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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Bevor sich eine Zelle teilen kann, muss sie vier aufeinanderfolgende Phasen durchlaufen:
Der erste Schritt zur Teilung ist die Verdopplung der Zellorganellen (Ribosomen,
Mitochondrien, etc.) sowie der DNA. Da beide Tochterzellen das gleiche Erbgut erhalten
sollen, missen die Chromosomen repliziert werden. Das geschieht in der Synthese-Phase
(S-Phase). Daran schlieBt sich eine Ruhephase, die Gap.-Phase (G,-Phase) an, bevor die
eigentliche Mitose beginnt. Zuletzt folgt die Cytokinese, bei der es zur Teilung des
Cytoplasmas und zur Bildung zweier Tochterzellen kommt. Nach der Mitose erreicht die
Zelle die Gi-Phase. Von dort aus kann diese erneut in die S-Phase eintreten und einen
weiteren Teilungszyklus durchlaufen oder sie tritt unter bestimmten Bedingungen in die Go-
Phase (Ruhephase) ein in der kein Wachstum und keine Zellteilung statt findet. Erst nach
einem geeigneten Reiz kann die Zelle die Gy-Phase wieder verlassen und in den Zellzyklus
eintreten.

Die Initiation der DNA-Replikation in Eukaryonten ist ein hochkonservierter Prozess, der in
drei Stufen unterteilt werden kann. Im ersten Schritt bindet der ,origin recognition complex®
(ORC) an Replikationsorigins innerhalb chromosomaler DNA, wodurch eine Assemblierung
des prareplikativen Komplexes (preRC) an diesen Startpunkten ausgelést wird. An den ORC
lagern sich anschlieBend die Proteine CDC6 und RLF-B/CDT1 an, die beide schlieBlich fur
die Rekrutierung des heterohexameren MCM-Komplexes verantwortlich sind. Sobald die
finale Anlagerung des Initiationsfaktors CDC45 den prareplikativen Komplex vervollstandigt
hat, wird durch die Aktivitdt der Kinase CDC7/DBF4 der Origin fir den Start der DNA-
Replikation lizenziert.

Gogel et al. (1996) identifizierten einen Origin bidirektioneller Replikation (OBR) in der 44 kb
langen Maus-rDNA-Einheit. Dieser Origin konnte relativ eng eingegrenzt und lokalisiert
werden. Im OBR wird die bidirektionelle Replikation innerhalb einer 3 kb Region initiiert, die
1,6 kb strangaufwarts zu dem rRNA-Transkriptions-Startpunkt zentriert ist. Es wurden flr die
Initiation der Transkription verschiedene Promotorelemente identifiziert (Grummt et al.,
1986a; Kuhn und Grummt, 1987; Kuhn et al., 1990a, Langst et al., 1997, 1998), ebenso wie
Elemente far die Termination der Transkription (Grummt et al., 1985). So wurden im NTS
des Cistrons zwei amplifikationsstimulierende Elemente APS1 (369 bp) und APS2 (425 bp)
lokalisiert, welche die Amplifikation von Plasmid-DNA in Saugerzellen stimulieren kénnen,
wenn sie in entsprechende Vektoren inseriert sind. Diese befinden sich 4-5 kb upstream des
Transkriptionsstartpunkts (Wegner et al, 1989). Des weiteren wurden die Struktur-
eigenschaften der DNA-Sequenz im OBR-Bereich hinsichtlich ihrer Originfunktionalitat
untersucht. Dabei konnte eine ,bent“-Sequenz am 5°-Ende des OBR-Bereichs gezeigt
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werden, ein CA-Repeat-Bereich, der Z-DNA Struktureigenschaften ausbildet (Braaten et al.,
1988) und ein Polypurin-Bereich der eine Tripplehelix bildet. Diese Sequenzmotive wurden
auch im ori-B gefunden, dem DHFR-Gen-Locus im Hamster. Zu diesen Sequenzmotiven
konnten Elemente der Alu/B1-Famile kartiert werden und eine palindromische Sequenz
innerhalb des APS1, die ein Teil einer ,enhancer-Region“ des menschlichen Papovavirus
JCV ist (Wegner et al,, 1990). Interessanterweise konnten Nuklease-hypersensitive DNA-
Sequenzen (HSS) sowohl in den beiden APS-Elementen, als auch im OBR-Bereich
identifiziert werden. Dies spricht flir eine alterierte Chromatinstruktur des murinen rDNA-
Origins. Somit weist diese Initiationszone der DNA-Replikation im murinen rDNA-Locus eine
komplexe, mdglicherweise modulare Struktur auf, bei der ein OBR benachbart zu
potentiellen Kontrollelementen liegt (Bergeman und Johnson 1992).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, die von Herrmann (2002) identifizierte preRC-
Bindungsstelle innerhalb der OBR-Region von -2519 bis -2152 (Fragment B) naher zu
charakterisieren. Weiter sollte die Bindung einzelner preRC Komponenten an Fragment B
und an den angrenzenden Regionen upstream und downstream (Fragmente A und C) in der
Gi-Phase, am G,/S-Ubergang, in der S-Phase sowie in der Mitose untersucht werden.

Far diese Studien zur Zellzyklus-Abhangigkeit wurde die in vivo ChlP-Methode angewendet,
die auf einer Immunpréazipitation DNA-gebundener preRC-Molekile mit polyklonalen
Antikérpern basiert. Dazu wurden FM3A-Zellen in der G;-Phase mit Mevastatin inkubiert, am
G1/S-Ubergang mit Mimosin, in der S-Phase mit Hydroxyharnstoff sowie in der Mitose mit
Nocodazol. FACS-Analysen der synchronisierten Zellen zeigten 82,6 % der Zellen in der G-
Phase, 83,8 % am Gi/S-Phasenilbergang, 66,8 % in der S-Phase und 41,3 % in der Mitose.
Die synchronisierten Zellen wurden mit Formaldehyd behandelt, um Proteine mit der DNA
kovalent zu verknipfen. AnschlieBend wurde das Chromatin aus den Zellen isoliert,
sonifiziert, sowie enzymatisch mit einer micrococcalen Nuklease verdaut. Die
entsprechenden DNA/Protein-Komplexe wurden immunochemisch mit Antikdrpern gegen
ORC1-6, Geminin, CDC6, CDC45, MCM 3 sowie MCM®6 angereichert. Um Interaktionen mit
dem Chromatin nachzuweisen, wurde das immunpréazipitierte Chromatin aufgereinigt und die
DNA einer konventionellen PCR-Analyse mit spezifischen Primerpaaren fur die Fragmente A
von -2837 bis -2499, B von -2519 bis -2152 sowie C von -2255 bis -1820 unterzogen. Als
zuséatzliche Negativkontrolle wurden PCR-Analysen mit spezifischen Primerpaaren fur die
Region von +6726 bis +7155 im 5,8 S rRNA Gen durchgefihrt (Fragment D). Zeigten
immunprazipitierte Banden (IP) starkere Bandensignale als ihre Kontrolle mit
Praimmunserum (PI), wurde dies auf eine Interaktion des Proteins mit dem entsprechenden
DNA-Fragment zurlGckzugeflhrt. Zeigten die Pl-Banden starkere bzw. gleiche Intensitat im
Vergleich zu deren IP-Banden, wurde dies auf unspezifische Bindung von Proteinen bzw.
DNA-Fragmenten an Sepharose A zurlckgeflhrt.
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Dass preRC-Proteine in den angrenzenden Regionen von Fragment B nachgewiesen
wurden, beruht wahrscheinlich darauf, dass die genomische DNA zwar mechanisch und
enzymatisch im Durchschnitt auf 0,3-0,5 kb fragmentiert wurde, langere Fragmente bis zu
1,0 kb aber durchaus vorhanden sein kénnen. Unterstitzt wird diese Hypothese von einer
unvollstandigen Detektion der preRC-Untereinheiten an Fragment A und C im Vergleich zu
Fragment B. Daraus lasst sich schlieBen, dass sich die preRC-Bindungsstelle wahrscheinlich
im Fragment B befindet.

In der G;-Phase konnten die preRC-Untereinheiten ORC1, -2, -3, -4, -5, -6, MCMS, -6 sowie
Geminin an Fragment B nachgewiesen werden. An den flankierenden Bereichen der preRC-
Bindungsstelle konnten upstream im OBR-Bereich an Fragment A ORC1, downstream im an
Fragment C ORC1, -2, -3, -4, -5 sowie -6 lokalisiert werden. An der etwa 9 kb entfernten
Kontrollregion aus dem codierenden Bereich (Fragment D) waren in der G;-Phase keine
preRC-Proteine gebunden.

Am G,/S-Phasenibergang konnten an Fragment B ORC1, -2, -3, -4, -5 sowie CDCS6, -45 und
MCM3 nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde ORC1 an Fragment C lokalisiert. An
Fragment A sowie an der Kontrollregion von Fragment D konnten am Ubergang von der G-
zur S-Phase keine preRC-Proteine nachgewiesen werden.

Ein Core-Komplex mit ORC2, -3, -4 und -5 wurde an Fragment B in der S-Phase gezeigt.
Zuséatzlich konnte an Fragment B MCM3 sowie -6 lokalisiert werden. An den flankierenden
Bereichen von Fragment B sowie an der Kontrolleregion von Fragment D konnten in der S-
Phase keine preRC-Untereinheiten nachgewiesen werden.

An Fragment B konnten in der Mitose die preRC-Proteine ORC1, -2, -5 und -6 sowie an
Fragment C CDC6, ORC1, -4 und MCM3 nachgewiesen werden. An Fragment A und
Fragment D konnten keine preRC-Proteine lokalisiert werden.

Die FACS-Analyse der Zellen, die in der Mitose arretiert wurden, zeigten lediglich eine
Synchronisationsrate von 41,3 % in der Go-Phase. Im Vergleich mit einer FACS-Analyse von
asynchronen Zellen wurden durch das Synchronisationsmittel nur 14 % der Zellen zusatzlich
in der G,-Phase angereichert. Diese Synchronisationsrate reicht zweifelsfrei nicht aus, um
Aussagen Uber preRC-Proteine treffen zu kdnnen, die in der Mitose an Fragment B
gebunden sind.

In Zusammenfassung der Resultate fur Fragment B, konnte in der G;-Phase der komplette
ORC-Komplex sowie Geminin, MCM3 und -6 an Fragment B nachgewiesen werden. Fir den
G,/S-Phasenlibergang deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sich ORC6 und Geminin von
Fragment B ablésen, wahrend sich CDC6 und -45 an den ORC-Komplex anlagern. Mit
Erreichen der S-Phase konnte gezeigt werden, dass sich CDC6 und -45 sowie ORC1 wieder
von Fragment B ablésen und ein Core-Komplex von ORC2-5 sowie MCM3 und -6 an
Fragment B gebunden bleibt.
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Mit diesen ChIP-Experimenten konnten zahlreiche preRC-Proteine in den Zellzyklus von M.
musculus eingeordnet und bestatigt werden, die bereits in anderen Spezies beschrieben
wurden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit bestand darin, die durch zuvor beschriebene in
vivo ChlIP-Experimente lokalisierte preRC-Bindungsstelle am murinen Fragment B im
folgenden durch in vitro Elektro-Mobility-Shift-Assays (EMSA) weitergehend zu analysieren.
Dazu wurden FM3A-Zellkernproteine aus unsynchronisierten Zellen in einem ersten
Reinigungsschritt Uber eine Heparin-Saule fraktioniert und die Proteine entsprechender
Fraktionen sowohl im Immunblot mit Antikdérpern gegen ORC2 als auch im Silbergel
analysiert. Fir eine weitere Aufreinigung wurden die ORC2 enthaltenden Fraktionen
vereinigt und die Proteine Uber eine SP-Sepharose-Saule gereinigt. Ein weiteres Mal wurden
die gebundenen Proteine mit einem linearen Salzgradienten eluiert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und sowohl im Immunblot mit Antikérpern gegen ORC1 bzw. ORC2 als auch mit
Silberfarbung analysiert. Zuletzt wurden die ORC1 und ORC2 enthaltenden Fraktionen
vereinigt und mit einer Gelfiltration Uber eine kalibrierte Superdex 200 PC 3.2/30 Sé&ule
fraktioniert. Um feststellen zu kénnen, ob die Fraktionen der Gelfiltration DNA-bindende
Protein-Komplexe enthalten, wurden mit dem Protein der Fraktionen sowie dem radioaktiv
markiertem Fragment B EMSA-Versuche durchgefuhrt. In der autoradiographischen
Auswertung der getrockneten EMSA-Gele konnten mit Protein der Fraktionen E4 bis E12 der
Gelfiltration zwei verschiedene DNA-Protein-Komplexe identifiziert werden, Komplex A und
B. Protein-Komplex A wies in Fraktion E5 der Gelfiltration héchste Aktivitat auf, Protein-
Komplex B in Fraktion E11. Um die Proteinzusammensetzung in den Fraktionen E5 und E11
zu untersuchen, wurden die Proteine beider Fraktionen im SDS-PAGE aufgetrennt und
sowohl mittels Immunblot mit Antikdrpern gegen preRC-Proteinen als auch durch
Silberfarbung analysiert. Es konnten in der Fraktion E5 der Gelfiltration die preRC-Proteine
ORC1, -2, -4, -5 sowie MCMS3 und -6 nachgewiesen werden. In Fraktion E11 der Gelfiltration
hingegen wurden nur die preRC-Proteine ORC1, -2, -4, -5 nachgewiesen.
Zusammenfassend gesagt, konnten zwei Protein-Komplexe, hier als Komplexe A und B
bezeichnet, nativ aus FM3A-Zellkernextrakt angereichert werden. Der Protein-Komplex A
zeigt in Fraktion E5 der Gelfiltration héchste Aktivitat, Protein-Komplex B in Fraktion E11.
Nach den theoretisch berechneten Molekularmassen wéare der ORC-Komplex in Fraktion
E11 der Gelfiltration zu erwarten, ein preRC-Komplex in Fraktion E5 der Gelfiltration. Beide
Protein-Komplexe zeigen DNA-Bindungsaktivitat an Fragment B. Die annahernd bestimmte
Molmasse von Protein-Komplex A aus Fraktion E5 betrdgt >663 kD, die Molmasse von
Protein-Komplex B aus Fraktion E11 liegt zwischen 232 und 440 kD. In Fraktion E5, die den
Protein-Komplex A enthélt, wurden die preRC-Untereinheiten ORC1, -2, -4, -5 sowie MCM3
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und -6 nachgewiesen. In Fraktion E11, die den Protein-Komplex B enthélt, wurden die ORC-
Untereinheiten ORC1, -2, -4 und -5 nachgewiesen

Da aber mit den oben beschriebenen Daten nicht geklart werden konnte, ob die in Fraktion
E5 bzw. E11 der Gelfiltration nachgewiesenen preRC-Proteine Teil der DNA-bindenden
Komplexe A bzw. B sind, sollten EMSA-Experimente weitere Hinweise Uber die beiden
Protein-Komplexe liefern.

Da in ORC-Studien sowohl in S. cerevisiae als auch in D. melanogaster gezeigt werden
konnte, dass ORC zwei ATP-bindende Untereinheiten besitzt (ORC1 und ORC2) und ATP
fur die Bindung an die DNA benétigt (Maharens, Stillman, 1992; Rao, Stillman, 1995; Austin,
1999; Chesnokov, 2001; Klemm, 1997), erwarteten wir einen stimulierenden Effekt von ATP
beobachten zu kénnen, wenn an Protein-Komplex A bzw. B diese ORC-Proteine involviert
sind. Deshalb wurde Protein der Fraktion ES oder E11 mit verschiedenen ATP-Mengen und
radioaktiv markiertem Fragment B inkubiert. Die autoradiographische Auswertung ergab,
dass mit ansteigender ATP-Menge nur die Bindungsaktivitdt von Protein-Komplex A an
Fragment B stimuliert werden konnte. Die Bindungsaktivitdt von Protein-Komplex B an
Fragment B blieb trotz steigender ATP-Menge konstant.

Die ATP-abhangige Bindung von Protein-Komplex A an DNA-Fragment B ldsst vermuten,
dass es sich bei Protein-Komplex A um einen preRC-Komplex handelt. Dagegen deutet die
ATP-unabhangige Bindung von Protein-Komplex B an Fragment B eher darauf hin, dass es
sich bei diesem Komplex nicht um einen ORC handelt.

Zur weiteren Untersuchung der Frage, ob die in der Immunblot-Analyse identifizierten
preRC-Proteine in Fraktion E5 am Protein-Komplex A bzw. die in Fraktion E11
nachgewiesenen Proteine am Protein-Komplex B beteiligt sind, wurden Super-Shifts mit ATP
sowie Fragment B durchgefiihrt. Dazu wurden verschiedene Band-Shift-Ansatze entweder
mit Protein der Fraktion E5 oder der Fraktion E11, sowie monospezifischen Antikérpern
gegen ORC1, -2, -3, -4, -5, -6 inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
autoradiographische Auswertung der Super-Shifts ergab lediglich in den Spuren, die mit
Protein der Fraktion E5 der Gelfiltration und einer ansteigenden Menge von ORC2-
Antikérpern inkubiert wurden, eine zunehmende Retardierung der Bande von DNA-Protein-
Komplex A zu DNA-Protein-Komplex A". Dagegen zeigte die Auswertung des Super-Shifts
mit Antikérpern gegen ORC1, Protein der Fraktion E5 und Fragment B zwar die erwartete
Bande von DNA-Protein-Komplex A, die durch ATP stimuliert werden konnte, keine
Retardierung von DNA-Protein-Komplex A durch aORC1. In den Negativkontrollen der
Super-Shift-Experimente mit Antikérpern gegen ORCS, -4, -5, -6 sowie Fragment B ohne
Protein konnte Uberraschender Weise eine nicht erwartete prominente Bande, die annahernd
auf Héhe der retardierten Bande von DNA-Protein-Komplex A" lag, nachgewiesen werden.
Daher konnten genannte Antikérper nicht flr Super-Shift-Experimente genutzt werden.
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Super-Shift-Experimente mit Protein der Fraktion E11, Fragment B und Antikérpern gegen
ORC2 zeigten keine Retardierung der Bande von DNA-Protein-Komplex B.
Zusammenfassend konnte mit Hilfe der Super-Shift-Experimente gezeigt werden, dass auf
jeden Fall ORC2 an dem Protein-Komplex A beteiligt ist. Super-Shift-Experimente mit den
Antikérpern gegen ORCS3, -4, -5, sowie -6 konnten einen Hinweis auf deren Beteiligung am
Protein-Komplex A weder erbringen noch widerlegen. In Protein-Komplex B konnte das
ORC2-Protein nicht mit Super-Shift-Experimenten nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass Protein-Komplex A ein preRC-Komplex
sein kénnte, wahrend Protein-Komplex B ein unspezifisch mitaufgereinigter Komplex ist,
Uber dessen Bedeutung derzeit keine Aussagen gemacht werden kdnnen.

In weiteren EMSA-Experimenten wurde die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex A sowie
die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex B mit den flankierenden Bereichen von Fragment
B, Fragment A und -C sowie Fragment D aus der codierenden 5,8S-rRNA-Region Uberprift.
Die Resultate zeigten, dass der Protein-Komplex A weder mit, noch ohne ATP an das
upstream von Fragment B gelegene Fragment A bindet. Dagegen konnten geringe Mengen
von Protein-Komplex B an Fragment A nachgewiesen werden. Dabei zeigte die Zugabe von
ATP, wie auch schon in vorangegangenen Experimenten, keine stimulierende Wirkung. An
Fragment C konnten wiederum nur sehr geringe Mengen Protein-Komplex A gebunden
nachgewiesen werden. Diese Bindungsaktivitdt konnte durch Zugabe von ATP verstarkt
werden. Im Vergleich dazu erbrachte die Auswertung der Spuren mit Protein der Fraktion
E11 mit Fragment C eine prominente Bande von DNA-Protein-Komplex B. AbschlieBend
wurde die Bindungsaktivitdt von Protein-Komplex A und B an Fragment D aus der 5,8S-
rRNA codierenden Region Uberprift. Protein-Komplex A konnte, wie zuvor an Fragment C
gezeigt, nur in sehr geringen Mengen Fragment D binden. Wiederum konnte diese
Bindungsaktivitdt durch Zugabe von ATP erhéht werden. Dagegen konnte fir Protein-
Komplex B eine hohe Bindungsaktivitadt an Fragment D nachgewiesen werden, die
unbeeinflussbar von ATP blieb.

Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass der Protein-Komplex A bevorzugt an
Fragment B bindet und dass, dies unter Zugabe von ATP verstéarkt wird. An den Fragmenten
A, C bzw. D waren keine Banden bzw. Banden sehr schwacher Intensitdten von DNA-
Protein-Komplex A zu beobachten. Protein-Komplex B zeigte zwar mit Fragment B die
prominenteste Bande, aber an Fragment C und Fragment D konnten ebenfalls Bindungen
nachgewiesen werden. Die Bindungsaktivitdt von Protein-Komplex B zeigte keine
Verstarkung durch Zugabe von ATP.

Da eine Computeranalyse der in dieser Arbeit eingesetzten DNA-Fragmente A, B, C sowie D
keine signifikanten Unterschiede, weder in ihnrem AT-Gehalt noch im Vergleich untereinander
zeigten, dirfte die sequenzspezifische Bindung des Protein-Komplexes A an Fragment B
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moglicherweise auf weitere Proteine, die an diesem Komplex beteiligt sind bzw. auf weitere
Proteine die in der Fraktion E5 enthalten sind, zurlickgefihrt werden.

In Zusammenfassung der Resultate dieser Untersuchungen konnte mit Hilfe von ChlIP-
Experimenten in vivo eine preRC-Bindungsstelle in Fragment B von -2519 bis -2152 im OBR
der 44 kb langen Maus-rDNA-Einheit nachgewiesen werden. AuBBerdem konnte an Fragment
B eine spezifische Bindung eines aus FM3A-Zellkernprotein angereicherten preRC-
Komplexes (Protein-Komplex A) auch in vitro mit Hilfe von EMSA-Experimenten beobachtet
werden. Die Bindungsaktivitdt von Protein-Komplex A an Fragment B konnte durch ATP

verstarkt werden.

17



Summary

SUMMARY

The mitotic cell cycle of eukaryotic cells represents a model for the temporal sequence of
progresses that occur during cell growth and division. The cell cycle is divided into four main
phases: Gy, S, G, and M. The first phase, Gy, begins after cell division has been finished,
and is followed by S phase. During G; phase the cells are prepared for S phase, via growth
factors and other signals. Alternatively, cells can reversible leave the cell cycle into a “resting
phase” called Gy or differentiation processes are initiated. In S phase, the chromosomal DNA
is duplicated. After this phase another growth phase, G,, takes place before cells enter
mitosis (M phase), during which the whole cellular content including the genetic information
is divided into two smaller, identical daughter cells. Cells have established regulatory
mechanisms which monitor progression of the cell cycle to ensure the synchronized temporal
sequence.

Initiation of chromosomal DNA replication is achieved by the stepwise assembly of protein
complexes at origins of DNA replication. For replication, the origin recognition complex
(ORC) must first bind to origins of replication. In late mitosis to early G; phase, the protein
DNA complex serves as a platform for proteins such as CDC6 and RLF-B/CDT1 proteins.
After binding to chromatin these proteins recruit the crucial heterohexameric
minichromosome maintenance (MCM2-7) complex. This assembly of pre-replicative complex
(preRC) is necessary for the initiation of DNA replication and plays a central role in limiting
initiation to once per cell cycle. The origin bound protein MCM10 retains the MCM2-7
complex at the preRC. Before the beginning of DNA replication, loading of MCM proteins
must stop and the factors such as CDC6 and CDT1 (in some cases even parts of the ORC)
are removed or inactivated either by proteolysis, by export into the cytosol, or by tightly
binding to an inhibitor without affecting the attachment of MCM2-7 to chromatin. The kinase
CDC7/DBF4 licenses the origin after completion of the preRC by binding of the CDC45
protein.

In a previous study of our work group Gdgel et al. (1996) mapped an origin of bidirectional
replication (OBR) in the murine rDNA locus by nascent strand determination analysis. In this
OBR replication is initiated within a region of 3 kb centered about 1.6 kb upstream of the
rDNA transcription start site. Previously, two amplification stimulating elements, APS1 and
APS2, were localized upstream of the OBR in the NTS region and several distinct nuclease
hypersensitive sites were found upstream of the rDNA transcription initiation site (Wegner et
al., 1989). The DNA sequence of the OBR was examined by Gégel et al. (1996) for structural
properties that may be related to origin function. An intrinsically bent sequence at the 5°end
of the OBR was identified. Moreover, a stretch of a CA repeats with the potential to form Z-
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DNA structures (Braaten et al., 1988) and a polypurine tract that may form a triplex DNA is
present in the OBR. This sequence motif is also found in the OBR of the hamster DHFR
locus and was shown to be recognized by the PUR protein (Bergeman and Johnson, 1992).
Additionally, elements of the Alu/B1 family, sequences associated with DNA amplification
and autonomously replicating plasmid DNA are found in APS1 and in the OBR, respectively.
Significantly, a 180 bp subdomain of APS2 exerts a striking homology (approximately 70%)
to three domains of the OBR of the hamster DHFR locus (Stolzenburg et al., 1994) and the
palindromic sequence within APS1 is part of the enhancer region of the human papovavirus
JCV (Wegner et al., 1990).

