998, Donaldson et al. 2001) und die Cytokinese durch Beteiligung an der Ausbildung und der
Positionierung der zentralen Spindel (Neef et al. 2003).

Mit Two-Hybrid-Assays konnte gezeigt werden, dass das S. cerevisiae-Homologe ScCdc5p mit
ScDbf4p interagiert (Hardy und Pautz 1996). Dbf4p ist die regulatorische Untereinheit der Cdc7p-
Serin/Threonin-Proteinkinase, die fir die Initiation der Replikation essentiell ist (Masai und Arai 2002).
Da ScCdc5p in Hefe mit dieser regulatorischen Untereinheit interagiert, sollte untersucht werden, ob
die murine Plk1-Kinase neben der bekannten Funktion in der Mitose auch eine Rolle bei der
Modifikation der Inititiationsfaktoren durch Phosphorylierung spielt.

Die cDNA, die fiir die murine Plk1p codiert, wurde von K. Lee (NCI/NIH Bethesda) zur Verfiigung
gestellt. FUr die Expression muriner Plk1p in Insektenzellen sollte die entsprechende cDNA in den
Donorvektor pFastBac-HAa des Bac—To-BacTM-Systems kloniert werden. Der Vektor ist so aufgebaut,
dass das synthetisierte rekombinante Protein einen Hamagglutinin-Tag (HA) am N-Terminus enthalt.
Dadurch kann das HA-Fusionsprotein Uber an Protein-A-Sepharose gekoppelte anti-HA-Antikérper
aufgereinigt werden. Die cDNA, die fur MmPIk1p codiert wurde Uber EcoRI aus dem Vektor
pBluescript [I-KS+MmPIk1 herausgeschnitten und aus einem 1 %igen Agarosegel mittels DE81-Papier
eluiert. Der Donorvektor pFastBac-HAa wurde mit EcoRI verdaut, die 5-Enden mit alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert und die gewonnene MmPIk1-cDNA in den vorbereiteten pFastBac-
HAa-Vektor inseriert. Der korrekte Einbau wurde durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung nach
Sanger et al. (1977) verifiziert. Der so gewonnene pFastBac-HA-MmPIk1-Vektor wurde zur
Herstellung rekombinanter Baculoviren benitzt, mit deren Hilfe die murine Plk1p-Kinase als HA-
Fusionsprotein in Sf9-Zellen exprimiert wurde. Dazu wurden jeweils 2x10” Zellen in vier 14,5 cm
Kulturschalen ausgeséat und am folgenden Tag mit HA-MmPIk1-Baculovirusstammlésung infiziert. Da
50 pl Virusstocklésung bei Vorversuchen im kleineren Mafistab eine maximale Expression ergaben,
wurde das Infektionsvolumen der Zellzahl entsprechend auf 600 pl pro 14,5 cm Kulturschale erhoht.
Nach 60 h wurden die Zellen geerntet. Die Reinigung erfolgte nativ Uber Protein-A-Sepharose
gekoppelte monoklonale anti-HA-Antikérper. Abb. 46 zeigt das Coomassie Blue-gefarbte SDS-Gel (A)
und den Western-Blot mit anti-HA-Antikorpern (B) des Durchlaufs, der Beads und der ersten
Waschfraktion. Die murine Plk1p besteht aus 603 Aminosauren mit einer Molmasse von ~66 kDa. Da
das rekombinante Protein N-terminal mit der HA-Doméane fusioniert wurde, die eine Molmasse von ~3
kDa besitzt, wurde fiir HA-MmPIk1p eine Molmasse von ~69 kDa berechnet. Deutlich ist eine distinkte
~69 kDa-Bande in der Beads-Spur (Abb. 46, A, B) zu erkennen. Die Kinase konnte sehr sauber
aufgereinigt werden. Im Coomassie Blue-gefarbten Gel (Abb. 46, A) sind die wenigen sehr schwachen

Storbanden kaum erkennbar. Fir die folgenden Kinase-Assays wurde die HA-MmPIk1p-Kinase nicht
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von den Beads eluiert, sondern es wurden pro Ansatz jeweils 5 pl der Beads-Fraktion mit der

prazipitierten Kinase eingesetzt.
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Abb. 46: Analyse der nativen Aufreinigung von in Sf9-Zellen exprimierter HA-MmPIlk1p-Kinase. A)
Coomassie Blue-gefarbtes Gel, B) Western-Blot mit Immundetektion. Es wurden anti-HA-Antikdrper verwendet.
Je 10 pl des Durchlaufs, der Bead-Fraktion mit der prazipitierten HA-MmPIk1p und der ersten Waschfraktion
wurden in einem 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt. Die ~69 kDa-Bande (Pfeil) in der Beads-Fraktion entspricht der
aufgereinigten HA-MmPIk1p-Kinase.

4.21 KINASEAKTIVITAT DER IN INSEKTENZELLEN EXPRIMIERTEN MURINEN PLK1P-KINASE

Die ,polo-like kinases“ (Plks) sind eine Familie der Serin/Threonin-Protein-Kinasen, die mit dem polo-
Genprodukt von D. melanogaster verwandt sind. Allen Kinasen dieser Familie ist gemein, dass sie
essentiell fur das Durchlaufen der Mitose und der Cytokinese sind (Glover et al. 1998). Durch in vitro-
Kinase-Assays sollte Uberpriift werden, ob die in SF9-Zellen aufgereinigte HA-MmPIk1p-Kinase aktiv
ist. Dephosphoryliertes Casein ist ein geeignetes in vitro-Substrat der Plks und wird im Vergleich zu
Histon H1 starker phosphoryliert (Fenton und Glover 1993, Kitada et al. 1993, Lee et al. 1995). Daher
wurden dephosphoryliertes Casein (Sigma) und Histon H1 (Sigma) im Kinase-Assay als
Phosphorylgruppen-Akzeptor eingesetzt, radioaktiv-markiertes y—32P—dATP diente als Donor. Pro
Ansatz wurden 5 ul der Beads-Fraktion mit der prazipitierten HA-MmPIk1p-Kinase verwendet. Wie
man in Abb. 47 erkennen kann, phosphorylierte die aufgereinigte HA-MmPIk1p-Kinase sowohl Casein
als auch Histon H1 in vitro. Von beiden Substraten wurden jeweils 3 pg pro Ansatz eingesetzt. Casein
wurde wie erwartet starker phosphoryliert. In den beiden Ansatzen mit der HA-MmPIk1p-Kinase ist auf
Hohe von ~69 kDa jeweils eine distinkte Bande zu erkennen (Abb. 47). Dies deutet darauf hin, dass
die aufgereinigte Kinase Autophosphorylierungsaktivitat besitzt, wie fir die Plk-Homologen
beschrieben (Glover et al. 1998). Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die

aufgereinigte HA-MmPIk1p-Kinase in vitro Kinaseaktivitat besitzt.
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Abb. 47: Kinase-Assay mit in SF9-Zellen exprimierter HA-MmPIlk1p. Es wurden je 3 ug Casein bzw. Histon
H1 als Substrat und 5 pl der HA-MmPIk1p-Beads-Fraktion eingesetzt. Die Proteine wurden in einem 10 %igen
SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Casein wird von der Kinase starker
phosphoryliert als Histon H1. In den Ansatzen mit beiden Substraten ohne Kinase ist keine
Substratphosphorylierung nachweisbar. Die Bande auf Hohe von ~69 kDa entspricht der autophosphorylierten
HA-MmPIk1p-Kinase.

4.22 ANALYSE DER SUBSTRATSPEZIFITAT DER IN INSEKTENZELLEN EXPRIMIERTEN MURINEN PLK1P-
KINASE

Mit weiteren Kinase-Assays sollte die Substratspezifitdt der aufgereinigten HA-MmPIk1p-Kinase
untersucht werden. Bekannte Substrate der Plks sind Cdc25C (Toyoshima-Morimoto et al. 2002),
SCC1 (Alexandru et al. 2001), BRAC2 (Lin et al. 2003), Myt1 (Nakajima et al. 2003), Cyclin B
(Jackman et al. 2003) NudC (Zhou et al. 2003) und MKIp2 (Neef et al. 2003). Da in S. cerevisiae eine
Interaktion des Plk-Homologen ScCdc5p mit ScDbf4p nachgewiesen werden konnte (Hardy und Pautz
1996), sollte untersucht werden, ob Komponenten des murinen pra-RC in vitro-Substrate der murinen
Plk1p-Serin/Threonin-Proteinkinase sind.

Dazu wurden die Untereinheiten MmOrc1p, MmOrc2p, MmAOrc3p, MmOrc5p und MmOrc6p des
murinen ORC-Komplexes, die Untereinheiten MmMcm2p, MmMcm3p, MmMcm5p und MmMcm6p des
murinen MCM-Komplexes, MmCdc45p und MmCdc7p als (His)s-Fusionsproteine in E. coli BL21(DE3)
Uberexprimiert. Die rekombinanten (His)s-Proteine wurden wie in Kap. 4.15 beschrieben gereinigt. Da
das (His)s-MmOrc3-Gesamtprotein unter nativen Bedingungen unldslich war, wurde teildeletiertes
I8sliches (His)s-AMmOrc3p in den Kinase-Assays eingesetzt. Im Kinase-Assay wurden pro Ansatz 5 yl
HA-MmPIk1p-Beads-Fraktion und jeweils 3 ug Substrat eingesetzt. Die Ansatze wurden fir 20 min bei
30 °C inkubiert, die Durchflihnrung erfolgte wie in Kap. 4.21 beschrieben. In Abb. 48, A ist in allen
Spuren auf Héhe von ~69 kDa die autophosphorylierte HA-MmPIk1p-Kinase zu erkennen. Das
Coomassie Blue-gefarbte SDS-Gel in Abb. 48, B zeigt die im Kinase-Assay eingesetzten gereinigten
Substrate nach der Dialyse. Im Kinase-Assay (Abb. 48, A) sind in der Casein-Spur, in der (His)e-
MmCdc45p-Spur und in den beiden (His)s-MmOrc6p-Spuren Signale auf Hohe von ~30-33 kDa zu
erkennen. Das eingesetzte (His)s-MmOrc6-Protein hat eine Molmasse von ~31 kDa, d.h. (His)e-
MmOrc6p wurde neben Casein von HA-MmPIk1p in vitro phosphoryliert. (His)s-MmCdc45p hat eine

Molmasse von ~66 kDa. Das vollstandig exprimierte Protein ist in der Elutionsfraktion nur als
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schwache Bande erkennbar, die Abbruchbanden bei ~30 kDa hingegen sind sehr stark. Eine
phosphorylierte (His)s-MmCdc45p-Bande des vollstandigen Proteins kann unter diesen Bedingungen
nicht von der autophosphorylierten HA-MmPIk1p-Bande unterschieden werden. Die Intensitat der
Abbruchbanden im Kinase-Assay ist jedoch so stark, dass auch von einer Phosphorylierung des
(His)s-MmCdc45-Proteins ausgegangen werden kann. (His)e-MmMcm6p (~98 kDa), (His)e-AMmOrc3p
(~47 kDa) und (His)s-MmOrc5p (~52 kDa) wurden in vitro nicht von HA-MmPkI1p phosphoryliert.
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Abb. 48: Untersuchung der Substratspezifitit der murinen HA-Plk1p-Kinase. A) Kinase-Assay. Pro
Reaktion wurden 5 yl HA-MmPIlk1p-Beads-Fraktion und 3 pug Substrat eingesetzt. Die Proteine wurden in einem
10 %igen SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Bande auf Hohe von
~69 kDa entspricht der autophosphorylierten HA-MmPIlk1p-Kinase. Pfeile zeigen auf phosphorylierte Substrate
hin. B) Coomassie Blue-gefarbtes SDS-Gel der aufgereinigten Substrate die im Kinase-Assay in A) eingesetzt
wurden. Pfeile weisen auf die Proteinbanden hin, die in A) von HA-MmPIk1p phosphoryliert wurden.

In einem nachfolgenden Kinase-Assay wurde die Substratspezifitdt der HA-MmPIk1p-Kinase mit
weiteren Komponenten des pré-RC untersucht. Da die Molmasse der eingesetzten (His)s-MmOrc2p-
und (His)e-MmCdc7p-Substrate im Bereich der Molmasse von HA-MmPIk1p liegt, kann eine
phosphorylierte Substratbande nicht von der autophosphorylierten HA-MmPIk1p-Bande unterschieden
werden. Daher wurden die HA-MmPIk1p-Protein-A-Sepharose-Beads nach der Kinasereaktion

abzentrifugiert. AnschlieRend wurden nur die Uberstande mit den jeweiligen Substratproteinen auf ein
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10 %ige SDS-Gel aufgetragen. Dabei erwies sich rekombinantes (His)e-MmCdc7p als exzellentes in
vitro-Substrat der murinen HA-MmPIk1p-Kinase (Abb. 49, A). Das Protein mit einer Molmasse von ~64
kDa wurde sehr stark von der Kinase phosphoryliert. Auf dem kirzer exponierten Film in Abb. 49, B ist
phosphoryliertes (His)s-MmCdc7p als dicke Bande erkennbar. Auch (His)s-MmOrc2p wurde von HA-
MmPIk1p stark phosphoryliert. Das Gesamtprotein mit ~67 kDa, vor allem aber die (His)s-MmOrc2p-
Abbruchbanden im Bereich ~30-35 kDa sind als deutliche Signale im Kinase-Assay zu erkennen (Abb.
49, A, B). (His)e-MmOrc1p hat eine Molmasse von ~92 kDa. Das Gesamtprotein konnte nur in Spuren
aufgereinigt werden, da der Grofteil als Abbruch im Bereich ~40-60 kDa vorlag. Die Abbruchbande
bei ~55 kDa wurde phosphoryliert (Abb. 49, A), im Bereich der ~92 kDa-Gesamtbande war aufgrund
der geringen aufgereinigten Menge kein Signal erkennbar. Da es sich auch bei den beiden nicht-
phosphorylierten ~45 kDa- und ~40 kDa-Banden um (His)s-MmOrc1p-Abbruchbanden handelte (nicht
gezeigt), deutet dies darauf hin, dass (His)s-MmOrc1p von HA-MmPIk1p in der C-terminalen Halfte
phosphoryliert wurde. Die (His)s-MmMcm3- (~94 kDa) und (His)s-MmMcm6-Gesamtproteine (~98 kDa)
wurden wesentlich schwacher phosphoryliert. In der (His)e-MmMcm5p-Spur sind im Kinase-Assay
keine Signale erkennbar, d.h. (His)e-MmMcm5p wurde von HA-MmPIk1p in vitro nicht phosphoryliert.
Bei dem sehr schwachen Signal des (His)s-MmMcm2-Gesamtproteins bei ~100 kDa im Kinase-Assay
durfte es sich um Background handeln.

Mit den Kinase-Assays konnte gezeigt werden, dass die HA-MmPIk1p-Kinase (His)e-MmCdc7p und
(His)e-MmOrc2p in vitro sehr stark und (His)e-MmMcm3p, (His)s-MmMcm6p und (His)s-MmOrc6p
schwacher phosphoryliert. Auch die Abbruchbanden von (His)e-MmOrc1p und (His)s-MmCdc45p
wurden phosphoryliert. Da die Kinaseaktivitat der murinen Plk1p auf die Mitose beschrankt ist (Lee et
al. 1995), missen diese Phosphorylierungen in vivo in dieser Phase erfolgen. Die starke
Phosphorylierung von (His)s-MmCdc7p durch HA-MmPlk1p kénnte ein erster Hinweis darauf sein,
dass Dbf4p auch bei héheren Eukaryonten mit Plks interagiert. In Hefe bindet das Plk-Homologe
ScCdc5p an eine N-terminal gelegenen Region des ScDbf4-Proteins, wahrend ScCdc7p mit zwei

unterschiedlichen Regionen im C-terminalen Bereich interagiert (Hardy und Pautz 1996).
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Abb. 49: Substratspezifitat der murinen HA-Plk1p-Kinase. A) Kinase-Assay. Pro Reaktion wurden 5 pl HA-
MmPIlk1p-Beads-Fraktion und 3 pg Substrat eingesetzt. Die Proteine wurden in einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt, geblottet und durch Autoradiographie (48 h) sichtbar gemacht. Pfeile zeigen auf phosphorylierte
Substrate hin. B) Ausschnitt der Orc2p- und Cdc7p-Spuren von A) nur 24 h an Roéntgenfilm exponiert. C)
Coomassie Blue-gefarbtes SDS-Gel der aufgereinigten Substrate die im Kinase-Assay in A) eingesetzt wurden.
Pfeile weisen auf die Proteinbanden hin, die in A) von HA-MmPIk1p phosphoryliert wurden.

Durch neuere Untersuchungen konnte das Epitop, das von der Plk-Kinase bevorzugt phosphoryliert
wird, identifiziert werden (Nakajima et al. 2003): ein Glutaminsdure- oder Asparaginsaurerest, gefolgt
von einer beliebigen Aminosaure (X), auf die ein Serin- oder Threoninrest folgt, an den sich ein
hydrophober Aminosaurerest (@), meist Leucin, anschlief3t (E/D) X (S/T) ®). In der Primarstruktur der
in den Kinase-Assays verwendeten Substrate konnte das Motiv mehrfach nachgewiesen werden (Tab.
7). Besonders auffallig ist das Vorhandensein des vollstandigen Epitops ((E/D) X (S/T) L) in der
Primarsequenz der beiden am starksten phosphorylierten Substrate MmOrc2p und MmCdc7p. Das
Motiv findet sich aber auch in der Aminosauresequenz der phosphorylierten MmOrc1- und MmCdc45-
Proteine wieder. Interessanterweise enthalt MmMcm2p das vollstandige Epitop viermal. Im Kinase-
Assay wurde das Gesamtprotein (~100 kDa) nur sehr schwach phosphoryliert (Abb. 49, A). Das im
Kinase-Assay eingesetzte (His)e-MmMcm2p wurde wie alle anderen eingesetzten Substrate bakteriell
exprimiert. Da in Prokaryonten keine posttranslationale Modifikationen, wie z.B Phosphorylierungen

stattfinden, wurde das Fusionsprotein unphosphoryliert aufgereinigt. Untersuchungen haben gezeigt,
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dass Mcm2p ein in vitro-Substrat des Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplexes ist. Nur phosphoryliertes Mcm2p
wird von dem Kinasekomplex phosphoryliert (Masai et al. 2000). Man nimmt an, dass diese
Lvorphosphorylierung“ des Mcm2p fiir die Substraterkennung des Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplexes
essentiell ist. Es ware daher durchaus denkbar, dass diese Mcm2p-Phosphorylierung auch fur die
Substraterkennung der MmPIk1p-Kinase nétig ist. Da in Eukaryonten posttranslationale Modifikationen
wie z.B Phosphorylierungen stattfinden, ist es ratsam in folgenden Kinase-Assays eukaryontisch (SF9)
exprimiertes MmMcm2p einzusetzen.

Da alle in den Kinase-Assays eingesetzten Substrate nativ aufgereinigt wurden, kénnen die in der
Primarsequenz gefundenen Plk-Phosphorylierungs-Epitope nur zuganglich sein, wenn sie auf der
Oberflache des Substrats liegen. MmMOrc5p und MmMcm5p wurden trotz des Vorkommens jeweils
dreier (E/D) X (S/T) ®-Motive in ihrer Aminosauresequenz nicht von der MmPIk1p-Kinase
phosphoryliert. Wahrscheinlich liegen die Epitope nicht auf der Oberflache der nativ aufgereinigten
Substrate.

Tab. 7: Vorkommen des Plk-Phosphorylierungs-Epitops in der Aminosauresequenz der in den Kinase-
Assays eingesetzten Substrate. Die vollstandigen Motive ((E/D) X (S/T) L) bzw. die Motive mit beliebiger
hydrophober Aminosaure ® ((E/D) X (S/T) ®)) sind dargestellt. X = beliebige Aminosaure, ® = hydrophobe
Aminosaure.

Initiationsfaktor (E/D) X (SIT) L (E/D) X (SIT) ® Lange der cDNA,
MmOrc1p EETL, DNTL EESV, ETTV 2523 bp
MmOrc2p ENSL, DRTL, DSSL, DLTL EYSA 1731 bp
MmAOrc3p EDSK, NVTD, NVTP,

NYSK
MmOrc5p EYSA, DQTV, DYSI 1308 bp
MmOrc6p EPSV, EPPA 789 bp
MmCdc7p EDSL, DDSL EQSV, ERSV, ESPA,
EVPA, DLTA
MmCdc45p DVSL, DVTL EDSI, EVPA, EESA,
DGSG, DLSV
MmMcm2p EGPL, EWTL, DGSL, DPSL ELTA, ERPA, EAPA, 2715 bp
EETI, ESPG, ELTG
MmMcm3p EQSV, DPSV, DRTA 2496 bp
MmMcm5p EHSI, DDPG, DGSG 2202 bp
MmMcm6p EQTA, EESI, DFTG, 2466 bp
DGSG, DESA

Charakteristisch flr die Familie der ,polo like kinases"” ist das Vorkommen eines kurzen
Sequenzmotivs, der sogenannten ,Polo-Box-Domain® (PBD) im nicht-katalytischen C-terminalen
Bereich. Die PBD vermittelt die subzellulare Lokalisation der Plks (Lee et al. 1998, Lee et al. 1999).
Uber das Motiv das die PBD der Plk-Kinase erkennt ist noch wenig bekannt. Durch einen ,proteomic
screen“ konnte jedoch ein passendes Phospho-Peptid-Motiv (S (pT/pS) (P/X)) identifiziert werden, das
an die PBD bindet (Elia et al. 2003): ein Serinrest gefolgt von einem phosphorylierten Threonin- oder

Serinrest gefolgt von Prolin oder einer beliebigen Aminosaure. Interessanterweise kommt das

162



ERGEBNISSE

vollstandige (S (pT/ps) P)-Motiv dreimal in der Aminosauresequenz von MmMcm2p (SSP, SSP, SSP)
und einmal in der Aminosauresequenz von MmMcm6p (STP) vor. Alle anderen in den Kinase-Assays
eingesetzten Substrate besitzen nur mehrere der vereinfachen ST- oder SS-Motive. MmDbf4p besitzt
zwei vollstandige Motive (STP, SSP) und zwdlf der vereinfachen Motive. Eine Interaktion des murinen

Dbf4-Proteins mit der murinen Plk1p-Kinase Uber deren PBD wére daher durchaus denkbar.

4.23 EXPRESSION EINER KINASE-NEGATIVEN MURINEN PLK1P-MUTANTE IN INSEKTENZELLEN

Die in den Kinase-Assays eingesetzte HA-MmPIlk1p-Kinase wurde in Insektenzellen exprimiert und
Uber die HA-Fusion gereinigt. Dabei wurden an Protein-A-Sepharose kovalent gebundene
monoklonale anti-HA-Antikérper verwendet. Da bei einer Reinigung des uUberexprimierten HA-
MmPIk1p-Proteins aus SF9-Zellextrakt eine Mitaufreinigung von SF9-Proteinkinasen, die das Ergebnis
im Kinase-Assay verfalschen, nie ganz ausgeschlossen werden kann, sollte eine Kinase-negative
murine Plk1p-Mutante hergestellt werden. Die dafur nétige cDNA wurde von K. Lee (NCI/NIH
Bethesda) zur Verfiigung gestellt. Bei dieser Mutante ist der konservierte Lysin-Rest 82 der ATP-
Bindungsstelle durch einen Methionin-Rest ersetzt worden. Die resultierende MmPIk1-K82Mp-Mutante
kann ATP nicht mehr binden und somit keine Phosphorylgruppen von ATP auf Substrate ibertragen.
Da im Ausgangsvektor pcDEF3-MmPIk-K82M-FLAG keine zu pFastBac-HA kompatiblen Schnittstellen
vorhanden waren, wurden durch Mutagenese mittels PCR geeignete flankierende EcoRI-Schnittstellen
in die cDNA eingefihrt. Dazu wurden die Primer PLK-Bac-K82M-forw und PLK-Bac-K82M-rev
verwendet, pcDEF3-MmPlk-K82M-FLAG diente als Template. Das PCR-Produkt wurde tber EcoRl in
pFastBac-HAa inseriert und die richtige Orientierung des Inserts durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) verifiziert. Mit dem konstruierten pFastBac-HA-PIk1-K82M-
Vektor wurden, wie zuvor beschrieben, rekombinante Baculoviren hergestellt, mit deren Hilfe die
murine Plk1-K82Mp-Mutante als HA-Fusionsprotein in Sf9-Zellen exprimiert werden sollte. Dazu
wurden jeweils 2x10” Zellen in vier 14,5 cm Kulturschalen ausgesat und am folgenden Tag mit 600 pl
HA-MmPIk1-K82M-Baculovirusstammldsung infiziert. Nach 60 h wurden die Zellen geernte. Die
Reinigung erfolgte nativ Uber Protein-A-Sepharose gekoppelte monoklonale anti-HA-Antikérper wie
zuvor beschrieben. HA-MmPIk1-K82Mp konnte erfolgreich aufgereinigt werden, wie an der ~69 kDa
Bande in der Beads-Fraktion in Abb. 50, A erkennbar. Auf das 10 %ige SDS-Gel wurden jeweils 10 pl
Beads-Fraktion des Wildtyps bzw. der Mutante aufgetragen. Wie an der schwacheren HA-MmPIk1-
K82Mp-Bande in der Beads-Spur im Vergleich zu HA-MmPIk1p erkennbar (Abb. 50, A), war die
Ausbeute bei der Reinigung der Mutante geringer als bei der Aufreinigung des Wildtyps. Um bei
nachfolgenden Kinase-Assays jeweils gleiche eingesetzte Mengen Wildtyp und Mutante zu
garantieren, wurde die Beads-Fraktion der starker exprimierten HA-MmPIk1-Kinase mit PBS verdinnt,
bis die Bandenintensitat von Wildtyp und Mutante bei gleichen eingesetzten Volumina im Western-Blot
identisch war. HA-MmPIk1p wurde dazu 1:10 mit PBS verdinnt.

In einem ersten Versuch sollte der HA-MmPIk1p-Kinase-Assay mit (His)e-MmCdc7p als Substrat
wiederholt werden. 5 pl HA-MmPIk1p-Beads-Fraktion und 5 pg (His)s-MmCdc7p wurden eingesetzt.
Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit 5 yl HA-MmPIk1-K82Mp-Beads-Fraktion und 5 pg (His)s-
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MmCdc7p. Die HA-MmPIk1p- bzw. HA-MmPIk1-K82Mp-Protein-A-Sepharose-Beads wurden nach der
Kinasereaktion abzentrifugiert. AnschlieBend wurden nur die Uberstande auf ein 10 %iges SDS-Gel
aufgetragen. Wie man in Abb. 50, B, a an der ~64 kDa-Bande erkennen kann, wurde (His)se-MmCdc7p
in vitro von der Wildtyp-MmPIlk1p-Kinase stark phosphoryliert. Im Ansatz mit der K82M-Mutante
hingegen ist auf dieser Hohe nur ein sehr schwaches Signal zu erkennen. Die Beladungskontrolle
(Abb. 50, B, b) mit den nach der Kinasereaktion abzentrifugierten Beads-Fraktionen von Wildtyp und
Mutante zeigt, dass in beiden Ansatzen die gleiche Menge Wildtyp bzw. Mutante enthalten waren.
Durch den Kontrollansatz mit der HA-MmPIlk1-K82Mp-Mutante konnte ausgeschlossen werden, dass
bei der Reinigung von Wildtyp und Mutante SF9-Kinasen mitaufgereinigt wurden, die das Ergebnis
des Kinase-Assays verfalschen.

Mit dem Kinase-Assay wurde gezeigt, dass MmCdc7p in vitro von der murinen Plk1-Kinase

phosphoryliert wird.
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Abb. 50: Analyse der nativen Aufreinigung der in Sf9-Zellen exprimierten HA-MmPIk1-K82Mp-Mutante.
Substratspezifitat der murinen HA-MmPIlk1p-Kinase. A) Western-Blot mit Immundetektion. Es wurden anti-HA-
Antikdrper verwendet. Je 10 ul des Durchlaufs, der Bead-Fraktion mit der prazipitierten HA-MmPIk1-K82Mp-
Mutante, der ersten Waschfraktion und der Widtyp HA-MmPIk1p-Beads-Fraktion als Kontrolle wurden in einem 10
%igen SDS-Gel aufgetrennt. Die ~69 kDa-Bande (Pfeil) in der Beads-Fraktion entspricht der aufgereinigten HA-
MmPlk1-K82Mp-Mutante. B) (a): Kinase-Assay. Pro Reaktion wurden 5 pyl HA-MmPIk1p- bzw. HA-MmPIk1-
K82Mp-Beads-Fraktion und 5 pg (His)s-MmCdc7p eingesetzt. Die Proteine wurden in einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt, geblottet und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. (b) Western-Blot der nach der
Kinasereaktion abzentrifugierten HA-MmPlk1p- bzw. HA-MmPIk1-K82Mp-Protein-A-Sepharose-Beads. Es
wurden anti-HA-Antikdrper verwendet. In beiden Ansatzen war die gleiche Menge Wildtyp bzw. Mutante
enthalten, wie an den gleichstarken ~69 kDa Banden (Pfeil) erkennbar.

4.24 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DER MURINEN PLK1P-KINASE IN LTK -ZELLEN

Die murine Plk1p-Kinase umgibt in der Prometaphase die Chromosomen, sie kondensiert sich
wahrend der Anaphase zu mehreren diskreten Bander entlang der Spindelachse in der Interzone und
konzentriert sich in Telophase und Cytokinese am Midbody. Wahrend der Interphase ist MmPIk1p am

Centrosom lokalisiert (Lee et al. 1995).
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Zur Bestimmung der Mobilitdt der am Centrosom lokalisierten MmPIk1p-Fraktion und fir
Cotransfektionen mit Centrosom-assoziietem MmORC4-EGFP oder MmORCS55-EGFP sollten
MmPLK1-EGFP und MmPLK1-DsRed Fusionproteine in LTK-Zellen exprimiert werden. Dazu wurde
die cDNA, die fiir die murine Plk1p codiert, in die Expressionsvektoren pEGFP-N1 und pDsRed-N1
(Clontech) inseriert. Die Vektoren enthalten an der 3’-Seite der MCS die codierende Sequenz des
EGFP bzw. des DsRed-Proteins, wodurch das exprimierte MmPIlk1p-Protein C-terminal mit EGFP
oder DsRed fusioniert wird. Durch gezielte Mutagenese musste das interne Stopcodon der cDNA, die
fir MmPIk1p codiert, mutiert werden. AuRerdem waren im Ausgangsvektor pBluescript 1I-KS+MmPIk1
keine mit pEGFP-N1 und pDsRed-N1 kompatible Schnittstellen vorhanden. Deshalb wurden durch
Mutagenese mittels PCR geeignete flankierende EcoRI-Schnittstellen in die cDNA eingefiihrt und das
Stopcodon verandert. Durch PCR wurde die cDNA mit den Primern Plk-Red-forw und Plk-Red-rev und
pBluescript 1I-KS+MmPIk1 als Template amplifiziert. Da das Leseraster im pEGFP-N1- und pDsRed-
N1-Vektor identisch ist, wurde das PCR-Produkt tUber EcoRI in pEGFP-N1 und pDsRed-N1 inseriert
und die richtige Orientierung des Inserts durch Restriktionsanalyse Uberpruft. Die Transfektion der
rekombinanten Plasmide in LTK-Zellen erfolgte mit LipofectAMINE™. Wie in Abb. 51, A zu erkennen
ist, weist das MmPLK-EGFP-Fusionsprotein (a-d) die gleiche Lokalisation wie die endogene
MmPIk1p-Kinase (a’-d") in Interphase-Zellen am Centrosom auf. Das Centrosom wurde mit anti-y-
Tubulin-Antikérpern angefarbt. Da MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP ebenfalls Centrosom-
assoziiert sind, wurden Cotransfektionen mit MmPLK1-DsRed durchgefiihrt. Dazu wurden 10° LTK-
Zellen mit LipofectAMINE™ und je 1 uyg MmPLK1-DsRed und 1 pyg MmORC4-EGFP bzw. MmORCS5-
EGFP transfiziert. Sowohl MmORC4-EGFP als auch MmORC5-EGFP waren mit MmPLK1-DsRed am
Centrosom colokalisiert (Abb. 51, B, a-d, a’-d"). Da die Kinase-Aktivitat der murinen Plk1p-Kinase auf
die Mitose beschrankt ist (Lee et al. 1995), sollte die Lokalisation des MmPLK1-DsRed-
Fusionsproteins und der MMORC4- und MMORC5-EGFP-Fusionsproteine in der Mitose untersucht
werden. Die Transfektionsrate der Konstrukte in LTK'-Zellen war sehr gering. Es gelang daher nicht,
einzeln transfizierte oder cotransfizierte Zellen in der Mitose zu beobachten.

Mit polyklonalen anti-MmPIlk1-Antikbrpern konnte die von Lee et al. (1995) beschriebene Lokalisation
der murinen Plk1p-Kinase am Midbody in der Telophase bestatigt werden (Abb. 51, C, a-d). Die
Kinase ist in dieser Phase nicht mehr am Centrosom lokalisiert. Interessanterweise sind auch
MmOrc6p (Abb. 51, C, a’, b") und MmCdc7p (Abb. 51, C, c’-d") in der Telophase am Midbody
konzentriert. Die Immunnfarbung erfolgte mit polyklonalen anti-MmOrc6- bzw. anti-MmCdc7-
Antikérpern. Da beide Proteine von der HA-MmPIk1p-Kinase in vitro phosphoryliert wurden, ist es
denkbar, dass die MmPlk1p-Kinase MmCdc7p und MmOrc6p in vivo in der Telophase phosphoryliert.
Ob MmOrc6p und MmCdc7p eine funktionelle Aufgabe am Midbody austiben, bleibt zu klaren. Die
Inhibition der Expression der humanen Orc6p-Untereinheit durch spezifische siRNA (small interfering
RNA) resultiert in Zellen mit multipolaren Spindeln, mit mehreren Zellkernen und Defekten in der
Mitose und der DNA-Replikation (Prasanth et al. 2002). Daraus wurde gefolgert, dass HsOrc6p neben

seiner Funktion bei der DNA-Replikation eine Rolle in der Mitose und der Cytokinese spielt.
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Abb. 51: Lokalisation der MmPIlk1p-Kinase und muriner Replikationsfaktoren in LTK -Zellen. A) MmPLK-
EGFP (a’-d") und endogene MmPIlk1p (a-d) sind in der Interphase am Centrosom lokalisiert. Die Immunnfarbung
erfolgte mit polyklonalen anti-MmPIk1-Antikérpern. Das Centrosom ist im Overlay (c, ¢’) in der rechten oberen
Ecke vergdRert dargestellt. B) MmPLK-DsRed und MmORC4-EGFP (a-d) bzw. MmORC5-EGFP (a’-d") sind in
der Interphase am Centrosom colokalisiert. Das Centrosom ist im Overlay (c, c¢’) in der rechten oberen Ecke
vergOfert dargestellt. C) MmPIk1p ist in der Telophase am Midbody lokalisiert (a, Pfeil). MmOrc6p (a’, Pfeil) und
MmCdc7p (c’, Pfeil) zeigen in dieser Phase eine identische Lokalisation. Die Immunfarbungen erfolgten mit
polyklonalen anti-MmPIlk1-(a), anti-y-Tubulin-(b), anti-MmOrc6-(a“) und anti-MmCdc7-Antikdrpern (c”).
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4.25 ANALYSE DER DYNAMIK UND MOBILITAT AM CENTROSOM LOKALISIERTER MMPLK-EGFP-,
MMORC4-EGFP- uND MMORC5-EGFP-PROTEINE IN LTK™ ZELLEN IN VIVO

Mit FRAP-Messungen sollte die Dynamik und die Mobilitdt der am Centrosom lokalisierten Fraktionen
von MmPLK-EGFP, MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP in LTK-Zellen untersucht werden. Die
Fluoreszenz-Erholung des MmPLK-EGFP-Fusionsproteins am Centrosom erreichte bereits nach 25-
30 s ein Plateau von ~85 % (Abb. 52, A). Dies deutet auf einen groRen mobilen (85 %) und einen
kleineren immobilen Pool (15 %) hin. Die beiden MmORC-EGFP-Fusionsproteine hingegen waren
deutlich immobiler. MMORC4-EGFP erreichte nach 80-90 s ein Plateau von ~40 % (Abb. 52, B),
MmORCS5-EGFP erreichte erst nach 130-150 s ein Plateau von ~30 % (Abb. 52, C). Weitere am
Centrosom lokalisierte murine ORC- und MCM-Untereinheiten sind ahnlich immobil (N. Brand, A.
Stlrmer, persoénliche Mitteilung). Dies kdnnte ein Hinweis auf eine zuséatzliche Funktion verschiedener
Untereinheiten der murinen ORC- und MCM-Komplexe am Centrosom sein. Neuere Untersuchungen
deuten darauf hin, dass Initiationsfaktoren der DNA-Replikation wahrend der Mitose eine Funktion
ausutben (Prasanth et al. 2002, lllenye und Heintz 2004). Es ist daher denkbar, dass auch MmORCA4-
EGFP und MmORCS5-EGFP in der Mitose Centrosom-assoziiert sind. Aufgrund der sehr niedrigen
Transfektionsrate konnte dies jedoch nicht erfolgreich untersucht werden werden.