One task of this work was to study in detail the identified preRC binding site from -2519 to
-2152 (fragment B) within of the OBR (Herrmann, 2002). A further task was to examine the
binding of replication initiation proteins to fragment B and the flanking regions, fragment A
and C, during the cell cycle. This was accomplished by chromatin immunoprecipitation
(ChlP) assays with synchronized FM3A cells. Cells were accumulated in G4 phase incubating
with mevastatin, at the G;/S transition with mimosine, in S phase with hydroxyurea and
Mitose with nocodazol. FACS analyses confirmed that 82.6 % of the cells were accumulated
in Gy phase, 82.8 % at Gi/S transition, 66.8 % in S phase and 41.3 % in the mitosis,
respectively. Subsequently, in synchronized FM3A cells, proteins were cross-linked in vivo to
DNA by formaldehyde and isolated chromatin was first sonicated to obtain DNA fragments of
1.0-1.5 kb in length, secondly by digestion with micrococcal nuclease S7 (MN) of an average
size of ~0.5 kb. Formaldehyde cross-linked chromatin was immunoprecipitated with
antibodies against ORC1, -2, -3, -4, -5, -6, Geminin, CDC6, -45, MCM3 and -6, respectively,
as well as preimmune serum as a control. Finally, purified DNA was amplified via
conventional PCR using three primer pairs for fragments A from -2837 to -2499, B from
-2519 to -2152 and C from -2255 to -1820. As a additional negative control, PCR analyses
were performed with specific primer pairs for a region from +6726 to +7155 in the 5.8 S rRNA
gene, fragment D. A sequence-specific association of preRC proteins was assumed if the
signals of PCR analyses obtained by antibodies against preRC proteins were significantly
stronger than those with preimmune sera.

PCR analysis following immunoprecipitation with antibodies gave a strong signal with primer
pair B, whereas the intensity of the two flanking primer pairs, A and C, were significantly
weaker. This suggests that the preRC binding site is located within fragment B. The weak
signals obtained with primer pairs A and C are due to the fact that adjacent sequences can
be co-amplified, since longer pieces of chromatin were not completely removed by MN
digestion.

PCR analysis revealed that during G; phase ORC1, -2, -3, -4, -5, -6 as well as Geminin,
MCM3 and -6 are bound to fragment B, whereas CDC6 could not be detected on chromatin
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in G;. At the flanking regions of fragment B upstream at fragment A ORC1, downstream at
fragment C ORC1, -2, -3, -4, -5 and -6 could be localized. Furthermore, no preRC proteins
were associated with the control region of fragment D.

ORC1, -2, -3, -4, -5 and MCMS3 remain bound as well as CDC45 and -6 were found to be
loaded at the G,/S boundary at fragment B while ORC6 and MCM6 was replaced. At
fragment C only ORC1 could be recognized. Fragment A as well as fragment D showed no
interaction with preRC proteins in this phase.

During S phase the data indicate, that ORC1, CDC6 and -45 were dissociated from
chromatin and a core complex of ORC2, -3, -4, -5, MCM3 and -6 was found to bound at
fragment B. At the flanking regions of fragment A and C likewise at fragment D no proteins of
the preRC were bound.

Within the mitosis the preRC proteins ORCH1, -2, -5 and -6 were associated with sequence B
and ORC1, -4, CDC6 and MCMS3 with sequence C. In the control region of fragment D and at
fragment A no preRC proteins could be localized during mitosis.

The FACS analyses of the mitotic DNA showed a too small accumulation to use the results
of the ChIP experiments.

Taken together the data of fragment B: ORC proteins as well as Geminin, MCM3 and MCM6
are associated during G phase. ORC1-5 and MCM3 remain bound at the G4/S transition,
whereas ORC6, Geminin and MCM6 disappeared and CDC6 as well as CDC45 are loaded
to the ORC at the G4/S transition to license chromatin for replication. During S phase the
preRC partially disassembles, since ORC1, ORC6, CDC6 and CDC45 could not be found
associated with fragment B.

Numerous preRC proteins which have been described already in other species could be
arranged in the cell cycle and were confirmed here for the mouse system.

More detailed investigation was carried out to analyse preRC binding site localized in vivo at
the murine fragment B by in vitro studies using electrophoretic mobility shift assays.

Proteins of FM3A nuclear extracts were fractionated by three successive chromatographic
steps. Nuclear proteins were loaded onto a Heparin Sepharose column and bound proteins
were eluted with a linear salt concentration gradient of KCI. Total protein from fractions was
analysed by SDS-10% PAGE and Western blotting with antibodies raised against ORC2.
Fractions containing ORC2 were combined and further passed onto a SP Sepharose
column. Bound proteins were eluted once more with a linear gradient of KCI and
characterized by immunoblotting with antibodies against ORC1 and ORC2. Finally, fractions
containing ORC1 and ORC2 were purified by gel filtration chromatography using a calibrated
Superdex 200 PC 3.2/30 column.

To confirm the activity of the purified proteins, appropriate DNA binding assays with protein
complexes over 300 kD and fragment B as a probe were carried out. These assays revealed
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that proteins of several fractions which bind to DNA fragment B containing the preRC binding
site form two major protein/DNA complexes of distinct electrophoretic mobility, designated as
complex A and B, respectively. The fractions with the most prominent shifts, E5
corresponding to a molecular weight of >663 kD and E11 of <440 kD, respectively, were
characterized by immunoblotting with several antibodies specific for preRC proteins. MCM3,
-6, ORC1, -2, -4 and -5 were confirmed in fraction E5, whereas in fraction E11 only ORCA1,
-2, -4 and -5 were detected, but at a lower level than in fraction E5. Additionally, fractions E5
and E11 were further analysed by SDS-PAGE and silver staining. It is evident that the
protein composition of fractions E5 and E11 are different and that there are several unknown
proteins co-purified with the preRC proteins.

Through the three step chromatography procedure we were able to accumulate preRC
proteins from nuclear extracts. Proteins in fractions E5 and E11 comprised highest DNA
binding activity and the presence of components of the preRC was demonstrated in the
fractions. However, these data do not provide evidence that the protein/DNA complexes are
caused by interaction of components of the preRC with fragment B or whether they are due
to the binding of unknown proteins to the probe.

To further elucidate the properties of DNA/protein complex A and B, we examined the effect
of ATP on DNA binding. Since ORC, a subset of the preRC, has two ATP binding subunits
(ORC1 and ORCS5) and ATP binding is required for DNA binding by ORC in S. cerevisiae
and D. melanogaster (Maharens, Stillman, 1992; Rao, Stillman, 1995; Austin, 1999;
Chesnokov, 2001; Klemm, 1997), we studied whether ATP increases DNA/protein complex
formation. For that purpose, we performed electrophoretic mobility shift assays with fragment
B as probe in the presence of various amounts of ATP. We observed that the addition of
increasing amounts of ATP resulted in an increase of the shifted DNA/protein complex A,
whereas proteins in fraction E11 exhibited ATP-independent DNA binding. Remarkably,
DNA/protein complex A is also formed even in the absence of ATP but at a low intensity.
This can be explained by the fact that we purified proteins from nuclear extract and thus
minimal amounts of ATP are already present in the purified fractions. The ATP dependency
of DNA/protein complex A formation suggest that preRC proteins may be involved while
DNA/protein complex B comprises unknown DNA binding proteins.

To verify the involvement of preRC proteins in the formation of the detected DNA/protein
complexes, we performed supershift experiments using increasing amounts of monospecific
antibodies against ORC2, representative for the preRC. When ORC2 antibodies were added
to the protein/DNA binding reaction, a further retardation of the mobility of DNA/protein
complex A was observed, indicating that a protein complex containing ORC2 is responsible
for the formation of DNA/protein complex A. In contrast, antibodies against ORC2 had no
effect on the mobility of DNA/protein complex B. Taken together, the character of the co-
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purified DNA-binding proteins in fraction E11 is still unknown, while the supershift assay with
fraction E5 confirmed that a protein complex actually containing ORC2 binds to fragment B
including the preRC binding site identified previously in vivo.

Furthermore, we investigated whether proteins in fraction E5 and E11 bind to fragment B in a
sequence-specific manner or whether they bind DNA without any sequence preference.
Thereto, shift assays were carried out comparing binding to adjacent DNA fragments A and
C and to the control region D, respectively with fragment B, in the presence or absence of
ATP.

We observed that neither fraction E5 nor fraction E11 exhibited DNA binding activity to
fragment A situated upstream of the preRC binding site. Proteins in fraction E5 showed no
significant DNA binding activity either to fragment C, downstream of the preRC binding site
or to the control region D in the 5.8 S rDNA encoding region. The fact, that proteins in
fraction E5 bind exclusively to fragment B and not to fragments A, C or D, suggests that
DNA/protein complex A is sequence-specific. In contrast, DNA/protein complex B is also
formed with fragment C with slight intensity. The same result was obtained with control
fragment D, indicating sequence-unspecific DNA binding of proteins in fraction E11.

Taken together in this work we could localise a preRC binding site in fragment B from -2519
to -2152 by in vivo ChIP experiments. Further, we were able to accumulate preRC proteins
from nuclear extract by three conventional chromatography steps. /In vitro EMSA assays with
the purified nuclear extract revealed two major DNA/protein complexes. One of them,
complex B, showed ATP-independent and sequence-unspecific DNA binding. In contrast,
DNA/protein complex A formation was found to be ATP-dependent and sequence-specific
exclusively on fragment B. In addition, supershift experiments confirmed that ORC2 was
present in this complex.
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1 EINLEITUNG

1.1 DER ZELLZYKLUS

Im Menschen kommen gut 200 verschiedene Zellarten vor. Es gibt Spezialisten, wie die
Nervenzellen, mit ihren Hunderten feiner Arme oder die roten Blutkérperchen, die allein dem
Transport des Sauerstoffs dienen, und es gibt Generalisten, die Stammzellen, aus denen alle
anderen Zellen durch Zellteilung (Mitose) hervorgehen.

Im Verlauf des Wachstums und der Teilung eukaryontischer Zellen wird die Erbinformation
(Genom) mit bemerkenswerter Genauigkeit kopiert. Die Prazision dieses Prozesses hangt
vor allem von den strengen regulatorischen Mechanismen ab, welche die DNA-Replikation in
den Zellzyklus einbinden. Eukaryontische Genome sind sehr groB (von 10’ bis zu 10° bp)
und werden in mehreren Chromosomen organisiert. Im Laufe der Evolution haben die
Eukaryonten einen Mechanismus entwickelt, diese Genome effizient zu kopieren.

Bevor sich eine Zelle teilen kann, muss sie vier aufeinanderfolgende Phasen durchlaufen:
Der erste Schritt zur Teilung ist die Verdopplung der Zellkompartimente (Ribosomen,
Mitochondrien etc.) und der DNA. Da beide Tochterzellen das gleiche Erbgut erhalten sollen,
mussen die Chromosomen repliziert werden. Das geschieht in der Synthese-Phase (S-
Phase). Daran schlieBt sich eine Ruhephase, die Gap,-Phase (G.-Phase) an, bevor die
eigentliche Mitose beginnt. Diese unterteilt sich in Prophase (Kondensation der
Chromosomen und Ruckbildung des Nucleolus), Prometaphase (Auflésen der Kernmembran
und binden der Mikrotubuli an die Kinetochore), Metaphase (Ausrichtung der Chromosomen
in der Aquatorialebene), Anaphase (Trennung der Schwesterchromatiden) und Telophase
(Bildung einer Kernhille um jeden Chromosomensatz). Zuletzt folgt die Cytokinese, bei der
es zur Teilung des Cytoplasmas und zur Bildung zweier Tochterzellen kommt. Nach der
Mitose erreicht die Zelle die Gi-Phase. Von dort aus kann diese erneut in die S-Phase
eintreten und einen weiteren Teilungszyklus durchlaufen oder sie tritt unter bestimmten
Bedingungen in die Go-Phase (Ruhephase) ein in der kein Wachstum und keine Zellteilung
stattfindet. Erst nach einem geeigneten Reiz kann die Zelle die Go-Phase wieder verlassen
und in den Zellzyklus eintreten (Abb. 1.1).
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Abb.1.1: Schematische Darstellung des eukaryontischen Zellzyklus

1.2 GRUNDLEGENDE PRINZIPIEN DER DNA-REPLIKATION

Die in der S-Phase stattfindende DNA-Replikation ist die Vorraussetzung dafir, dass Zellen
sich korrekt teilen. Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durch heterodimere Proteinkinasen.
Diese setzen sich aus einer regulatorischen Untereinheit, den Cyclinen und einer
katalytischen Untereinheit, den Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs) zusammen. G;-CDK-
Komplexe bereiten die Zelle fir den Eintritt in die S-Phase vor. CDKs aktivieren
Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits die Expression von Enzymen fir die DNA-Synthese
sowie S-Phase-CDK-Komplexen induzieren. Diese Komplexe werden allerdings erst nach
Abbau eines spezifischen Inhibitors durch Einwirken von G;-CDK-Komplexen aktiviert. S-
Phase-CDK-Komplexe phosphorylieren regulatorische Aminosauren an Proteinen, die in der
Gi-Phase am Replikationsursprung gebunden werden und dort einen préareplikativen
Komplex (preRC) bilden. Durch diese Phosphorylierung wird die Initiation der DNA-
Replikation und der Aufbau weiterer preRCs verhindert. Mitotische CDK-Komplexe werden
schon wahrend der S- und G,-Phase gebildet, jedoch erst nach Beendigung der DNA-
Synthese aktiviert. In der frihen Gi-Phase des néachsten Zellzyklus werden diejenigen
Proteine von Phosphatasen dephosphoryliert und somit aktiviert, die anschlieBend am
Replikationsursprung den preRC aufbauen und fir den Eintritt in die nachste S-Phase
vorbereiten. (Lodish et al., 2001). Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben zu einem
besseren Verstandnis der zellularen DNA-Replikation beigetragen. Die Anwendung von
einfachen Modell-Systemen, besonders der Hefen, Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae) und Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), aber auch komplexerer Systeme
wie Xenopus laevis (X. laevis), Drosophila melanogaster (D. melanogaster) oder Mus
musculus (M. musculus), fihrten zur Identifizierung einer Vielzahl von DNA-Motiven und
konservierter Proteine, die an der Initiation der DNA-Replikation beteiligt sind und deren
Aktivitdt im Wesentlichen durch die CDKs und DBF4-abhangige Proteinkinasen (DDKs)
geregelt werden (Ritzi und Knippers, 2000). Aktuell wird immer noch diskutiert, inwieweit die
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Bindung der Initiationsproteine an die DNA sequenzspezifisch von bestimmten Regionen auf
den Chromosomen (Origins) abhangt, und/oder ob epigenetische Informationen und/oder
topologische DNA-Eigenschaften zur Proteinbindung beitragen.

DIE REPLIKATIONSSTARTPUNKTE (ORIGINS)

Anfang der 60er Jahre stellten Jacob und Kollegen ein Replicon-Modell der DNA-Replikation
vor (Jacob et al., 1963). Danach erfolgt die Initiation der Replikation dann, wenn ein positiver
in trans agierender Faktor, der sogenannte Initiator, ein Element der DNA, den sogenannten
Replikator erkennt. Die DNA, die aufgrund einer solchen Erkennungsreaktion repliziert wird,
bezeichneten die Autoren als das Replicon. Der Replikator muss allerdings nicht mit dem Ort
der Initiation der DNA-Replikation Ubereinstimmen. Dieser Ort wird allgemein als ,Origin“ der
DNA-Replikation bezeichnet (Rowles et al., 1996). Zwei markante Punkte werden durch
dieses Modell festgehalten: Erstens wird die Existenz einer spezifischen DNA-Region, an der
die DNA-Doppelhelix gedffnet wird, impliziert und zweitens unterstitzt das Modell die These,
dass andere Proteine als DNA-Polymerasen fir das Initiationsereignis der DNA-Replikation
notwendig sind.

Die DNA-Replikation wird bei Phagen, Viren und Bakterien an definierten DNA-Sequenzen,
bekannt als Origin der Replikation, initiiert (Abb. 1.2).

Die bisher am besten charakterisierten eukaryontischen chromosomalen DNA-
Replikationsorigin sind diejenigen der Hefe S. cerevisiae, die urspriinglich als ,autonomously
replicating sequences” (ARS) bezeichnet wurden (Fabiani et al., 1992; Newlon, 1996;
Newlon et al, 1991). Hefe-Origins bestehen, wie prokaryontische Origins, aus
verschiedenen kurzen, aber genau definierten Sequenzblécken, die Uber eine Region von
100-200 bp verteilt sind. Diese Sequenzdoméanen werden als A, B1, B2 und B3 bezeichnet
und Uben unterschiedliche Funktionen aus (Abb.1.2). So enthalt der wichtigste Block das A-
Element, das hochkonserviert unter den Hefe-Origins ist (Newlon, 1996; Campbell und
Newlon, 1991; Broach et al, 1983), eine AT-reiche ARS Consensus Sequenz (ACS),
(A/THTTTAT(A/G)TTT(A/T). AuBerdem wird das A-Element fiir die Originfunktion bendtigt
(Van Houten und Newlon, 1990). Die ACS-Sequenz ist ein wesentlicher Bestandteil der
Bindungsstelle fur den ,origin recognition complex* (ORC), der eine primare Rolle bei der
Assemblierung der Initiationsfaktoren an den Replikationsorigin spielt (Bell und
Stillman, 1992). Die drei B-Elemente des ARS1 Origin von S. cerevisiae sind zwar nicht
konserviert, aber dennoch essentiell fir die Originfunktion. B1 grenzt unmittelbar an das A-
Element und stellt eine zweite Komponente der Bindungsstelle fiir den ORC-Komplex dar
(Rao und Stillman, 1995; Rowley et al.,, 1995). Die Funktion des B2-Elements ist unklar,
wahrscheinlich dient es als ,DNA unwinding element* (DUE) (Diffley et al., 1994). B3 stellt
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die Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Abf1 dar, der die Initiation der DNA-
Replikation stimuliert ( Diffley und Stillman, 1988).

Studien Uber Origin-Strukturen anderer Eukaryonten stellten die Allgemeingiltigkeit des
Hefe-Paradigmas in Frage. So zeigen ARS-Sequenzen aus S. pombe signifikante
Unterschiede in ihrer Struktur, verglichen mit denjenigen in S. cerevisiae. So verteilen sich
Origins in S. pombe Uber eine Region von 500-1500 bp und weisen eine komplexere
Sequenz-Komposition auf. Anstelle der ARS Consensus-Sequenz enthalten sie AT-reiche,
20-50 bp Regionen, die ,Cluster von A- oder T-Stretches aufzeigen und fir die ARS-Aktivitat
notwendig sind (Clyne und Kelly, 1995; Dubey et al., 1996; Kim und Huberman, 1998; Okuno
et al, 1999). Im Gegensatz zu S. cerevisiae scheinen S. pombe ARS-Sequenzen in
Promotorregionen vor Genen aufgeteilt zu sein. Dies unterstitzt die These, dass die
Originfunktion in Beziehung zur Transkription steht (Gomez und Antequera, 1999). In
Korrelation zu diesen Unterschieden zeigen S. pombe ARS-Sequenzen in S. cerevisiae
keine Aktivitat und umgekehrt (Clyne und Kelly, 1995). Trotz bestehender Ahnlichkeiten,
unterscheiden sich Hefe ARS-Sequenzen und DNA-Replikationsorigins in Metazoen in
signifikanten Punkten.
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T ; and funetional
S-mer repeats
ORC =
r i e Ahfl -
Yeast K o '-'“pll-i a Lj - 3+ ORI sequence-specific
S. cerevisiae : A Bl B2 Hi not pecessardy funetional
: Vv
Multicellular I b4 i 5. ORI site specific
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Abb.: 1.2 Spezifizierung der Initiation der DNA-Replikation von Bakterien zu Metazoen

Viele chromosomale Regionen, die bei der Initiation der DNA-Replikation in Metazoen eine
Rolle spielen, sind durch physikalische Methoden identifiziert worden. Es gibt jedoch nur
wenige Studien Uber cis-Sequenz-Elemente, die fur die Originfunktion bendtigt werden.
Entsprechend der Komplexitdt von Metazoen-Origins konnte beobachtet werden, dass die
Initiation der DNA-Replikation an mehreren Stellen innerhalb der sogenannten
Initiationszonen auftreten kann (DePamphilis, 1999; Francon et al., 1999; Kobayashi et al.,
1998; Vaughn et al, 1990). So wird in multizellularen Eukaryonten die DNA-Synthese
gewodhnlicherweise an 20 000-50 000 Origins pro Zellzyklus initiiert und etwa 20 dieser
Origins sind charakterisiert. Diese Origins sind alle in spezifischen Regionen lokalisiert,
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variabel in ihrer Lange und teilen keine Consensus-Sequenz (DePamphilis, 1999; Todorovic
et al., 1999). Es wurden drei Meatzoen-Origin Regionen bis zur letzten Base sequenziert: der
B-Globin-, der DHFR- (dihydrofolate reductase) und der Myc- (myelocytomatosis oncogene)
Origin. In allen Fallen fihrt die Deletion dieser Origin-Regionen zur Unterdriickung der DNA-
Replikation. Dagegen ist jeder Origin aktiv, wenn er in ektopisch chromosomale Bereiche
cloniert wird (Aladjem et al., 1998; Altman und Fanning, 2001; Kitsberg et al., 1993; Malott
und Leffak, 1999). Es wird vermutet, dass Origins in allen Organismen regionsspezifisch und
genetisch bestimmt sind. Zum Beispiel bei Drosophila- und Xenopus-Embryonen, ist die
DNA-Sequenzspezifitdt fir die Initiation der DNA-Replikation minimal. S&mtliche injizierte
DNA-Fragmente wurden im Eiextrakt von Xenopus und Drosophila repliziert. Es wird
vermutet, dass die abnehmende Sequenzspezifitdt von Origins in komplexen Organismen
wahrend der Evolution zu neuen Regulierungen fihrte. Die Sequenzabhéangigkeit der
Initiation mag bei S. cerevisiae wegen der geringen GrbéBe intergenischer Sequenzen
notwendig sein (Brewer und Fangman, 1994). Mit Zunahme der GenomgrdBe bei Metazoen,
sind groBe intergenische Regionen vorhanden und der Druck, einen Origin zu selektionieren
deshalb geringer. Dies kdnnte letztendlich zu der Abnahme der Sequenzspezifitdt der
Origins gefihrt haben (Todorovic et al., 1999; Brewer und Fangman, 1994; Gomez und
Antequera, 1999). Eine weitere Theorie fir die abnehmende Sequenzspezifitat betrifft die
Verschiedenheit der transkriptionellen Programme in Metazoen. Viren und Bakterien
besitzen kleine Genome und ihre Lebensspanne beschrankt sich auf Zellwachstum und
Zellteilung. Dagegen exprimieren multizelluldre Organismen diverse genetische Programme
in unterschiedlichen Geweben. Derzeit spricht alles dafiir, dass stabile und zelltypspezifische
Doméanen der Chromatinkonformation diesen diversen genetischen Programmen der
Transkription unterliegen. Parallel zum Zellwachstum und der Zellteilung differenzieren sich
Zellen.

Die Abnahme der Sequenzspezifitat der Replikationsorigins schafft méglicherweise Raum fir
dynamische Anderungen in der Organisation des Genoms wahrend der Replikation.

Trotz dieser Unterschiede zwischen den Metazoen- und S. cerevisiae-Origins der DNA-
Replikation ist der an der Origin-Erkennung beteiligte Protein-Komplex (ORC) sowohl in Hefe
als auch in Metazoen hoch konserviert. Ebenso ist ein hoher AT-Gehalt bei allen
eukaryontischen Origins beobachtet worden und wird als wichtiges Merkmal fiir das Offnen
der DNA-Doppel-Strange am Origin eingestuft.
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1.3 STRUKTURMERKMALE EUKARYONTISCHER REPLIKATIONSSTARTZONEN

Neben dem sehr genau untersuchten Replikationsstartpunkt ori-B aus dem DHFR-Gen-
Locus wurden weitere ,origin of bidirectional replication® (OBR) Bereiche beschrieben:
- dem Protoonkogens c-myc von Hela-Zellen (Vassilev und Johnson, 1990;
McWhinney und Leffak, 1990),
- Rhodopsin Gen-Locus von CHO-Zellen (Gale et al., 1992),
- der murine 1G-Heavy Chain-Gen-Locus (Virta-Pearlman et al., 1993),
- HSP 70 Gen-Promotor (Taira et al., 1994),
- Aldolase B-Locus (Zhao et al., 1994),
- der RPS 14-Locus von CHO-Zellen (Tasheva und Roufa 1994),
- aus den Histon-Genrepeats und aus dem Polymerase a-Genlocus von D.
melanogaster (Shinomiya und Ina, 1993, 1994),
- aus dem menschlichen Lamin B2-Origin (Giacca et al., 1994),
- B-Globin-Locus (Aladjem et al., 1995),
- aus dem murinen rDNA-Cluster (Gdgel et al., 1996),
- der II/9A aus Scaria Coprophilia (Gerbi et al., 2001)

Diese OBRs wurden auf DNA-Ebene analysiert und zwar beziglich einer putativen
Sequenzhomologie. Alle bisher charakterisierten Origins aus niederen und hdéheren
Eukaryonten zeigten in cis keine signifikanten Homologien. Es konnten jedoch gemeinsame
Elemente identifiziert werden, die mdglicherweise als einzelne Module eines Origins

verstanden werden kénnen.