Da sich auch bei Zugabe von TSA, einem Inhibitor der Histon-Deacetylasen, oder Olomoucin, einem
Cdk-Inhibitor, die Mobilitit der Fusionsproteine am Centrosom nicht anderte, kann davon

ausgegangen werden, dass die Assoziation mit dem Centrosom Cdk- und Acetylierungs-unabhangig

erfolgt.
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Abb. 52: FRAP-Analyse von MmPLK-EGFP, MmORC4-EGFP und MmORCS5-EGFP am Centrosom muriner
LTK -Zellen. Quantitative Analyse der FRAP-Experimente nach Bleichen von MmPLK-EGFP (A), MmORC4-
EGFP (B) und MmORC5-EGFP (C) am Centrosom.
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4.26 ANALYSE DER DYNAMIK UND DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DES MURINEN TRANSKRIPTIONS-
TERMINATIONSFAKTORS TTF-I

Die Termination der Transkription ribosomaler Gene durch RNA-Polymerase | bendtigt die Bindung
des Transkriptions-Terminationsfaktors TTF-l an spezifische Terminator-Elemente. Diese Elemente
sind bei der Maus zehn identische 18-bp-Motive (Sal-Boxen) die downstream des 3'-Endes der pra-
rRNA-codierenden Region liegen (Grummt et al. 1986a,b). Die Bindung von MmMTTF-l an diese
Terminatoren (T1-T10) stoppt die Elongationsreaktion der RNA-Polymerase | und vermittelt dadurch
die Transkriptions-Termination (Kuhn et al. 1988). Eine Deletionsmutante, der die Aminosauren 1-184
am N-Terminus fehlen (MMTTFAN185), weist im Vergleich zum Gesamtprotein eine erhohte DNA-
Bindungsaktivitat auf (Smid et al. 1992, Sander et al. 1996). Da der N-terminale Teil des MMTTF-I-
Proteins die spezifische DNA-Bindung verringert, liegt die Vermutung nahe, dass dieser Bereich als
»negative regulatory domain“ (NRD) die MmTTF-I-Funktion reguliert.

Der Einfluss der NRD auf die Lokalisation und Dynamik von MmTTF-l sollte an EGFP-
Fusionsproteinen von Wildtyp und AN185-Mutante durch Untersuchung am konfokalen
Laserscanning-Mikroskop und FRAP-Messungen bestimmt werden. Dazu wurden die cDNAs, die fir
Wildtyp und Mutante codieren, in einen pEGFP-Expressionsvektor (Clontech) inseriert werden. Der
Expressionsvektor fir EGFP-MmTTF-I wurde von I. Grummt (DKFZ Heidelberg) zur Verfligung
gestellt. Zur Fusion der MmTTFAN185-Mutante mit dem C-Terminus von EGFP, wurde die cDNA, die
fur MmTTFAN185 codiert, in den Vektor pEGFP-C2 inseriert. Da im pRSET-MmTTFAN185-
Ausgangsvektor keine zum Zielvektor kompatiblen Schnittstellen vorhanden waren, wurden durch
Mutagenese mittels PCR geeignete flankierende Schnittstellen in die cDNA eingefihrt. Durch PCR
wurde die cDNA, die fir MmMTTFAN185 codiert, mit den Primern TTF-185-Eco-forw und TTF-Bam-rev
und pRSET-MmTTFAN185 als Template amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde tber EcoRI und BamHI
in 5°—>3’-Richtung in die MCS des pEGFP-C2-Vektors inseriert. Die Transfektion der LTK-Zellen
erfolgte mit LipofectAMINE™. EGFP-MmTTF-I war, wie erwartet, in Nucleoli lokalisiert (Abb. 53, b, d).
Das Fusionsprotein war in den Nucleoli diffus verteilt, einzelne Areale waren ausgespart. EGFP-
MmTTFAN185 war ebenfalls in Nucleoli lokalisiert, das Fusionsprotein war aber in distinkten
nucleolaren Stellen akkumuliert (Abb. 53, e, g). Untersuchungen von R. Hock (Institut fir Zell- und
Entwicklungsbiologie, Universitat Wirzbug) zeigten, dass EGFP-MmTTF-I nicht mit Fibrillarin, einem
Protein das an der Prozessierung der pra-RNA beteiligt ist und in der dichten fibrillaren Komponente
des Nucleolus vorkommt, colokalisiert ist. Fiir EGFP-MmTTFAN185 konnte eine Colokalisation mit
Fibrillarin nachgewiesen werden. Das EGFP-MmTTFAN185-Fusionsprotein ist aulerdem an Stellen
aktiver rDNA-Transkription lokalisiert, und das Protein ist mit der RNA-Polymerase | colokalisiert,
wahrend EGFP-MmTTF-I an diesen Stellen nicht nachweisbar ist, da das Fusionsprotein diffus im
Nucleolus verteilt ist (R. Hock, personliche Mitteilung). Somit fihrt die Deletion der NRD zu einer
geanderten intranucleolaren Lokalisation und zu unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften von
MmTTF-I.

168



ERGEBNISSE
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Abb. 53: Subzelluldare Lokalisation von EGFP-MmMTTF-l und EGFP-MmTTFAN185 in LTK-Zellen. EGFP-
MmTTF-I ist diffus in den Nucleoli verteilt (a, c), EGFP-MmTTFAN185 ist in den Nucleoli in distinkten Strukturen
lokalisiert (e, g). (b, d, f, h) Phasenkontrastaufnahmen.

Um die Interaktion von MmTTF-I mit nucleoldren Komponenten in vivo untersuchen zu kénnen, wurde
die Dynamik von EGFP-MmTTF-I und EGFP-MmTTFAN185 mit FRAP-Messungen untersucht (Abb.
54). Die Fluoreszenz-Erholung der EGFP-MmTTFAN185-Mutante erreichte bereits nach 15-20 s ein
Plateau von ~90 % (Abb. 54, D). Dies deutet auf das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Pools
hin, ~90 % einer hoch mobilen Fraktion und ~10 % einer immobilen Fraktion, Gbereinstimmend mit der
starken DNA-Bindungsaktivitat der Mutante. Uberraschenderweise war die Erholung bei EGFP-
MmTTF-l im Vergleich zur Mutante mit fehlender NRD stark verlangsamt (Abb. 54, B). Eine
vollstandige Erholung (100 %) der Fluoreszenz war erst nach 150-200 s nachweisbar, d.h. zehnmal
langsamer als bei der Mutante. EGFP-MmTTF-I liegt somit im Gegensatz zu EGFP-MmTTFAN185 in
nur einer mobilen Fraktion vor. Die Ergebnisse der FRAP-Messungen zeigen, dass die NRD die
intranucleolare Mobilitdt von MmTTF-I in vivo verringert. Wahrend EGFP-MmTTFAN185 mit hoher
Affinitat stabil an Stellen aktiver rDNA-Transkription bindet, scheint EGFP-MmTTF-I Gber die NRD mit
weiteren nucleoldren Proteinen zu interagieren, resultierend in einer verlangsamten Mobilitdt des

Fusionsproteins.
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Abb. 54: FRAP-Analyse von EGFP-MmTTF-l und EGFP-MmTTFAN185. LTK'-Zellen, die EGFP-MmTTF (A)
und EGFP-MmTTFAN185 (C) exprimieren, wurden am konfokalen Laserscanning Mikroskop untersucht. Bilder
wurden vor dem Bleichen (A, a; C, a) und wahrend der Fluoreszenz-Erholung zu den angegebenen Zeitpunkten
aufgenommen (A, b-f; C, b-f). Die entsprechenden Bilder in Pseudocolour sind in A, a’-f" und C, a’-f". dargestellt.
Quantitative Analyse der FRAP-Experimente nach Bleichen von EGFP-MmTTF-I (B) und EGFP-MmTTFAN185
(D) im Nucleolus.
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Mit weiteren FRAP-Analysen sollte die Dynamik und die Lokalisation der ,negative regulatory domain*
(NRD) des MmTTF-I-Proteins untersucht werden. Der dazu bendtigte Expressionsvektor (pEGFP-
NRD) mit inserierter cDNA, die fir NRD codiert, wurde von |. Grummt (DKFZ Heidelberg) zur
Verfigung gestellt. Das exprimierte NRD-Protein ist mit dem C-Terminus des EGFP fusioniert.
Untersuchungen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop zeigten, dass EGFP-NRD, wie erwartet, in
den Nucleoli lokalisiert war. Das Fusionsprotein war diffus in den Nucleoli verteilt, distinkte Areale
waren aber ausgespart (Abb. 55, A, a, c). EGFP-NRD weist damit eine identische Lokalisation wie
EGFP-MmTTF-I auf. Dies ist ein weiterer Hinweis daflr, dass die Lokalisation des MmTTF-I-Proteins

im Nucleolus vor allem durch die NRD bestimmt wird.
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Abb. 55: Subzelluldre Lokalisation und Mobilitat von EGFP-NRD in LTK'-Zellen. (A) Das Fusionsprotein ist in
den Nucleoli lokalisiert (a, c). Phasenkontrastaufnahme (b, d). FRAP-Analyse von schwach exprimiertem (B) und
stark exprimiertem (C) EGFP-NRD.

FRAP-Analysen des EGFP-NRD-Proteins zeigten, dass es zwei unterschiedliche Populationen des
Fusionsproteins in den Nucleoli in LTK-Zellen gibt. Wahrend das Protein in manchen Zellen nur sehr
schwach exprimiert war, konnte in anderen Zellen eine starke Expression von EGFP-NRD
nachgewiesen werden. Die Fluoreszenz von schwach exprimiertem EGFP-NRD erholte sich nach 25-
30 s auf ein Plateau von ~90 % (Abb. 55, B). Das Fusionsprotein hat daher eine dhnliche Dynamik wie
die EGFP-MmTTFAN185-Mutante. Die Mobilitat des stark exprimierten EGFP-NRD-Proteins hingegen
war deutlich verringert. Auch nach 280 s erholte sich die Fluoreszenz nur auf ~15 % (Abb. 55, C). Dies
deutet auf das Vorhandensein eines gro3en immobilen Pools (85 %) hin. Auch das EGFP-MmTTF-I-
Protein wurde in vielen Zellen sehr stark exprimiert. Die Mobilitdt des Fusionsproteins in diesen Zellen
war aber im Vergleich zu der Mobilitét in Zellen, die EGFP-TTF-I nur schwach exprimierten, nicht
verandert. Die Immobilitat des stark exprimierten EGFP-NRD kann daher nicht auf die Uberexpression

des Fusionsproteins zuriickgefihrt werden. Vielmehr deutet dies auf zwei verschiedene EGFP-NRD-
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Populationen hin. Beide Populationen besitzen im Gegensatz zu EGFP-MmTTF-I eine immobile
Fraktion, die an bestimmte Strukturen oder Proteine des Nucleolus gebunden sein muss. Die starke
Assoziation der NRD mit Nucleolus-Komponenten kénnte eine Erklarung fiir die verringerte DNA-
Bindungs-Affinitdt des MMTTF-I-Proteins sein.

4.27 KONSTRUKTION EINES PEYFP-C2-VEKTORS ZUR EXPRESSION VERSCHIEDENER EYFP-MMTTF-I-
FUSIONSPROTEINE

Das nucleolare Protein MmTIPS (TTF-interacting protein 5) interagiert mit MmTTF-I (Uber die N-
terminale NRD des MmTTF-I-Proteins. Durch Cotransfektionen der verschiedenen EGFP-MmTTF-I-
Konstrukte mit MmTIP5 in LTK-Zellen sollte untersucht werden, ob die nucleolare Lokalisation des
MmTIP5-Proteins von der NRD des MmTTF-I-Proteins abhangig ist. Da das von |I. Grummt (DKFZ
Heidelberg) zur Verfligung gestellte MmTIP5-Konstrukt mit dem C-Terminus von EGFP fusioniert war,
sollten MMTTF-I, MmMTTFAN185 und NRD mit dem DsRed-Protein oder dem EYFP-Protein fusioniert
werden. Aufgrund des sehr langen ORF (open reading frame) von MmTIP5 mit 5553 bp war eine
Umklonierung der cDNA, die fur MmTIP5 codiert, nicht mdglich. Da in den Zielvektoren keine mit dem
Ausgangsvektor pEGFP-MmTIP5 kompatiblen Schnittstellen vorhanden waren, ware eine
Umklonierung nur durch Mutagenese mittels PCR mdglich gewesen. Die Mutationsrate ware bei
dieser Template-Lange auch bei Verwendung einer Polymerase mit intrinsischer Korrekturlesefunktion
zu hoch.

Ein Expressionsvektor flir DsRed-Fusionsproteine (pDsRed-N1, Clontech) war im Arbeitskreis
vorhanden. Der DsRed-Tag neigt allerdings zu einer Tetramerbildung und ist daher fir
Cotransfektionen nicht geeignet. EYFP ist eine gelb-griine Variante des EGFP-Proteins bei der vier
Aminosauren  substituiert sind (Ser-65—Gly, Val-68—Leu, Ser-72—Ala, Thr-203—Tyr).
Entsprechende EYFP-Expressionsvektoren waren im Arbeitskreis nicht vorhanden. Ein EYFP-[3-
Tubulin-Expressionsvektor wurde von J. Hacker (Institut fir Molekulare Infektionsbiologie, Universitat
Wirzburg) zur Verfugung gestellt. Damit sollte zur Konstruktion eines neuen pEYFP-Vektors die
cDNA, die fur EYFP codiert, nach Amplifikation durch PCR in den Expressionsvektor pEGFP-C2 (Abb.
56, A) inseriert werden. Die cDNA, die fir EGFP codiert, konnte Uber die 5°-gelegene Nhel- und die
3’-gelegene Bglll-Restriktionsstelle aus dem Zielvektor pEGFP-C2 herausgeschnitten werden. Durch
Verwendung von Bglll blieb die gesamte MCS des Vektors erhalten (Abb. 56, C). Da im EYFP-3-
Tubulin-Vektor keine zum Zielvektor kompatiblen Nhel- und Bglll-Restriktionsstellen vorhanden waren,
wurden durch Mutagenese mittels PCR mit den Primern YFP-Nhel-forw und YFP-Bglll-rev geeignete
Schnittstellen flankierend in die EYFP-cDNA eingefiihrt. Das PCR-Produkt wurde tUber Nhel und Bglll
in 5°—>3-Richtung in den geschnittenen Zielvektor pEGFP-C2 inseriert. Bei der Konstruktion des
pEYFP-Vektor (Abb. 53, B) wurde der 3"-Primer YFP-Bglll so entworfen, dass der Frame der MCS
dem der MCS des pEGFP-C2-Vektors (Clontech) entspricht (Abb. 53, C). Damit ist gewahrleistet,
dass bei der Umklonierung eines Inserts aus dem pEGFP-C2-Vektor in den hergestellten pEYFP-C2-
Vektor geeignete Schnittstellen vorhanden sind. Die inserierte cDNA befindet sich in Frame mit der
cDNA, die fiir EYFP codiert, eine Mutagenese durch PCR ist daher nicht nétig.
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Abb. 56: Konstruktion eines pEYFP-C2-Vektors. Die cDNA, die fir EYFP codiert, wurde in den Zielvektor
pEGFP-C2 (A) inseriert. Dazu wurde die cDNA, die fur EGFP codiert, Uber Nhe | und Bgl Il aus pEGFP-C2
herausgeschnitten. Die cDNA, die flr EYFP codiert, wurde mit einem EYFP-B3-Tubulin-Vektor als Template durch
PCR amplifiziert und in 5°—3"-Richtung in den geschnittenen pEGFP-C2-Vektor inseriert. Die MCS (C) im
resultierenden pEYFP-C2-Vektor (B) bleibt vollstandig erhalten.

Durch Anregung am Fluoreszenz-Spektrometer (PTI, Photon Technology International) sollte das
Emissionsspektrum des konstruierten pEYFP-C2-Vektors Uberprift werden, um Fehler bei der
Klonierung ausschlieen zu kdnnen. Dazu wurden 10° HEK-293T-Zellen in einer 3,5 cm Kulturschale
ausgesat und am nachsten Tag mit LipofectAMINE™ und 2 ug pEYFP-C2-DNA transfiziert. Die Zellen
wurden am folgenden Tag in PBS gewaschen, in eine Messkiivette tberfihrt und unter Anregung am
Fluoreszenz-Spektometer vermessen. Das Anregungs-Maximum von EGFP liegt bei A = 488 nm, das
Emissions-Maximum bei A = 507 nm. Das Spektrum ist bei EYFP in den Gelb-Bereich verschoben, mit
einem Anregungs-Maximum A = 513 nm und einem Emissions-Maximum A = 527 nm. Das
Emissionsspektrum des in HEK-293T-Zellen exprimierten EYFP hat bei einer Anregung bei A = 513
nm wie erwartet ein Maximum im Bereich 527-530 nm (Abb. 57). Der Messbereich erstreckte sich
Uber das Intervall von A = 505 bis 540 nm. Die Messwerte wurden echtzeitkorrigiert, als TXT-Dateien
gespeichert und mit dem Programm Origin 6.0G der Firma Microcal Software bearbeitet. Dazu wurden
die erhaltenen Daten normiert, wobei die maximale Fluoreszenz-Intensitat gleich 1,0 gesetzt wurde.
Die normierten Daten wurden in ein Liniendiagramm umgewandelt und die Kurve durch Fast-Fourier-

Transformation geglattet.
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Abb. 57: Emissionsspektrum von EYFP bei einer Anregung bei A = 513 nm. HEK-293T-Zellen wurden mit
pEGFP-C2 transfiziert und 24 h nach der Transfektion am Fluoreszenz-Spektrometer bei einer Anregung bei A =
513 nm vermessen. Das Maximum des EYFP-Emissionsspektrum liegt im Bereich A = 527-530 nm.

4.28 ANALYSE DER COTRANSFEKTION VON EGFP-MMTIP5 mit EYFP-MMTTF-I, EYFP-MMTTFAN185
ODER EYFP-NRD IN LTK-ZELLEN

Neben seiner Rolle bei der Termination der Transkription, Ubt MmMTTF-l auch eine Funktion als
Chromatin-spezifischer Transkriptions-Aktivator aus. Die Aktivierung der Transkription bendtigt die
Rekrutierung von ,Remodelling-Komplexen® und Histon-Modifikation des Chromatin-Templates.
MmTTF-I interagiert mit dem nucleolaren Protein MmTIP5 (TTF-interacting protein 5) und mit SNF2h.
Der Komplex aus MmTIP5 und SNF2h, als NoRC (Nucleolar Remodeling Complex) bezeichnet,
induziert Nucleosomen-Mobilitat (Strohner et al. 2001). MmMTIPS interagiert mit MmTTF-I Uber die NRD
des MmTTF-I-Proteins (I. Grummt, persdnliche Mitteilung).