1.3.1 ARS-ELEMENTE

Die ,autonomously replicating sequences” (ARS), die 1979 im Genom der Backerhefe S.
cerevisiae entdeckt wurden (Struhl et al., 1979) sind DNA-Sequenzen in cis, die eine
autonome Replikation von Plasmiden in Abhangigkeit vom Zellzyklus ermdglichen
(Tschumper und Carbon, 1982). Man spricht bei diesen genetischen Elementen auch von
Replikatoren, welche die Aktivitat eines Origins kontrollieren (Jacob et al., 1963). Mit Hilfe
der 2D-Gelelektrophorese konnte gezeigt werden, dass ein Teil der charakterisierten ARS-
Elemente in ihrem chromosomalen Kontext als bona fide Replikationsstartpunkte dienen
(Brewer und Fangman, 1987,1988; Newlon et al, 1991; Deshpande und Newlon, 1992;
Diffley und Stillman, 1990; Fangman und Brewer, 1991; Huberman et al., 1987; Zhu et al.,
1992). Dabei ist die Lage im Chromosom mitentscheidend flr eine definierte zeitliche
Initiation am OBR der DNA-Replikation.
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DUE-ELEMENTE

Eine Vorraussetzung fir die Replikation der DNA ist, dass der Elternstrang entwunden wird.
Beginnen kann diese Entwindung zum Beispiel am ,DNA unwinding Element® (DUE), das
sich durch eine inharente Instabilitit der DNA-Doppelhelix auszeichnet. Eine solche
Sequenz konnte in den 3’-flankierenden A/T-reichen Domanen aller bisher untersuchten
ARS-Elemente nachgewiesen werden (Natale et al., 1992). Die Aktivitdt der ARS-Elemente
korreliert mit deren ,unwinding“-Aktivitdt. DUEs tolerieren alle Mutationen, welche die
Stabilitat der DNA-Doppelhelix nicht wesentlich erhéhen (Umek und Kowalski, 1988; Natale
et al., 1992). Aufgrund der Vorgange bei der chromosomalen Replikation von E. coli
(Kowalski und Eddy, 1989) wird vermutet, dass es sich bei DUEs um DNA-Bereiche handelt,
die nach Bindung eines Initiatorproteins zuerst entwunden werden. Dadurch wird ein Zugang

fir die zur Replikation benétigten Enzyme und Proteinfaktoren geschaffen.

1.3.3 PYRIMIDINTRAKTE

Durch in vitro Experimente konnte flir die Startstellen der RNA-Primer-Synthese eine
Sequenzspezifitat des DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes auf DNA-Ebene
nachgewiesen werden (Kaiserman et al., 1989). Diese als Pyrimidintrakt (mehr als 11
aneinander gereihte Pyrimidine) bezeichneten cis-wirksamen Sequenzen
(YYYYYYYYYCTTTYYYY; Y ist C oder T) konnten haufig proximal von DUEs innerhalb
vieler bisher untersuchter Initiationsregionen der DNA-Replikation nachgewiesen werden.
Homopurin/Homopyrimidin-Sequenzen werden ebenfalls als wichtige regulative DNA-
Strukturen angenommen (Rao et al, 1996); diese fihren u.a. zum Pausieren der
Replikationsmaschinerie bei der SV 40-DNA-Replikation (Rao et al., 1994). Darlber hinaus
wurden diese ungewdhnlichen Sequenzen am Ende von Amplicons gefunden (Baran et al.,
1991).

1.3.4 KERNSTRUKTUR

Die chromosomale DNA ist in eukaryontischen Zellen Uber spezielle Sequenzen, die
.scaffold associated regions“ (SAR), an das Kerngerlst gebunden (Gasser et al., 1990).
Diese SARs treten in den analysierten Origin-Regionen gehauft auf. Es wurde auch durch
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen angenommen, dass chromosomale DNA an
bestimmten Stellen innerhalb des Kerns repliziert wird (Nakayasu und Berezney, 1989; Mills
et al., 1989). Da neusynthetisierte DNA zudem préaferentiell mit dem Kerngertist assoziiert ist,
wird angenommen, dass die DNA-Synthese an definierten Positionen am KerngerUst erfolgt.
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Dabei soll die zu replizierende DNA durch die am Kerngerist gebundenen
Replikationsmaschinerien wandern (Benbow et al., 1992; Hozak und Cook, 1994; Coverley
und Laskey, 1994; Jackson, 1995). Obwohl die Funktion der SARs noch nicht genau
verstanden ist, scheinen diese Stellen jedoch fir die Elongation der DNA-Replikation als far
Initiation von Bedeutung zu sein (Ortega und DePamphilis, 1998).

Ein intakter Kern ist kritisch fir die Regulation eukaryontischer Replikation. Dies zeigten
Versuche in Extrakten von Froscheiern (Wu et al., 1997) und menschlichen Zellen (Krude et
al., 1997). Dabei scheint jedoch die Konzentrierung der essentiellen Faktoren auf engstem
Raum und somit die Bildung der Replikationsaktivitdt und nicht die Selektion von
Startpunkten die Prioritdt zu haben (Yan und Newport, 1995). Des weiteren ist das
Vorhandensein der Kernlamina ein entscheidender Faktor fir die Etablierung der
Replikationsmaschinerien, da in Kernen, die ohne Lamin B3 assembliert wurden, keine
Replikation stattfindet (Jenkins et al., 1993).

1.3.5 CHROMATINSTRUKTUR

Die Chromatinstruktur ist dazu beféhigt, Promotor- und Origin-Aktivitat zu blockieren, indem
der Zugang von essentiellen Faktoren an spezifischen DNA-Stellen unterbunden wird
(DePamphilis 1996). Vor solchen Positionseffekten werden in Drosophila transkriptionsaktive
Domanen und Origins durch sogenannte Transcriptional Insulator Elements geschiitzt (Lu
und Tower, 1997). In Xenopus kann Histon H1 eine verringerte Initiationshaufigkeit bewirken,
indem die Bildung des préareplikativen Komplexes limitiert wird (Lu et al., 1998). Beide
Beispiele zeigen, dass die Chromatinstruktur in die Ausbildung von Initiationszonen involviert
ist.

1.3.6 TRANSKRIPTIONELLE KONTROLLELEMENTE

In der Initiationsregion der DNA-Replikation von eukaryontischen Viren, Hefen und
Drosophila  wurden  transkriptionelle  Kontrollelemente und  Bindungsstellen  fir
Transkriptionsfaktoren gefunden (DePamphilis, 1988 und 1993; Delidakis und Kafatos, 1989;
Mohr et al., 1990; Fangman und Brewer, 1991). Offenbar besteht ein enger Zusammenhang
zwischen der DNA-Replikation und ihrer Transkription. Dabei wéare es mdglich, dass
Transkriptionsfaktoren durch eine Interaktion mit replikativ wichtigen Proteinen den
Zusammenbau der Replikationsmaschinerie  unterstitzen oder dass sie die
Chromatinstruktur derart verandern, dass bestimmte Sequenzen flr Replikationsproteine
zuganglich werden (Heintz, 1992; DePamphilis, 1993). Es konnte auch gezeigt werden, dass
wahrend der Replikation die Chromatinstruktur destabilisiert bzw. der Zusammenhalt der
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Nukleosomen signifikant vermindert wird (Conconi et al., 1989; Lucchini und Sogo,
1994,1995; Gasser et al., 1996).

1.3.7 ALTERNATIVE DNA-STRUKTUREN

Alternative DNA-Strukturen, wie z.B. in cis gebogener (,bent”) DNA, wurden in den ARS-
Elementen der Hefe und innerhalb prokaryontischer Origins gefunden (Eckdahl und
Anderson,1990). ,Bent“-DNA ist fir die Funktion des ARS1-Elementes zwar nicht essentiell,
hat jedoch eine stimulierende Wirkung (Williams et al., 1988; Marahrens und Stillman, 1992).
Daneben werden Strukturen, die in vitro zur Ausbildung von Triplex- und Z-DNA befahigt
sind, in Zusammenhang mit der Initiation der DNA-Replikation diskutiert (Bianchi et al., 1990;
Caddle et al., 1990). Die Bildung einer Triplex-Helix inhibiert die DNA-Helikase-Aktivitat des
groBen SV40 T-Antigens.

Wie essentiell derartige Strukturen fir eine ortsspezifische Initiation der Replikation an
definierten cis-wirksamen DNA-Sequenzen ist, zeigen Experimente am ori-g des DHFR Gen-
Locus unter der Verwendung von Xenopus-Eiextrakten (Gilbert et al., 1995; Wu und Gilbert,
1996). Hierzu wurden Zellkerne aus CHO-Zellen permeabilisiert. Die Initiation der Replikation
am ori-B wurde nach Injektion Origin-haltiger DNA in diesen Nuclei analysiert.
Kontrollexperimente mit nackter ori-B-haltiger DNA zeigten eine unspezifische und
delokalisierte Initiation der Replikation. Je weniger permeabel der Nucleus war, um so
spezifischer wurde die Replikation am ori-f initiiert. Dies deutet auf eine wichtige strukturelle
Komponente in der Organisation der DNA aus héheren Eukaryonten hin, welche durch eine
Permeabilisierung der Zellkerne zerstért wird.

1.3.8 DNA-METHYLIERUNG

DNA-Methylierungen beeinflussen in E. coli stark die Effizienz von Origins. Ahnliches wurde
auch far Metazoen-Origins gefunden. Dabei treten beispielsweise in der Umgebung des
Hamster-DHFR-ori-B und des RPS14 OBR zehnmal mehr sogenannte CpG-Inseln, auf als
an Kontroll-DNA (Rein et al., 1997). Diese sind wahrend des gesamten Zellzyklus stark
methyliert und werden sofort nach der Replikation remethyliert. Diese Origins sind hochaktiv.
Ob diese Aktivitat allerdings direkt auf die Methylierung zurlickzufiihren ist, ist ungewiss.
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1.3 DIE PROTEINKOMPONENTEN DER INITIATIONSREAKTION

Die Erforschung der eukaryontischen Replikationsinitiation hat ihren Ursprung in der
Hefegenetik. Die Homologen der Hefegene sind bemerkenswert gut unter allen Eukaryonten
konserviert und so gilt auch der Schluss als sicher, dass sich die grundlegenden
Mechanismen der Replikationsinitiation in allen eukaryontischen Zellen &hneln. Aufgrund
dieser allgemeinguiltigen Prinzipien ist es sinnvoll die Forschung beziglich der
Replikationsinitiation auf Insekten-, Frésche-, Sduger- oder Pflanzensysteme auszudehnen.

So erfolgt in allen untersuchten eukaryontischen Zellen in Vorbereitung auf die Initiation der
Replikation die schrittweise Ausbildung eines prareplikativen Komplexes (preRC) (Bell und
Dutta, 2002). Hierzu binden zuerst die ORC-Proteine 1-6 (origin recognition complex-) als
Heterohexamere an die DNA. Wéhrend in S. cerevisiae eine eindeutige Konsensus-DNA-
Sequenz fir die ORC-Bindung nachgewiesen werden konnte, sind solche Bindungsstellen in
mehrzelligen Eukaryonten nur in Ansdtzen bekannt. Dies ist einer der Hauptgrinde fir die
bis heute kaum verstandene DNA-Sequenzkomposition von Origins (Palzkill und Newlon,
1988; Marahrens und Stillman, 1992; Francon et al.,, 1999). Aktuelle Forschungsergebnisse
tendieren sogar zu der Annahme, dass bei héheren Eukaryonten ausschlieBlich die DNA
Topologie und nicht eine bestimmte DNA-Sequenz von Bedeutung sind (Walter et al., 2003,
Botchan et al., 2004, Knippers et al., 2004). Die ATP-abhangige Bindung der ORC-Proteine
an die DNA ist Voraussetzung fir die nachfolgende Rekrutierung von CDT1 und CDC6. Erst
nach Assemblierung dieser Proteine und der ATP-Hydrolyse kann die Bindung des aus
sechs unterschiedlichen MCM-Proteinen (,Minichromosom Maintenance®, MCM2-7)
aufgebauten MCM-Komplexes erfolgen (Bell und Dutta, 2002). Diese sechs MCM-Proteine
sind in ihrer Proteinsequenz untereinander partiell homolog und weisen als Proteinkomplex
ATPase-Aktivitat auf (Schwacha und Bell, 2001). Sie bilden einen hexameren Komplex aus,
der eine ringférmige Struktur aufweist. Eine zentrale Aussparung kann im Prinzip einen
Einzelstrang passieren lassen. Diese Charakteristika legen eine Funktion als DNA-Helikase
nahe, die auch fir einen Subkomplex aus drei MCM-Proteinen (MCM4, 6, 7) an Sduger-DNA
gezeigt wurde (Sato et al., 2000). Ob es sich hierbei um replikative Helikaseaktiviat wahrend
der S-Phase in Eukaryonten handelt, ist bislang noch nicht geklart. Dass ORC und CDC6
nicht mehr bendtigt werden, wenn die MCM-Proteine an die DNA assoziiert sind (Tye, 1999),
deutet darauf hin, dass die eigentliche Rolle des preRCs die kontrollierte Rekrutierung von
MCM-Proteinen ist. Zum Start der Replikation sind neben den genannten DNA-
Replikationsproteinen noch die Proteine MCM10 und CDC45 erforderlich (Wohlschlegel et
al., 2002). Die Initiation der DNA-Replikation wird maBgeblich durch verschiedene
zellzyklusabhangige Proteinkinasen reguliert. Ein Beispiel daftr ist die CDK-abhangige
Phosphorylierung von CDCS6, die an verschiedenen Stellen des N-Terminus erfolgt. Wahrend
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der S-Phase bewirkt diese Modifikation den Kernexport von CDC6, der nachfolgend zum
Ubiquitin-abhangigen Abbau des Proteins flihrt (Saha et al., 1998; Petersen et al., 2000). Die
Affinitat von MCM-Proteinen zum Chromatin &ndert sich ebenfalls wéhrend der S-Phase. Bei
fortschreitender Replikation finden sich immer weniger Chromatin-assoziierte MCM-Proteine,
auch wenn diese nicht aus dem Kern exportiert werden (Schulte, et al., 1995). Die zugrunde-
liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch bisher wenig verstanden.
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Abb.:1.3 Schematische Darstellung der Initiation der DNA-Replikation

1.4.1 DER ORIGIN-RECOGNITION-COMPLEX (ORC)

Ein groBer Fortschritt bei der Erforschung der DNA-Replikation bei Eukaryonten war die
Entdeckung des ,origin recognition complex® (ORC) in S. cerevisiae (ScORC). Dieser
Komplex besteht aus sechs verschiedenen Untereinheiten, ORC1-ORC6, mit einem
Molekulargewicht von 50 kDa (ScORCB6) bis 104 kDa (ScORC1) und bindet spezifisch das A-
Element der ARS1-Sequenz in Abhangigkeit von ATP (Bell und Stillman, 1992). Die
Untereinheiten ORC1, ORC4 und ORC5 besitzen Nukleotidbindungsstellen, &hnlich denen
bekannter DNA-abhangiger ATPasen. Es konnte gezeigt werden, dass die gréBte der ORC
Untereinheiten, ORC1, ATP in vitro hydrolysiert, aber nach Zugabe von Origin-DNA ATP
stabilisiert und die ATPase-Reaktion inhibiert. Dies ist ein Indiz der ATP-Bindung fur die
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Assoziation mit spezifischen DNA-Sequenzen (Klemm et al., 1997). Neuere Studien, welche
mit ,electrophoretic mobility shift assays” (EMSA) die Effekte von Adeninnukleotiden auf
sequenzspezifische beziehungsweise sequenzunspezifische ORC-Bindung an die DNA
untersuchten, konnten zeigen, dass nur ATP die Sequenzspezifitat erhdht (Mizushima et al.,
2002). Mit ,plasmid competition assays” konnten Harvey and Newport (2003) an Metazoen-
Origins zeigen, dass die Hydrolyse von ATP flr die Assemblierung des MCM-Komplexes an
den preRC bendétigt wird. Weitere Ergebnisse erbrachten Crosslink-Studien, die zeigten,
dass die Untereinheit ORC1 zusammen mit den Untereinheiten ORC2 und ORC4 kontaktiert
und einen DNA-Strang in der Hauptfurche des Hefe-Origin-Elementes A bindet, wahrend die
ORC5-Untereinheit mit dem B1-Element interagiert (Lee und Bell, 1997). Interessanterweise
wird die Replikation an derjenigen DNA-Region bei dem Element B1 initiiert, wo die ersten
Primer fur die replikative Kettenelongation synthetisiert werden (Bielinski und Gerbi, 1999).
Ahnlich dem urspriinglich beschriebenen Hefe-ORC, wurden noch andere derartige
Komplexe in S. pombe (Moon et al, 1999), in X. laevis (Tugal et al., 1998), in
D. melanogaster (Chesnokov et al., 1999) und H. sapiens (Gavin et al., 1995) beschrieben.
Dies lasst darauf schlieBen, dass der ORC eine evolutiv sehr konservierte Komponente der
eukaryontischen DNA-Replikation ist. Durch Footprinting-Versuche (Brown et al., 1991;
Diffley und Cocker, 1992; Diffley et al., 1994) mit ScCORC und einem Origin der DNA-
Replikation zeigte sich, dass es mindestens zwei Arten von Protein-DNA-Komplexen am
Origin der DNA-Replikation gibt: Zum einen den prareplikativen Komplex wéhrend der G-
Phase, zum anderen den postreplikativen Komplex wahrend der S- und der G,-Phase, sowie
in der Mitose. Weiteren Aufschluss Uber den Aufbau der Komplexe am Origin der DNA-
Replikation brachten Crosslink-Experimente, die zeigten, dass ScORC wahrend des
gesamten Zellzyklus am Origin gebunden bleibt und zusatzliche Proteine wie CDC6, den
MCM-Komplex und CDC45 mit dem ORC-DNA-Komplex wéahrend der G;-Phase assoziieren.
Dagegen zeigten ahnliche Versuche an Saugern, dass der ORC nicht konstitutiv an das
Chromatin gebunden ist, sondern wahrend der Mitose zerfallt und wahrend der frihen G-
Phase wieder reassembliert. Dieses dynamische Verhalten des ORC scheint ein generelles
Phanomen bei Saugern zu sein.

So zeigen ORC1- und ORC2-Proteine in Hamsterzellen wahrend der Mitose und G;-Phase
ahnliche Konzentrationen, aber nur ORC2 bleibt fest am Chromatin assoziiert (Natale et al.,
2000). ORC1 ist in mitotischen Zellen nur schwach an das Chromatin gebunden, wird aber
wahrend der frihen G;-Phase eng mit dem Chromatin verknlpft. Dies geschieht gleichzeitig
mit dem Aufbau des preRC an spezifischen Replikationsorigins, wie der ori-B ,downstream*
der Hamster-DHFR-Genes. Vor diesem Zeitpunkt ist keine Hamster-ORC-Aktivitat
nachweisbar. Den Punkt wahrend der Gi-Phase, an dem Origin-Spezifitdt erreicht wird,
bezeichnet man als ,origin decision point* (ODP).
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Ahnlich verhalt es sich in humanen Zellen, in denen Chromatinassoziation von ORCH1
wahrend der S- und Go-Phase signifikant reduziert wird (DePamphilis, 2003). Der Hauptteil
von ORC2 bleibt hingegen am Chromatin gebunden (Kreitz et al., 2001). Der Protein-Level
von humanem ORC1 wird in proliferierenden Zellen durch Ubiquitin verursachte Proteolyse
reguliert (Mendez et al., 2002). HsORC1 konnte mit einem Maximum in der G;-Phase und
mit signifikant reduziertem Level beim Gi/S-Ubergang nachgewiesen werden, wohingegen
andere HsORC-Untereinheiten lber den Zellzyklus konstant bleiben (Kelly et al., 2001,
Mendez et al., 2002). Aufgrund der Instabilitdt von ORC1 kdnnte dieses die limitierende
Komponente im aktiven ORC darstellen. Die Dynamik von ORC1 und méglicherweise
anderen Proteinen wahrend des Zellzyklus kénnte dazu dienen, eine Assemblierung des
preRC bis zum Abschluss der Mitose und der Umformung einer Kernstruktur
hinauszuzégern. Reguliert werden kdnnte diese Affinitdt der ORC-Proteine durch
Proteinphosphorylierung. So wurde gezeigt, dass in Metaphase-arretierten Xenopus-Eiern
ORC1 und ORC2 phosphoryliert vorliegen (Carpenter und Dunphy, 1998; Tugal et al., 1998).
AuBerdem kann XIORC selektiv von dem Chromatin freigesetzt werden, indem Chromatin
entweder in Metaphase-Extrakt (Rowles et al., 1999) oder mit CDC2/Cyclin A-Proteinkinase
inkubiert wird (Hua und Newport, 1998; Findeisen et al., 1999). Dieselben Cyclin-abhangigen
Proteinkinasen, die flr das Vorantreiben der Zellen in die Mitose zustandig sind, sind fur den
Abbau des preRC am Ende jedes Zellzykluses durch Destabilisierung eines oder mehrerer
ORC-Proteine verantwortlich.

Da in Hefe der ORC stabil Gber den Zellzyklus am Chromatin gebunden bleibt, wird die
Umwandlung der ORCs in preRCs hinausgezdgert, bis die Mitose abgeschlossen ist, da
Cdk1/Cyclin B gleichzeitig die Mitose unterstiitzt und die Bindung von CDC6 an den ORC
durch Phosphorylierung des CDC6-Proteins inhibiert (Dahmann et al, 1995; Piatti et al.,
1996; Jallepalli et al., 1997).

Immundepletionsexperimente mit Xenopus-Eiextrakten haben gezeigt, dass die Bindung des
X. laevis Homologs CDC6 (XICDC6) an Chromatin XIORC bendtigt (Coleman et al., 1996).
Chromatinvernetzungsexperimente lieferten den Beweis, dass die Bindung von ScCDC6 an
S. cerevisiae-Origins von ScCORC abhangig ist (Tanaka et al, 1997). Eine mdgliche Rolle der
ORC-Proteine ist somit die Rekrutierung von CDC6 zu den Origins. Es wird vermutet, dass
diese Rekrutierung durch direkte Protein-Protein-Interaktion erfolgt. Mizushima et al. konnten
zeigen, dass ORC in der Regulierung seiner Bindungsaktivitat unterstitzt werden kann. Als
Beweis daflr erhdéht aufgereinigtes S. cerevisiae CDC6 die Spezifitdit der ORC-DNA-
Interaktion in vitro (Mizushima et al., 2000). Es bedarf noch weiterer Untersuchungen, um
abzuklaren, ob CDC6 und/oder mégliche andere, unidentifizierte Faktoren die ORC-Bindung
in héheren Eukaryonten modulieren und ob diese Modulation die Originwahl am ,origin
decision point” in Sduger-Zellen beeintrachtigt (Wu und Gilbert, 1996; Wu und Gilbert, 1997).
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Ein weiterer bekannter Unterschied zu S. cerevisiae ist das ORC4-Homolog in S. pombe
(Orp4). Es tragt ein ungewdhnlich ausgedehntes, N-terminales AT-Hook-Motiv mit sich
(Chuang und Kelly, 1999), ahnlich denjenigen, die typischerweise in HMG-I (Y) (HMG: ,High
Mobility Group®) Proteinen gefunden wurden (Aravind und Landsman, 1998). AT-Hook-
Domaénen interagieren bekanntermaBen mit AT-Trakten (Maher und Nathans, 1996). HMG-I
(Y) Proteine enthalten fir gewdhnlich drei oder vier AT-Hook-Motive (Aravind und Landman,
1998). Wahrend S. pombe Orp1 (Muzi-Falconi und Kelly, 1995) und S. cerevisiae ORC2
(Bell et al., 1995) jeweils ein einzelnes AT-Hook-Motiv besitzen, weist S. pombe Orp4 neun
AT-Hook Motive auf (Chuang und Kelly, 1999). Chuang und Kelly schlugen vor, dass in
Spalthefe der ORC die Targetsequenzen Uber seine AT-Hook-Doméne erkennt und seine
Bindungsaffinitdt davon abhangig ist, wie viele der neun AT-Hook-Motive mit der DNA
interagieren (Chuang und Kelly, 1999). Diese Hypothese ist konsistent mit dem hohen AT-
Gehalt der ARS-Elemente in S. pombe und wird durch einen kirzlich erschienen Bericht
untermauert. Darin wird die Abh&ngigkeit der Origin-Aktivitdt von ARS 2004 in Verbindung
mit der Anzahl der A/T-Stretche und das AusmaRB ihres ,clusterings” demonstriert (Okuno et
al., 1999). Darlber hinaus assoziiert Orp1 tUber den Zellzyklus spezifisch mit den AT-reichen
Regionen | und lll in ARS 2004 (Ogawa et al., 1999). Da derartig ausgedehnte AT-Hook-
Doméanen in ORC Analoga anderer Spezies nicht gefunden wurden (Dutta und Bell, 1997),
kdnnte die ORC-Bindung uber das AT-Hook-Motiv eine Spezialisierung von S. pombe sein
(DePamphilis, 1999; Bogan et al, 2000). Allerdings sind diese AT-Trakte in Metazoen-
Origins immer noch sehr verbreitet und es ist daher mdéglich, dass die ORC-DNA Interaktion
durch AT-Hooks von HMG-I (Y) Proteinen in trans unterstitzt wird (Chuang und Kelly, 1999).
Neben der essentiellen Funktion der ORC-Proteine wahrend der Initiation der DNA-
Replikation wurde fir das kleinste Protein des ORC-Komplexes, das ORCB6-Protein, eine
zusétzliche Funktion wahrend der Mitose aufgedeckt. (Prasanth et al., 2002). Humanes
ORCES6 ist wahrend der Mitose an den Kinetochoren und in retikular &hnlichen Strukturen um
das Chromatin lokalisiert. Retikular ahnliche Strukturen konnten auch fiir Drosophila-ORC6
gezeigt werden (Chesnokov et al., 2001). Vor der Zellteilung ist ein Teil des ORC6-Proteins
am midbody akkumuliert. Eine experimentell verringerte ORC6-Expression fuhrte zu Zellen
mit multipolaren Spindeln, mehreren Zellkernen und zu vermehrter Replikation (Prasanth et
al., 2002). Diese Beobachtungen implizieren, dass ORC6 ein essentielles Gen ist, das die
Replikation und Segregation der Chromosomen mit der Cytokinese koordiniert.

Dieses dynamische ORC-Verhalten ist nicht der einzige Unterschied zwischen Saugern und
Hefen. Experimente mit humanen Zellen demonstrieren die Assoziation einer signifikanten
Konzentration von CDC6 mit Chromatin Uber den Zellzyklus hinweg. Dagegen steht die
regulierte Dissoziation des Hefe-CDC6 von préareplikativen Komplexen wahrend der S-Phase
(Mendez und Stillman, 2000). Diese Ergebnisse implizieren ein Modell fur die S&duger-Origin
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Spezifizierung, in der ORC2 und CDC6 uber den Zellzyklus hinweg mit den Origins assoziiert
bleiben, wahrend ORC1 periodisch am Chromatin gebunden bleibt. Andere ORC-Proteine
bleiben méglicherweise mit ORC2 am Chromatin assoziiert oder dissoziieren zusammen mit
ORCH1.

1.4.2 DaAs PROTEIN CDC6

CDCE6 in S. cerevisiae, CDC18 in S. pombe und XCDC6 in X. laevis sind Homologe und
stellten sich als essentiell far die DNA-Replikation heraus (Dutta und Bell, 1997;
Leatherwood, 1998; Stillman, 1996; Muzi-Falconi et al., 1996; Jallepalli und Kelly, 1997).
Auch in humanen Zellen und in M. musculus wurde bereits CDC6 identifiziert, das, wie ORC,
in allen Eukaryonten hoch konserviert ist (Dutta und Bell, 1997; Saha et al, 1998; Coleman et
al., 1996; Wiliams et al., 1997; Hateboer et al., 1998; Berger et al., 1999). Ohne CDC6 ist die
Assemblierung des prareplikativen Initiationskomplexes an den Origins nicht mdglich
(Cocker et al., 1996). Sowohl in S. cerevisiae als auch in S. pombe wird das CDC6/CDC18
Protein am G./S Ubergang nach der Phosphorylierung durch CDK degradiert (Nishitani und
Nurse, 1995; Piatti et al., 1995). Uberexpressions-Versuche mit CDC18 in S. pombe zeigten
eine Re-Replikation ohne Mitose (Nishitani und Nurse, 1995) und Mutations-Experimente an
CDC6 in S. cerevisiae verursachten eine Uber-Replikation der DNA (Saha et al., 1998).
Diese Experimente weisen auf die unerldssliche Bedeutung von CDC6 in der DNA-
Replikation hin und machen klar, dass die CDC6-Konzentration einer stringenten
Regulierung unterliegen muss. Die exakte Funktion von CDC6 in Sauger-Zellen ist nicht
bekannt, aber eine Schlisselrolle beim Prozess der Assemblierung des préareplikativen
Komplexes ist sehr wahrscheinlich. Das humane Homolog von CDC6, HsCDC®, interagiert
mit Cyclin und ORC1,annahernd wie Hefe-CDC6 (Saha et al., 1998). Im Gegensatz zu Hefe
sinkt in H. sapiens der CDC6-Level zu Beginn der S-Phase nicht ab (Saha et al., 1998;
Mendez und Stillman, 2000; Petersen et al., 1999), sondern bleibt im periodischen Ablauf
des humanen Zellzyklus wéhrend der S-,G,-Phase und Mitose stabil (Williams et al., 1997;
Saha et al, 1998; Fujita, 1999). Dies lasst auf einen alternativen Mechanismus der
Regulierung des HsCDC6 am G./S-Ubergang in humanen Zellen schlieBen. Weitere
Unterstitzung findet diese These durch Forschungsergebnisse, in denen Epitop-
flankierendes HA-HsCDC6 in G; Zellen im Kern und in S-Phase-Zellen im Cytoplasma
gefunden wurde (Saha et al., 1998; Petersen et al., 1999; Jiang et al., 1999). Dagegen findet
man HsCDCB6-Protein in frihen Gi-Phasezellen nur in geringer Konzentration, da in diesen
HsCDC6 schnell durch Ubiquitin-abhangige Proteolyse abgebaut wird (Petersen et al., 2000;
Mendez und Stillman, 2000). Inzwischen legen neueste Daten den Schluss nahe, dass die
erwahnte schnelle Degradierung ein Extraktions-Artefakt sein kénnte (Okuno et al., 2001).
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Es konnte gezeigt werden, dass nukledres HsCDC6 wahrend der S-Phase phosphoryliert
wird (Jiang et al, 1999; Petersen et al., 1999; Herbig et al., 2000) und anschlieBend ins
Cytoplasma transportiert wird (Petersen et al., 1999), wahrend im Nukleus immer noch eine
beachtliche Menge am Chromatin assoziiert bleibt. Deshalb wird vermutet, dass HsCDC6
nicht nur als ,loading®-Faktor fir die MCM Proteine in humanen Zellen dient, sondern auch
zusatzliche Funktionen wéahrend der Replikation austbt. Ektopische Expression und
Mikroinjektion von HsCDC6, dem die Phosphorylierungsstellen deletiert wurden, zeigen eine
gestérte DNA-Replikation (Jiang et al., 1999; Herbig et al., 2000). Biermann et al. (2002)
konnten eine wesentliche de novo Synthese von HsCDC6 wahrend der G;-Phase zeigen.
Uberraschenderweise wird humanes CDC6 kontinuierlich in &hnlichen Konzentrationen
wahrend der S-Phase synthetisiert, obwohl eine bedeutende Menge an HsCDC6 bzw.
Sauger-CDC6 am Chromatin assoziiert ist (Petersen et al., 2000; Mendez und Stillman,
2000; Biermann et al., 2002). Tatsachlich konnten Biermann et al. (2002) demonstrieren,
dass die Mengen an Puls-markiertem CDC6 am Chromatin ahnlich denen in G;-Phase- und
S-Phase-Zellen waren. Deshalb wird ein dynamisches Verhalten von HsCDC6
angenommen, indem die Fraktion des ,alten® HsCDC6, das vom Chromatin dissoziiert und
wahrend der S-Phase ins Cytoplasma transportiert wird, zumindest teilweise durch
neusynthetisiertes HsCDC6 ersetzt wird (Biermann et al., 2002). Sequenzanalysen zeigten,
dass HsCDC6 zwei putative N-terminale NLSs und ein Leucin-reiches C-terminales ,nuclear
export signal“ (NES), LXXXLXXLXL, enthalt (Delmolino et al., 2001; Nakielny und Dreyfuss,
1999). Man vermutet einen Kernimport von HsCDC6 durch die NL-Sequenz. Aufgrund der
Phosphorylierung von HsCDC6, die mdglicherweise durch CyclinA/CDK geschieht, wird das
Protein vom préareplikativen Komplex freigesetzt und mittels seiner NE-Sequenz aus dem
Kern exportiert. In Hefe wird CDC6 wahrend der Gi-Phase exprimiert (Piatti et al., 1995;
Drury et al., 1997), assoziiert mit stationdrem ORC (Li und Herskowitz, 1993; Liang et al.,
1995) und rekrutiert die MCM-Initiationsproteine, die eine intakte Nukleotidbindungsdomane
bendtigen (Perkins und Diffley, 1998; Weinreich et al, 1999; Feng et al., 2000). Hat die
Replikation begonnen, wird Hefe-CDC6 phosphoryliert und anschlieBend schnell durch
Ubiquitin-vermittelte Proteindegradation zerstért. Der regulierte Abbau von CDC6 verhindert
effektiv das Binden der MCM-Proteine und deshalb auch die Re-Replikation von DNA-
Abschnitten (Piatti et al., 1996; Elsasser et al., 1996; Brown et al., 1997; Jallepalli et al.,
1997; Kominami und Toda, 1997; Baum et al., 1998; Sanchez et al., 1999; Calzada et al.,
2000; Drury et al., 2000). CDC6 wie CDC18 ist ein Mitglied der groBen AAA*-Familie
(ATPase associated with a variety of cellular activities) der ATPasen (Neuwald et al., 1999).
Ahnlich wie andere Mitglieder dieser Familie, besitzt CDC6 eine Purin-Nukleosid-
Triphosphat-Bindungsdomane, die aus den konservierten Walker A- und Walker B-Motiven
besteht. Das Walker A-Motiv (oder P-Loop) wirkt auf die Triphosphate ein und ist essentiell

38



1 Einleitung

fir die ATP-Bindung. Das Walker B-Motiv koordiniert (iber ein Wassermolekiil die Mg?*-lonen
(Saraste et al, 1990). Zu der Kategorie der AAA™-ATPasen gehéren auch die Proteine
ORC1, ORC4, ORC5, MCM und Mitglieder der RFC-Familie. Die konservierten Regionen der
AAA*-Proteine bestehen aus zwei Proteindomanen. Zum einen die ATP-Bindungsregion, die
der Struktur der RecA-ATP-Bindungsdoméne (Story und Steitz, 1992) ahnlich ist, zum
zweiten eine kleinere Domane, die aus einem Drei-Helix Motiv besteht und fir die AAA™-
Proteinklasse spezifisch ist (Neuwald et al., 1999; Guenther et al., 1997; Yu et al., 1998;
Lenzen et al., 1998). Es wird vermutet, dass die ATP-Bindung und -Hydrolyse die
Wechselwirkung zwischen den zwei Doménen regeln. Die Funktion der AAA*-Proteine als
ATP-angetriebener Konformationsschalter ~ besteht héchstwahrscheinlich darin,
Proteinkomplexe aufzubauen, umzugestalten und auch wieder abzubauen (Neuwald et al.,
1999). Dementsprechend kann die Entstehung des Replikationsinitiationskomplexes in
eukaryontischen Zellen eine Reihe von ATP-gekoppelten Konformationsdnderungen
miteinbeziehen. Vor kurzem wurde ein in vitro System aus aufgereinigten S. cerevisiae
Proteinen und DNA-Fragmenten, die Replikationsorigins enthalten, etabliert, um ORC- und
CDC6-Interaktionen zu studieren (Mizushima et al., 2000). Mittels dieses Systems konnte
gezeigt werden, dass die Bindung von CDC6 an den ORC ATP-unabhangig ist. Die ATPase-
Aktivitat des CDC6-Proteins bewirkt mdglicherweise eine Konformationsanderung des ORC-
Komplexes, wodurch das CDT1-Protein beféhigt wird, gemeinsam mit CDC6, die MCM-
Proteine an den ORC zu rekrutieren (Mizushima et al., 2000). Dieses Modell wird durch die
Beobachtung unterstitzt, dass CDC6 mit einem defekten Walker A-Motiv die MCM-Proteine
nicht an Chromatin in vivo rekrutiert wird (Weinreich et al., 1999; Perkins und Diffley, 1998).
Da diese Mutation jedoch die ATP-Bindungsaktivitdt von CDC6 beeintrachtigen kénnte, ist
nicht sichergestellt, ob die ATPase-Aktivitét in das Beladen der MCM ans Chromatin in vivo
involviert ist. In einer weiteren Studie wurde untersucht, ob die fir die ATPase-Aktivitat der
AAA™-Proteine bekannten Domanen, Sensor 1 und Sensor 2, ebenso fiir die Funktion des
CDC6 in der Zellzyklus-Progression und DNA-Replikation involviert sind (Takahashi et al.,
2002). Genetische Analysen der Hefestdmme, die mutantes CDC6 exprimieren, zeigten,
dass jede Mutante die S-Phase aufgrund von ineffizientem Laden der MCMs an das
Chromatin verlangerte (Takahashi et al., 2002). Aufgereinigtes mutantes CDC6 war unféhig,
die Konformation von ORC zu &ndern. Deshalb wird vermutet, dass CDC6 MCM durch eine
Konformationséanderung des ORC an die DNA rekrutiert, indem ATPase aktiv wird
(Takahashi et al., 2002).

Es wurden bereits viele Interaktionen von SpCDC18, ScCDC6, MmCDC6 und HsCDC6 mit
ORC nachgewiesen (Leatherwood et al., 1996; Saha et al., 1998; Liang et al., 1995; Kneissl|
et al., 2003), aber es existieren auch Berichte Uber Interaktionen von CDC6 mit MCM-
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Proteinen, wie MCM2 (Jang et al., 2001, Kneissl et al., 2003) bzw. CDT1 (Nishitani et al.,
2000).

In neuesten Studien konnte eine CDC6-Fraktion nachgewiesen werden, die wahrend der
Mitose am Spindelapparat assoziiert ist (lllenye und Heintz, 2004). Jedoch zeigen CHO-
Hamsterzellen mit erhdhter CDC6-Expression keine Akkumulation der Zellen in der G,/M-
Phase des Zellzyklus, woraus geschlossen wurde, dass das Maus CDC6-Protein nicht an
der Mitose beteiligt ist (lllenye und Heintz, 2004).

1.4.3 DER,,REPLICATION LICENSING FACTOR" B/CDT1

CDT1 wurde erstmals in S. pombe als Gen identifiziert, welches an der DNA-Replikation
beteiligt ist. Diese Bindung ist jedoch von der Prasenz des ORC-Komplexes abhéngig.
SpCDT1 hat eine ahnliche Funktion wie CDC6/CDC18, die fir die Lizensierung der Origins
bendtigt werden und kann mit CDC6/CDC18 immunprazipitiert werden. Nishitani et al. (2000)
konnten CDT1 eine Funktion bei der Rekrutierung von MCM4 an das Chromatin nachweisen.
Ein CDT1-Homolog, ,double parked“ (DUP) wurde auch in D. melanogaster identifiziert
(Whittaker et al., 2000). DUP-Mutanten kennzeichnen sich durch Defekte in der DNA-
Replikation, so dass diese mit ORC (insbesondere ORC2) an Stellen der Chorion-
Genamplifikation kolokalisiert sind. Dartber hinaus konnten Maiorano et al. (2000) in einem
zellfreien DNA-Replikationssystem von X. laevis Eiextrakten demonstrieren, dass eine
Immundepletion von CDT1 die DNA-Replikation verhindert. Obwohl diese Extrakte
kompetent waren, CDC6 und die ORC-Proteine zu laden, konnte der MCM2-7-Komplex nicht
rekrutiert werden. Diese Experimente sind ein Indiz fir das getrennte Rekrutieren von CDT1
und CDC6 zu den Origins, dennoch werden beide jeweils fir die Rekrutierung des MCM2-7-
Komplexes bendtigt.

Es wurden weitere CDT1-Homologe, wie bei Homo sapiens (Nishitani et al., 2001), in X.
laevis (Tada et al., 2001), in D. melanogaster (Wohlschlegel et al. 2001), in M. musculus
(RIS2) (Arentson et al., 2002), Danio rerio, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis und auch in
S. cerevisiae (Tanaka und Diffley, 2002), identifiziert.

In S. pombe ist die Regulation von CDT1 wéahrend des Zellzyklus, &hnlich der von CDC18,
transkriptionell durch CDC10 und durch Proteolyse gesichert (Hofmann und Beach, 1994;
Nishitani et al., 2000; Kelly et al., 1993). In Xenopus dagegen wird CDT1 durch Assoziation
mit dem Inhibitor Geminin reguliert (Tada et al., 2001; Wohlschlegel et al., 2000). In S.
cerevisiae findet man die Kernlokalisation als eine weitere Alternative der CDT1-Regulation
(Tanaka und Diffley, 2002). Es wird vermutet, dass die kontrollierten Protein-Level von
humanem CDT1, die nur in der G;-Phase anwesend sind, &hnlich wie HsCDC6, eher durch
Proteolyse als durch Transkription reguliert werden. Dazu ergaben Experimente, dass
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HsCDT1 mit dem Lizensierungsinhibitor Geminin einen Komplex bilden kann, der allerdings
fir den Hauptteil des Zellzyklus nicht ko-exprimiert wird (Nishitani et al, 2001).
Wabhrscheinlich sind in humanen Zellen bei der Regulierung des HsCDT1 sowohl
Geminininhibierung als auch Proteolyse mitinvolviert (Tanaka und Diffley, 2002; Nishitani et
al., 2001).

Tada et al. (2001) konnten den zweiten ,replication licensing factor-B“ (RLF-B) in S. pombe
als das CDT1 Protein identifizieren. Des weiteren wurde auch gezeigt, dass die Bindung des
RLF-B/CDT1 an das Chromatin durch ATP oder ATP-y-S stimuliert wird (Gillespie et al.,
2001).

1.4.4 DeER DNA-REPLIKATIONSINHIBITOR GEMININ

Geminin wurde urspringlich in Xenopus als Protein identifiziert, das eine Ubiquitin-
abhangige Degradierung in der Mitose erféhrt, und als ein Inhibitor der Initiation der DNA-
Replikation fungiert, indem es die Rekrutierung der MCM-Komplexe an das Chromatin
verhindert (McGarry und Kirschner, 1998). Neuere Studien zeigen, dass Geminin diese
Rekrutierung durch Bindung an CDT1 inhibiert und damit eine Re-Replikation verhindert
(Wonhlschlegel et al., 2000; Tada et al., 2001). Konsistent mit der Gemininfunktion ist in G,
Zellen der Geminin Level hoch und wird flr eine erneute Assemblierung des preRCs in der
G;-Phase wieder degradiert. Bis jetzt konnte Geminin, beziehungsweise Geminin-Homologe,
lediglich in Saugern identifiziert werden, nicht aber in S. cerevisiae, S. pombe oder
Caenorhabditis elegans. Es wird vermutet, dass Geminin nur bei héheren Eukaryonten in
Erscheinung tritt, in denen es als zusatzliche Komponente bei der Regulation der Re-
Replikation agieren kann. Eine weitere Rolle scheint Geminin bei der Induktion neuraler
Differenzierung zu spielen (Kroll et al., 1998). Jedoch bleiben noch viele Fragen bezlglich

der in vivo Rolle von Geminin unbeantwortet.

DER MCM2-7 PROTEINKOMPLEX

Der ,minichromosome maintenance“-Komplex (MCM) ist ein weiterer hexamerer
Proteinkomplex (MCM2 bis MCM7), der bei Mutationsstudien mit verringerter
Plasmidreplikation in S. cerevisiae identifiziert wurde. (Maine et al., 1984; Rowles und Blow,
1997; Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999). Es sind Homologe dieser sechs Hefe MCM-
Gene in zahlreichen anderen eukaryontischen Organismen, von D. melanogaster bis zu H.
sapiens und auch bei den Archaea-Bakterien, bekannt. Durch Deletionsexperimente
einzelner Proteine des MCM-Komplexes in S. cerevisiae oder S. pombe konnte gezeigt
werden, dass diese Proteine sowohl in der Initiation als auch bei der Elongation der
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chromosomalen DNA-Replikation erforderlich sind (Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999).
Sie sind Bestandteil des ,replication licensing systems*, das aus zwei Komponenten besteht,
namlich dem RLF-M (MCM2-7) (Kubota et al., 1995; Chong et al., 1995; Madine et al., 1995)
und dem RLF-B (CDT1) (Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000; Tada et al., 2001).
Sequenzanalysen zeigten, dass alle MCM-Proteine ein DNA-abhangiges ATPase Motiv in
der zentralen Doméne aufweisen (Koonin, 1993). Diese Region beinhaltet die vier
Sequenzmotive, die typisch flir DNA-Helikasen sind, einschlieBlich der fir die
Nukleotidbindung und Nukleotidhydrolyse unentbehrlichen Walker A- und B-Boxen (Neuwald
et al., 1999). Interessanterweise ergab ein Alignment der MCM-Aminosauresequenz von
zahlreichen anderen Spezies, dass die Proteine der Crenarchaeae S. solfataricus und A.
pernix beide ein Zinkfingermotiv vom His-Cys;-Typ aufweisen. Die Homologen von M.
thermoautotrophicum und andere archaealen Spezies und vier der sechs eukaryontischen
MCM-Proteine (MCM2, -4, -6, -7) besitzen ein Cys,-Typ-Zinkfinger (Carpentieri et al., 2002).
Poplawski et al. (2001) konnte die Bedeutung dieser Zinkfingerdomane fir die ssDNA-
Bindung und die Helikaseaktivitdt des MthMCM demonstrieren. Die vorherrschende Form,
aufgereinigt aus S. pombe und Xenopus-Eiextrakt, ist ein 560 kDa Hexamer, das alle sechs
MCM-Proteine in etwa stéchiometrischer Menge enthélt (Adachi et al., 1997; Brown und
Kelly, 1998; Kubota et al., 1997). Solche hexameren Ringe findet man haufig bei Mitgliedern
der AAA*-Superfamilie, bei denen eine Konformationsanderungen wahrend des ATPase-
Zyklus vermutet wird. Dadurch kénnen diese Proteine diverse Funktionen, wie zum Beispiel
Entfaltung von Polypeptiden, Vermittlung und Dissoziation von Protein-Protein-Interaktionen
und Erzeugung unidirektioneller Bewegungen ausiben. Neben einem bereits erwahnten
hexameren MCM-Ring sind diverse Subkomplexe der MCM Proteine beschrieben worden.
Es existieren Subkomplexe von MCM2/4/6/7, MCM4/6/7 und MCM3/5 (Thommes et al.,1997;
Ishimi et al., 1996; Fujita et al, 1997; Adachi et al, 1997; Sherman et al, 1998).
Immunprazipitationsstudien von MCM-Komplexen zahlreicher Organismen haben auBerdem
gezeigt, dass die Interaktionen unter einigen MCM-Proteinen starker und somit stabiler sind.
In den meisten Organismen sind die MCM-Proteine wahrend des gesamten Zellzyklus im
Kern lokalisiert (Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999). Eine Ausnahme stellt S. cerevisiae
dar, in der die MCM-Proteine in der Gi-Phase nuklear sind und wahrend der S-Phase ins
Cytoplasma transportiert werden (Hennessy et al., 1990). Neue Forschungsergebnisse an S.
pombe zeigten, dass die nukleare Lokalisation der sechs MCM-Proteine der Assemblierung
eines kompletten heterohexameren MCM-Komplexes bedarf (Pasion und Forsburg, 1999).
Eine bemerkenswerte Eigenschaft der MCM-Proteine in allen untersuchten Organismen ist
ihre periodische Assoziation mit chromosomaler DNA. In Sauger-Zellen sind die MCM-
Proteine wahrend der Gi-Phase mit chromosomaler DNA assoziiert, dissoziieren dann aber
wieder im Laufe der S-Phase von ihr ab (Kimura et al., 1994; Todorov et al., 1995). Eine
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ahnliche Periodizitdt chromosomaler Assoziation wurde schon bei S. cerevisiae, S. pombe
und X. laevis beobachtet (Romanowski et al., 1996a-b; Hennessy et al.,, 1990; Yan et al.,
1993; Dalton und Whitbread, 1995; Kubota et al., 1995; Hendrickson et al., 1996). Es konnte
gezeigt werden, dass die MCM-Proteine in der Gi-Phase an den Origins der DNA-
Replikation lokalisiert sind (Aparicio et al., 1997; Tanaka et al., 1997), sich wahrend der S-
Phase aber immer weiter von diesem entfernen (Aparicio et al, 1997). Dieses
Assoziationsmuster ist dem der DNA-Polymerase € ahnlich und I&sst vermuten, dass die
MCM-Proteine mdglicherweise mit den beweglichen Replikationsgabeln assoziieren
(Aparicio et al., 1997). Die Ablésung der MCM-Proteine von der chromosomalen DNA
korreliert zeitlich mit dem Ende der Replikation. Diese Beobachtungen fihren zu der
Annahme, dass die MCM-Proteine in vivo nicht nur eine wichtige Rolle bei der Initiation der
DNA-Replikation spielen, sondern auch bei der Elongation. Die Regulation der MCM-
Assoziation mit der chromosomalen DNA tragt zur Begrenzung der DNA-Replikation bei.
Erste Indizien fir eine Helikaseaktivitdt des MCM-Komplexes konnte nach der Aufreinigung
des hexameren Komplexes aus Hela-Zellen erbracht werden (Ishimi, 1997). Dieser
hexamere Komplex, bestehend aus allen sechs MCM Proteinen, ist Helikaseinaktiv. Jedoch
konnte ein Doppel-Trimer bestehend aus MCM4, MCM6 und MCM7 aufgereinigt werden,
das, spontan in eine Ringform umlagert (Patel und Picha, 2000) und etwa 30 Basenpaare
entwinden konnte. Diese Beobachtung ist bestatigt worden, durch die Rekonstruktion eines
Doppel-Trimers aus rekombinaten Maus- und S. pombe MCM-Proteinen, die in
Insektenzellen koexprimiert worden waren (You et al., 1999; Lee und Hurwitz, 2000). Dieses
Doppel-Trimer zeigt ATP-abhangige ssDNA-Bindung, ssDNA-stimulierte ATPase-Aktivitat
und eine schwache 3°-5"Helikaseaktivitdt. Mutationen im NTP-Bindungsmotiv von MCM6
und MCM4 zerstérten die Helikase- und die ssDNA Bindungsaktivitat (You et al.,, 1999). Es
zeigten Inkubations-Experimente mit dem Doppel-Trimer (MCM4, -6, -7) und MCM2,
beziehungsweise mit dem Dimer (MCMS3, -5) eine Auflédsung der Ringstruktur und
Inaktivierung der Helikaseaktivitdt (Lee und Hurwitz, 2000). Basierend auf diesen
biochemischen Studien wurde ein Hexamer, das nur drei der sechs MCM-Proteine enthalt,
als aktive Form der MCM Helikase postuliert. Diese Forschungsergebnisse lassen vermuten,
dass die drei MCM-Proteine, MCM4, MCM6 und MCM?7, den katalytischen Kern der MCM-
Helikase bilden, wahrend die Proteine MCM2, -3 und -5 die regulatorische Einheit der MCM-
Helikase bilden. Die Aktivierung des inaktiven MCM-Komplex wird danach durch die
Ablésung von MCM2, MCM3 und MCMS5, wahrscheinlich durch Phosphorylierung von MCM2
durch die CDC7/DBF4-Kinase, realisiert. In vitro wurde jedoch Kkeine prozessive
Helikaseaktivitdt beobachtet. Dies ist wahrscheinlich auf das Fehlen zuséatzlicher Faktoren
oder Modifikationen, die in vivo vorhanden sind, zurlckzuflhren. Neueste Forschungs-
ergebnisse auf dem Gebiet archaealer MCM-Helikasen zeigten ein MCM-Homolog der
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Spezies M. thermoautotrophicum, das bis zu 500 Basenpaare DNA entwinden kann. Diese
Tatsache unterstiitzt die These, dass die MCM-Helikase, sobald sie geeignet assembliert ist,
prozessive Entwindungsaktivitét besitzt (Kelman et al., 1999; Chong et al., 2000; Shechter et
al., 2000).