Mit Cotransfektionen von EGFP-MmTIP5 mit EYFP-MmTTF-I, EYFP-MmTTFAN185 oder EYFP-NRD
in LTK-Zellen sollte untersucht werden, ob die nucleolare Lokalisation des MmTIP5-Proteins von der
NRD des MmTTF-I-Proteins abhangig ist. Dazu wurden die cDNAs, die fir MmTTF-I, MMTTFAN185
und NRD codieren, jeweils in den Vektor pEYFP-C2 inseriert. Die cDNA, die fir MMTTFAN185
codiert, konnte aus dem pEGFP-MmTTFAN185-Vektor Uber EcoRl und BamHI herausgeschnitten
werden und Uber diese Schnittstellen in pEYFP-C2 inseriert werden. Da die Ausgangsvektoren von
MmTTF-1 und NRD keine mit pEYFP-C2 kompatible Schnittstellen enthielten, wurden passende
flankierende EcoRI- und BamHI-Schnittstellen durch Mutagenese mittels PCR in die jeweiligen cDNAs
eingefugt. Dazu wurden die Primer TTF-Eco-forw, TTF-Bam-rev bzw. TTF-Eco-forw, TTF-NRD-Bam-
rev verwendet.

Wie erwartet, wiesen die EYFP-Fusionsproteine (Abb. 58, A, a, c, e) die gleiche Lokalisation in LTK'-
Zellen auf wie die entsprechenden EGFP-Fusionsproteine. EGFP-MmTIP5 war im Nucleoplasma
diffus verteilt. Die Nucleoli waren ausgespart (Abb. 58, A, g). Durch Cotransfektion von EGFP-
MmTIPS mit EYFP-MmTTF-I, EYFP-MmTTFAN185 oder EYFP-NRD sollte untersucht werden, ob
EGFP-MmTIP5 NRD-abhéngig in Nucleoli lokalisiert ist. Die Transfektion erfolgte nach Protokoll mit je
1,5 pg Vektor-DNA der cotransfizierten Vektoren. Da MmTIP5 mit MmTTF-I Uber die NRD interagiert,
kann angenommen werden, dass EGFP-MmTIP5 bei der Cotransfektion mit EYFP-MmTTFAN185
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daher nicht in Nucleoli colokalisiert war (Abb. 58, B, a-c). Obwohl EYFP-MmTTFAN185 im Nucleolus
lokalisiert war (Abb. 58, B, b), wurde EGFP-MmTIP5 aufgrund der fehlenden NRD-Interaktions-
Doméane der EYFP-MmTTFAN185-Mutante nicht in den Nucleolus cotransportiert (Abb. 58, B, a).

Die Anregungsspektren von EGFP (A = 488 nm) und EYFP (A = 513 nm) liegen sehr nahe
beisammen. Eine Trennung der Spektren bei Cotransfektionen mit EGFP- und EYFP-
Fusionsplasmiden am konfokalen Laserscanning-Mikroskop ist nur mdglich, wenn beide
Fusionsproteine in etwa gleich stark exprimiert werden. EGFP-MmTIP5 wurde in LTK'-Zellen nur sehr
schwach exprimiert. Dies konnte an der GroRe des Fusionsproteins von ~229 kDa (203 kDa
(MmTIP5) + 26 kDa (EGFP)) liegen. EYFP-MmTTF-I und EYFP-NRD hingegen wurden sehr stark in
LTK-Zellen exprimiert. Bei Cotransfektionen von EGFP-MmTIP5 mit EYFP-MmTTF-I bzw. EYFP-NRD
war es daher nicht mdglich die Spektren am konfokalen Laserscanning-Mikroskop zu trennen. Auch
bei Verringerung der Vektor-DNA-Menge der EYFP-Fusionsplasmide konnte die Expressionsrate von
EYFP-MmTTF-l und EYFP-NRD nicht verringert werden.

EYFP-TTF AN 185 m |

|

'A' I -
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EYFP-NRD . EGFP-TIP-5 - - 2
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Abb. 58: Subzelluldare Lokalisation verschiedener EYFP-MmTTF-I-Fusionsproteine und EGFP-MmTIP5 in
LTK-Zellen. A) EYFP-MmTTF-I (a), EYFP-MmTTFAN185 (c) und EYFP-NRD (e) sind in Nucleoli lokalisert.
EGFP-MmTIPS5 ist im Nucleoplasma diffus verteilt, die Nucleoli sind ausgespart (g) Phasenkontrastaufnahme (b,
d, f, h). B) Cotransfektion von EGFP-MmTIP5 (a) und EYFP-MmTTFAN185 (b). EGFP-MmTIP5 wird von EYFP-
MmTTFAN185 nicht in den Nucleolus cotransportiert (Pfeil). Overlay der Einzelbilder (c),
Phasenkontrastaufnahme (d).
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Mit den Cotransfektionen konnte gezeigt werden, dass EGFP-MmTIP5 von EYFP-MmTTFAN185 nicht
in Nucleoli cotransportiert wird. Dies deutet darauf hin, dass fir diesen Cotransport das
Vorhandensein der NRD nétig ist. Ob EGFP-MmTTF-I und EGFP-NRD, wie erwartet, die nucleolare
Lokalisation von EGFP-MmTIP5 vermitteln, bleibt zu klaren. Da die Anregungsspektren von DsRed (A
= 558 nm) und EGFP (A =488 nm) weiter auseinander liegen als die von EYFP und EGFP, kdnnten
die Spektren der entsprechenden Fusionsproteine am konfokalen Laserscanning-Mikroskop getrennt
werden. Da der DsRed-Tag zur Tetramer-Bildung neigt, kénnten die Ergebnisse aber dadurch

verfalscht werden.

4.29  ANALYSE VON PROTEIN-PROTEIN-INTERAKTIONEN MITTELS BIOLUMINESZENZ-RESONANZ-ENERGIE-
TRANSFER (BRET)

Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer (BRET) ist eine neue Methode zum Nachweis von
Protein-Protein-Interaktionen in vivo und in vitro. Der Vorteil gegenlber dem etablierten Two-Hybrid-
Assay, mit dem Interaktionen heterologer Proteine in S. cerevisiae untersucht werden kdnnen, liegt
darin, dass Protein-Protein-Interaktionen mit BRET im homologen Zellsystem nachweisbar sind.

Bei diesem Verfahren wird Energie vom angeregten Zustand eines Fluorophors, dem Donor, auf ein
zweites Fluorophor, dem Akzeptor Gbertragen (Stryer und Haugland 1976). Voraussetzung hierfir ist
die Uberlappung des Donor-Emissionsspektrums mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors. Als
Donor dient die Luciferase der Atlantikqualle Renilla reniformis (Renilla-Luciferase (RUC)). Das Enzym
katalysiert die Oxidation des Substrats Coelenterazin zu Coelenteramid unter Emission von blauem

Licht mit einem Maximum bei A = 475 nm (Lorenz et al. 1991).
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Abb. 59: Schematische Darstellung der Oxidation von Coelenterazin zu Coelenteramid durch Renilla-
Luciferase. Das Substrat Coelenterazin wird von dem Enzym Renilla-Luciferase zu Coelenteramid oxidiert.
Dabei wird blaues Licht mit einem Maximum bei A = 475 nm emittiert.

Das ,green fluorescent protein“ (GFP) der lumineszierenden Qualle Aequorea victoria (Shimomura et
al. 1962) dient als Akzeptor. In den Versuchen wurde das ,enhanced green fluorescent protein®
(EGFP) verwendet. Dabei handelt es sich um eine leicht in den Rot-Bereich verschobene GFP-

Variante, die eine stérkere Fluoreszenz und eine bessere Expression in Sdugerzellen garantiert.
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Zum Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion in vivo missen beide potentielle Interaktionspartner
als RUC- bzw. EGFP-Fusionsproteine in Zellen coexprimiert werden.

Die cDNAs, die fir die zu untersuchenden Proteine codieren, wurden dazu in entsprechende
Expressionsvektoren inseriert. Es wurden die pEGFP-Vektoren (Clontech) und ein von M. Lepke
hergestellter RUC-N2-Expressionsvektor verwendet. Nach Cotransfektion der Vektoren in LTK-Zellen
wurden die Zellen nach 48 h geerntet und in eine Messklvette Uberfuhrt. Da flr die Aktivitat von
Renilla Luciferase (RUC) keine posttranslationalen Modifikationen ndétig sind, ist das Protein direkt
nach der Expression enzymatisch aktiv und katalysiert nach der Zugabe von Coelenterazin die
Oxidation des Substrats zu Coelenteramid. Das RUC-Emissionsspektrum (berlappt mit dem EGFP-
Anregungsspektrum. Der Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer von RUC auf EGFP flihrt daher
zur Anregung von EGFP und damit zur Emission von Licht im Griin-Bereich mit einem Maximum bei A
= 510 nm. Die Effizienz von BRET ist abhangig von der Distanz des RUC-Donors und des EGFP-
Akzeptors. Ein signifikanter Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer ist nur bei einer rdumlichen
Distanz die weniger als 80 A betragt nachweisbar (Selvin 1995). Dies ist nur bei einer Interaktion der
RUC- bzw. EGFP-fusionierten Proteine der Fall. Ein Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer
zwischen nicht interagierenden Fusionsproteinen findet nicht statt. Die BRET-Messung erfolgte an
einem Fluoreszenz-Spektrometer (PTI, Photon Technology International). Der Biolumineszenz-
Resonanz-Energie-Transfer, und damit die Interaktion der zu untersuchenden Fusionsproteine in vivo,
ist durch das Auftreten eines zweiten Peaks bei A = 510 nm neben dem RUC-Peak bei A = 475 nm

nachweisbar.

4.29.1 ANALYSE DER INTERAKTION VON MMCDC6P MIT PCNA UND DNA-LIGASE-I IN LTK'-ZELLEN

MmCDCG6-EGFP ist wahrend der S-Phase in Replikationsfoci lokalisiert (Kap. 4.1). Da das
Fusionsprotein dort sehr stabil gebunden ist, sollte untersucht werden, tiber welche Interaktionspartner
diese Bindung erfolgt. PCNA (Hozak et al. 1993) und DNA-Ligase-I (Montecucco et al. 1995) weisen
neben einigen weiteren bisher identifizierten Faktoren in dieser Phase eine identische Lokalisation wie
MmCDC6-EGFP auf.

Mit BRET sollte daher untersucht werden, ob MmCdc6p mit PCNA oder DNA-Ligase-l in vivo
interagiert. Dazu wurden die cDNAs, die fir MmCdc6p und PCNA codieren, in einen von M. Lepke
hergestellten RUC-Expressionsvektor inseriert. Dieser Vektor enthalt auf der 3'-Seite der MCS die
codierende Sequenz fir RUC, wodurch das exprimierte Protein am C-Terminus mit RUC fusioniert
wird. Die cDNA, die fir PCNA codiert, wurde aus dem Vektor pPCNA-EGFP durch BamHI/EcoRI-
Doppelverdau herausgeschnitten und Uber ein Agarosegel aufgereinigt. Da in der MCS des
Zielvektors keine BamHI-Schnittstelle vorhanden war, wurden die Uberhdngenden Enden des PCNA-
Fragments mit Klenow-Enzym ,blunt® aufgefullt und Uber Smal in pRUC-N2 inseriert. Die fir
MmCdc6p codierende cDNA wurde aus dem Vektor pCDC6-EGFP mit BamHI herausgeschnitten,
Uber ein Agarosegel aufgereinigt, mit Klenow-Enzym ,blunt* aufgefiillt und Gber Smal in den Vektor
pRUC-N2 inseriert.
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Zur Uberprifung der RUC-Konstrukte wurden LTK-Zellen getrennt mit den beiden hergestellten
Vektoren mit LipofectAMINE™ transfiziert. Der Messbereich am Fluoreszenz-Spektrometer erstreckte
sich ber das Intervall von A = 420 - 560 nm. Wie man in Abb. 60 erkennen kann, war die fusionierte
Renilla-Luciferase in den beiden PCNA-RUC- und MmCDC6-RUC-Konstrukten aktiv. Deutlich
erkennbar ist jeweils ein Peak mit einem Maximum bei ~A = 475 nm, der auf die Lichtemission nach
der Oxidation des Substrats Coelenterazin zurtckzufuhren ist. Die Fluoreszenz-Maxima wurden auf
den Wert 1,0 normiert und die Messwerte wurden mit Fast-Fourier-Transformation geglattet. Die
Fluoreszenz-Intensitdt von MmCDC6-RUC (Abb. 60, B) war aufgrund einer geringeren
Transfektionsrate im Vergleich zu PCNA-RUC (Abb. 60, A) sehr gering. Daher wichen die einzelnen
normierten Messwerte bei MMCDC6-RUC viel starker voneinander ab als bei der PCNA-RUC-

Messung.
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Abb. 60: Emissionsspektren Renilla-Luciferase-fusionierter Proteine nach Coelenterazin-Zugabe. LTK'-
Zellen wurden mit PCNA-RUC (A) und MmCDC6-RUC (B) transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die PCNA-
RUC- und MmCDCG6-RUC-exprimierenden Zellen nach Coelenterazin-Zugabe am Fluoreszenz-Spektrometer
ohne Anregung vermessen. Die Daten wurden echtzeitkorrigiert und normiert, wobei die maximale Intensitat
gleich 1,0 gesetzt wurde. Die normierten Daten wurden mit dem Programm Microcal Origin 6.0G in ein
Liniendiagramm umgewandelt und die Kurve durch Fast-Fourier-Transformation geglattet.

PCNA bildet als homotrimerer Protein-Komplex eine Ringklemme um die DNA aus und dient als
Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase-0 bei der DNA-Replikation (Hibscher et al. 1996, Jonsson
und Hiibscher 1997). Die einzelnen PCNA-Proteine interagieren daher miteinander. Um Uberprifen zu
kénnen, ob ein Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer und damit eine Protein-Protein-Interaktion
in vivo unter oben genannten Bedingungen am Fluoreszenz-Spektrometer messbar ist, sollte die
bekannte PCNA-PCNA-Interaktion mit BRET nachgewiesen werden. Dazu wurde pPCNA-RUC mit
pPCNA-EGFP bzw. pEGFP-PCNA cotransfiziert. Beide PCNA-Konstrukte unterscheiden sich in der
Orientierung der EGFP-Fusion (Kap 4.11).

Mit dem Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer konnte die Interaktion von PCNA-RUC mit
PCNA-EGFP nachgewiesen werden, wie man am Auftreten eines zweiten kleineren Peaks im Bereich
A = 505 bis 515 nm neben dem RUC-Peak bei 475 nm erkennen kann (Abb. 61, A, Pfeil). Eine
Interaktion von PCNA-RUC mit EGFP-PCNA war hingegen nicht nachweisbar, da hier nur der RUC-
Peak bei A = 475 nm auftrat (Abb. 61, B). Dies deutet darauf hin, dass die EGFP-Fusion mit dem
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PCNA-N-Terminus die PCNA-RUC/EGFP-PCNA-Interaktion behindert hat. Es ist aber auch mdglich,
dass der Abstand von RUC-und EGFP-Tag der Fusionsproteine in dieser Orientierung gréRer als 80 A
war. Dann ware ein Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer von RUC auf EGFP nicht mehr
moglich und eine PCNA-RUC/EGFP-PCNA-Interaktion somit mit BRET nicht nachweisbar.
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Abb. 61: Analyse der Interaktion zwischen PCNA-Untereinheiten durch BRET. LTK -Zellen wurden mit
PCNA-RUC und PCNA-EGFP (A), bzw. EGFP-PCNA (B) cotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen
nach Coelenterazin-Zugabe am Fluoreszenz-Spektrometer ohne Anregung vermessen. Die Daten wurden
echtzeitkorrigiert und normiert, wobei die maximale Intensitat gleich 1,0 gesetzt wurde. Die normierten Daten
wurden mit dem Programm Microcal Origin 6.0G in ein Liniendiagramm umgewandelt und die Kurve durch Fast-
Fourier-Transformation geglattet. Der Biolumineszenz-Energie-Resonanz-Transfer, erkennbar am Peak bei A =
510 nm, ist mit einem Pfeil markiert.

Zur Analyse von MmCdc6p-PCNA-Interaktionen, wurde pCDC6-RUC mit pPCNA-EGFP (Abb. 62, A)
bzw. pEGFP-PCNA (Abb. 62, B) cotransfiziert. Auch die umgekehrte Orientierung der RUC- und
EGFP-Fusionsproteine wurde durch Cotransfektion von pPCNA-RUC mit pMmCDC6-EGFP
untersucht (Abb. 62, C). Mit keiner der untersuchten Cotransfektionen gelang der in vivo-Nachweis
einer MmCdc6p-PCNA-Interaktion in LTK™-Zellen.

Das Hauptproblem bei den Untersuchungen war die sehr geringe Transfektionsrate von MmCDC6-
RUC in LTK-Zellen. Bei allen mehrfach durchgefihrten Messungen war die MmCDC6-RUC-
Fluoreszenz-Intensitat auerst gering. Der RUC-Peak bei A = 475 nm konnte nachgewiesen werden
(Abb. 62, A, B), die Intensitdt lag aber nur knapp Uber dem ,Hintergrundrauschen®. Ein
Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer ist bei einer derartigen geringen RUC-Donor-
Konzentration in den Zellen nur schwer nachweisbar. Da die beiden PCNA-EGFP- und EGFP-PCNA-
Konstrukte jedoch sehr gut transfizierbar waren, hatte auch ein sehr schwacher Biolumineszenz-
Resonanz-Energie-Transfer von MmCDC6-RUC zu EGFP-PCNA bzw. PCNA-EGFP messbar sein

mussen.
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Abb. 62: Analyse der Interaktion zwischen MmCdc6p und PCNA durch BRET. LTK -Zellen wurden mit
MmCDC6-RUC und PCNA-EGFP (A), bzw. EGFP-PCNA (B) und PCNA-RUC und MmCDC6-EGFP (C)
cotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen nach Coelenterazin-Zugabe am Fluoreszenz-
Spektrometer ohne Anregung vermessen. Die Daten wurden echtzeitkorrigiert und normiert, wobei die maximale
Intensitat gleich 1,0 gesetzt wurde. Die normierten Daten wurden mit dem Programm Microcal Origin 6.0G in ein
Liniendiagramm umgewandelt und die Kurve durch Fast-Fourier-Transformation geglattet.