Die MCM2-7-Proteine spielen eine spezifische Rolle in der Zellzyklus-Regulierung der
Chromosomenreplikation, indem sie gewdhrleisten, dass sowohl die Initiation als auch die
Elongation genau einmal wahrend der S-Phase stattfindet. Diese Regulation wird durch
Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) vermittelt, welche die Assemblierung der MCM2-7-
Proteine an den preRC auBerhalb der Gi-Phase des Zellzyklus inhibieren. Die MCM-
Proteine dissoziieren nach Beginn der S-Phase vom Chromatin ab (Fujita et al., 1996, 1998).
Diese Dissoziation vom Chromatin wahrend der S-Phase korreliert mit dem Grad der
Phosphorylierung der MCM-Untereinheiten. Eine starke Phosphorylierung von MCM4 durch
CDC2-Cyclin B wahrend der G,/M-Phase kénnte eine Reassoziation der MCM-Proteine mit
dem Chromatin bis zur nachsten Gi-Phase verhindern (Fujita et al., 1998). In Xenopus wurde
die Phosphorylierung von MCM4 durch Cyclin-abhangige Kinasen schon von mehreren
Forschergruppen untersucht (Coue et al.,, 1996; Hendrickson et al., 1996; Findeisen et al.,
1999; Pereverzeva et al., 2000). Hendrickson et al. (1996) konnten zeigen, dass vor allem
CDC2-Cyclin B fur die Phosphorylierung von MCM4 in der Mitose verantwortlich ist. Eine
weitere Mdglichkeit der Regulation kénnte die direkte Inhibierung der MCM4-6-7-Helikase
durch Phosphorylierung von MCM4 durch CDK2-Cylin A darstellen (Hendrickson et al., 1996;
Ishimi et al., 2000; Ishimi und Komamura-Kohno, 2001). Die Rolle der MCM-
Phosphorylierung in der Regulation der DNA-Replikation bedarf aber noch weiterer Analyse.

DAs PROTEIN MCM10

Merchant et al. konnten (1997) MCM10 (Dna43) in S. cerevisiae als ein Kernprotein
identifizieren, das in die Initiation der DNA-Replikation involviert ist. Das ScMCM10-Gen
kodiert ein Protein von 571 Aminoséuren, das an den Replikationsorigin bindet (Merchant et
al., 1997). Mutations-Experimente von MCM10 zeigen ahnliche Phanotypen wie Mutanten
der MCM2-7-Familie, weisen jedoch keine Sequenzhomologien in der fir MCM2-7
spezifischen Region auf. Homologe von MCM10 wurden von Hefe bis zum Menschen
gefunden (Homesley et al., 2000; Izumi et al, 2000). MCM10 ist ein Chromatinprotein, das
mit allen sechs Untereinheiten des MCM2-MCM7-Komplexes interagiert (Homesley et al.,
2000; Kawasaki et al., 2000; Merchant et al., 1997). Aufgrund dieser Eigenschaften wurde
angenommen, dass MCM10 einen Bestandteil des preRC darstellt. Die Deletion von MCM10
wahrend des Aufbaus des preRC in der Gi-Phase inhibiert die Assoziation der MCM-
Proteine ohne die Bindung des ORC zu beeintréachtigen. Durch Ablésen des ORCs vom
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preRC hingegen wird die Bindung des MCM10-Proteins nicht beeinflusst. Diese und andere
Beobachtungen (Coleman et al., 1996) fuhren zu der Annahme, dass die Rekrutierung des
MCM-Komplexes sowohl MCM10- als auch ORC- abhangig ist, aber die Assoziation des
inaktiven MCM-Komplexes mit den Replikationsorigins durch MCM10 vermittelt wird
(Homesley et al., 2000).

Durch Untersuchung mit humanen MCM10 konnten Izumi et al. (2000) demonstrieren, dass
die mRNA-Level fir HSMCM10 an der G;/S-Phasen-Grenze ansteigen, dass HsMCM10,
wahrend der S-Phase mit Nuklease-resistenten Kernstrukturen assoziiert ist und in der G-
Phase wieder von diesen abdissoziiert. AuBerdem ist HSMCM10 in Cos1-Zellen mit HsSORC2
assoziiert (Izumi et al., 2000). In Two-Hybrid-Studien wurden Interaktionen von HsMCM10
mit HSORC2, HsMCM2 und HsMCM6 nachgewiesen (lzumi et al., 2000).

1.4.7 DAs PROTEIN CDC45

CDC45 ist ein far die Initiation der DNA-Replikation essentielles Gen in S. cerevisiae
(Hopwood und Dalton, 1996; Owens et al., 1997; Zou et al., 1997). Es wurden mehrere
Proteine, die homolog zu eukaryontischen Spezies sind, identifiziert: Tsd-2 von Ustilago
maydis (Onel und Holloman, 1997), sna41 in S. pombe (Miyake und Yamashita, 1998),
XCDC45 in X. laevis (Mimura und Takisawa, 1998), CDC45 in D. melanogaster (Loebel et
al., 2000), CDC45I in der Maus (Shaikh et al., 1999) und CDC45L beim Menschen (Shaikh et
al, 1999; Saha et al, 1998). Hefe-CDC45 interagiert sowohl mit dem ORC-Komplex als auch
mit den Mitgliedern der MCM-Familie (Aparicio et al., 1997; Dalton und Hopwood, 1997;
Hardy, 1997; Hennessy et al., 1991; Hopwood und Dalton, 1996; Zou et al., 1997; Zou und
Stillman, 1998). Dartber hinaus wird aktives CDC45 fir die Bindung der DNA-Polymerasen
a und € an die Origins bendtigt (Aparicio et al., 1999). Es wurde gezeigt, dass CDC45 in der
spaten G;-Phase auftritt und mit dem préareplikativen Komplex nach Aktivierung der S-Phase-
unterstitzenden CDK assoziiert (Zou und Stillman, 1998). Hefe-CDC45 spielt zusétzlich
wahrend der Elongation der DNA-Replikation eine essentielle Rolle (Tercero et al., 2000)
und ist in die Rekrutierung von ,replication protein A* (RPA) und DNA Polymerase a an die
DNA involviert (Walter und Newport, 2000). Mit Hilfe von Quervernetzungsexperimenten
konnte gezeigt werden, dass SLD3, ein 77 kDa Protein, das fur Zellwachstum essentiell ist,
mit CDC45 einen Komplex wahrend des gesamten Zellzykluses bildet (Kamimura et al.,
2001). SLD3 assoziiert, wie CDC45, mit unterschiedlichen Replikationsorigins zu
unterschiedlichen Zeiten.

Entsprechende Forschungsergebnisse an X. laevis zeigten, dass CDC45 beim Laden der
DNA Polymerase a an das Chromatin, ein Prozess, der von S-Phasen spezifischer CDK-
Aktivitat abhangig ist, essentiell ist (Mimura und Takisawa, 1998).
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Durch Interaktionsstudien an D. melanogaster Homologen von CDC45 wurden Interaktionen
mit den MCM-Proteinen beobachtet (Loebel et al., 2000). Lokalisationsstudien zeigen
DmCDCA45 wéahrend der Anaphase/Telophase im Kern, in der Interphase am Chromatin und
vor der Mitose dissoziiert es wieder vom Chromatin ab (Loebel et al., 2000). Ein ahnliches
Zellzyklus-abhangiges Verteilungsmuster wurde auch fir andere D. melanogaster Proteine,
wie zum Beispiel DmMCM2 und ,proliferating cell nuclear antigen* (PCNA), beobachtet.
Dieses Muster gleicht demjenigen, das mit humanem CDC45 beobachtet wurde (Saha et al.,
1998). HsCDC45 assoziiert mit Chromatin in G-Phase, dissoziiert aber mit fortschreitender
S-Phase aus dem Kern, so dass am G,/M-Ubergang kein CDC45 in der nukleédren Fraktion
mehr nachgewiesen werden kann. Dariber hinaus wurde demonstriert, dass das HsCDC45
mit dem HsORC2-Protein in Zellkulturen assoziiert (Saha et al., 1998).

DAS REPLIKATIONSPROTEIN A

In eukaryontischen Zellen spielt der trimere ssDNA-Bindungsfaktor RPA (Replicationsprotein
A) eine wichtige Rolle wahrend des Replikationsprozesses (Iftode et al., 1999). Frihere
Untersuchungen in viralen Replikationssystemen haben gezeigt, dass die Stabilisierung
entwundener Origin-DNA durch RPA einer der ersten Schritte der Initiationsreaktion darstellt
(Tsurimoto et al., 1989). Das X. laevis RPA-Homolog wurde als stabiler Komplex mit drei
Untereinheiten aufgereinigt und war fir die Replikation von Spermienchromatin in Xenopus-
Eiextrakt essentiell (Fang und Newport, 1993; Adachi und Laemmli, 1994). X/IRPA ist in
diskrete Foci am Spermienchromatin organisiert (Adachi und Laemmli, 1992, 1994; Yan und
Newport, 1995a) und zwar in einem Prozess, der eine sogenannte ,focus forming activity®
(FFA-1) und eine zusatzliche cytosolische Fraktion benétigt (Yan und Newport, 1995b). FFA-
1 ist ein Homolog der Werner’s Helikase, die wie RPA und mdéglicherweise zusammen mit
RPA in DNA-Reparatur und DNA-Rekombination involviert ist (Fry und Loeb, 1998; Brosh et
al., 1999; Suzuki et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass sich diese RPA-Foci am
Chromatin vor der DNA-Entwindung bilden. Man bezeichnet diese Foci als RPA-preRC-
Zentren. Allerdings ist die Beziehung zwischen dem preRC der Initiationsreaktion der DNA-
Replikation und den RPA-preRCs noch unklar. RPA enthaltende preRCs sind nicht mit
XMCM-Proteinen kolokalisiert (Coue et al., 1996) und sind in Extrakten assembliert, die
immundepletiert von XIORC- und XICDC6-Proteinen waren und keine MCM-bestehende
preRCs mehr ausbilden konnten (Coleman et al., 1996). In Mensch- und Hefezellen ist das
heterotrimere Einzelstrang-DNA-bindende Protein RPA an der RPA70- und der RPA32-
Untereinheit wahrend des G;/S-Ubergangs und der gesamten G,-Phase phosphoryliert (Din
et al., 1990). RPA32 ist in vitro sowohl ein Substrat der CDK als auch anderer DNA-
abhangiger Proteinkinasen, aber welche Enzyme in vivo fir die Phosphorylierung
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verantwortlich sind, ist noch nicht bekannt (Fang und Newport, 1993; Dutta und Stillman,
1992; Fotedar und Roberts, 1992; Brush et al., 1994; Pan et al., 1994). Mutiertes RPA32,
das keine Phosphorylierungsstellen am Aminoterminus besitzt, unterstitzt die DNA-
Replikation in vitro (Pan et al., 1994). AuBerdem liefert die Deletion des Aminoterminus, der
die Haupt-CDK-Phosphorylierungsstellen enthalt, keine Variation von Replikations-
phanotypen in S. cerevisiae (Philipova et al., 1996). Untersuchungen von RPA in
Saugerzellen haben kein klares Bild fir dessen Rolle bei der Vorbereitung des Genoms fir
die Replikation erbracht (Wold, 1997).

1.4.9 DIiE DNA POLYMERASE a/PRIMASE

Die DNA-Polymerase o/Primase besteht aus vier Untereinheiten, wobei die Komposition der
Untereinheiten unter Eukaryonten wie S. cerevisiae, D. melanogaster, H. sapiens und M.
musculus hoch konserviert ist (Waga und Stillman, 1998). Die menschliche DNA-Polymerase
o/Primase besteht aus vier Polypeptiden der Massen 180, 68, 58 und 46 kDa. Die
katalytische Aktivitdt der DNA-Polymerase wird der Untereinheit p180 zugeordnet, die
Primaseaktivitat der Untereinheit p46. In vitro kann menschliche DNA-Polymerase a/Primase
durch CDK2-Cyclin A, CDC2-Cyclin A, CDK2-Cyclin E oder CDC2-Cyclin B an den p180-
und p68-Untereinheiten phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung der Polymerase durch
eine dieser CDKs hat nur geringe Auswirkung auf die enzymatische Aktivitat in Polymerase-
oder Primase-Assays. Wird die Polymerase durch CDK2-Cyclin A phosphoryliert, kann keine
Initiation der SV40 DNA-Replikation in vitro stattfinden (Voitenleitner et al., 1997). Die
kritischen Aminoséaurereste, phosphoryliert durch CDK2-Cyclin A, beschranken sich auf ein
kleines Segment der Untereinheit p68 (Voitenleitner et al., 1999). Wird die CDK2-Cyclin A-
abhangige Phosphorylierung durch Mutation vier mutmaBlicher Phosphorylierungsstellen
innerhalb dieses Segments verhindert, hebt dies die Inhibierung der SV40-DNA-Replikation
auf (Voitenleitner et al., 1999). Im Gegensatz zu diesen Daten ergibt die Phosphorylierung
von DNA-Polymerase a/Primase durch CDK2-Cyclin E eine zweifache Zunahme der SV40-
DNA-Replikationsaktivitat in vitro. Interessanterweise ahnelt die Phosphopeptidkarte der
p68-Untereinheit aus G4/S-Zellen derjenigen, die nach Phosphorylierung mit aufgereinigtem
CDK2-Cyclin E in vitro gewonnen wurden, wahrend die Phosphopeptidkarte von p68 aus Go-
Zellen derjenigen gleicht, die mit CDK2-Cyclin A in vitro erstellt wurde. Zusammenfassend
lasst sich daraus folgender Schluss ziehen: Die Replikationsaktivitdt der DNA-Polymerase
o/Primase wird wahrend des humanen Zellzyklus positiv durch CDK2-Cyclin E reguliert und
negativ durch CDK2-Cyclin A.

In S. cerevisiae wird das Homolog von p68 zellzyklusabhangig phosphoryliert. Die
phosphorylierten Formen werden am G,/S-Ubergang gebildet und bestehen wahrend der
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Mitose fort (Foiani et al., 1995). Obwohl Beweise vorliegen, dass p68 fir einen friihen Schritt
in der DNA-Replikation in S. cerevisiae benétigt wird, ist die Bedeutung der p68-
Phosphorylierung noch nicht bekannt (Foiani et al., 1995). Die Rekrutierung der DNA-
Polymerase a/Primase an das Chromatin wird durch Inaktivierung der CDKs in S. cerevisiae
gefdrdert, aber die regulatorische Beobachtung ist noch unklar (Desdouets et al., 1998).

1.4 DIE AKTIVIERUNG DER INITIATIONSKOMPLEXE

Die zwei Proteinkinasen, CDK und CDC7/DBF4, sind fir die Initiation der DNA-Replikation in
eukaryontischen Zellen unentbehrlich. Sie scheinen an unterschiedlichen Stadien der
Initiationsreaktion beteiligt zu sein und unterschiedliche Substrate zu haben. Zusétzlich sind
die CDKs Teil des regulierenden Mechanismus, der die Reinitiation der DNA-Replikation
verhindert. In einer mit X. laevis und S. cerevisiae durchgefihrten Studie konnte gezeigt
werden, dass zusétzliche Proteinkinasen an der Regulation der Initiation beteiligt sind.
Immundepletions- und Inhibitionsstudien mit Xenopus-Eiextrakten lassen vermuten, dass die
Proteinkinase A und Proteinphosphatase 2A an der Initiation der DNA-Replikation ebenfalls
beteiligt sind. Genetische Studien an S. cerevisiae ergaben, dass die CDC5 Proteinkinase an
der Regulation des G/M Ubergangs beteiligt ist und eine Rolle beim Eintritt in die S-Phase
spielen kdnnte.

DIE ROLLE DER CYCLIN-ABHANGIGEN KINASEN

Die CDKs sind eine Proteinkinase-Familie, die fir die katalytische Funktion die Assoziation
mit einem aktivierenden Cyclin-Protein bendtigen (Nasmyth, 1996; Morgan, 1997; Fisher,
1997; Stern und Nurse, 1996). Genetische Studien in S. pombe und S. cerevisiae zeigten,
dass aktive Cyclin-CDKs fir die Initiation der DNA-Replikation unentbehrlich sind (Hartwell,
1971; Nurse und Bissett, 1981). S. pombe und S. cerevisiae haben ein einziges CDK
(SpCDC2 bzw. ScCDC28) und mehrere B-Art Cycline, die fir die Regulation der DNA-
Replikation relevant sind (Nasmyth, 1996; Stern und Nurse, 1996). Diverse Cyclin-CDKs sind
zu unterschiedlichen Zeiten im Zellzyklus aktiv und phosphorylieren wahrscheinlich
unterschiedliche Substrate. In S. pombe gibt es drei B-Cycline, Cig1, Cig2, und CDC13. Von
diesen spielt Cig2 normalerweise die Hauptrolle bei der Initiation der DNA-Replikation. Die
Kinaseaktivitdt von CIG2 und CIG2-CDC2 Protein tritt am G;/S-Ubergang erstmals auf und
erreicht ihr Maximum wahrend der S-Phase. Die Deletion des cig2+-Gens verzdgert die
Initiation der DNA-Replikation, ist jedoch nicht letal, weil das Cyclin CDC13, das
normalerweise die Mitose fordert, CIG2 beim Eintritt in die S-Phase ersetzen kann (Fisher
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und Nurse, 1996). Eine dhnliche Funktionsweise wurde in S. cerevisiae beobachtet, wo zwei
Cycline, ScClb5 und ScClb6, normalerweise die S-Phase starten. In Mutanten, in denen
diese beiden Cycline fehlen, kénnen andere B-Cycline die S-Phase férdern, allerdings mit
einer gewissen Verzégerung (Amon et al., 1994). In menschlichen Zellen sind die
Zusammenhange komplizierter, da sie Uber mehrere CDKs und Cycline verfiigen (Morgan,
1997). Es wird angenommen, dass neben der zentralen Rolle von CDK2-cyclin E zu Beginn
der Initiation der DNA-Replikation noch weitere Cyclin-CDKs, einschlieBlich Cdk2-cyclin A
und CDK4-cyclin D wichtige regulatorische Funktionen besitzen.

Die CDC7/DBF4 KINASE

CDC?7 ist eine Serin/Threonin Proteinkinase (Hollingsworth und Sclafani, 1990; Yoon und
Campbell, 1991), deren Proteinkinaseaktivitat trotz konstanter Expression wahrend des
gesamten Zellzyklus, schwankt (Jackson et al., 1993; Yoon et al., 1993). Die Aktivitat der
CDC7-Kinase ist in der G;-Phase niedrig, steigt am G/S-Ubergang, bleibt wahrend der Go-
Phase hoch und fallt erneut wieder, wenn die Zellen die Mitose durchlaufen. Diese
Anderungen in der Aktivitit der CDC7-Kinase wahrend des Zellzyklus werden durch
Interaktionen mit dem regulierenden Protein, DBF4, vermittelt. CDC7 und DBF4 interagieren
direkt miteinander (Jackson et al., 1993; Kitada et al., 1992, Pltter 2001). Die CDC7 Kinase-
Aktivitat ist in vitro vom Vorhandensein eines funktionsfahigen DBF4-Proteins abhangig
(Jackson et al, 1993). Analog zu den Cyclinen wirkt DBF4 als eine cyclindhnliche
Untereinheit, die CDC7-Kinase aktiviert, obwohl DBF4 keine Strukturhomologie zu den
Cyclinen aufweist. Die Menge an DBF4-Protein in der Zelle spiegelt die CDC7-
Proteinkinaseaktivitat wider. Zusatzlich zur Steuerung der Aktivitdt der CDC7-Kinase, kann
DBF4 die CDC7-Kinase an Préinitiationskomplexe binden (Dowell et al., 1994). Es wurde
auBerdem gezeigt, dass die Interaktion zwischen DBF4 und dem Origin vom Vorhandensein
einer intakten ORC-Bindungsstelle abh&ngt.

Es gibt mehrere potentielle Substrate fir die CDC7/DBF4 Proteinkinase: Zum einen
unterliegt dieser Komplex bei S. cerevisiae starker Autophosphorylierung, zum anderen ist er
fir die Phosphorylierung des MCM-Komplexes unabdingbar; besonders die Untereinheiten
MCMS5 (Hardy et al., 1997) und MCM2 (Lepke et al., 1999) sind aufgrund biochemischer und
physischer Interaktionen potentielle Substrate des Kinasekomplexes. CDC7 interagiert in
Hefe auBerdem mit ORC2 (Dowell et al., 1994; Hardy, 1996). Ob diese Interaktion der
Phosphorylierung von ORC2 dient oder CDC7 von ORC2 zu anderen an der DNA-
Replikationsinitiation beteiligten Faktoren geleitet wird, wurde bisher noch nicht untersucht.
Ferner gibt es Hinweise darauf, dass CDC7p bei S. pombe eine Rolle bei der Kontrolle des
G./M-Phasen-Uberganges spielt (Masai et al., 1995; Dutta und Bell, 1997).
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1.5.3 DIE PROTEIN KINASE A

Die Inhibierung der Protein-Kinase A (PKA) in Xenopus-Eiextrakten blockiert die Initiation
der DNA-Replikation in vitro. Die Inhibierung der PKA-Aktivitadt beeintrachtigt weder die
Assoziation des ORC-Komplexes, des CDC6, noch des MCM-Komplexes an das Chromatin,
verhindert aber nachfolgende Dissoziation von CDC6 von der DNA (Costanzo et al., 1999).
Ob die Kinase direkt bei der Dissoziation von CDC6 oder indirekt durch Férdern der Initiation
agiert, wodurch dann die Dissoziation von CDC6 ausgeldst wird, ist nicht klar.

Die KINASE CDC5

Das CDC5-Gen codiert fir eine Proteinkinase der Polo-Familie (Kitada et al., 1993), die eine
Kontrollfunktion am Spindelapparat, der Chromosomen-Trennung und der Cytokinese in
verschiedenen Organismen ausibt (Sunkel und Glover, 1988; Llamazares et al, 1991;
Golsteyn et al, 1995; Lee et al., 1995; Ohkura et al., 1995). Die Polo-Subfamilie der
Proteinkinasen wurde in zahlreichen eukaryontischen Organismen identifiziert und ist
Angelpunkt bei Zellteilung und -proliferation. Ein Kennzeichen der Mitglieder der Polo-
Subfamilie ist die Gegenwart einer distinkten homologen Region an der C-teminalen
nichtkatalytischen Doméne, auch ,polo-box“ genannt (Clay et al., 1993). Mitglieder dieser
Subfamilie schlieBen die Sauger-PLK (,polo like kinase®) (Clay et al., 1993; Golsteyn et al.,
1994; Hamanaka et al., 1994; Holtrich et al., 1994; Lake und Jelinek, 1993), SNK (Simmons
et al,, 1992), FNK/PRK (Donohue et al., 1995; Li et al., 1996), X. laevis PLX1 (Kumagai und
Dunphy et al., 1996), D. melanogaster polo (Llamazares et al., 1991), S. pombe PLO1
(Ohkura et al., 1995) und S. cerevisiae CDC5 (Kitada et al., 1993) mit ein.

CDCS5 spielt eine essentielle Rolle bei der Zellzyklus-Progression in der spaten Mitose. So
arretiert S. cerevisiae mit einer Mutation im CDC5-Gen in der Anaphase oder Telophase mit
einer verlangerten Spindel (Byers und Goetsch, 1974). DarlUber hinaus ist die Kinaseaktivitat
von CDC5 in der Anaphase niedrig und hat ihr Maximum in der G,/M-Phase (Cheng et al.,
1998). Eine Reihe von Daten deutet darauf hin, dass CDC5 auch eine Rolle in der
Regulation der DNA-Replikation spielt. Eine CDC5-1-Mutation bringt einen Plasmidverlust-
Defekt, der durch Insertion von zusétzlichen Replikationsorigins in eine Plasmid-DNA
wiederaufgehoben werden kann (Hardy und Pautz, 1996). Mutationen einer Reihe anderer
Gene, die fir die Initiation wichtig sind, resultieren in eben einem solchen Phanotyp (Hogan
und Koshland, 1992). AuBerdem ist die Mutation CDC5-1 letal bei zusatzlichen Mutationen in
ORC2. CDC5 interagiert physisch mit DBF4, wobei DBF4 in vitro ein CDC5-Substrat ist
(Hardy und Pautz, 1996). Aber es ist nicht bekannt, ob die Phosphorylierung durch CDC5 die
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Kinaseaktivitdt von CDC7/DBF4 beeintrachtigt. Studien an mehreren Organismen zeigen,
dass CDC5 den ,anaphase-promoting complex” (APC) aktiviert und dadurch einen positiven
Regulator der Mitose darstellt (Nigg, 1998). Da das Verschwinden von DBF4 in der Mitose
von APC abhangig ist (Oshiro et al., 1999; Weinreich und Stillman, 1999; Cheng et al.,
1999), kénnte eine der Funktionen von CDC5 die Regulation der DNA-Replikation durch
Degradierung des DBF4 Proteins in der spaten Mitose vor der Bildung eines
Initiationskomplexes sein (Cheng et al., 1998).