Um ausschlieften zu kénnen, dass die EGFP- bzw. RUC-Tags der Fusionsproteine eine potentielle
MmCdc6p-PCNA-Interaktion behinderten oder dass der Abstand der beiden Tags bei den
verschiedenen Messungen groéRer als 80 A war, sollte mit Immunprézipitation (IP) untersucht werden,
ob MmCdc6p mit PCNA interagiert. LTK -Kernextrakt wurde mit monoklonalen anti-PCNA-Antikorpern
(BD PharMingen) Uber Nacht unter Rotieren inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Praimmunserum
verwendet und analog behandelt. Nach Zugabe von Protein-A-Sepharose und weiterer Inkubation fur
2 h, wurden die prazipitierten Proteine nach Auftrennung durch SDS-Page im Western-Blot mit
monoklonalen anti-PCNA- und polyklonalen anti-MmCcd6-Antikérpern nachgewiesen.

Die Immunprazipitation mit anti-PCNA-Antikérpern bestatigte das Ergebnis der BRET-Messungen.
PCNA konnte zwar aus LTK'-Kernextrakt prazipitiert werden (Abb. 63, A, anti-PCNA-Beads-Spur),
MmCdc6p wurde dabei jedoch nicht coimmunprazipitiert (Abb. 63, B, anti-PCNA-Beads-Spur). Dies
deutet darauf hin, dass MmCdc6p und PCNA in vivo nicht miteinander interagieren.
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Abb. 63: Immunprazipitation. LTK-Kernextrakt wurde mit an Protein-A-Sepharose gebundenen monoklonalen
anti-PCNA-Antikdrpern, bzw. mit an Protein-A-Sepharose gebundenem Praimmunserum als Negativ-Kontrolle
inkubiert. Die prazipitierten Proteine wurden durch SDS-Page aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Der
Immunchemische Nachweis erfolgte mit monoklonalen anti-PCNA-Antikérpern (A) und polyklonalen anti-
MmCdc6-Antikdrpern (B).

Da DNA-Ligase-l neben MmCdc6p ebenfalls in Replikationsfoci lokalisiert ist, sollte mit weiteren
BRET-Messungen untersucht werden, ob beide Proteine miteinander interagieren. Dazu wurde
pCDC6-RUC mit pDNA-Ligase-I-EGFP (Abb. 64, A) bzw. pEGFP-DNA-Ligase-l (Abb. 64, B)
cotransfiziert. Auch bei dieser Messreihe war die MmCDC6-RUC-Transfektionsrate sehr gering. Eine
Interaktion mit einem der beiden DNA-Ligase-I-Konstrukte konnte nicht nachgewiesen werden (Abb.
64, A, B). Da keine anti-DNA-Ligase-I-Antikdrper im Arbeitskreis vorhanden waren, konnte das

Ergebnis der BRET-Messungen nicht mit Immunprazipitation Uberprift werden.
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Abb. 64: Analyse der Interaktion zwischen MmCdc6p und DNA-Ligase-l durch BRET. LTK -Zellen wurden
mit MMCDC6-RUC und DNA-Ligase-I-EGFP (A), bzw. EGFP-DNA-Ligase-l (B) cotransfiziert. 48 h nach
Transfektion wurden die Zellen nach Coelenterazin-Zugabe am Fluoreszenz-Spektrometer ohne Anregung
vermessen. Die Daten wurden echtzeitkorrigiert und normiert, wobei die maximale Intensitat gleich 1,0 gesetzt
wurde. Die normierten Daten wurden mit dem Programm Microcal Origin 6.0G in ein Liniendiagramm
umgewandelt und die Kurve durch Fast-Fourier-Transformation geglattet.
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Mit den durchgefihrten BRET-Untersuchungen konnte keine Interaktion von MmCdc6p mit PCNA und
DNA-Ligase-l in vivo nachgewiesen werden. Neben diesen beiden Proteinen konnten bisher nur
wenige Proteine, die entweder direkt an der DNA-Synthese oder dem Remodelling der
Chromatinstruktur beteiligt sind, in Replikationsfoci identifiziert werden (Kap. 1.7). Mit welchen

Proteinen MmCdc6p in Replicationsfoci interagiert, bleibt zu klaren.

4.29.2 ANALYSE DER INTERAKTION VON MMORC6P MIT MMTTF-1 UND MMTTFAN185 IN LTK'-ZELLEN

Die Untersuchung der Lokalisation von MmORCG6-EGFP und verschiedener EGFP-MmTTF-I-
Varianten in LTK-Zellen zeigte, dass die Fusionsproteine in Nucleoli lokalisiert sind (Kap. 4.10.6 und
4.26). Der Transkriptions Terminationsfaktor MmTTF-I bindet an spezifische Terminator-Elemente und
vermittelt die Termination der Transkription ribosomaler Gene durch die RNA-Polymerase | (Grummt
et al. 1986a,b). Die Funktion von MmOrc6p in Nucleoli ist noch unbekannt. Allerdings sind flr
humanes Orc6p auch Funktionen neben der DNA-Replikation beim Durchlaufen der Mitose
beschrieben worden (Prasanth et al. 2002). In D. melanogaster-Embryos konnte gezeigt werden, dass
mehr als die Halfte des DmOrc6p-Pools ORC-unabhangig in der Zelle vorliegt (Chesnokov et al.
2001). Somit waren auch weitere MmOrc6p-Funktionen auRerhalb der DNA-Replikation denkbar.

Mit BRET sollte untersucht werden, ob MmOrc6p mit EGFP-MmTTF-I und EGFP-MmMTTFAN185 in
vivo in LTK-Zellen interagiert. Das dazu notwendige MmORC6-RUC-Konstrukt wurde von M. Lepke
zur Verfugung gestellt. Wie man am Peak bei A = 505 bis 515 nm erkennen kann (Abb. 65, A),
interagiert MMORCG6-RUC mit EGFP-MmTTF-I. Eine Interaktion mit EGFP-MmTTFAN185 konnte
hingegen nicht nachgewiesen werden, da hier nur der RUC-Peak bei A = 475 nm gemessen werden
konnte (Abb. 65, B). Da der EGFP-MmTTFAN185-Mutante im Vergleich zum Wildtyp EGFP-MmTTF-I
die N-terminalen 185 Aminosauren fehlen, deutet dies darauf hin, dass der N-terminale Bereich (NRD)
des Wildtyps fir die Interaktion mit MMORCG6-RUC essentiell ist. EGFP-MmTTF-I und ORCG6-
MmEGFP weisen in Nucleoli eine identische Lokalisation auf. Beide sind in Nucleoli diffus verteilt,
einzelne Areale sind aber ausgespart. EGFP-TTFMmMAN185 hingegen ist in distinkten nucleolaren
Foci lokalisiert.

Das Ergebnis der BRET-Messung gibt auch eine Erklarung fur die mit FRAP (Kap. 4.26) gemessene
verlangsamte Mobilitdt des EGFP-MmTTF-I-Wildtyps im Vergleich zu der EGFP-MmTTFAN185-
Mutante. Wahrend EGFP-MmTTFAN185 mit hoher Affinitdt stabil an Stellen aktiver rDNA-
Transkription bindet, kdnnte die Interaktion von EGFP-MmTTF-I mit MmOrc6p Uber die NRD zu dieser
verringerten EGFP-MmTTF-I-Mobilitat fihren.
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Abb. 65: Analyse der Interaktion zwischen MmORC6p und MmTTF-l-Varianten durch BRET. LTK -Zellen
wurden mit MmMORC6-RUC und EGFP-MmTTF-I (A), bzw. EGFP-MmA185-TTF-I (B) cotransfiziert. Als Kontrolle
wurden LTK™-Zellen mit MMORC6-RUC transfiziert (C). 48 h nach Transfektion wurden die Zellen nach
Coelenterazin-Zugabe am Fluoreszenz-Spektrometer ohne Anregung vermessen. Die Daten wurden
echtzeitkorrigiert und normiert, wobei die maximale Intensitat gleich 1,0 gesetzt wurde. Die normierten Daten
wurden mit dem Programm Microcal Origin 6.0G in ein Liniendiagramm umgewandelt und die Kurve durch Fast-
Fourier-Transformation geglattet. Der Biolumineszenz-Energie-Resonanz-Transfer, erkennbar am Peak bei A =
510 nm, ist mit einem Pfeil markiert.

4.30 BERECHNUNG DER BRET-RATIO DER EINZELNEN BRET-MESSUNGEN

Uber die BRET-Ratio kann man mathematisch bestimmen, ob RUC- und EGFP-Fusionsproteine in
vivo miteinander interagieren. Dazu wurden am Fluoreszenz-Spektrometer die Bereiche A = 440 bis
500 nm (Bereich des RUC-Peaks) und A = 500 bis 530 nm (Bereich des EGFP-Peaks bei einer

Interaktion) vermessen.

(Emission von 500 — 530 nm) — (Emission von 440 — 500 nm) x Cf

Die BRET-Ratio war definiert als:
(Emission von 440 — 500 nm )

Emission von 500 — 530 nm
dabei war Cf =

Emission von 440 — 500 nm
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Die BRET-Ratio driickt das Verhaltnis der Intensitat des EGFP-Peaks zu der Intensitdt des RUC-
Peaks aus. Bei einem Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer von RUC auf EGFP ergibt sich
somit ein hoher BRET-Ratio-Wert, bei keinem stattfindenden Biolumineszenz-Resonanz-Energie-
Transfer von RUC auf EGFP erhalt man einen niedrigen BRET-Ratio-Wert. Die BRET-Ratio betragt im
letzteren Fall theoretisch Null, da bei der Messung der Fluoreszenz-Intensitat jedoch Schwankungen
auftreten, ergeben sich meistens BRET-Ratio-Werte im Bereich 0,01.

Da in die BRET-Ratio die integrierten Messwerte des RUC- und des bei einer Interaktion auftretenden
EGFP-Peaks jeweils Uiber die groRen Bereiche A = 440 — 500 nm und A = 500 — 530 nm eingehen, ist
es moglich einen Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer und damit eine Protein-Protein-
Interaktion auch bei geringen Fluoreszenz-Intensitaten nachzuweisen. Die BRET-Ratio liefert daher
genauere Aussagen Uber einen Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer als die graphische
Auswertung der normierten Fluoreszenz-Intensitat gegen die Wellenlange des emittierten Lichts. Die
héchste BRET-Ratio (Abb. 66) im Bereich 0,1 wurde Ubereinstimmend mit dem Auftreten eines Peaks
bei A = 510 nm in der graphischen Auswertung der Messungen fir PCNA-RUC + PCNA-EGFP, bzw.
MmORC6-RUC + EGFP-MmTTF-I berechnet (Abb. 61, A, Abb. 65, B, Pfeile). Die BRET-Ratio der
anderen Messungen hingegen liegt im Bereich um 0,01. Diese Ergebnisse bestatigen die Resultate
der graphischen Auswertung der BRET-Messungen . Ein Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer
und damit eine Protein-Protein-Interaktion war nur fir PCNA-RUC + PCNA-EGFP und MmORCG6-RUC
+ EGFP-MmTTF-I nachweisbar.
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Abb. 66: BRET-Ratio verschiedener RUC- und EGFP-Fusionsproteine
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5. DISKUSSION

Diese Arbeit sollte einen Beitrag dazu leisten, tiefere Einblicke in die molekularen Mechanismen des
Initiationsprozesses der eukaryontischen DNA-Replikation zu erlangen. Im Vordergrund standen die
Analyse der Mobilitdt muriner Replikationsfaktoren in vivo mit FRAP und FLIP, die Untersuchung der
subzelludren Lokalisation dieser Proteine, die Analyse der Substratspezifitdt muriner Serin/Threonin-

Protein-Kinasen und deren Bedeutung fiir die Initiation der DNA-Replikation.

5.1 ANALYSE DER SUBZELLULAREN LOKALISATION UND MOBILITAT VON MMCDC6P IN VIVO

Die Assemblierung des pra-replikativen Komplexes (pra-RC) an den Origins der DNA-Replikation
wahrend der G1-Phase ist fur die Initiation der DNA-Replikation essentiell. Eine Schlisselrolle beim
Aufbau dieses Multi-Protein-Komplexes Uibt das Protein Cdc6 aus, da es als Ladefaktor fiir die
Rekrutierung des hexameren MCM-Komplexes an den pra-RC fungiert. In S.cerevisiae wird die
Menge des ScCdc6-Proteins Zellzyklus-abhangig reguliert. Beim Eintritt in die S-Phase wird ScCdc6p
nach Phosphorylierung durch Cyclin/Cdk-Komplexe, Ubiquitin-abhangig abgebaut. Die Degradation
von ScCdc6p nach der Initiation der DNA-Replikation verhindert eine Re-Replikation im selben
Zellzyklus, und stellt somit einen Kontrollmechanismus dar (Bueno und Russel 1992, Cocker et al.
1996, Drury et al. 1997, Perkins et al. 2001, Piatti et al. 1996). In Sdugern wird die Cdc6p-Menge
wahrend des Zellzyklus auf andere Weise reguliert. Humanes Cdc6p wird beim Eintritt der Zellen in
die S-Phase durch Cdk-abhangig an den N-terminalen Cdk-Konsensus-Stellen phosphoryliert (Fujita
et al. 1999, Jiang et al. 1999, Petersen et al. 2000), wodurch ein ,nuclear export signal“ (NES) am C-
Terminus exponiert wird, das den HsCdc6p-Export in das Cytoplasma vermittelt (Delmolino et al.
2001). In der Mitose wird Cdc6p bei Saugern nach Ubiquitinylierung durch den ,anaphase promoting
complex“ (APC) degradiert (Petersen et al. 2000, Mendez und Stillman 2000). Wahrend der S-Phase
verbleibt allerdings eine Detergenz-resistente Fraktion des Cdc6-Proteins im Kern (Fujita et al. 1999,
Coverley et al. 2001, Fujita et al. 2002, lllenye und Heintz 2003).

Die in vivo-Lokalisationsstudien und Mobilitdtsmessungen mit FRAP und FLIP dieser Arbeit erganzen
und erweitern die Uber Cdc6p erhobenen Befunde. Das zur Untersuchung der subzellularen
Lokalisation in LTK'-Zellen exprimierte MmCDC6-EGFP-Fusionsprotein war Zellzyklus-abhangig
verteilt. In frither G1-Phase war MmMCDC6-EGFP diffus in Zellkern und Cytoplasma verteilt, mit Eintritt
in die S-Phase stieg die Menge des Fusionsproteins im Zellkern an. Es konnte erstmals gezeigt
werden, dass MmCdc6p wahrend der S-Phase in Replikationsfoci, d.h. an Stellen aktiver DNA-
Synthese lokalisiert ist. Mit Digoxigenin-dUMP-Einbau in neusynthetisierte DNA wurde die
Colokalisation von MMCDC6-EGFP mit Replikationsfoci nachgewiesen. Da dieses Ergebnis durch
Immunfluoreszenz-Analysen mit anti-MmCdc6-Antikérpern fiir endogenes MmCdc6p in LTK-Zellen
bestatigt werden konnte und humane CDC6-EGFP- und CDC6-DsRed-Fusionsproteine die gleiche
Lokalisation in der S-Phase aufwiesen, kann davon ausgegangen werden, dass die Lokalisation der

Cdc6-Proteine in Replikationsfoci konserviert ist. Mit FRAP-Studien und Salzextraktion konnte gezeigt
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werden, dass ~80-90 % von MmMCDCG6-EGFP immobil in Replikationsfoci gebunden sind. Bei der fir
HsCdc6p beschriebenen Detergenz-resistenten Fraktion im Zellkern wahrend der S-Phase (Fujita et
al. 1999, Coverley et al. 2001, Fujita et al. 2002, lllenye und Heintz 2003), handelt es sich demnach
um in Replikationsfoci gebundenes Cdc6p. Da die S-Phase anhand der typischen Verteilungsmuster
der Replikationsfoci eindeutig in frihe, mittlere und spate S-Phase unterteilt werden kann (Nakayasu
und Berezney 1989), war es mdglich die Mobilitdt von MMCDCG6-EGFP in diesen Sub-Phasen zu
bestimmen. MMCDCG6-EGFP war wahrend der gesamten S-Phase immobil, seine Dynamik &nderte
sich nicht signifikant. Dies deutet darauf hin, dass der GroRteil von MmMCDCG6-EGFP nach dem Laden
auf die pra-RCs in der G1-Phase mit der DNA-Replikations-Maschinerie wahrend der S-Phase stabil
assoziiert bleibt. Eine vergleichbar starke Assoziation mit Replikationsfoci konnte bisher nur fir PCNA
beschrieben werden (Sporbert et al. 2002). Da PCNA ein zentraler Rekrutierungsfaktor fir
Replikationsfaktoren ist, kénnte die Bindung von MmCDCG-EGFP in Replikationsfoci ein Hinweis auf
eine strukturelle oder funktionelle Rolle von MmCdc6p in dieser Struktur sein. Demnach bt
MmCdc6p, neben seiner essentiellen Funktion als Ladefaktor des MCM-Komplexes in der G1-Phase,
eine weitere noch unbekannte Funktion bei der Elongation der DNA-Replikation aus. Dies ist umso
wahrscheinlicher, da alle bisher in Replikationsfoci identifizierten Proteine eine Funktion an den
Replikationsgabeln austiben oder fiir die Modulation der Chromatinstruktur essentiell sind. So dient
beispielsweise PCNA als Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase & und der DNA-Polymerase ¢
(HUbscher et al. 1996, Jonsson und Hibscher 1997, Kelman 1997), die DNA-Ligase | schliet nach
dem Aufflllen der Licken zwischen den Okazaki-Fragmenten, die bei der Synthese des Folgestrangs
entstehen, das Phosphatriickgrat der DNA (Montecucco et al. 1995).

5.2 ANALYSE DES EINFLUSSES DES PHOSPHORYLIERUNGSSTATUS DER KONSERVIERTEN CDK-
KONSENSUSSEQUENZEN BEZUGLICH LOKALISATION UND MOBILITAT VON MMCDCG6P IN VIVO

Die Mutation der vier Serinreste der putativen Cdk-Konsensus-Stellen von humanem Cdc6p zu nicht-
phosphorylierbaren Alaninresten fiihrt zu einer NLS-abhangigen Kern-Lokalisation des Proteins. Eine
Mutation der Serinreste zu Phosphatreste-simulierenden Aspartatresten resultiert in einem NES-
abhangigen Kernexport von HsCdc6p in das Cytoplasma (Delmonlino et al. 2001). Alle MmCDC6-
EGFP-Mutanten bei denen ein, zwei oder drei Serinreste der drei putativen Cdk-Konsensussequenzen
zu Alaninresten mutiert wurden, waren im Zellkern lokalisiert. Die Lokalisation der Fusionsproteine in
Replikationsfoci wurde dabei nicht beeintrachtigt. Demnach ist die Cyclin/Cdk-abhangige
Phosphorylierung von MMCDCG6-EGFP fir dessen Lokalisation in Replikationsfoci und damit fir den
Eintritt in die S-Phase nicht essentiell. Auch in Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass die Cdk-
vermittelte Phosphorylierung des XICdc6-Proteins fiir die XICdc6p-Chromatin-Bindung, das Laden des
XIMCM-Komplexes auf das Chromatin und das Durchlaufen der S-Phase nicht essentiell ist. Dies
deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung von XICdc6p fiir die XICdc6p-Funktion bei der Initiation
der S-Phase nicht benétigt wird (Pelizon et al. 2000). Die beiden Mutanten MmCDC6-S102A-S135A-
EGFP und MmCDC6-S82A-S102A-S135A-EGFP, bei denen zwei bzw. alle drei Serinreste der Cdk-

Konsensussequenzen zu nicht-phosphorylierbaren Alaninresten mutiert wurden, waren 16 h nach
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Transfektion in perinucleolaren Replikationsfoci lokalisiert. Da dieses Verteilungsmuster der
Replikationsfoci typisch fir die spate S-Phase ist, deutet dies auf eine Arretierung des Zellzyklus der
transfizierten LTK'-Zellen in der spaten S-Phase hin. Die Phosphorylierung der putativen Cdk-
Konsensusstellen in der spaten S-Phase ist demnach fiir den Ubergang in die G2-Phase nétig. Diese
Annahme wird durch die Beobachtung bestarkt, dass MMCDC6-EGFP nach Zugabe von Olomoucin,
einem Cdk-Inhibitor, ebenfalls in perinucleolaren Replikationsfoci lokalisiert war

Von den sieben mdglichen MmCDCG6-EGFP-Mutanten, bei denen entweder ein, zwei oder drei der
Serinreste der Cdk-Konsensussequenzen zu Phosphatreste-simulierenden Aspartatresten mutiert
wurden, waren lediglich die Mutanten MmCDC6-S82D-EGFP, MmCDC6-S135D-EGFP und
MmCDC6-S82D-S135D-EGFP in Replikationsfoci lokalisiert. Da auch die Mutanten MMCDC6-S82A-
EGFP, MmCDC6-S135A-EGFP und MmMCDC6-S82A-S135A-EGFP diese Lokalisation aufwisen kann
gefolgert werden, dass der Phosphorylierungsstatus der Serinreste 82 und 135 keinen Einfluss auf die
Lokalisation von MmCDC6-EGFP in Replikationsfoci hat.

Die Mutation der Serinreste der vier Cdk-Konsensussequenzen von humanem Cdc6p zu
Aspartatresten flhrt zu einer ausschlief3lich cytoplasmatischen Lokalisation von HsCdc6p (Petersen et
al. 1999). Dieses Ergebnis konnte fir murines Cdc6p nicht bestatigt werden. Die Mutante MmCDCB6-
S82D-S102D-S135D-EGFP, bei der die Serinreste der drei murinen Cdk-Konsensussequenzen zu
Phosphatreste-simulierenden Aspartatresten mutiert wurden, war diffus in Zellkern und Cytoplasma
verteilt. Es konnte gezeigt werden, dass die Mutanten MmCDC6-S102D-EGFP, MmCDC6-S82D-
S102D-EGFP und MmCDC6-S102D-S135D-EGFP ausschlieflich im Cytoplasma lokalisiert waren.
Demnach kommt dem Serinrest 102 eine entscheidenede Rolle bei Vermittlung der cytoplasmatischen
Lokalisation von MmMCDC6-EGFP zu. In ~20-30% der MmCDC6-S102D-EGFP-exprimierenden Zellen
war das Fusionsprotein nach Zugabe von Leptomycin B, einem Inhibitor des Kernexports, im Zellkern
akkumuliert. Die Phosphorylierung des Serinrestes 102 behindert demnach nicht die Kernlokalisation
von MmCDCG6-EGFP, sondern fihrt zum Export von MmCDCG6-EGFP aus dem Zellkern in das
Cytoplasma. Untersuchungen von Jiang et al. (1999) zeigten, dass humanes Cdc6p durch
Phosphorylierung an den konservierten Cdk-Konsensussequenz-Serinresten Uber eine Exportin
1(Crm1)-abhéngige Reaktion aus dem Kern transportiert wird. Anders als bei murinem Cdc6p, bei
dem die Phosphorylierung des Serinrestes 102 flir den Export von MmCdc6p ins Cytoplasma
ausreicht, wurden bei diesen Versuchen die Serinreste aller vier Cdk-Konsensus-Stellen von
humanem Cdc6p zu Aspartatresten mutiert.

FRAP-Studien der in Replikationsfoci lokalisierten MmCDC6-EGFP-Mutanten ergaben, dass nur
MmCDC6-S102A-EGFP und MmCDCG6-S82D-EGFP dieselbe immobile Bindung in Replikationsfoci
aufweisen wie MmCDCG6-EGFP. Dies deutet darauf hin, dass MmCDC6-EGFP wahrend der S-Phase
an Serinrest 82 phosphoryliert ist und an Serinrest 102 nicht-phosphoryliert vorliegt. Untersuchugen
zeigten, dass Hamster Cdc6p in der S-Phase an Serinrest 54 phosphoryliert ist und dass die
Chromatin-Assoziation des Proteins durch diese Modifikation nicht verandert wird (Alexandrow und
Hamlin 2003). Der murine Serinrest 82 ist homolog zu diesem Serinrest. Die aus den FRAP-
Messungen abgeleitete Annahme, dass der Serinrest 82 von MmCDC6-EGFP wahrend der S-Phase
phosphoryliert ist, wird durch diese Ergebnisse bestarkt. Da gezeigt werden konnte, dass Uber die

Phosphorylierung des Serinrestes 102 der Export von MmCDC6-EGFP aus dem Zellkern vermittelt
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wird, ist es nicht verwunderlich, dass die FRAP-Studien darauf hindeuten, dass der Serinrest 102 von
MmCDCG6-EGFP in Replikationsfoci nicht phosphoryliert vorliegt.

Mit den Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der putativen Cdk-
Konsensussequenzen von MmMCDCG6-EGFP dessen subzelludre Lokalisation in vivo reguliert. Da
Cyclin/Cdk-Aktivitdt auch bei der Lokalisation von humanem Cdc6p eine essentielle Rolle spielt (Jiang
et al. 1999), kann trotz geringfligiger Unterschiede dieser Regulation bei Mensch und Maus auf einen
konservierten Mechanismus geschlossen werden.

CyclinA/Cdk2 phosphoryliert MmMCdc6p in vivo und in vitro an einem oder mehreren Serinresten
(Berger et al. 1999). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass die Phosphorylierung des Serinrestes 102
und damit der MmCdc6p-Export aus dem Zellkern in das Cytoplasma, durch diese Kinase vermittelt
wird. Wahrend CyclinE/Cdk2 eine wichtige Rolle am G1/S-Ubergang spielt, ist CyclinA/Cdk2 wahrend
der S-Phase aktiv. Dies deutet darauf hin, dass MmCdc6p wahrend der S-Phase exportiert wird. Da
mit Immunfluoreszenz-Analysen gezeigt werden konnte, dass endogenes MmCdc6p wahrend der S-
Phase in Replikationsfoci lokalisiert ist, kann demnach nur eine Fraktion von MmCdc6p in der S-
Phase CyclinA/Cdk2-vermittelt exportiert werden. Die Funktion dieses partiellen Exports bleibt zu
klaren. Denkbar ware, dass dadurch eine Re-Replikation im selben Zellzyklus verhindert wird. So
kénnte nach erfolgter Initiation der DNA-Replikation freies ungebundenes MmCdc6p exportiert
werden, um eine erneute verfrihte pra-RC-Assemblierung zu verhindern, wahrend das in
Replikationsfoci lokalisiete MmCdc6p unphosphoryliert fest an Stellen aktiver DNA-Synthese
gebunden bleibt.

5.3 EINFLUSS DER MUTATION DES WALKER A-MOTIVS AUF LOKALISATION UND MOBILITAT VON
MmCDC6-EGFP IN vivo

Alle Mitglieder der Cdc6/Cdc18-Familie enthalten eine putative Purin-Nukleosidtriphosphat-
Bindungsstelle, bestehend aus dem Walker A- und Walker B-Motiv (Walker et al. 1982). Das Walker
A-Motiv ist fur die ATP-Bindung essentiell, da es mit dem Triphosphat-Rest des ATPs interagiert. Die
Mutante MMCDC6-K237E-EGFP, bei der das Walker A-Motiv durch Substitution des konservierten
Lysinrestes 237 gegen einen Glutaminsdurerest mutiert wurde, war nicht in Replikationsfoci lokalisiert.
Das Fusionsprotein war diffus in Zellkern und Cytoplasma verteilt und wies damit die gleiche
Lokalisation wie der Wildtyp MmCDC6-EGFP in der G1-Phase auf. In S. pombe fiihrt die Mutation des
Walker A-Motivs von SpCdc18p zu Defekten beim Eintritt in die S-Phase (DeRyckere et al. 1999, Liu
et al. 2000). Die Mikroinjektion einer humanen Cdc6p-Walker A-Mutante wahrend der G1-Phase flihrt
zur Blockierung der DNA-Replikation, bei Injektion in der S-Phase wird das Fortschreiten der DNA-
Replikation allerdings nicht beeintrachtigt. Dies deutet auf eine essentielle Funktion der ATP-Bindung
an Cdc6p bei der Initiation der DNA-Replikation hin. Somit kdnnte die diffuse Verteilung von MmCdc6-
K237E-EGFP in LTK-Zellen auf eine Arretierung der transfizierten Zellen in der G1-Phase aufgrund
verhinderter ATP-Bindung an MmCDC6-K237E-EGFP hindeuten. Eine FACS-Messung zur
Uberpriifung dieser Annahme war aufgrund der geringen Transfektionsrate nicht méglich. Die Mobilitat
von MmCDCG6-K237E-EGFP war im Vergleich zum Wildtyp MmCDC6-EGFP verringert.
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Untersuchungen haben gezeigt, dass die Assoziation des humanen Cdc6-Proteins mit ATP zu einer
Konformationsanderung des Proteins fiihrt, ahnlich wie fir andere ATP-bindende Proteine
beschrieben (Herbig et al.1999). Diese Konformationsanderung von MmCDCG6-EGFP koénnte ein
Grund fiir die im Vergleich zu der MmCDC6-K237E-EGFP-Mutante erhdhte Mobilitat von MmCDC6-
EGFP sein. Denkbar ware, dass durch ATP-induzierte Konformationsdnderung die Bindung von
MmCDCG6-EGFP an weitere Proteine aufgehoben wird, resultierend in einer erhéhten Mobilitét des

Fusionsproteins.

5.4 UNTERSUCHUNG DES CHROMATIN-ACETYLIERUNGSSTATUS IN REPLIKATIONSFOCI MURINER LTK'-
ZELLEN

Die Modulation der Chromatinstruktur ist fir die Regulation grundlegender zellularer Prozesse, wie
z.B. Transkription und Replikation, essentiell (Cheung et al. 2000, Strahl und Allis 2000). Die
Zuganglichkeit der Origin-DNA fiir Replikationsfaktoren wird durch die Chromatinstruktur beeinflusst.
Die reversible Acetylierung der Histone spielt bei der Regulation der Kompaktheit des Chromatins eine
wichtige Rolle (Tse et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass reversible Histon-Acetylierung fir die
Transkription essentiell ist. Die Acetylierung der Histone vermittlet die Aktivierung von Genen,
wahrend Histon-Deacetylierung zu deren Inaktivierung fiihrt (Kornberg und Lorch 1999).

In dieser Arbeit konnte mit Immunfluoreszenz-Analysen und FRAP- und FLIP-Studien gezeigt werden,
dass DNA-Replikation an nicht-acetylietem Chromatin erfolgt. Da die Replikationsfoci bei den
Immunfluoreszenz-Analysen durch MmCDCG6-EGFP, anti-PCNA-Antikérper und Digoxigenin-dUMP-
Einbau visualisiert wurden, kann eine dadurch bedingte behinderte Zuganglichkeit der anti-acetyl-
lysine und anti-acetyl-histon H3 (Lys14)-Antikérper zum Chromatin in Replikationsfoci vernachlassigt
werden. FRAP- und FLIP- Messungen des in Replikationsfoci lokalisierten MMCDC6-EGFP-Pools mit
und ohne Trichostatin A-Inkubation bestatigten dieses Ergebnis: Chromatin in Replikationsfoci, d.h. an
Stellen aktiver DNA-Synthese, ist nicht acetyliert. Demnach spielt Histon-Acetylierung bei der
Elongation der DNA-Replikation, im Gegensatz zur Transkription, keine Rolle.

Es konnte aber gezeigt werden, dass die Mobilitdt von MmCDCG6-EGFP in der G1-Phase, d.h. zu dem
Zeitpunkt der préa-RC-Assemblierung, durch Hyperacetylierung nach TSA-Behandlung verringert wird.
Dies impliziert, dass reversible Histon-Acetylierung in dieser Phase eine Rolle beim Aufbau des pra-
RC spielt. Untersuchungen in S. cerevisiae zeigten, dass durch Histon-Acetylierung/Deacetylierung
der Zeitpunkt der Origin-Aktivierung in vivo reguliert wird (Vogelauer et al. 2002). Die Depletion der
Histon-Deacetylase RPD3 flihrt zu einer friiheren Aktivierung der Origins und zu einem friheren
Binden des Initiatiosfaktors ScCdc45p an Origin-DNA. Die Acetylierung des ,spaten Origins“ ARS1412
durch die Acetyltransferase Gcnbp resultiert ebenfalls in einer friheren Aktivierung dieses Origins.
Demnach begunstigt Histon-Acetylierung die Aktivierung von Replikationsorigins. Diese Annahme wird
durch die Interaktion der Histon-Acetylase HBO1 mit Orc1p und Mcm2p des pra-RC bestarkt (lizuka
und Stillman 1999, Burke et al. 2001). Die beobachtete verringerte Mobilitdt von MmCDC6-EGFP
nach TSA-induzierter Chromatin-Hyperacetylierung koénnte daher durch eine dadurch bedingte
verstarkte Bindung von MmMCDCG6-EGFP an Origin-DNA bewirkt worden sein. Takei et al. (2002)
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zeigten, dass die MCM3-Acetylase MCM3AP die Initiation der DNA-Replikation durch Interaktion mit
Mcm3p inhibiert, jedoch keinen Einfluss auf die Elongation hat. Auch diese Befunde konnten mit den
Mobiltatsmessungen bestatigt werden. Demnach spielt die Modulation der Chromatin-Struktur durch
reversible Histon-Acetylierung bei der Initiation der DNA-Replikation eine Rolle, nicht aber in der

Elongationsphase.

5.5 ANALYSE DER SUBZELLUAREN LOKALISATION DER UNTEREINHEITEN DES MURINEN ORC-
KOMPLEXES IN VIVO

Der hexamere ORC-Komplex bildet an den Origins der DNA-Replikation eine Landeplattform fir
weitere Initiationsfaktoren zur Ausbildung des pra-RC aus (Kelly und Brown 2000, Bell und Dutta
2002). Es gibt Hinweise darauf, dass die Untereinheiten des ORC-Komplexes an weiteren zellularen
Prozessen, wie z.B. dem transkriptionellen Silencing, der Heterochromatin-Ausbildung und der
Chromosomen-Segregation und Cytokinese beteiligt sind (Bell 2002, Prasanth et al. 2002). Mit dieser
Arbeit konnten durch Lokalisations- und Mobilitatsstudien der ORC-Untereinheiten in vivo Hinweise
auf weitere Funktionen des murinen ORC-Komplexes auflerhalb der DNA-Replikation erlangt werden.
In Sauger-Zellen bleibt die zellulare Konzentration und die Chromatin-gebundene Menge von Orc2p-
Orc6p im Zellzyklus konstant (dePamphilis 2003). Die Untereinheit Orc1p nimmt durch Regulation der
ORC-Aktivitat eine Sonderstellung ein.

Das Fusionsprotein MmMORC1-EGFP war in groRen kugelférmigen Strukturen im Zellkern lokalisiert.
Immunnfluoreszenz-Analysen zeigten, dass MmORC1-EGFP nicht in der dichten fibrillaren
Komponente (DFCs) der Nucleoli lokalisiert war. Das Fusionsprotein scheint allerdings sehr eng mit
diesem Protein assoziiert zu sein, da die kugelformige MmORC1-EGFP-Akkumulation immer
benachbart der DFCs lokalisiert war. Auffallend war, dass die Anzahl der Nucleoli in transfizierten
Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen um das Doppelte erhéht war. Dies deutet darauf hin,
dass die Uberexpression von MmORC1-EGFP zur Segregation der Nucleoli in die granuldre (GC) und
die dichte fibrillare Komponente (DFC) flhrt. Da ahnliche Wirkungen nur nach Behandlung von Zellen
mit Transkriptionshemmern wie Actinomycin K oder Lycobetain beobachtet werden (Hadjiolov 1985,
Reimer et al. 1986), kénnte dies ein Indiz fir eine Funktion von MmOrc1p in Nucleoli sein. Da Orc1p
nach der Initiation der DNA-Replikation vom Chromatin dissoziiert (Ladenburger et al. 2002) ware
diese zusatzliche Funktion durchaus denkbar.

Das Fusionsprotein MMORC2-EGFP war als einzige der untersuchten Untereinheiten des murinen
ORC-Komplexes in allen transfizierten Zellen diffus in Zellkern und Cytoplasma verteilt. Da das EGFP-
ORC2-Fusionsprotein, bei dem ORC2p mit dem N-Terminus von EGFP fusioniert wurde, Zellzyklus-
abhangig wahrend der S-Phase in distinkten nucledren Foci lokalisiert ist (N. Brand, Diplomarbeit),
kann vermutet werden, dass die EGFP-Fusion die subzelluldre Lokalisation von MmORC2-EGFP
behindert hat. Diese Annahme wird durch die Beobachtung bestarkt, dass mit dem EGFP-MmORC2-
Fusionsprotein die fir humanes Orc2p beschriebene Lokalisation am Centrosom (Stillman 2003)

bestatigt werden konnte (N. Brand, Diplomarbeit).
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MmORC3-EGFP war in allen untersuchten Zellen im Zellkern lokalisiert. Da MmOrc3p am N-Terminus
eine NLS besitzt (Springer et al. 1999), kann davon ausgegangen werden, dass die Fusion des
Proteins mit EGFP den Kernimport des Fusionsproteins nicht behindert. Mit Immunfluoreszenz-
Studien konnte gezeigt werden, dass MmORC3-EGFP mit PML nuclear bodies (PML-NBs)
colokalisiert ist. Seit der Beobachtung, dass Proteine, wie der Tumor-Supressor BRCA1, nur in PML-
NBs lokalisiert sind, wenn diese Uberexprimiert werden, wird fur die PML-NBs eine Funktion als
Speicherdepot flr Kernproteine postuliert, das moglicherweise die Menge aktiver Proteine im Zellkern
reguliert (Sternsdorf et al. 1997, Maul et al. 1998). Proteine, die in den PML-NBs akkumuliert sind, um
die intrazelludre Proteinmenge konstant zu halten, zeigen in dieser Substruktur eine kontinuierliche
Bewegung in die PML-NBs hinein und aus ihnen heraus, um auf Schwankungen ihrer nuclearen
Konzentration antworten zu kénnen. Wahrend das CREB-binding protein (CBP) eine hohe Mobilitat in
PML-NBs aufweist, konnte fir das PML-Protein und fiir Sp100 eine geringe Mobilitdt innerhalb der
PML-NBs nachgewiesen werden. Man folgert daraus, dass die Proteine PML und Sp100 entweder
eine strukturelle Funktion in PML-NBs austben, beispielsweise durch Verankerung von CBP in dieser
Struktur oder dass sie alternativ als Bestandteile der PML-NBs in dieser Kernstruktur spezifische
Funktionen wahrnehmen (Boisvert et al. 2001, Dundr und Mistelli 2001). FRAP-Studien zeigten, dass
MmORC3-EGFP, ahnlich wie PML und Sp100, immobil in PML-NBs gebunden ist. Der Anteil der
mobilen Fraktion betragt lediglich ~15-18 %. Dies deutet darauf hin, dass auch MmOrc3p eine
spezifische, noch unbekannte Aufgabe in PML-NBs wahrnimmt. Durch die mit FRAP gemessene
Immobilitit des Fusionsproteins in PML-NBs, kann daher eine durch Uberexpression bedingte
Lokalisation von MmORC3-EGFP in dieser Substruktur ausgeschlossen werden.