1.5 DAS MURINE RDNA CISTRON

Die Hauptaspekte unseres Arbeitskreises in den letzten Jahren galten zum einen der
Erforschung der DNA-Replikationsproteine, zum anderen der Kartierung und Isolierung von
bona fide Replikationsstartpunkten chromosomaler DNA in Saugerzellen. Als Modell-
Replicon dienten hierzu die rRNA-Gene der Maus.

Diese ca. 400 mal im diploiden Maus-Genom vorliegenden Gene sind 44 kb lang und
bestehen aus einer 14 kb langen kodierenden und einer 30 kb langen intergenischen
Region. Die 44 kb Wiederholungseinheiten liegen in langen tandemartig angeordneten
Clustern vor, von denen jedes 40-60 rRNA Gene und insgesamt 1-2 Millionen Basenpaare
umfasst. Jede der 44 kb rDNA-Einheiten stellt ein Replikon dar und sollte daher mindestens
einen Replikationsorigin aufweisen.

Mit Hilfe der ,naszierenden DNA-Stranglangen-Analyse” (Staib und Grummt, 1997), gelang
es Gogel et al. (1996) im 44 kb langen rDNA-Gen mindestens einen Bereich eines Origin
bidirektioneller Replikation (OBR, Abb. 1.4) zu identifizieren. Dieser Origin wurde auf 3 kb
relativ eng eingegrenzt. Im OBR wird bidirektionelle Replikation innerhalb dieser 3 kb-Region
initiiert, die upstream des rRNA-Transkriptions-Startpunktes lokalisiert ist.

Es wurden fir die Initiation der Transkription verschiedene Promotorelemente identifiziert
(Grummt et al., 1986a; Kuhn und Grummt, 1987; Kuhn et al., 1990a, Langst et al., 1997,
1998), ebenso wie Elemente fir die Termination der Transkription (Grummt et al., 1985). So
wurden im NTS des Cistrons zwei amplifikationsstimulierende Elemente APS1 (369 bp) und
APS2 (425 bp) lokalisiert (Abb.1.4), welche die Amplifikation von Plasmid-DNA in
Séugerzellen stimulieren kénnen, wenn sie in entsprechende Vektoren inseriert sind. Diese
befinden sich 4-5 kb upstream des Transkriptionsstartpunkts (Wegner et al., 1989).
Desweiteren wurden die Struktureigenschaften der DNA-Sequenz im OBR-Bereich
hinsichtlich ihrer Originfunktionalitat untersucht. Dabei konnte eine ,bent“-Sequenz am 5’-
Ende des OBR-Bereichs gezeigt werden, ein CA-Repeat-Bereich, der Z-DNA
Struktureigenschaften ausbildet (Braaten et al., 1988) und ein Polypurin-Bereich der eine
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Tripplehelix bildet. Diese Sequenzmotive wurden auch im ori-B gefunden, dem DHFR-Gen-
Locus im Hamster.

Zu diesen Sequenzmotiven konnten Elemente der Alu/B1-Familie kartiert werden (von -4459
bis -4188 und von -2217 bis -1761) und eine palindromische Sequenz innerhalb des APS1,
die ein Teil einer ,enhancer-Region“ des menschlichen Papovavirus JCV (von -4602 bis
-4592) ist. Interessanterweise konnten Nuklease-hypersensitive DNA-Sequenzen
(Pfeilspitzen) sowohl in den beiden APS-Elementen, als auch im OBR-Bereich identifiziert
werden. Dies spricht fir eine alterierte Chromatinstruktur des murinen rDNA-Origins. Somit
weist diese Initiationszone der DNA-Replikation im murinen rDNA-Locus eine komplexe,
moglicherweise modulare Struktur auf, bei der ein OBR benachbart zu potentiellen
Kontrollelementen liegt (Bergeman und Johnson 1992).

OBR (-3200 to -200)

—— - | 188 5,88 288
I NTS [ ETS
/—5600 43677  +11572  4+13758 +16500
APS1 APS2 Bent DNA Z DNA
T T = |F T A .
50 45 40 35 30 25 20

Abb. 1.4:Schematische Darstellung des rDNA-Cistrons mit der relativen Position des OBR, der APS-Regionen, der DNA
Strukturelemente, die eine mégliche Rolle fur die Originfunktion spielen. +1 zeigt den Trans-kriptionsstartpunkt der RNA-
Polymerasel.
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1.7 AUFGABENSTELLUNG

ORC ist ein Multiprotein-Komplex aus sechs Untereinheiten, der fir die sequenzspezifische
Initiation der DNA-Replikation in S. cerevisiae unabdingbar ist. Es konnten auch in héheren
Eukaryonten ORC-homologe Proteine identifiziert werden. Eine bemerkenswerte Eigenschaft
der ORC-Proteine ist der ungewdhnlich hohe Grad an Sequenzhomologien in protozoischen
und metazoischen Eukaryonten. Dies lasst vermuten, dass die Funktion des ORC als
Initiatorprotein, eine generelle Eigenschaft eukaryontischer Replikation ist. Im Mausgenom
konnten bisher zwar ein OBR und dazu benachbarte amplifikationsstimulierende Sequenzen
mit ,Replikator“-Funktion charakterisiert werden, bislang gibt es jedoch noch keine
Erkenntnisse Uber spezifische Interaktionen von Origin-Bindungsproteinen mit diesen
Sequenzen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, die von Herrmann (2002) identifizierte preRC-
Bindungsstelle innerhalb der OBR-Region von -2519 bis -2152 (Fragment B) néher zu
charakterisieren. Weiter sollte die Bindung einzelner preRC Komponenten an Fragment B
und an den angrenzenden Regionen upstream und downstream (Fragmente A und C) in der
Gi-Phase, am Gi/S-Ubergang, in der S-Phase sowie in der Mitose untersucht werden.
Hierfir sollte die ChlIP-Methode angewendet werden: Die Zellen werden mit Formaldehyd
vorbehandelt, um die an Chromatin gebundenen Proteine mit der DNA kovalent zu
vernetzen. AnschlieBend sollten die Chromatin/Protein-Komplexe mit den Antikérpern gegen
diverse Initiationsproteine immunpréazipitiert und die isolierten DNA-Fragmente mittels PCR
analysiert werden. Auf dieser Art sollte die OBR-Region bezilglich ORC-spezifischen
Bindungs-stellen analysiert und bei positiven Ergebnissen anschlieBend durch Elektro-
Mobility-Shift-Assays (EMSA)-Experimente weiter Uberprift werden.

53



2 Materialien

2 MATERIALIEN

2.1 BEZUGSQUELLEN DER VERWENDETEN SUBSTANZEN

Materialien

3MM-Papier

Acrylamid

Agarose

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxidisulfat
Ampicillin

Aprotinin

Borsaure
Bromphenolblau
BSA

Casiumchlorid
Chloramphenicol
Chloroform

DE81-Papier

Desoxy-und Ribonukleotide
Dialyseschlauche
Dimethyldichlorosilan
DMSO

DTE

DTT

Dynabeads® Protein G

EDTA
EGTA
Ethidiumbromid

FKS
Formaldehyd

Formamid

Glycerin

Hersteller

Whatmann, USA

Serva, Heidelberg
Life Technol., Belgien
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen

Roth KG, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Life Technol., Belgien
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Whatman, USA
Roche, Mannheim
Roth KG, Karlsruhe
Aldrich, Mlinchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg

Ade Laborbedarf, Miinchen
Roth KG, Karlsruhe
Sigma, Minchen

Roth KG, Karlsruhe
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Glycogen

H20: (30 %)
Harnstoff

HiTrap Heparin HP
HEPES
Heringssperma-DNA

IPTG
Isoamylalkohol

Luminol
3-Mercaptoethanol

Nitrozellulosemembran
N, N’-Bisacrylamid
Nuclease S7

Norleucin

NP-40

a-32P-Nukleotid
v-2P-Nukleotid

p-Cumarsaure
Penicillin

Phenol

PMSF

Poly d [(I x C)]
Poly d (A) v (dT)1s

ProteinA Sepharose® CL-4B

Proteinase K
Push-Column

RNase A
Réntgenfilme
RPMI 1640 1 x-Medium

Sodiumdodecylsulfat
SP-Sepharose Fast Flow
Sterilfilter

Streptomycin

TEMED
Tris-Base
T4-Polynukleotid-Kinase

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt
Roth KG, Karlsruhe
Amersham, UK

Roth KG, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim

Carl Roth KG, Karlsruhe
Merk, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Schleicher & Schuell, BioScience
Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Amersham, UK

Amersham, UK

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roth KG, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim
Stratagene, Heidelberg

Roche, Mannheim
Retina, Berlin
ICN, USA

Serva, Heidelberg
Amersham, UK

Schleicher & Schuell, Dassel
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen
Roth KG, Karlsruhe
Gibco/BRL, Eggenstein
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Triton X-100 Sigma, Miinchen

Tween 20 Merck, Darmstadt

Xylencyanol Serva, Heidelberg
Zellkulturflaschen Falcon, UK; Greiner, Frickenhausen

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien zum Ansetzen von Medien, Puffer- und
Reaktionslésungen wurden von Roth (Karlsruhe), Sigma (Minchen), Merck (Darmstadt) oder
Boehringer (Mannheim) bezogen.

Weitere verwendete Chemikalien wurden an der Chemikalienausgabe des Instituts far
Chemie und Pharmazie bezogen und hatten, falls nicht anders vermerkt, den Reinheitsgrad
p.a..
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2.2 ENzZYME UND ANTIKORPER

Enzyme, Proteine, Antikérper Hersteller
Anti-Kaninchen-1gG-Antikdrper Dianova, Hamburg
Anti-Schaf-IlgG-Antikdrper Sigma, Miinchen

Calf Intestine Phosphatase Roche, Mannheim
Klenow-Enzym Roche, Mannheim
Pwo-Polymerase Hybaid
T4-DNA-Polynucleotidkinase New England Biolabs, UK
Tag/Pwo-Polymerase Hybaid

Tag-Polymerase Life Technologies, Belgien

Alle Enzyme und Antikérper wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffern
sowie unter den empfohlenen Reaktionsbedingungen eingesetzt.

2.3 STANDARDS
2.3.1 DNA-STANDARDS

Name BandengréBe in bp
pKN/Pvull DNA-Marker 6000, 2900, 2090, 1650, 1370, 750, 520, 250
pBR322/Hinf 1 1631, 517, 506, 396, 344, 298, 221, 220, 154, 75

2.3.2 PROTEIN-STANDARDS

Name BandengréBe in kDa

BenchMark Protein Marker (Life Technologies, Belgien) 172; 111; 80; 61; 49; 36; 25
Prestained Protein Marker (New England Biolabs, UK) 175; 83; 62; 47,5; 32,5; 25; 16,5; 6,5
10 kDa Protein Ladder (BioMol) 200; 150; 120; 100; 90; 80; 70; 60; 50; 40; 30; 20
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2.4 LOSUNGEN, PUFFER UND MEDIEN

Bezeichnung
Bradford L&sung
Coomassie Farbeldsung
DNA-Probenpuffer

DiaIyse-Puffer-H1

ECL-L6sung |

ECL-Lésung Il

Elutionspuffer (Fir PAA-Gele)
EMSA-Puffer

Farbepuffer

Formamid-Stopp-Puffer (4 x)

Hypotonischer Puffer
IP-D-Puffer

IP-E-Puffer
IP-Lysis-Puffer

IP-Wash-Puffer:
IP-W |-Puffer

IP-W 1I-Puffer

KEP-Puffer

Nick-Translationspuffer

Zusammensetzung

0,008 % Serva Blue G250, 8,5 % H3POy4, 5 % Ethanol
0,2 % Serva Blue R250, 45 % Methanol, 10 % Essigsaure

50 % TE 10/01, pH 8,0, 50 % Glycerin, 0,04 % Bromphenolblau,

0,04 % Xylencyanol

50 mM HEPES/KOH, pH 7,8, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
5 mM Na-Acetat, 0,02 % Triton X-100, 5 % Glycerin, 1 x PI-Mix,

0,5 mM B-Mercaptoethanol

44,80 mg/ml Luminol in DMSO

14,84 mg/ml p-Cumarsaure in DMSO

10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA
Siehe Shift-Puffer

0,1 M Tris/HCI, 0,154 M NaCl, 0,5 mM MgCl>,1 mM CaCl,, 0,1 % NP40
0,2 % BSA

95 % Formamid, 20 mM EDTA, 0,04 % Bromphenolblau, 0,04 % Xylen-
cyanol

10 mM HEPES/KCOH, pH 7,8, 10 mM KCl, 1,5 mM MgClz

20 mM Tris/HCI, pH 8,1, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,01 % SDS,
1 % Triton X - 100, 1 x PI-Mix, 0,5 mM B3-Mercaptoethanol

0,1 M NaHCOgs, 1 % SDS

10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM NaCl, 0,2 % NP40, 0,5 mM PMSF,
1 x PI-Mix

50 mM Tris/HCI, pH 8,1, 10 mM EDTA, 1 % SDS, 0,5 mM PMSF

1 x PI-Mix

20 mM Tris/HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,1 % SDS

1 % Triton X-100, 1 x PI-Mix, 0,5 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 0,25 M LiCl, 1 mM EDTA, 1 % NP40,

1 % Na-Desoxycholat, 1 x PI-Mix, 0,5 mM B-Mercaptoethanol

20 mM HEPES/KOH, pH 7,9, 25 % Gilycerin, 420 mM KCI, 0,2 mM EDTA
1,5 mM MgCl,

0,6 M Tris/HCI, pH 7,5, 80 mM MgCl,, 10 mM DTE
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Bezeichnung

PBS-Puffer pH 7,5

PI-Mix (1 000 x)
Polynukleotidkinasepuffer
Puffer H®

SDS-Laufpuffer (10 x)
SDS-Probenpuffer (2 x)

Shift-Puffer (5 x)

Shift-Stopp-Puffer
Smart-Puffer
STE-Puffer
Strippuffer

TEB-Puffer
Standard-TE-Puffer

Universalstop-Puffer (5 x)
Western-Blot Transfer Puffer 1

Western-Blot Transfer Puffer 2
Western-Blot Transfer Puffer 3

Zusammensetzung

0,14 M NaCl, 2,7 mM KClI, 3,2 mM NazHPQO4, 1,5 mM KH2POs mit HCI
bzw. NaOH auf pH 7,5

je 0,2 mg/ml Antipain, Aprotinin, Leupeptin

50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 25 mM EDTA, 1,25 % SDS

50 mM HEPES/KOH, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,

5 mM Na - Acetat, 100 mM / 250 mM / 800 mM KCI

0,5 mM B-Mercaptoethanol

250 mM Tris/HCI, pH 8,6, 15 % SDS, 1,9 M Glycin

50 mM Tris/HCI pH 6,8, 2 % SDS, 0,04 % Bromphenolblau,

20 % Glycerin, 84 mM -Mercaptoethanol

50 mM HEPES/KOH, pH 7,5, 340 mM KClI, 25 mM MgClz, 5 mM CaCls,
0,5 mM B-Mercaphoethanol

50 % Glycerin, 0,04 % Bromphenolblau, 50 % TE

50 mM K*PO,*, pH 7,5, 70 mM KClI

1 mM Tris/HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA

62,5 mM Tris/HCI pH 6,0, 2 % SDS, 100 mM B-Mercaptoethanol

90 mM Tris/Base, 90 mM Bors&ure, 2 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris/HCl pH Z, 1 mM EDTA pH 7,5

50 % Glycerin, 50 % TE pH 8,0 (10/0,1), 0,04 % Bromphenolblau,
0,04 % Xylencyanol

25 mM Tris/HCI, pH 10,4, 20 % Methanol
300 mM Tris/HCI, pH 10,4, 20 % Methanol
25 mM Tris/HCI, pH 9,4, 40 mM Norleucin, 20 % Methanol
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2.5 OLIGONUKLEOTIDE

2.5.1 CHIP-PRIMER

Oligonukleotid Sequenz Verwendete Abkiirzung
ori2798 f : 5-GAA AGC AAA TCA CTATGA AGA G-3° Fragment A
ori3136 r : 5’-GCA CAG TTA GGC ACA AGT TAG G-3°

ori3116 f : 5-CCT AAC TGT GCC TAA CTG TGC-3° Fragment B
ori3483 r : 5’-CGT TCC CGT AAC TTG TCA CC-3’

0ori3380 f : 5°-AAT GAG TGA GTG AAT GTG GCG-3° Fragment C
ori3815r: 5-GTC CTC TCG GCC TCA GAT GTA C-3°

5,8512361 f : 5°-CAC GTG TCT CGT TTC GTT CC-3° Fragment D
5,8512790 r : 5-ACA ACC GCC CAC ACG TCT G-3°

2.6 GERATE

ZENTRIFUGEN

Ultrazentrifuge L8-8M, Beckman Kuhlzentrifuge RC-5B, Sorvall
Kuhlzentrifuge J-6B, Beckman Kihlzentrifuge 17RS, Heraeus
Kuhlzentrifuge CR3i, Jouan Omnifuge 2.0RS, Heraeus
Kuhlzentrifuge ZK400, Kontron Biofuge A, Heraeus

2.6.2 SONSTIGE GERATE

ABI Prism Sequenzer 310, ABI Prism Mikroskop Fluovert FS, Leitz

Brutschrank 5060 EK/CO;, Heraeus PCR-Geréat Eppendorf

Brutschrank BK-600, Heraeus PCR-Gerat AGS Hybaid

Feinwaage Kern 870 Réntenfilmentwickler 35compact, Protec
Geltrockner Modell 583, BioRad Spectrometer Ultraspec Plus 4054, Pharmacia
Thermomixer 5436, Eppendorf Video copy processor P68E, Mitsubishi

Waage Sauter 80
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2.7 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

Abkiirzung
A

A

Abb.

Amp

APS

APS

ATP

B. subtilis
b/bp

BSA

bzw.

C

C

°C

ca
cDNA
Ci

CIP
CNBr
D
DATP
DCMP
DCTP
DES81
DGTP
DMSO
DNA

Dm

D.melano-
gaster

dNTP
DTE
DTT
DTTP
E. coli
E2F
EDTA
etal.
F

FKS
FR

G

g

gof.
H. sapiens

Bedeutung

Adenin

Ampere

Abbildung

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat
amplification promoting sequence
Adenosintriphosphat
Bacterius subtilis
Base(n)/Basenpaar(e)
Rinderserumalbumin
Beziehungsweise

Cytosin

centi

Grad Celsius

circa

komplementare DNA

Curie

calf intestine phosphatase
Cyanbromid

Dalton
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidinmonophosphat
Desoxycytidintriphosphat
Diethylaminoethylcellulosepapier 81
Desoxyguanosintriphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster

Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithioerythrit

Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Escherichia coli

E2 promotor factor
Ethylendiamintetraessigsaure
et altera

femto

Fotales Kalberserum

family of repeats

Guanin

Gramm

Gegebenenfalls

Homo sapiens

Abkiirzung
IPTG

IR

k

Kap.
kb

I

M

m

m
MCS
MEM
MF1
min

M. musculus
moi
mol
mTTFI

NP-40
NT
NTS
OBR
octi

32p
p

p. a.
PBS

PCNA

PCR

PI

PMSF
rDNA

RFB

RFP

RNA

RPA
rRNA/rDNA
RT

RTP

S.

sC

S. cerevisiae
sp

S. pombe
SDS

Bedeutung
Isopropyl-B-D-
Thiogalactopyranosid
inverted repeat

kilo

Kapitel

Kilobasen

Liter

molar

Meter

milli

multiple cloning site
Minimal Essential Medium
maturation factor 1
Minute

Mus musculus
multiplicity of induction
Mol

murine transcription termination
factor |

nano
Nonidet P-40

Nukleotid(e)

non transcribed spacer

origin of bidirectional replication
octamer binding factor 1
Optische Dichte
Phosphorisotop 32

piko

per analysis

phosphat buffered saline
proliferating cell nuclear antigen
polymerase chain reaction
Proteininhibitor
Phenylmethylsulfonylfluorid
ribosomale DNA

replication fork barrier
replication fork pausing site
Ribonukleinsédure

replication protein A
ribosomale RNA/DNA
Raumtemperatur

replication termination protein
siehe

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces pombe
Natriumdodecylsulfat
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Abkiirzung

sog.
S-Phase
SSB
STE

T

T. thermophila

TAE
TCA
TE

TEB
TEMED
Ter

TIF
Tris

Bedeutung

sogenannt

Synthesephase

single strand binding protein
Natrium-Tris-EDTA-Puffer
Thymin

Tetrahymena thermophila
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Trichloressigsaure
Tris-EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Borsaure-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
termination enhancing region
transcription initiation factor
Trishydroxymethylaminomethan

Abkiirzung

tRNA
U
Upm
UTP
uv

\"
vgl.
Vol.
W

x|

X. laevis
z. B.

Bedeutung

Transfer-RNA

Unit

Umdrehungen pro Minute
Uridintriphosphat
Ultraviolett

Volt

vergleiche

Volumen

Watt

Xenopus laevis

Xenopus laevis
zum Beispiel
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3 METHODEN

3.1  KULTIVIERUNG EUKARYOTISCHER ZELLEN

3.1.1 KULTIVIERUNG VON FM3A-ZELLEN

Die FM3A-Zelllinie ist eine temperatursensitive Mutante des C3H-Brustkarzinoms der
Hausmaus (M. musculus).

Samtliche Arbeiten, die den Umgang mit FM3A-Zellen beinhalteten, wurden an einer
Laminar-Flow-Hood (Heraeus) unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die bendtigten
I6slichen Substanzen und Zellkulturmedien wurden durch steriles Abflllen oder Sterilfiltration
keimfrei gehalten. Eine Umgebungstemperatur von 37 °C und eine Atmosphare mit einer
5 %igen CO,-Konzentration wurden durch einen sensorgesteuerten Brutschrank mit
Ruhreinheit (Heraeus) konstant gehalten. Die FM3A-Zellen wurden in Suspension unter
langsamen Riihren kultiviert und bei Erreichen einer Zellzahl von 6-9 x 10° Zellen pro ml mit
1 x RPMI-Medium auf 2 x 10° Zellen pro ml verdiinnt.

3.1.2 LAGERUNG VON FM3A-ZELLEN

Fur die Gefrierlagerung wurden 107 Zellen pro ml in der exponentiellen Wachstumsphase
verwendet. Die Zellen wurden fur 5 min bei 240 x g zentrifugiert und in kaltem Einfrier-
medium (40 % Zellkulturmedium, 50 % FKS, 10 % DMSO) aufgenommen. Diese Suspension
wurde in 1 ml Aliquots in Kryoréhrchen gefullt und zun&chst fur 1 h auf =20 °C gekuhlt, bevor
die Zellen Gber Nacht bei y70 °C eingefroren wurden. Am darauffolgenden Tag wurden die
Zellen in flussigen N, zur Lagerung tberfihrt.

Zum Ansetzen neuer Zellkulturen wurden die eingefrorenen Zellen in 30 °C warmem Wasser
schnell aufgetaut und mit 15 ml vorgewarmtem Kulturmedium verdinnt. AnschlieBend
wurden die Zellen fir 2min bei 300 x g abzentrifugiert und das Pellet in frischem

Kulturmedium aufgenommen.
3.1.3 ZELLZAHLBESTIMMUNG MIT HILFE DER FUCHS-ROSENTHAL-ZAHLKAMMER
Zur Ermittlung der Zellzahl in einer Suspension von FM3A-Zellen wurde die Fuchs-

Rosenthal-Zdhlkammer verwendet. Diese ist ein Objektitrager, in den ein Gitternetzwerk
eingraviert ist. Durch das Auflegen eines Deckglaschens wird innerhalb dieses Gitters ein
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definiertes FlUssigkeitsvolumen festgehalten. Das Gitter besteht aus 16 groBen Quadraten
(Abb. 3.1, links), die jeweils noch in 16 kleinere Quadrate (Abb. 3.1, rechts) unterteilt sind.
Bei der Bestimmung der Zellzahl wurden jeweils 5 der groBen Quadrate unter dem
Mikroskop ausgezahlt und die Anzahl der Zellen dann mit folgender Formel berechnet:

Z =V x 1000 x ausgezahlte Zellen

Dabei gilt: Z = Zellzahl pro ml der Kulturlésung
V = Verdiinnungsfaktor der ausgezahlten Zellsuspension

Abb. 3.1:
GrofBe Quadrate der 16 kleine Quadrate der
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

3.2 SYNCHRONISATION VON FM3A-ZELLEN

Alle Synchronisationen wurden mit FM3A-Zellen bei einer Zelldichte von 3 x 10° Zellen pro ml
durchgefiihrt und anschlieBend mit Hilfe der eindimensionalen Durchflusszytometrie (3.3)
Uberprtift.

3.2.1 ARRETIEREN VON FM3A-ZELLEN IN DER FRUHEN G1-PHASE MIT MEVASTATIN

Zur Synchronisation in der frihen G;-Phase wurden die Zellen fir 30 h in Gegenwart von

10 uM Mevastatin-Lésung (Stammlésung 1 mM in 1 x RPMI-Medium) kultiviert.
3.2.2 ARRETIEREN VON FM3A-ZELLEN IN DER SPATEN G1-PHASE MIT MIMOSIN
Zur Synchronisation in der spaten G;-Phase wurden die Zellen fir 30 h in Gegenwart einer

0,5 mM Mimosin-Lésung (10 mM sterilfiltrierte Stammlésung in 1 x RPMI-Medium bei 37 °C
fur 1-2 h und 400 Upm geschttelt) behandelt.
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3.2.3 ARRETIEREN VON FM3A-ZELLEN IN DER S-PHASE MIT HYDROXYHARNSTOFF

Zur Synchronisation in der S-Phase wurden die Zellen fir 30 h in Gegenwart einer 1 mM
Hydroxyharnstoff-Lésung  (sterilfiltrierte 10 mM  Hydroxyharnstoff-Stammlésung in
supplementiertem 1 x RPMI-Medium) kultiviert.