Die Fusionsproteine MmORC4-EGFP und MMORC5-EGFP waren in Immunfluoreszenz-Studien mit
dem Centrosom colokalisiert. Diese Lokalisation konnte aber nur bei einem Teil der transfizierten
Zellen beobachtet werden. Eine durch die Uberexpression der Fusionsproteine bedingte centrosomale
Lokalisation von MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP kann somit ausgeschlossen werden. Vielmehr
deutet dies darauf hin, dass die Lokalisation am Centrosom Zellzyklus-abhangig erfolgte. FRAP-
Studien belegen zudem eine starke Assoziation der Fusionsproteine mit dem Centrosom. Dies ist ein
weiteres Indiz daflr, dass diese Bindung von MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP nicht
unspezifisch durch Uberexpression erfolgte. Die Lokalisation der Untereinheiten des ORC-Komplexes
am Centrosom scheint evolutionar konserviert zu sein, da endogenes Orc2p auch beim Menschen am
Centrosom lokalisiert ist (Stillman 2003). Untersuchungen zeigten, dass humanes Orc6p, neben
seiner essentiellen Funktion bei der Initiation der DNA-Replikation, eine zusatzliche Funktion in der
Mitose austibt (Prasanth et al. 2002). Humanes Orc6p ist wahrend der Mitose an den Kinetochoren
und in retikular-ahnlichen Strukturen um das Chromatin lokalisiert. Eine ahnliche Verteilung in
retikularen Strukturen konnten auch fir DmOrc6p in D. melanogaster gezeigt werden (Chesnokov et
al. 2001). HsOrc6p ist vor der Zellteilung am Midbody akkumuliert. Die Inhibition der HsORCG6-
Expression durch spezifische siRNA fiihrte zu Defekten in der DNA-Replikation und in der Mitose
(Prasnath et al. 2002), wie z.B. der Ausbildung von multipolaren Spindeln und dem Entstehen von
Zellen mit mehreren Zellkernen. Dies deutet darauf hin, dass HsOrc6p fiir die Segregation der
Chromosomen und die Cytokinese essentiell ist. Auch murines Cdc6p ist in der Mitose mit dem

Spindel-Apparat assoziiert (lllenye und Heintz 2004). Diese Ergebnisse zusammen mit der in dieser
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Arbeit gezeigten centrosomalen Lokalisation von MmORC4-EGFP und MmORC5-EGFP sind ein Indiz
daflr, dass zahlreiche Proteine des pra-RC mit dem Centrosom assoziiert sind und dort eine Funktion
austben. Die Lokalisation der Fusionsproteine MmOrc1p, MmOrc2p, MmOrc3p, MmOrc4p und
MmOrc5p, die mit dem C-Terminus von EGFP fusioniert wurden, am Centrosom (N. Brand,
Diplomarbeit) zusammen mit der Beobachtung dass auch die meisten EGFP-Fusionsproteine der
Untereinheiten des murinen MCM-Komplexes Centrosom-assoziiert sind (A. Stlirmer, Dissertation)
bestatigen diese Annahme. Das Centrosom wird mit Eintritt der Zellen in die S-Phase dupliziert
(Meraldi und Nigg 2002). Interessanterweise waren MmMORC4-EGFP und MmORCS5-EGFP nur mit
einem der beiden Tochter-Centrosomen assoziiert. Die Funktion der in dieser Struktur lokalisierten
Replikationsproteine ist noch unbekannt.

MmORCG6-EGFP war im Zellkern in gro3en runden Strukturen akkumuliert. Der optische Vergleich der
Strukturen mit den Nucleoli im Phasenkontrastbild, deutete auf eine Lokalisation des Fusionsproteins
in Nucleoli hin. Immunfluoreszenz-Analysen zeigten, dass endogenes MmOrc6p in LTK-Zellen die
gleiche Lokalisation aufweist. Dies impliziert, dass MmOrc6p, neben seiner essentiellen Funktion bei
der Initiation der DNA-Replikation, der Chromosomen-Segregation und Cytokinese, eine weitere
Funktion im Nucleolus austiibt. Diese Annahme wird auch dadurch gestiitzt, dass mit BRET-Studien
gezeigt werden konnte, dass MmOrc6p mit dem murinen Transkriptions-Terminationsfaktor TTF-I, der
die Termination der Transkription ribosomaler Gene durch die RNA-Polymerase | vermittelt, in vivo
interagiert. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass der Nucleolus als subnucleéres Speicherdepot
fungiert. So konnten zahlreiche Proteine im Nucleolus identifiziert werden, die offensichtlich keine
Funktion bei der Ribosomen-Assemblierung ausiben. Das HIV-1 Rev-Protein ist im Nucleolus
lokalisiert (Hope 1999). Es wird angenommen, dass die nucleoldre Lokalisation dieses Proteins fur die
Aufrecherhaltung einer konstanten Menge des Rev-Proteins in der Zelle und fir dessen Schutz vor
Abbau wichtig ist (Dundr et al. 1995). Rev rekrutiert die Nucleoporine Nup98, Nup214 und den Kern-
Export-Faktor hCRM1 im Nucleolus (Zolotukhin und Felber 1999). Es wird vermutet, dass die
Assemblierung des Rev-hCRM1-Nucleoporin-Komplexes im Nucleolus erfolgt und zum Kern-Export
von Rev fiihrt. Demnach stellt der Nucleolus ein Speicherdepot fir den Protein-Export dar. Chesnokov
et al. (2001) zeigten, dass in D. melanogaster ein Uberschuss von DmOrc6p vorliegt. ~50% der
exprimierten DmOrc6p-Menge ist am Aufbau des pra-RC nicht beteiligt. Somit ware es denkbar, dass
dieser fir die DNA-Replikation nicht bendtigte Orc6p-Pool in Nucleoli gespeichert wird oder zur

Vermittlung des Orc6p-Kernexports dort lokalisiert ist.

5.6 ANALYSE DER SUBZELLUAREN LOKALISATION VON MMCDc45P, DNA-LIGASE | UND PCNA IN vivo

Das ,proliferating cell nuclear antigen” (PCNA) und DNA-Ligase | sind wahrend der S-Phase in
Replikationsfoci lokalisiert. Wahrend PCNA als homotrimerer Komplex eine Ringklemme um die DNA
ausbildet und als Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase & bei der DNA-Replikation dient (Hibscher
et al. 1996, Jonsson und Hibscher 1997, Kelman 1997), schlielft die DNA-Ligase | nach dem
Auffilllen der Licken zwischen den Okazaki-Fragmenten, die bei der Synthese des Folgestrangs
entstehen, das Phosphatriickgrat der DNA (Montecucco et al. 1995). Die N- und C-terminalen EGFP-
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Fusionsproteine von DNA-Ligase | und PCNA waren im Zellkern akkumuliert, eine Lokalisation in
Replikationsfoci war aber nicht nachweisbar. Da fir die entsprechenden humanen EGFP-
Fusionsproteine die Lokalisation in Replikationsfoci gezeigt wurde (Leonhardt et al. 2000, Levin et al.
2000), kann gefolgert werden, dass die Lokalisation der murinen Fusionsproteine in Replikationsfoci
durch die Fusion mit EGFP behindert wurde. Eine Anderung der Linker-Ldnge zwischen Protein und
EGFP konnte Abhilfe schaffen. So gelang es Leonhardt et al. (2000) durch Fusion von EGFP mit dem
N-Terminus von PCNA unter Verwendung eines langen Glycin-reichen Linkers, zur Erhdhung der
Flexibilitdt und Hydrophilie, und damit der Oberflachen-Wahrscheinlichkeit von EGFP im gefalteten
Fusionsprotein, ein EGFP-PCNA-Fusionsprotein in C2C12-Zellen zu exprimieren, das in
Replikationsfoci lokalisiert war. Da der EGFP-Tag mit einer Molmasse ~26 kDa fast dieselbe
Molmasse wie murines PCNA (~29 kDa) besitzt, und zur Ausbildung eines funktionellen homotrimeren
PCNA-Komplexes drei PCNA-Fusionsproteine miteinander interagieren mussen, kommt der
Linkerlange in diesem Fall besondere Bedeutung zu. Der stérende Einfluss des EGFP-Tags auf die
Lokalisation der DNA-Ligase | musste im Vergleich zu PCNA-EGFP-Fusionsproteinen verringert sein,
da die DNA-Ligase | mit einer Molmasse von ~100 kDa wesentlich ,groRer als EGFP ist. Fir
zukunftige Lokalisationsstudien ist es auch in diesem Fall empfehlenwert, die Linkerlange zu variieren.
Das Protein Cdc45p ist fir das Laden der DNA-Polymerase a auf das Chromatin essentiell (Mimura
und Takisawa 1998). In S.cerevisiae bindet ScCdc45p bei Abwesenheit von aktivem ScCdc6p und
ScMcm2p nicht an Chromatin. Da Cdc6p zusammen mit Cdt1p das Laden des MCM-Komplexes auf
das Chromatin vermittelt und Cdc45p mit dem MCM-Komplex physikalisch interagiert, muss die
Cdc45p-Chromatin-Bindung nach dem Laden des MCM-Komplexes erfolgen (Aparicio et al. 1997,
Mimura und Takisawa 1998, Zou und Stillman 1998). MmMCDC45-EGFP war im Zellkern lokalisiert, die
Nucleoli waren ausgespart. Zum Teil war das Fusionsprotein in distinkten Strukturen im Kern
akkumuliert. Die Interaktion von Cdc45p mit DNA-Polymerase-a, RPA und dem MCM-Komplex
impliziert eine Funktion von Cdc45p an der Replikationsgabel. ScCdc45p-Mutanten weisen Defekte
bei der Initiation der DNA-Replikation und dem Fortschreiten der Replikationsgabeln bei nicht-
permissiver Temperatur auf (Tercero et al. 2000). Untersuchungen in S. cervisiae deuten darauf hin,
dass ScCdc45p mit den DNA-Polymerasen an der Replikationsgabel colokalisiert ist (Aparicio et al.
1999). Die Lokalisation des MmCDC45-EGFP-Fusionsproteins an Stellen aktiver DNA-Synthese , d.h.
in Replikationsfoci, konnte nicht nachgewiesen werden. Da eine derartige Lokalisation auch in
anderen hdheren Eukaryonten bisher noch nicht beobachtet wurde, ist es denkbar, dass sich die
subzellulare Lokalisation von Cdc45p in Hefen und héheren Eukaryonten unterscheidet. Da, wie oben
beschrieben, die Linkerlange von Fusionsproteinen eine wichtige Rolle bei deren subzellularen
Lokalisation spielt, kann eine durch den EGFP-Tag bedingte Behinderung der Lokalisation von

MmCDCA45-EGFP in Replikationsfoci nicht ausgeschlossen werden.
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5.7 ANALYSE DER SUBSTRATSPEZIFITAT UND DER CYCLIN/CDK-ABHANGIGEN PHOSPHORYLIERUNG DES
MURINEN CDC7P/DBF4P-KINASE-KOMPLEXES

Die Kinase-Aktivitat der Serin/Threonin-Protein-Kinase Cdc7p/Dbf4p ist fir die Initiation der DNA-
Replikation essentiell (Hartwell et al. 1973). Die Expression der katalytischen Untereinheit Cdc7p ist
wahrend des Zellzyklus relativ konstant (Sato et al. 1997). Die Cdc7p-Kinaseaktivitat, die sowohl in
Hefe, als auch in Saugern Zellzyklus-abhangig reguliert wird, korrespondiert mit der Menge der
regulatorischen Untereinheit Dbf4. Sie steigt am G1/S-Ubergang stark an, bleibt wahrend der
gesamten S-Phase auf diesem hohen Level und nimmt in der G2-Phase wieder ab (Jackson et al.
1993, Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999, Brown et al. 1999). Untersuchungen deuten darauf
hin, dass Mcm2p das wichtigste physiologische Substrat der Cdc7p/Dbf4p-Kinase in allen bisher
untersuchten eukaryontischen Zellen ist (Lei et al. 1997).

Mit den in dieser Arbeit durchgeflhrten Kinase-Assays konnte ein Beitrag zur Identifizierung weiterer
physiologischer Substrate des murinen Cdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplexes geleistet werden.

Neben der Interaktion von Cdc7p mit der regulatorischen Untereinheit Dbf4p, ist die Phosphorylierung
von Cdc7p fir die Aktivitat des Cdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplexes essentiell (Buck et al. 1991, Yoon et
al. 1993). Daher wurde der rekombinante MmCdc7p/Dbf4p-Komplex aus Sf9-Zellen aufgereinigt, da in
eukaryontischen Zellen posttranslationale Modifikationen von Proteinen wie z.B. Phosphorylierung
erfolgen. Mit getrennter Expression und Aufreinigung von MmCdc7p und MmDbf4p aus Sf9-Zellen
gelang es nicht, einen Kinase-aktiven rekombinanten MmCdc7p/Dbf4p-Komplex herzustellen. Bei
Coexpression beider Untereinheiten in Sf9-Zellen konnte hingegen ein aktiver MmCdc7p/Dbf4p-
Kinase-Komplex aufgereinigt werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Coexpression von
MmCdc7p und MmDbf4p flr die Interaktion der beiden Untereinheiten nétig ist. Die beiden getrennt
exprimierten und aufgereinigten Untereinheiten wurden vor dem Kinase-Assay zusammen inkubiert,
um eine Interaktion zu ermdglichen. Dennoch konnte keine Kinase-Aktivitat flir den Komplex
nachgewiesen werden. Da beide Proteine in eukaryontischen Sf9-Zellen exprimiert wurden, war die
fur die Aktivitdt des Komplexes nétige Phosphorylierung von MmCdc7p und MmDbf4p gewahrleistet.
Es kann daher gefolgert werden, dass die getrennt exprimierten Untereinheiten keinen
MmCdc7p/Dbf4p-Komplex ausgebildet hatten. Auch der humane Cdc7p/Dbf4p-Komplex weist bei
getrennter Expression keine Kinase-Aktivitat auf. Wie in dieser Arbeit fir den murinen Komplex
gezeigt, ist die Coexpression von HsCdc7p und HsDbf4p in Sf9-Zellen nétig (Kumagai et al. 1999).
Der in den Kinase-Assays eingesetzte murine Cdc7p/Dbf4p-Komplex zeigte
Autophosphorylierungsaktivitdt. Es konnte gezeigt werden, dass beide Untereinheiten in vitro
autophosphoryliert wurden. Diese Eigenschaft ist auch fir die Cdc7p/Dbf4-Kinase-Komplexe anderer
Spezies beschrieben worden (Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999). In S. pombe konnte mit
Phospho-Aminosaure-Kartierungen gezeigt werden, dass Hsk1p mehrere Serin- und Threonin-Reste
seiner assoziierten regulatorischen Untereinheit Dfp1p phosphoryliert (Kumagai et al. 1999, Takeda et
al. 1999). Die physiologische Bedeutung dieser Modifikation ist noch unbekannt. In anbetracht der
Notwendigkeit der Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten von Cdc7p und Dbf4p fur die
Aktivierung des Kinase-Komplexes ist es sehr wahrscheinlich, dass die Autophosphorylierung der

beidenn Untereinheiten dazu einen wesentlichen Beitrag leistet. Untersuchungen haben gezeigt, dass
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die Phosphorylierung von Cdc7p/Dbf4p durch Cyclin/Cdk-Kinase-Komplexe fir die Aktivitat von
Cdc7p/Dbf4p essentiell ist. Humanes Cdc7p enthalt vier Cdk-Konsensussequenzen. Die Mutation des
Threoninrestes 367 der Cdk-Konsensussequenz zu einem nicht-phosphorylierbaren Alaninrest fihrt
zu einem HsCdc7p/Dbf4p-Komplex mit stark verminderter Kinaseaktivitat. Dies deutet darauf hin, dass
die Kinaseaktivitdt von HsCdc7p/Dbf4p durch Phosphorylierung dieses Threoninrestes aktiviert wird.
Die Annahme wird dadurch bestarkt, dass Cdk2/CyclinE, Cdk2/CyclinA und Cdc2/CyclinB den
Threoninrest 367 in vitro phosphorylieren (Masai et al. 2000). Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Phosphopeptid-Kartierungen konnte gezeigt werden, dass die murine Serin/Threonin-Protein-Kinase
Cdc7p in vitro Cyclin/Cdk-abhangig phosphoryliert wird. Bakteriell exprimiertes, aufgereinigtes
MmCdc7p wurde von gereinigten CyclinA/Cdk2- und CyclinE/Cdk2-Kinase-Komplexen in vitro
phosphoryliert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Aktivitit von MmCdc7p/Dbf4p Uber die
Phosphorylierung durch diese beiden Cyclin/Cdk-Komplexe reguliert wird. Mit den Phosphopeptid-
Kartierungen konnte gezeigt werden, dass MmCdc7p von CyclinE/Cdk2 an zwei Stellen und von
CyclinA/Cdk2 an einer Stelle phosphoryliert wird. Da CyclinE/Cdk2 am G1/S-Ubergang aktiv ist und
CyclinA/Cdk2 wahrend der gesamten S-Phase Aktivitat aufweist, kann gefolgert werden, dass die
Cyclin/Cdk-abhangige Phosphorylierung von MmCdc7p fiir dessen Funktion bei der Initiaition der
DNA-Replikation und wahrend der S-Phase eine wichtige Rolle spielt. Somit scheint die
Phosphorylierung potentieller Substrate, wie z.B Mcm2p am G1/S-Ubergang (Lei et al. 1997), und die
Aktivierung sog. ,spater Origins® wahrend der S-Phase (Bousset und Diffley 1999)  durch
Cdc7p/Dbf4p Cyclin/Cdk-reguliert zu sein. Mit dem virtuellen Computerprogramm PhosPepSort V. 2.0,
das das Migrationsverhalten der Cdk-Konsensussequenzen tragenden tryptischen MmCdc7p-Peptide
simulierte, konnten die in den Phosphopeptid-Kartierungen nachgewiesenen Phosphorylierungen von
MmCdc7p durch CyclinE/Cdk2 und CyclinA/Cdk2 , einzelnen Serin- und Threoninresten der vier
murinen reduzierten Cdk-Konsensussequenzen zugeordnet werden. Demnach phosphoryliert
CyclinA/Cdk2 MmCdc7p an dem Serinrest 294, wahrend CyclinE/Cdk2 MmCdc7p am Threoninrest
245 und an einem weiteren Threoninrest 367 oder 463 phosphoryliert, der mit der Simulation nicht
eindeutig zugeordnet werden konnte. Da humanes Cdc7p an dem zum murinen Threoninrest 367
homologen Threoninrest 367 Cyclin/Cdk-abhangig in vitro phosphoryliert wird (Masai et al. 2000), ist
es sehr wahrscheinlich, dass MmCdc7p von CyclinE/Cdk2 am Threoninrest 367 phosphoryliert wurde.
Dieser Threoninrest ist in den verschiedenen Spezies hoch konserviert. Die Phosphorylierung des
homolgen Threoninrestes 281 in ScCdc7p ist fir die Aktivitat fir ScCdc7p/Dbf4p essentiell, da eine
Mutation dieses Threoninrestes zu einem nicht-phosphorylierbaren Alanin-Rest in stark reduzierter
Kinaseaktivitat des Komplexes resultiert (Buck et al. 1991). Die Phosphorylierung des homologen
murinen Threoninrestes 367 durch den am G1/S-Ubergang aktiven CyclinE/Cdk2-Komplex deutet
darauf hin, dass die murine Cdc7p/Dbf4p-Kinase in dieser Phase CyclinE/Cdk2-vermittlet aktiviert
wird. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass die Kinase-Aktivitat von Cdc7p/Dbf4p am G1/S-
Ubergang stark ansteigt. (Jackson et al. 1993, Kumagai et al. 1999, Takeda et al. 1999, Brown et al.
1999).

Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Kinase-Assays konnte erstmals gezeigt werden, dass neben
Mcm2p, Mcm4p, Mcm6p und Mcm7p (Lei et al. 1997, Masai et al. 2000) weitere Initiationsfaktoren der

DNA-Replikation in vitro Substrate der murinen Cdc7p/Dbf4p-Proteinkinase darstellen. Es ist daher
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sehr wahrscheinlich, dass diese Substrate auch in vivo von MmCdc7p/Dbf4p phosphoryliert werden
und dass diese Phosphorylierung bei der Initiatiton der DNA-Replikation eine wichtige Rolle spielt. Der
murine Cdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplex phosphorylierte die beiden Untereinheiten MmOrc2p und
MmOrc6p des murinen hexameren ORC-Komplexes und das Replikationsprotein MmCdc45p. Die
Bedeutung der Phosphorylierung dieser Initiationsfaktoren ist noch unbekannt. Denkbar ware, dass
eine dadurch bedingte Konformationsanderung der Replikationsproteine zur Initiation der DNA-
Replikation beitragt.

In Immunprazipitations-Assays mit anti-MmDbf4-Antikdrpern konnten sowohl MmOrc2p, als auch
MmOrc6p in G1-, G1/S-, S- und Mitose-arretierten FM3A-Zellextrakten coimmunoprazipitiert werden
(Kneissl et al. 2003). Dieses Resultat deutet darauf hin, dass MmOrc2p und MmOrc6p auch in vivo
Substrate des murinen Cdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplexes sind. Two-Hybrid-Untersuchungen ergaben,
dass MmDbf4p mit MmOrc2p und MmOrc6p interagiert, wahrend fir MmCdc7p eine Interaktion mit
MmOrc6p nachgewiesen werden konnte (Kneissl et al. 2003). Mit Depletions-Versuchungen konnte
gezeigt werden, dass neben Cyclin/Cdk-Komplexen auch Cdc7p fur das Laden von Cdc45p auf das
Chromatin nétig ist (Jares und Blow 2000, Walter und Newport 2000, Zou und Stillman 2000). Somit
ist es denkbar, dass die Chromatin-Assoziation von Cdc45p durch Phosphorylierung durch
Cdc7p/Dbf4p vermittelt wird. Die Phosphorylierung von Mcm2p durch MmCdc7p/Dbf4p konnte in
dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Dies ist umso verwunderlicher, da Mcm2p sowohl in
Saugern als auch in Xenopus-Eiextrakten Cdc7p/Dbf4p-abhangig phosphoryliert wird (Jares und Blow
2000). Der humane Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex phosphoryliert sowohl freies HsMcm2p als auch den
HsMcm2-4-6-7-Komplex in vitro. HsMcm4p und HsMcm6p im HsMcm?2-4-6-7-Komplex werden
wesentlich schwacher als HsMcm2p phosphoryliert (Masai et al. 2000). Die schwache
Phosphorylierung von HsMcm6p konnte in den durchgefiihrten Kinase-Assays auch fir MmMcm6p
bestatigt werden. Die eingesetzten potentiellen Substrate wurden bakteriell exprimiert. Da in
Prokaryonten keine posttranslationale = Phosphorylierung der Proteine erfolgt, wurden
dephosphorylierte Substrate verwendet. In Versuchen konnte gezeigt werden, dass die
Dephosphorylierung von Mcm2p vor dem Kinase-Assay dazu fihrt, dass es nicht mehr von dem
Cdc7p/Dbf4p-Kinasekomplex in vitro phosphoryliert werden kann (Kihara et al. 2000, Masai et al.
2000). Dies deutet darauf hin, dass eine Vorphosphorylierung des Mcm2p-Substrats fur die Target-
Site-Erkennung des Cdc7p/Dbf4p-Kinase-Komplexes nétig ist. Die Effizienz der Mcm2p-
Phosphorylierung durch Cdc7p/Dbf4p wird durch Vorphosphorylierung des Mcm2p-Substrats mit
CyclinA/Cdk2 in vitro stark erhoht. Dies gelingt allerdings nicht mit freiem Mcm2p, sondern nur im
Komplex Mcm2-4-6-7 (Masai et al. 2000). Somit ist es fir zukiinftige Kinase-Assays ratsam,
MmMcm2p eukaryontisch in Sf9-Zellen zu exprimieren und durch Coexpression einen rekombinanten

MmMcm2-4-6-7-Komplex aufzureinigen.
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5.8  ANALYSE DER SUBSTRATSPEZIFITAT DER MURINEN ,,POLO-LIKE KINASE 1 (MMPLK1) UND DEREN
BEDEUTUNG FUR DIE INITIATION DER DNA-REPLIKATION

Die ,polo-like kinases* (Plks) sind Serin/Threonin-Protein-Kinasen, die fur das Durchlaufen der Mitose
und der Cytokinese essentiell sind (Glover et al. 1998). Charakteristisch flr die Familie der ,polo-like
kinases“ ist das Vorkommen eines kurzen Sequenzmotivs, der sogenannten ,Polo-Box-Domain®
(PBD) im nicht-katalytischen C-terminalen Bereich (Lee et al. 1998). Es gibt zahlreiche Hinweise
darauf, dass Plks neben ihrer bekannten Rolle bei der Centrosomen-Reifung (de Carcer et al. 2001,
do Carmo et al. 2001, Casenghi et al. 2003), der Initiaiton der Anaphase durch Regulation des
.-anaphase promoting complex“ (Glover et al. 1998, Nigg 1998, Donaldson et al. 2001) und der
Cytokinese durch Beteiligung an der Ausbildung und der Positionierung der zentralen Spindel (Neef et
al. 2003) auch Funktionen auBerhalb der Mitose ausliben. So konnten Hardy und Pautz (1996) mit
Two-Hybrid-Assays zeigen, dass in ScCdc5p, die zur murinen Plk1p homologe ,polo-like kinase® in S.
cerevisiae, mit ScDbf4p interagiert. Da Dbf4p die regulatorische Untereinheit der fur die Initiaiton der
DNA-Replikation essentiellen Serin/Threonin-Protein-Kinase Cdc7p ist (Sclafani et al. 1994), wurde
durch dieses Resultat eine Verbindung der Plks mit der Initiation der DNA-Replikation postuliert.
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass cdc5-Mutanten eine genetische Interaktion mit dem mutierten
orc2-Gen aufweisen, das fir eine Untereinheit des ORC-Komplexes codiert. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Kinase-Assays untermauern die Annahme, dass Plks eine Rolle bei der Initiation der
DNA-Replikation spielen. So deuten die Ergebnisse, dass murine Plk1p MmCdc7p und MmOrc2p in
vitro sehr stark und MmMcm3p, MmMcm6p, MmOrc6p und MmCdc45p schwacher phosphoryliert,
darauf hin, dass diese Replikationsfaktoren von MmPIk1p in vivo durch Phosphorylierung modifiziert
werden. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass mit Two-Hybrid-Assays eine Interaktion von
MmPIlk1p mit MmCdc7p, MmOrc2p und MmCdc6p nachgewiesen werden konnte (M. Kneissl,
Dissertation). Da die Kinaseaktivitat der murinen Plk1p auf die Mitose beschrankt ist (Lee et al. 1995),
missen diese Phosphorylierungen in vivo in dieser Phase erfolgen. Der Ubergang von post-
replikativem zu pra-replikativem Initiationskomplex erfolgt in der spaten Mitose, die vollstandige
Assemblierung des pra-RCs hingegen wahrend der G1-Phase. Somit wéare es denkbar, dass
Replikationsfaktoren durch PIk-Aktivitdt in der Mitose phosphoryliert werden, wodurch ihre
subsequentielle Rekrutierung am pra-RC in der G1-Phase ermdglicht wird. Die Beobachtung in dieser
Arbeit, dass endogenes MmCdc7p und MmOrc6p in der Telophase in vivo am Midbody lokalisiert sind,
deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung dieser Proteine an dieser Struktur erfolgen kdnnte.
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass EGFP-Fusionsproteine der Untereinheiten MmOrc4p und
MmOrc5p des murinen ORC-Komplexes am Centrosom lokalisiert sind. Die gleiche Lokalisation war
fur EGFP-Fusionsproteine der Untereinheiten MmOrc1p, MmOrc3p, MmOrc5p (N. Brand,
Diplomarbeit) und mehrere Untereinheiten des murinen MCM-Komplexes (A. Stlirmer, Dissertation)
nachweisbar. Alle bisher bekannten Plks sind in friiher Mitose mit den Spindelpolen assoziiert (Glover
et al. 1998). Sauger-Plks sind von Prophase bis Anaphase an den Centrosomen lokalisiert (Golsteyn
et al. 1995, Lee et al. 1995, Adams et al. 1998, Logarinho und Sunkel 1998, Qian et al. 1998). Somit
kénnten die Untereinheiten des murinen ORC- und MCM-Komplexes in diesem Zeitintervall an den

Centrosomen phosphoryliert werden. Auch fir HsOrc2p konnte die Lokalisation am Centrosom
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nachgewiesen werden (Stillman 2003), fir HsCdc6p wurde die Lokalisation am Spindelapparat
beschrieben (lllenye und Heintz 2004). Ein weiteres Indiz dafir, dass Replikationsfaktoren Substrate
der PIks in vivo darstellen, ist das Vorkommen der Konsensussequenz des Plk-Phosphorylierungs-
Epitops (Nakajima et al. 2003) in der Primarsequenz von MmCdc7p, MmOrc1p, MmOrc2p,
MmCdc45p und MmMcm2p.

Neuere Untersuchungen zeigten, dass Replikationsfaktoren auch wéhrend der Mitose und Cytokinese
Funktionen ausiben. So fihrt die Inhibierung der HsSORCG6-Expression durch spezifische siRNA in
humanen Zellen neben Defekten in der DNA-Replikation auch zu Defekten in Mitose und Cytokinese,
wie z.B. dem Enstehen multipolarer Spindeln und Zellen mit mehreren Zellkernen (Prasnath et al.
2002). Diese Defekte deuten darauf hin, dass HsOrc6p flr die Segregation der Chromosomen und die
Cytokinese essentiell ist. Der Inhibierung der MmMMCM3-Expression in murinen LTK-Zellen fihrt zu
ahnlichen Mitose-Defekten (A. Sturmer, Dissertation). Demnach kdnnte die Phosphorylierung der in
der Mitose an Centrosomen und Midbody lokalisierten Replikationsfaktoren durch Plks auch deren
noch unbekannte Funktion an diesen Strukturen regulieren. Welche Bedeutung die in dieser Arbeit
gezeigte Colokalisation des MmPLK1-DsRed-Fusionsproteins mit MmORC4-EGFP und MmORCS5-
EGFP am Centrosom von Interphase-Zellen hat, bleibt zu klaren. Da die Kinase-Aktivitat der Plks auf
die Mitose beschrankt ist, kann eine Modifikation von MmOrc4p und MmOrc5p durch Phosporylierung

in dieser Phase nicht erfolgen.

5.9 ANALYSE DER DYNAMIK UND DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DES MURINEN TRANSKRIPTIONS-
TERMINATIONSFAKTORS TTF-l IN vivo

Der Transkriptions-Terminationsfaktor TTF-1 vermittelt durch Bindung an spezifische Terminator-
Elemente die Termination der Transkription ribosomaler Gene durch die RNA-Polymerase | (Grummt
et al. 1986a,b). Untersuchungen zeigten, dass die Deletionsmutante MmTTFAN185, der die N-
terminalen 185 Aminosauren fehlen, eine im Vergleich zu MmTTF-I-Wildtyp gesteigerte DNA-
Bindungsaktivitat aufweist (Smid et al. 1992, Sander et al. 1996). Mit FRAP-Messungen konnte dieser
Befund in vivo bestatigt werden. Die Mobilitdt des Fusionsproteins EGFP-MmTTFAN185 war
gegeniber EGFP-MmTTF-I-EGFP in Nucleoli stark erhéht. Wahrend die Fluoreszenz-Erholung des
Wildtyps erst nach 150-200 s ein Plateau erreichte, war diese Erholung bei EGFP-MmTTFAN185
schon nach 15-20 s erreicht. Demnach fihrt die Deletion der N-terminalen 185 Aminosauren zu einer
um den Faktor 10 erhohten Mobilitat von MMTTFAN185. Da friihere Untersuchungen zeigten, dass
diese Region die Bindung des MmTTF-I-Gesamtproteins an DNA inhibiert, wird dieser N-terminale
Bereich als ,negative regulatory domain“ (NRD) bezeichnet (Smid et al. 1992, Sander et al. 1996).
Man nimmt an, dass die N-terminale NRD mit dem C-terminalen Bereich von MmTTF-I interagiert,
dadurch die DNA-Bindungsdomane maskiert und somit zu einer verminderten DNA-Bindungsaktivitat
von MmTTF-I fuhrt. Fir viele weitere Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-Myb (Dash et al. 1996) und
zahlreiche Ets-Familienmitglieder (Bassuk und Leiden 1997) konnte gezeigt werden, dass
Autoinhibition durch intramolekulare Maskierung der DNA-Bindungsdomane eine grof3e Rolle spielt.
Das Ergebnis der FRAP-Messungen von EGFP-MmTTF-I und EGFP-MmTTFAN185, dass die NRD
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die intranucleoldre Mobilitdt von MmTTF-l in vivo verringert, bestatigt diese Annahme. Die
Fluoreszenzerholung von EGFP-MmTTFAN185 erreichte ein Plateau von ~90 %. Dies deutet auf das
Vorhandensein zweier unterschiedlicher Pools hin, ~90 % einer hoch mobilen Fraktion und ~10 %
einer immobilen Fraktion. Da die Fluoreszenzerholung von EGFP-MmMTTF-I 100 % erreichte zeigt
dies, dass das Fehlen der NRD in EGFP-MmMTTFAN185 zum Auftreten einer ~10 %igen immobilen
Fraktion fiihrte. Bei dieser immobilen Fraktion kénnte es sich um Chromatin-gebundenes
MmTTFAN185 handeln. Dieses Resultat ist ein weiteres Indiz dafur, dass die NRD von MmTTF-I
dessen DNA-Bindungsaktivitdt inhibiert. Die Beobachtung, dass EGFP-MmTTFAN185 an Stellen
aktiver rDNA-Transkription lokalisiert ist, wahrend EGFP-MmTTF-I an diesen Stellen nicht
nachweisbar ist, da das Fusionsprotein diffus im Nucleolus verteilt ist deutet ebenfalls auf eine
gesteigerte DNA-Bindungsaktivitat von MmTTFAN185 hin. (R. Hock, personliche Mitteilung).
Untersuchungen zeigten, dass die NRD nicht nur mit der MmTTF-I-DNA-Bindungsdomane, sondern
auch mit dem Protein MmTIP5 (TTF-interacting protein 5), einer Untereinheit des ,nucleolar chromatin
remodeling complex“ NoRC interagiert (I. Grummt, personliche Mitteilung). Dies impliziert, dass die
DNA-Bindungsaktivitat und die Funktion von MmTTF-I durch intra- und intermolekulare Interaktionen
reguliert wird. Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten BRET-Studien konnte die Interaktion des
Replikationsfaktors MmOrc6p mit MmTTF-I in vivo gezeigt werden. Da eine Interaktion mit
MmTTFAN185 nicht nachgewiesen werden konnte, kann gefolgert werden, dass diese Interaktion
ebenfalls Gber die NRD erfolgt. Dieses Resultat wird durch die Beobachtung bestéarkt, dass MmORCS6-
EGFP in Nucleoli lokalisiert ist und die gleiche Lokalisation wie EGFP-MmTTF-I aufweist. Beide
Fusionsproteine waren diffus in den Nucleoli verteilt, einzelne Areale waren ausgespart. EGFP-
MmTTFAN185 war hingegen in distinkten nucleoldren Stellen akkumuliert. Mit Cotransfektionen der
verschiedenen EYFP-MmTTF-I-Konstrukte mit EGFP-MmTIP5 konnte kein Cotransport des diffus im
Nucleoplasma verteilten EGFP-MmTIP5-Fusionsproteins mit EGFP-MmTTFAN185 in Nucleoli
nachgewiesen werden. Dies ist ein weiteres Indiz dafiir dass die NRD die Interaktion von MmMTIP5 mit
MmTTF-1 vermittelt.
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