3.2.4 ARRETIEREN VON FM3A-ZELLEN IN DER MITOSE DES ZELLZYKLUS MIT NOCODAZOL

Zur Synchronisation in der Mitose wurden die Zellen fir 30 h in Gegenwart einer 40 ng/ml
Nocodazol-Lésung (Stammldésung 5 mg/ml in DMSO) kultiviert.

3.3 EINDIMENSIONALE DURCHFLUSSZYTOMETRIE NACH SEYSCHAB, 1992

Das der eindimensionalen Durchflusszytometrie zugrunde liegende Prinzip ist die
Bestimmung des nucledren DNA-Gehalts. Dadurch kann die Zellzyklusverteilung von Zellen
in einer Population analysiert werden. Die eindimensionale Durchflusszytometrie wurde
durchgefiihrt, um die Synchronisationseffekte der unter 3.2 beschriebenen Zellzyklus-
Arretierungsmethoden zu untersuchen.

Es wurden 1 x 10°Zellen bei indirektem Licht mit dem DNA-Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI; Anregung: 350 nm, Emission: 475-520 nm) angefarbt. Die
eingefrorenen Zellproben wurden bei RT aufgetaut und bei 460 x g flr 6 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1 ml Farbepuffer (s.u.) sanft resuspendiert und 30 min lang im Dunkeln
bei 4 °C inkubiert. Die gefarbten Zellproben waren bei 4 °C mehrere Stunden stabil.

Die Vermessung der DAPI gefarbten Zellproben erfolgte an einem Impulszytometer mit
Quecksilberhochdrucklampe (ICP-22; Phywe AG), wobei die blaue Fluoreszenz gemessen.
Die Erfassung und Zuordnung der Fluoreszenzintensitaten pro Einzelzelle wurde durch
hydrodynamische Fokussierung des Zellstroms innerhalb der zufihrenden Kammer
(Durchmesser 200 um) erreicht. Hierbei wurden die einzelnen Zellen von einem Huillstrom
umgeben und perlschnurartig aufgereiht. So durchliefen sie die Brennebene des Objektivs

und wurden einzeln gemessen.
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Die Datenaufnahme erfolgt Computerbasiert Uber das Programm ICP1. Die
zweidimensionalen Histogramme wurden mit dem Software - Programm ,MCYCLE® nach
ihren Gi-, S- und G,-Phasenanteil analysiert.

Farbepuffer fir 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5
Durchflusszytometrie: 0,154 M NaCl

0,5 mM MgCl,

1 mM CaCl;

0,1 % NP40

0,2 % BSA
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3.4 METHODEN ZUR REINIGUNG UND ANALYSE VON NUKLEINSAUREN

3.4.1 REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN DURCH PHENOLEXTRAKTION

Mit Hilfe von Phenol ist eine Trennung von DNA-Molekllen und Proteinen méglich. Um den
DNA-Verlust der Probe mdglichst gering zu halten wurden die Anséatze, wenn nétig, auf ein
Volumen von 100 pl verdiinnt. AnschlieBend wurde die DNA-Probe mit gleichem Volumen
Standard-TE gesattigtem Phenol gemischt und zur Phasentrennung 1 min bei 10000 Upm
zentrifugiert (Biofuge A, Heraeus). Die wassrige DNA-Phase wurde abgenommen und zur
Entfernung von Phenolrickstanden zweimal mit gleichem Volumen

Chloroform/Isoamylalkohol (24 : 1) gewaschen und zentrifugiert.

3.4.2 PRAZIPITATION VON NUKLEINSAUREN MIT ETHANOL

Um Reste organischer Substanzen aus Nukleinsaurelésungen zu entfernen, wassrige DNA-
Lésungen zu konzentrieren oder Pufferbedingungen zu verdndern wurde eine
Nukleinsdurenprazipitation mit Ethanol durchgefihrt. Dazu wurden die Lésungen mit dem
2,5 fachen Volumen eiskalten, 99 %igen Ethanol-L6sung und dem 0,1 fachen Volumen einer
3 M Natriumacetat-Lésung (pH 5,2) versetzt, gemischt und fir mindestens 1 h bei —20 °C
inkubiert. Die geféllten Nukleinsduren wurden durch Zentrifugation (20 min bei 15000 Upm,
4 °C) sedimentiert. Das Pellet wurde mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen. AbschlieBend
wurde das DNA-Sediment getrocknet und in gewlinschtem Puffer resuspendiert.

3.4.3 SPEKTRALPHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DES NUKLEINSAUREGEHALTS

Die Konzentration wassriger nukleinsaurehaltiger Losungen wurde durch Messung ihrer
Absorption bei A = 260 nm gegen H,O,4 als Referenzwert in einer gereinigten, kalibrierten
Quarzkivette (Durchmesser 1 cm) ermittelt (Maniatis 1989). Bei dieser Wellenlange liegt
sowohl fir einzel- als auch fir doppelstrangige DNA und fiir RNA das Absorptionsmaximum.
Da Assonm Von 1,0 einer Konzentration doppelstrangiger DNA von 50 pug/ml entspricht, lie
sich anhand der Ergebnisse der UV-Spektralphotometrie die Konzentration doppelstrangiger
DNA nach folgender Formel berechnen:

Aseonm X Verdinnungsfaktor x 50 = ug DNA/mI
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Bei einzelstrangigen Oligonukleotiden gilt:

Avceonm X Verdinnungsfaktor x 33 = ug DNA/mI

Verunreinigungen von Nukleinsdurelésungen mit Proteinen wurden durch erhéhte
Absorptionswerte bei A =280 nm ersichtlich. Da aromatische Aminosduren bei 280 nm
maximal absorbieren, wird bei nukleinsaurehaltigen Lésungen der Quotient Aggonm/Azgonm der
idealerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte, durch Proteine erniedrigt.

3.4.4 QUANTIFIZIERUNG DES NUKLEINSAUREGEHALTES DURCH VERGLEICH VON
FLUORESZENZINTENSITATEN

Diese Methode diente der Uberpriifung photometrisch ermittelter Messwerte und der
Quantifizierung geringer DNA-Mengen (<2 pg/ml). Die zu analysierende Probe wurde
gemeinsam mit einer Ldsung definierter DNA-Konzentration als Referenzprobe
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitaten unter UV-Licht konnte die aufgetragene Menge der unbekannten
Probe quantifiziert werden.

3.4.5 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Diese Methode nach K. Mullis et al. (1985) eignet sich hervorragend zur Amplifikation und
zum Nachweis kleinster Mengen genetischen Materials. Hierbei wird ein doppelstrangiges
Nukleinsduremolekdil, das die zu untersuchende Sequenz beinhaltet und als Matrize fir neue
Amplifikationsprodukte dient, denaturiert, so dass zwei DNA-Einzelstrange vorliegen. Fir die
Synthese neuer komplementarer DNA-Strange sind zwei Oligonukleotidprimer erforderlich.
Nach Anlagerung eines der Oligonukleotidprimer an seine komplementédre Sequenz dient
dieser nun wieder doppelstrangige Bereich als Startpunkt fir die jeweils verwendete
Polymerase, die den neu zu synthetisierenden DNA-Strang in 5°-3" Richtung verlangert.

3.4.6 AUSWAHLKRITERIEN FUR DIE OLIGONUKLEOTID-PRIMER

Die fur eine PCR ideale Lange der synthetisch hergestellten Oligonukleotide liegt zwischen
18-28 Basenpaaren, wobei deren Sequenz zu 50-60 % aus Guanin und Cytosin
zusammengesetzt sein sollte. Weiterhin sollten die PCR-Primer an ihrem 3’-Ende zwei bis
drei Guaninreste und/oder Cytosinreste besitzen, um ein unspezifisches Binden an die
Matrize zu verhindern; mehr als drei Purine férdern jedoch eine unspezifische Bindung an G-
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C reiche Regionen. In ihrer Lange sollten die Reaktionsstarter nicht zu sehr voneinander
abweichen. Auch sollten keine palindromen Sequenzen innerhalb der Primer vorkommen.
Ausschlaggebend fiir eine korrekte Hybridisierung der Primer an ihren komplementaren
Sequenzbereich ist eine spezifische Annealing-Temperatur, die anhand einer
naherungsweise ermittelten T,,-Temperatur bestimmt wird, indem man 2 °C fir ein Adenin
oder Thymin bzw. 4 °C fir ein Guanin oder Cytosin veranschlagt und von dieser Summe
5 °C subtrahiert. Tolerierbar sind Annealing-Temperaturen zwischen 51 °C und 80 °C, wobei
jedoch auch bericksichtigt werden muss, dass zwischen Annealing-Temperatur und
Synthese-Temperatur des neuen Stranges eine groBe Temperaturdifferenz vorhanden sein
sollte.

3.4.7 HERSTELLUNG GENOMISCHER DNA

Far die Amplifizierung von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion werden
Matrizen (Templates) benétigt, welche die zu amplifizierenden DNA-Sequenzen enthalten.
1-2 x 10 FM3A-Zellen wurden bei 1000 Upm 7 min abzentrifugiert (CR3i, Jouan) und
zweimal mit 20 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 5ml PBS
resuspendiert, zu 2 x 10’ Zellen pro ReaktionsgefaB aliquotiert und bei 2000 Upm 5 min
pelletiert (Heraeus). Die Zellmembranen wurden mit 800 ul Zell-Lysispuffer wahrend einer
10 mindtigen Inkubation auf Eis unter gelegentlichem Invertieren lysiert und die Kerne bei
14000 Upm pelletiert. Die Kernmembranen wurden mit 400 ul Kernlysispuffer fir 10 min auf
Eis lysiert. Es folgte ein Proteinase K-Verdau (0,24 mg/ml) Gber Nacht bei 55 °C unter
Schiitteln. Am n&chsten Tag wurde die DNA mit Ethanol prazipitiert, das Pellet in 50 pl HyOpq
geldst und die DNA-Konzentration bestimmt.

3.4.8 PCR zUR AMPLIFIZIERUNG SPEZIFISCHER DNA-FRAGMENTE

In einem Volumen von 50 ul wurden auf Eis zu 100 ng Template DNA je 20 pmol zweier
sequenzspezifischer Oligonukleotid-Primer gegeben. Dazu wurden 10 mM der 4 Nukleotide,
2-5 U DNA-Polymerase und die vom Hersteller empfohlenen Menge an spezifischem PCR-
Puffer und Mg*-lonen gegeben. Der Reaktionsansatz wurde zentrifugiert und in einem
Thermocycler inkubiert. Im ersten Schritt wurde der Ansatz in einem einmaligen Zyklus far
2 min denaturiert, gefolgt von 30-35 Amplifikationszyklen. An den letzten Amplifikations-
zyklus schloss sich ein finaler siebenmindtiger DNA-Syntheseschritt an, welcher der
Komplettierung eventuell unvollstandiger Amplifikate dient. Die Lagerung der PCR-Produkte
erfolgt bei —20°C.
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Amplifizierung genomischer DNA: Fir die ChIP-Assays wurde ausschlieBlich die Tag/Pwo-
Polymerase (Hybaid) unter folgender Bedingungen verwendet:

Denaturierung: 94°C, 2 min

Denaturierung: 94°C, 30 sec

Annealing: 52-56°C, 30 sec 34 Zyklen
Elongation: 72°C, 1-2 min

Elongation: 72°C, 5 min

3.4.9 ANALYSE VON DNA IN STANDARD AGAROSE-GELEN

Zur Analyse doppelstrangiger DNA wurden in Flachbettapparaturen 0,5-2 %ige, horizontale
Agarosegele in TBE fur analytische und in TAE fir préparative Zwecke hergestellt. Flr ein
1 %iges Agarosegel wurden 0,5 g Agarose in 50 ml TBE-Puffer aufgekocht, auf zirka 60 °C
abgekuhlt, mit 5 pl Ethidiumbromidlésung (5 mg/ml) versetzt und anschlieBend in eine
horizontale Gelapparatur gegossen. Die fragmentierte DNA wandert im elektrischen Feld im
Agarosegel umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts.
Als Eichstandard fir lineare DNA-Fragmente wurden Fragmente definierter GréBe mitgefihrt
(Marker). Die in DNA-Probenpuffer aufgenommene DNA wurde bei 100 V elektrophoretisiert.
Nach der Elektrophorese konnte die DNA unter UV-Licht analysiert und gegebenenfalls
photographiert werden (Video copy processor P68E, Mitsubishi). Die GréBe unbekannter
DNA-Fragmente konnte anhand einer Eichgeraden ermittelt werden, in der die Léange der
Standardmolekile logarithmisch gegen den Rg-Wert aufgetragen wurde. Der Rg-Wert ist
dabei als Quotient von Laufstrecke [cm] zu Lauffront des Gels [cm] definiert.

DNA-Probenpuffer: 50 % TE 10/01, pH 8,0
50 % Glycerin
0,04 % Bromphenolblau
0,04 % Xylencyanol

3.4.10 ANALYSE VON DNA IN NATIVEN POLYACRYLAMIDGELEN (PAA-GELEN)

Zur Herstellung eines 5 %igen Polyacrylamidgels wurden 5 ml einer Stammidsung
(29 % Acrylamid, 1 % Bisacrylamid) sowie 3 ml 10 x TBE-Puffer mit H,O auf 30 ml aufgefillt
und mit 400 ul Ammoniumperoxodisulfat (APS) sowie 10 ul TEMED versetzt. Diese
Mischung wurde nach leichtem Schwenken sofort in eine vertikale Gelapparatur gegossen.
Nach der Polymerisation wurde das Gel 30min bei 100V in 1 x TBE-Puffer
vorelektrophoretisiert. Die Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt und bei RT oder
4 °C bei 100-200 V elektrophoretisch getrennt.
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3.4.11 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUS AGAROSEGELEN MITTELS ,,PURIFICATION-
KiT“

Fur die Isolierung von DNA-Fragmenten wurde das Gemisch auf einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Anfarben mit Ethidiumbromid konnte die gewlinschte
Bande unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten werden. Um die Gelstlicke aufzulésen
wurde pro 10 mg Gel 100 ul Lysispuffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0) zugegeben, 15 min bei
60 °C inkubiert und alle 3 min geschuttelt. Die erhaltene Lésung wurde auf eine Saule
aufgetragen und eine Minute bei 14000 Upm zentrifugiert. Die Saule wurde zweimal mit
500 und 300 pl Waschpuffer gewaschen. Zur Elution der DNA-Fragmente wurden die Saule
mit 50-100 pl Standard-TE-Puffer gewéassert, eine Minute bei RT inkubiert und schlieBlich
zwei Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert
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3.5 CHROMATIN-IMMUNPRAZIPITATION (CHIP)

3.5.1 FIXIERUNG VON ZELLEN DURCH FORMALDEHYD-BEHANDLUNG

Zu einer FM3A Zellsuspension von 3 x 10° Zellen pro ml wurde unter standigem Riihren eine
Formaldehyd-Ldsung bis zu einer Endkonzentration von 1 % tropfenweise dazu gegeben.
Der Ansatz wurde 10 min bei RT unter standigem Ruhren inkubiert. Die Vernetzungsreaktion
wurde durch Zugabe von 125 mM Glycin gestoppt. Nach der Formaldehyd-Behandlung
wurden die Zellen in einer vorgeklhlten Zentrifuge 8 min bei 240 x g sedimentiert. Das
Sediment wurde zweimal mit 50 ml bzw. mit 25 ml PBS gewaschen und zu je 2 x 107 Zellen
in 2 ml ReaktionsgefaBe aliquotiert. Zur Zell-Lyse wurde das abzentrifugierte Zellsediment in
800 pl IP-Lysis-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die ReaktionsgefaBe
wurde alle 2 min invertiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 600 x g) und das Pellet in
400 pl IP-Wasch-Puffer aufgenommen. Die so gewonnenen Lysate konnten bei —80 °C
gelagert werden.

IP-Lysis-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0 IP-Wasch-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,1
10 mM NaCl 10 mM EDTA
0,2 % NP40 1% SDS
0,5 mM PMSF 0,5 mM PMSF
1 x PI-Mix 1 x PI-Mix

3.5.2 CHROMATINSCHERUNG DURCH SONIFIKATION

Der Ansatz von 400 pl Lysat (3.5) wurde mit 200 pl im gleichen Puffer &quilibrierten
Glasperlen versetzt und 40 min bei 4 °C kraftig geschittelt. Die Lysate wurden anschlieBend
10 x 30 sec in einem Ultraschallwasserbad mit 35 KHz bei 4 °C behandelt, was zur Scherung
des Chromatins in kleinere Fragmente, ca. 500 bp, flhrte. Dies erleichterte spater die
Quantifizierung der PCR. Das Sonikat wurde 5 min bei 14000 x g zentrifugiert, der Uberstand
in frische ReaktionsgeféaBe CUberfihrt und erneut fir 15 min zentrifugiert. Der hieraus
gewonnene Uberstand konnte bei —80 °C gelagert werden.

3.5.3 PROTEIN A-SEPHAROSE® CL-4B

1 g Protein A Sepharose Festsubstanz entspricht 4 ml geldste gelartige Beads. Gel6st wurde
die Festsubstanz in 2 ml H,On,y bei RT und anschlieBend fir 3 min bei ca. 3000 Upm
zentrifugiert. Es folgen drei Wiederholungen, wobei der Uberstand jedes Mal verworfen
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wurde. Zuletzt wurde die gelartige Sepharose mit IP-DP im Verhaltnis 1 : 3 verdinnt und fir
mindestens 4 h bei 4 °C kopflber rotierend aquilibriert.

IP-D-Puffer: 20 mM Tris/HCI, pH 8,1
150 mM NaCl
2 mM EDTA
0,01 % SDS
1 % Triton X-100
1 x PI-Mix
0,5 mM B-Mercaptoethanol

3.5.4 PROTEIN G-SEPHAROSE

Protein G-Sepharose Beads lagen bereits in L6sung vor und mussten lediglich in IP-D-Puffer
aquilibriert werden. Sie kamen in gleicher Konzentration wie unter 3.5.2 beschrieben zum

Einsatz.

3.5.5 IMMUNPRAZIPITATION FORMALDEHYDVERNETZTER CHROMATINFRAGMENTE

Aliquots mit je 300 pl der Formaldehyd-vernetzten Protein-Chromatinmolekile wurden auf
Eis aufgetaut. Um einen mdglichst definierten Bandenbereich von 300-600 bp zu erreichen,
wurde der Ansatz mit Nuklease S7 30 min bei 37 °C verdaut. Dabei wurden 45U
Nuklease S7 pro 200 ug DNA eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 mM
EDTA abgestoppt. Die Proben wurden in silikonisierte ReaktionsgeféaBe Uberfihrt und mit
100 pl Protein A Sepharose, bzw. Protein G Sepharose 4 h im Kihlraum kopflber rotiert.
Dieser Schritt diente zur Abtrennung unspezifisch bindender Partikel. Der Reaktionsansatz
wurde 15 sec bei 14000 x g zentrifugiert und auf 3 ReaktionsgefaBe verteilt. Reaktionsgefal
1 wurde mit 10 pg polyklonalem immunaffinitadtsgereinigten Antikérper, Reaktionsgefa3 2 als
negative Kontrolle mit der gleichen Menge Praimmunserum des entsprechenden Antikdrpers
versetzt und die ReaktionsgefaBe Uber Nacht bei 4 °C kopflber rotiert. Eine weitere
Kontrolle, ReaktionsgefaB 3 (Input), wurde unbehandelt gelassen. Zur Isolierung der
Antigen/Antikérper-Komplexe wurden die Ansatze (ReaktionsgefaB 1 und 2) mit 60 pl
Protein A-Sepharose bzw. Protein G-Sepharose versetzt und 4 h bzw. 4 °C rotiert.

Die Sepharosebeads wurden durch kurzes zentrifugieren fir 15 sec bei 14000 x g pelletiert
und der Uberstand dekantiert. Es folgten 11 Waschschritte fiir Probe 1 und 2 mit je 500 pl

des jeweiligen Puffers, 5 minutiges Rotieren und kurzes Zentrifugieren:
4 x IP-W I-Puffer
3 x IP-W lI-Puffer
4 x TE-Puffer
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Die Immunprézipitate wurden mit 2 x 150 pl IP-E-Puffer eluiert. Das Eluat und der Input
wurden auf 0,3 M NaCl eingestellt und mit 0,03 mg/ml RNase A fir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Zur Reversion der Formaldehyd-Vernetzung wurden die Proben fiir 5 h bei 65 °C

inkubiert und anschlieBend wurde durch Zugabe von Proteinase K (0,24 mg/ml) die

restlichen Proteine Uber Nacht bei 45 °C degradiert. Die DNA-haltige Lésung wurden

anschlieBend phenolisiert und mit 5pug Glykogen und Ethanol

prazipitiert.

Das

luftgetrocknete DNA-Pellet wurde in 30 pul H,On,y aufgenommen. Fir die abschlieBenden

PCR-Reaktionen wurden immer 5 pl DNA-Template eingesetzt.

IP-W |-Puffer:

IP-E-Puffer:

20 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

2mM EDTA

0,1 % SDS

1 % Triton X-100

1 x PI-Mix

0,5 mM B-Mercaptoethanol

0,1 M NaHCOg3
1% SDS

IP-W 1I-Puffer:

PK-Puffer:

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
0,25 M LiCl

1 mM EDTA

1 % NP40

1 % Na-Desoxycholat

1 x PI-Mix

0,5 mM B-Mercaptoethanol

50 mM Tris/HCI, pH 7,5
25 mM EDTA
1,25 % SDS
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3.6 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DNA-MOLEKULEN

3.6.1 3’-ENDMARKIERUNG MIT KLENOW-ENzZYM

Die 3’-Endmarkierung von Oligonukleotiden erfolgte durch Auffillen Gberhangender 5’-Enden
mit a-*P-Desoxynukleotiden mittels Klenow-Enzym. Zu 0,1-0,5 pg DNA wurden 5 pl 10 x
Nick-Translationspuffer (NT-Puffer), 1 ul dNTP-Lésung (je 10 mM dNTP auBer dATP) und je
nach Sequenz 10-20 pCi a-**P-dATP (3000 puCi/mmol) sowie 3 U Klenow-Enzym gegeben.
Das Reaktionsvolumen wurde auf 50 ul eingestellt und 1 h bei RT inkubiert. Die Abtrennung
nicht eingebauter Nukleotide erfolgte Gber eine ,Push Column*® (Stratagene).

NT-Puffer: 0,6 M Tris/HCI, pH 7,5
80 mM MgCl,
10 mM DTE

3.6.2 5°-ENDMARKIERUNG VON PRIMERN MIT POLYNUKLEOTIDKINASE (PNK)

Die 5°-Endmarkierung wurde in einem Volumen von 10 pl durchgefiihrt. Ein Ansatz setzte
sich aus 20 pmol des Primers, 1 ul 10 x Polynukleotidkinase-Puffer, 25-30 pCi y-*P-ATP
(3000 Ci/mmol) und 2 U T4-Polynukleotidkinase. Die Markierungsreaktion wurde mindestens
1 h bei 37 °C inkubiert und durch finfmindtige Inkubation bei 65 °C inaktiviert. Fir die
spatere Berechnung der PCR-Ausbeute wurden 0,5 ul des Reaktionsansatzes Uber eine
,Push Column® (Stratagene) gereinigt und im Szintillationszahler gemessen. Die (brigen
9,5 ul wurden direkt fir die nachfolgende PCR eingesetzt.

3.6.3 ISOLIERUNG RADIOAKTIV MARKIERTER DNA UBER EINE “PUSH COLUMN”

Zur Trennung radioaktiv markierter DNA von nicht eingebauten Nukleotiden wurde eine
,Push Column* der Firma Stratagene verwendet. Die Saule wurde mit einem Saulenvolumen
(80 pl) STE-Puffer aquilibriert. Nach dem Probenauftrag (max. 80 pl) wurde die Saule
nochmals mit 80 ul STE-Puffer nachgewaschen. Das Eluat konnte direkt im

Szintillationsz&hler vermessen werden.

STE-Puffer: 1 mM Tris/HCI, pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM EDTA
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3.6.4 ISOLIERUNG RADIOAKTIV MARKIERTER DNA-FRAGMENTE AUS
POLYACRYLAMIDGELEN

Radioaktiv markierte PCR-Produkte fiir EMSA-Versuche wurden Uber 5 %ige native
Polyacrylamidgele aufgereinigt. Nach der Auftrennung wurde das Gel in Frischhaltefolie
verpackt und far 1-2 min autoradiographiert. Das so erhaltene Autoradiogramm konnte unter
das Gel gelegt werden und die gewlinschte Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten
werden. Das Gelstlick wurde zerkleinert und die DNA mit 800 pl Elutionspuffer einmal in
Stickstoff schockgefroren und Gber Nacht bei RT rotierend isoliert. Das Eluat wurde dreimal
mit je 1 Volumen n-Butanol eingeengt, die DNA préazipitiert und anschlieBend getrocknet. Die
Berechnung der Ausbeute erfolgte mittels Szintillationszahlung.

Elutions-Puffer (PAA-Gele): 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
50 mM NaCl
1 mM EDTA

3.6.5 INDIREKTE BERECHNUNG DER DNA-KONZENTRATION DURCH
SZINTILLATIONSZAHLUNG

Far Oligonukleotide, die Uber PCR gewonnen wurden und bei denen zunachst der Primer
markiert worden waren, wurde ein Aliquot (5 % = 1 pmol) der Primermarkierung Uber eine
,Push Column“ aufgereinigt und vermessen und somit die spezifische Molaktivitat
(cpm/pmol) erhalten. Durch Vermessung des getrockneten DNA-Sediments nach der
Gelaufreinigung konnte dann die PCR-Ausbeute berechnet werden.
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3.7 PROTEINANALYTISCHE METHODEN

3.7.1 PROTEINKONZENTRATIONSBESTIMMUNG NACH BRADFORD

Die Proteinkonzentrationsbestimmung beruht auf der Bindung des Farbstoffes Serva Blue G-
250 an Proteine und die daraus resultierende Verschiebung des Absorptionsmaximums des
Farbstoffs von 465 nm (rot-violett) nach 595 nm (blau) (Bradford, 1976).

Fir das Farbereagenz wurden 8 mg Serva Blue G-250 in 5 ml Ethanol gel6st, mit 10 ml
85 % iger Phosphorsaure versetzt und mit H O auf 100 ml aufgefillt. Zu je 900 pl dieser
Lésung wurden 100 pl bestehend aus 1-10pl der zu analysierenden wassrigen
Proteinlésung und entsprechend 99-90 pl 0,15 M NaCl-Lésung gegeben und fir zehn
Minuten bei RT inkubiert. Durch Extinktionsmessung bei A =595 nm konnte die
Proteinkonzentration anhand einer mit BSA erstellten Eichgeraden berechnet werden.

¢ (Mg/ul) = ODsgs x Bradford-Faktor / eingesetzte Proteinmenge in pl

3.7.2 ACETONFALLUNG VON PROTEINEN

Um Proteinldsungen zu konzentrieren, so dass diese in gréBerer Menge auf SDS-
Polyacrylamidgele aufgetragen werden konnten, wurden sie mit 2,5 fachem Volumen
90 %igem eiskaltem Aceton fir 1 h bei —20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4 °C und
14000 Upm (Biofuge A, Heraeus) wurde das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und
erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde Iluftgetrocknet und anschlieBend in SDS-
Probenpuffer aufgenommen.

3.7.3 DIALYSE VON PROTEINEN

Zur Dialyse von Proteinlésungen wurden Dialyseschlauche (Fa. Roth, Typ 8/32) mit einer
PorengréBe von 0,0025-0,0050 Mikrons (25-50 Angstrdm) verwendet. Die Dialyseschldauche
wurden vor Gebrauch nach Anleitung des Herstellers in 2% NaCo; und 1 mM EDTA
gekocht, und fir 10 min in H,Opy gewaschen. AnschlieBend wurden sie fir 10 min in HyOpg
gekocht und in 0,1 mM EDTA gelagert. Die Proteinlésungen wurden im Dialyseschlauch
unter langsamem Ruihren flir mindestens 4 h, oder Uber Nacht gegen ein bis zu 1000 faches
Volumen an Puffer dialysiert. Der Puffer wurde dabei zweimal gewechselt.
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3.7.4 IMMUNPRAZIPITATION

Mit Hilfe der Immunprazipitation wurde die Bindungsspezifitat der zur Verfligung stehenden
Antikdrper getestet. Es wurden ca. 100 pyg unaufgereinigter Proteinextraktes mit 1-5 ug
gereinigtem bzw. unaufgereinigtem Antikérper fur 1-2 h bei RT unter leichtem Schutteln
inkubiert. AnschlieBend wurde der Extrakt fir eine weitere Stunde unter leichtem Schitteln
bei RT zu 10 pl Sepharosebeads gegeben und bei 1000 Upm abzentrifugiert. Eluiert wurden
die Beads durch Aufkochen in SDS-Probenpuffer. Als Kontrolle zum Antikérper wurde der
gleiche Ansatz mit Prdimmunserum durchgefihrt. Die Bindungsspezifitadt und die Kontrollen
mit Praimmunserum wurden mit Hilfe der Western-Blot Technik tberprift.

3.7.5 ANALYSE VON PROTEINEN IN DENATURIERENDEN SDS-POLYACRYLAMIDGELEN
(SDS-PAGE)

Zur schnellen 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 Lésung fir ein
12 %iges Trenngel setzte sich aus 9,6 ml einer Acrylamid-Lésung (39 % Acrylamid, 1 %
Bisacrylamid), 12 ml 1 M Tris/HCI pH 8,8, 9,7 ml H,O und 0,32 ml 10 % SDS zusammen. Zur
Polymerisation wurden 400 pl einer 10 %igen Ammoniumperoxodisulfat-Lésung (APS) und
20 ul TEMED zugesetzt. Das Trenngel wurde bis auf eine Héhe von ca. einem Zentimeter
unterhalb des Taschenformers gegossen. Zur Ausbildung einer glatten Oberflache wurde die
Gellésung sofort mit H,O Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Wasser
abgegossen, das Trenngel mit der Sammelgel-Lésung Uberschichtet und der Kamm
eingesetzt. Die 6 %ige Polyacrylamidlésung fir das Sammelgel setzte sich aus 0,81 ml einer
Acrylamid-Lésung (39 % Acrylamid, 1 % Bisacrylamid), 1 ml 1 M Tris/HCI, pH 6,8, 3,1 ml
H-0O, 80 ul 10 % SDS, 40 pl 10 % Ammoniumperoxodisulfat-Lésung (APS) und 10 ul TEMED
zusammen. Die Proben wurden vor dem Auftragen in 5 x SDS-Probenpuffer aufgenommen
und finf Minuten bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 1 x SDS-
Laufpuffer bei 100 Volt innerhalb des Sammelgels und bei 150 Volt innerhalb des Trenngels.

SDS-Probenpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 SDS-Laufpuffer (10 x): 250 mM Tris/HCI
2 % SDS 1,9 M Glycin
20 % Glycerin 15 % SDS

0,04 % Bromphenolblau
84 mM B-Mercaptoethanol
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3.7.6 FARBUNG VON PROTEINGELEN MIT COOMASSIE-BLAU

Zur Farbung von Proteinbanden wurde nach der Elektrophorese das Proteingel 30 min in
50 % Methanol/10 % Essigsaure fixiert. AnschlieBend wurde das Gel 20 min in 0,25 %
Coomassie-Blau (1 g Coomassie-Brilliant-Blau G-250, 160 ml Methanol, 40 ml Essigséaure,
200 ml H,O,4) angefarbt. Zur Entfernung des nicht gebundenen Farbstoffs wurde das Gel in
50 % Methanol, 10 % Essigsaure fur 15 min entfarbt. Die vollstdndige Entfarbung erfolgte
dann mit 10 % Essigsaure Uber Nacht. Danach wurde das Gel in Cellophanfolie verpackt und
45 min unter Vakuum bei 80 °C getrocknet.

3.7.7 SILBERFARBUNG VON PROTEINGELEN

Zunachst wurde das Proteingel nach erfolgter Elektrophorese 2 h bei RT in 50 % Methanol
12 % Essigsaure 0,019 % Formaldehyd fixiert. AnschlieBend wurde das Gel dreimal fir je
20 min in 50 % Ethanol gewaschen und 1 min mit frisch angesetzten 0,02 % Natriumdithionit
vorbehandelt. Nach grindlichem Spllen mit HOpy (3Xx20s) wurde das Gel in 0,2 %
Silbernitrat mit 0,028 % Formaldehyd fir 20 min bei RT impragniert. Das impragnierte Gel
wurde zweimal je 20s mit H,Ony gewaschen und in 6 % Natriumcarbonat, 0,01 %
Formaldehyd und 4 mg/ml Natriumdithionit entwickelt bis die Proteinbanden sichtbar wurden
(ca. 10 min). Nach Waschen mit H.Opq4 (2 X 2 min) wurde das Gel mit vorgekihltem 50 %
Methanol/12 % Essigséaure fir 10 min fixiert. Nach abschlieBendem Schwenken flr 15 min in
H-Opg wurde das Gel in Cellophanfolie gepackt und 45 min im Vakuum bei 80°C getrocknet.

3.7.8 WESTERN-BLOT-ANALYSE VON PROTEINEN

Nach SDS-Gelelektrophorese der Proteinproben zwecks Immundetektion fand ein Transfer
der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine 0,45um Nitrozellulosemembran nach
der Semi-Dry-Transfer-Methode statt. Fir den Transfer wurde eine Graphit-Blot-Apparatur
verwendet. Der Aufbau der Blot-Apparatur erfolgte (von Anode zur Kathode) nach folgendem
Schema:

5 Whatman-Filterpapiere in Western Transfer Puffer 2 getrénkt
3 Whatman-Filterpapiere in Western Transfer Puffer 1 getrénkt
Nitrozellulosemembran in Western Transfer Puffer 1 getrankt
SDS-Polyacrylamidgel in Western Transfer Puffer 3 getrankt
5 Whatman-Filterpapiere in Western Transfer Puffer 3 getrénkt
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Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei RT fir 90 min. Die angelegte Stromstarke war
von der Flache des Gels abhangig. Dabei gilt:

| = 0,8mA/cm® x F

Dabei gilt: | = Stromstarke
F = Flache des Gels in cm?

Western-Transfer-Puffer 1: 300 mM Tris/HCI, pH 10,4
20 % Methanol
Western-Transfer-Puffer 2: 25 mM Tris/HCI, pH 10,4
20 % Methanol
Western-Transfer-Puffer 3: 25 mM Tris/HCI, pH 9,4
40 mM Norleucin
20 % Methanol

3.7.9 IMMUNOCHEMISCHER NACHWEIS VON IMMOBILISIERTEN PROTEINEN

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran mit einer 5 %igen
Magermilchpulverldsung in PBS, pH 7,4, 2 h lang bei RT unter Schwenken abgeséttigt. Die
Membran wurde dreimal fir 5 min mit PBS, pH 7,4, gewaschen. AnschlieBend wurde der
gegen das gesuchte Protein gerichtete primare Antikérper (50-100 ng/ml in PBS pH 7,4)
zugegeben und 1 h bei RT geschwenkt. Nun folgte dreimaliges Waschen fiir 5 min in PBS
und Inkubation mit einem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten sekundaren Antikdrper (50-
100 ng/ml in PBS pH 7,4), der gegen den ersten Antikérper gerichtet war. AnschlieBend
wurde wieder 1/2h bei RT geschwenkt und danach erneut dreimal gewaschen. Zur
Detektion wurden 100 pul ECL Lésung | und 44 ul ECL Lésung Il gemischt, direkt zu 7 pl
30 % igem H,O, in 10 ml 100 mM Tris/HCI pH 7,4 gegeben und die Nitrozellulosemembran
fir 1 min darin geschwenkt. AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran vorsichtig
getrocknet, in Frischhaltefolie verpackt und 15 sec bis 2 min mit einem R&ntgenfilm
exponiert. Eine Wiederholung der Immunodetektion mit demselben Antikérper war nach
Waschen der Membran in PBS und Blocken in 5 % iger Magermilchlésung in PBS méglich.

ECL-Lésung I: 44,8 mg/ml Luminol in DMSO
ECL-Lésung Il 14,84 mg/ml p-Cumarsaure in DMSO

3.7.10 STRIPPEN DER NITROZELLULOSEMEMBRAN

Um weitere Proteine auf der Membran detekiieren zu kdnnen, mussten die daran
gebundenen Antikérper entfernt werden. Hierzu wurde die Membran 30 min bei RT in 10 ml
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Strippuffer geschwenkt und anschlieBend zweimal 5 min mit PBS, pH 7,4, gewaschen. Die

so behandelte Membran musste fiir eine weitere Immundetektion blockiert werden.

Stripp-Puffer: 62,5 mM Tris/HCI pH 6,0
2 % SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

3.7.11 SILICONISIERUNG VON EPPENDORF-REAKTIONSGEFABEN

Die zu siliconisierenden ReaktionsgefaBe wurden zusammen mit 2 ml Sigmacote®
(Sigma) in einen Exsikator gegeben, an den solange ein Vakuum angelegt wurde, bis
die Flissigkeit gerade zu sieden begann. Der Exsikator wurde verschlossen und fir
zwei Stunden unter dem Abzug stehen gelassen. Nach der Entnahme der
EppendorfreaktionsgefaBe wurden diese mit H.Opg abgespiilt und getrocknet.
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3.8 AUFREINIGUNG DES MURINEN ORC-KOMPLEXES

3.8.1 PRAPARATION VON FM3A-ZELLKERNEXTRAKT

Die Herstellung von Kernextrakten erfolgte nach McKay (1981). Es wurden Extrakte aus
4 x 10° bis 8 x 10° FM3A Zellen hergestellt. Samtliche Arbeitsschritte wurden bei 4 °C im
Kuhlraum mit vorgekihlten Lésungen, Geraten und Zentrifugen durchgefiihrt. Die Lésungen
wurden kurz vor ihrer Verwendung auf 0,1 mM PMSF, 1 x PI-Mix (Proteinasen-Inhibitoren)
und 0,5 mM B-Mercaptoethanol (Oxidationsschutz) eingestellt.

Die Zellen wurden bei 1200 Upm und 4 °C (Beckman J-6B) flr 25 min abzentrifugiert und
das Pellet zweimal mit PBS, pH 7,4 gewaschen, um das Kulturmedium vollstdndig zu
entfernen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in einem 10 fachem Volumen
hypotonischem Puffer resuspendiert und fir 15 min zum Schwellen gebracht. Konnte die
Volumenzunahme unter dem Mikroskop in ausreichendem MaB beobachtet werden, wurden
die Zellmembranen in einem Dounce-Homogenisator mit 20-30 StéBen aufgebrochen. Dabei
blieben die Zellkerne intakt, die im Anschluss bei 15000 Upm und 4 °C pelletiert wurden. Es
folgte dreimaliges Waschen der Kerne mit hypotonischem Puffer, einmaliges Waschen mit
hypotonischem Puffer und 0,5 % NP40 (bzw. Tween 20) und nochmaliges Waschen mit
hypotonischem Puffer. Dazwischen wurde jeweils fir 20 min bei 15000 Upm und 4 °C
abzentrifugiert. AbschlieBend erfolgte die Extraktion der Kernproteine mit 3-5 fachem
Pelletvolumen Kernextraktionspuffer (KEP-Puffer) fir 1h bei 4 °C. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der erhaltene Uberstand 3:1 mit Puffer-H100 verdinnt und
anschlieBend gegen 3 | Puffer-H100 tGber Nacht dialysiert.

Hypotonischer Puffer: 10 mM HEPES/KOH, pH 7,8 KEP-Puffer: 20 mM HEPES/KOH, pH 7,9
10 mM KCl 25 % Glycerin
1,5 mM MgCl, 420 mM KCl
1 x PI-Mix 0,2 mM EDTA
0,5 mM B-Mercaptoethanol 1,5 mM MgCl,
1 x PI-Mix

0,5 mM B-Mercaptoethanol

Dialyse-Puffer-H100 : 50 mM HEPES/KOH, pH 7,8
100 mM KClI
1 mM EDTA
1 mM EGTA
5 mM Na-Acetat
0,02 % Triton X 100
5 % Glycerin
1 x PI-Mix und 0,5 mM B-Mercaptoethanol
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3.8.2 AMMONIUMSULFAT FALLUNG

Mit der Ammoniumsulfatféllung ist eine Konzentrierung aber auch Trennung von Proteinen
durch kontrollierte, reversible Prazipitation moglich. Dazu wurde eine gesattigte
Ammoniumsulfatldsung (4,1 M bei 25 °C) hergestellt und tGber Nacht auf 4 °C abgekiihlt.
Wie bei der Herstellung und bei allen weiteren Stufen der Proteinaufreinigung wurden auch
hier samtliche Arbeitsschritte im Kihlraum bei 4 °C mit vorgekihlten L&sungen und
Arbeitsgeraten durchgefihrt. Allen Lésungen wurden kurz vor ihrer Verwendung 1 x PI-Mix
und 0,5 mM B-Mercaptoethanol zugesetzt.

Der unter 3.8.1 Hergestellte und dialysierte Zellkernextrakt wurde durch tropfenweise
Zugabe der bendtigten Menge geséttigter Ammoniumsulfatiésung in einem Zeitraum von 30
min unter langsamen ruhren prazipitiert. Die Proteine wurden anschlieBend bei 4 °C 30 min
auf einem Magnetrihren vollstandig geféllt und 10 min bei 17000 Upm und 4 °C pelletiert.
Bendtigte Proteinpellets wurden in Puffer H100 vollstandig resuspendiert und tber Nacht
gegen 5 | Puffer H100 dialysiert.

Puffer H100: 50 mM HEPES/KOH pH 7.5
1 mM EDTA
1 mMEGTA
5 mM Na-Acetat
100 mM KClI
5 mM B-Mercaptoethanol

3.8.3 IONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE

Diese Methode wird verwendet, um unlésliche Substanzen (Proteine) die aus Elektrolyt-
Lésungen lonen im Austausch gegen eigene lonen gleicher Ladung aufnehmen, zu trennen.
Es gibt eine Vielzahl verschiedener Saulenmaterialien bestehend aus einer hochmolekularer
Matrix und einer fest gebundenen basischen oder sauren Ankergruppe, (An- bzw.
Kationenaustauschern). Positiv geladene Proteine binden an Kationensdulen, wéahrend
negativ geladene Proteine an Anionensdulen binden. Die gebundenen Proteine kdénnen
durch eine schrittweise Erhéhung der Salzkonzentration im Elutionspuffer entsprechend ihrer
Ladungsdichte eluiert werden.

3.8.4 IONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE UBER EINE HITRAP HEPARIN HP-SAULE

Um eine weitere Aufreinigung und Aufkonzentrierung des Ammoniumsulfat geféllten ORC-
Komplexes zu erreichen, wurde eine gepackte 5 ml HiTrap Heparin-Saule der Firma
Amersham Biosciences in einem AKTA prime chromatography System (Amersham
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pharmacia biotech) verwendet. Bei Heparin handelt es sich um ein schwaches
Kationenaustauscher-Material, dessen lonenaustauschgruppe eine Glucosaminoglycan-
Gruppe ist. Heparin wird far die Anreicherung von DNA-bindenden Proteinen benutzt. Die
Saule wurde laut Hersteller-Angaben, mit 10 Saulenvolumen Puffer H100
(Aquilibrierungspuffer) bei einer konstanten Flussrate von 1 ml/min bis zu einer konstanten
Extinktion des Durchflusses &quilibriert. AnschlieBend wurde der dialysierte Proteinextrakt
mit einer Injektionspumpe auf die Saule gegeben und zunéchst mit Puffer H150 wieder bis
zu einer konstanten Extinktion des Durchflusses gewaschen. Eluiert wurde die Saule mit 50
Séulenvolumen eines linearen Gradienten (Puffer H) von 250-800 mM KCI, gefolgt von
einem finalen Waschschritt Giber 3 Saulenvolumen mit 800 mM KCI (Puffer H800). Die Eluate
und der finale Waschschritt wurden zu 3 ml Aliquots aufgefangen, 1 x PI-Mix dazupippetiert
und mit a-ORC2 Antikérper mittels Western-Blot analysiert.

Puffer H: 50 mM HEPES/KOH pH 7.5
1 mM EDTA
1 mMEGTA
5 mM Na-Acetat
xxx = 100 mM, /250 mM / 800 mM KCI
5 mM B-Mercaptoethanol

3.8.5 IONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE UBER EINE SP-SEPHAROSE
FAST FLOW-SAULE

Um eine weitere Konzentrierung des ORC-Komplexes zu erreichen, wurden die ORC2
enthaltenden Fraktionen der Heparin-Saule vereinigt und fiir 4 h bei 4°C gegen Puffer H100
dialysiert und Uber eine gepackte 1 ml SP-Sepharose Fast Flow (Amersham, Biosciences)
im AKTA prime chromatography System (Amersham pharmacia biotech) aufgetrennt.

Bei dieser Saule handelt es sich um einen starken Kationenaustauscher fir Proteine aller pl-
Werte. Die lonenaustauschergruppe ist eine Sulphopropyl-Gruppe. Aquilibriert wurde mit
10 Saulenvolumen PufferH100 bei einer Flussrate von 1 ml/min bis zu einer konstanten
Extinktion des Durchflusses. AnschlieBend folgte die Extraktinjektion und ein Waschschritt
mit Puffer H100. Eluiert wurde mit einem linearen Gradienten Uber 50 Saulenvolumen mit
Puffer H von 100-500 mM KCI, gefolgt von einem finalen Waschschritt Gber 15
Saulenvolumen von 500 mM KCI. Elutionen und finaler Waschschritt wurden wieder
aliquotiert zu je 1 ml und sofort mit 1 x PI-Mix versetzt. Alle Fraktionen wurden mit samtlichen
zur Verfligung stehenden Antikérpern des ORC-Komplexes im Western-Blot analysiert und
infolge dieser Ergebnisse weiter aufgereinigt.
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3.8.6 KONZENTRIERUNG VON PROTEINLOSUNGEN

Proteinlésungen wurden Uber Amicon Ultra-Saulchen (Millipore) mit einem Poren-
durchmesser von 30 kDa konzentriert. Dazu wurde die Proteinlésung (bis 15 ml) auf die
Séaulchen pippetiert und bei 4 °C fir 4000 Upm (CRS3i, Jouan) fur 30-45 min zentrifugiert.

3.8.7 GELFILTRATION UBER EINE SUPERDEX 'M300/10-SAULE

Als einen finalen Reinigungsschritt um verbliebene Nukleotide, Enzyme und aggregiertes
Material abzutrennen und um eine ProteingréBen-Auftrennung zu erreichen, wurden
verschiedene aufkonzentrierte SP-Fraktionen (iber eine Superdex 300/10 prepacked Saule
bei konstanter Flussrate von 40 pl/min in einem HPLC-System der Firma Pharmacia
gereinigt. Aquilibriert wurde die Saule mit Smart-Puffer bis zu einer konstanten Extinktion des
Durchflusses. Aliquotiert wurden der Durchlauf und die Fraktionen der GréBen 500-300 kDa.
Alle Fraktionen wurden versetzt mit 10 % Glycerin und 0,5 mM B-Mercaptoethanol, zu 30 pl
aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Smart-Puffer: 50 mM K*PO,%, pH 7,5
70 mM KClI
0,5 mM B-Mercaphoethanol

3.9 ELECTRO-MOBILITY-SHIFT-ASSAY (EMSA)

Der EMSA ist eine in vitro Methode, die Bindungsaktivitdt von Proteinen an radioaktiv
markierte DNA-Fragmente nachweist.

Fir EMSA-Versuche wurden ausschlieBlich silikonisierte ReaktionsgefaBe verwendet, um
eventuelle unspezifische Wechselwirkungen mit den ReaktionsgeféaBen zu unterbinden. In
2 pl 5 x Shift-Puffer wurden 10 fmol (1 pl) eines radioaktiv markierten PCR-Fragments mit
den verschiedenen aufgereinigten Proteinextrakten inkubiert. Die Anséatze enthielten zur
Unterdrickung unspezifischer Protein-DNA-Wechselwirkungen 150-300 ng/ul poly dl + dC.
Je nach Versuchsansatz wurde verschiedene Mengen ATP, ADT, y-S-ATP eingestzt
und/oder nicht radioaktiv markierte DNA-Fragmente fur Kompetitiv-Versuche. Der
Reaktionsansatz wurde mit H,Onq auf 10 pl aufgefullt.

AnschlieBend wurden die Proben 30 min auf Eis und 10 min bei 32 °C inkubiert, bevor sie in
DNA-Shift-Puffer aufgenommen wurden. Es folgte die elektrophoretische Trennung der
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Proben auf 4 %igen, 2 x TBE Polyacrylamidgelen mit 2 TBE als Laufpuffer fir 2 h bei 200 V
und 4 °C. AnschlieBend wurden die Gele getrochnet und autoradiographisch ausgewertet.

EMSA-Puffer (Shift-Puffer): 50 mM HEPES/KOH, pH 7,5
340 mM KCI
25 mM MgCl.
5 mM CaCl,
0,5 mM B-Mercaptoethanol

3.9.1 SUPER-SHIFT-ASSAY (BAND-SHIFT)

Beim Band-Shift wird neben radioaktiv markierter DNA und Proteinen ein spezifischer
Antikérper gegen eines der shiftenden Proteine zugegeben, um damit eine im Gel
spezifische Bande zu retardieren. Pippetiert und inkubiert wurde ein Gelretardations-
experiment wie unter Punkt 3.9 beschrieben. AnschlieBend wurden 50-200 ng spezifischen
Antikérper zugegeben, 1 h bei 4 °C sowie 30 min bei RT inkubiert. Aufgetrennt wurden alle
Proben wieder wie unter 3.9 beschrieben.

3.9.2 ENTWICKLUNG DER EMSA-RONTGENFILME

Die EMSA-Gele wurden mit Whatman-Papier von den Glasplatten abgenommen und mit
Frischhaltefolie (Seran) abgedeckt. AnschlieBend wurden die Gele fir ca. 30 min bei 80 °C
Vakuum-getrocknet. Die trockenen Gele wurden in eine Film-Kassette (Hypercassette,
Amersham) mit HE Intensifying Screen (Kodak) geklebt, mit einem Réntgenfilm (x-ray Retina
18 x 24 cm Screen, NORAS) bedeckt und dieser bei Nukleinsdure Nukleinsdure —80 °C Uber
Nacht exponiert. Fir die Entwicklung der Filme wurde die Kassette zunachst auf RT
erwarmt. Die Réntgenfilme wurden in einer Entwicklermaschine bei 34,7 °C entwickelt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 SYNCHRONISATIONSSTUDIEN AN FM3A-ZELLEN

Die Fahigkeit, DNA-Replikation in der Gi-Phase zu initieren, hangt vom Aufbau von
Multiproteinkomplexen, den préareplikativen Komplexen an den Origins der DNA-Replikation
ab. Zuerst lagert sich der aus sechs Einzelproteinen bestehende ORC-Komplex an den
Origin der DNA-Replikation an. Es wird angenommen, dass dieser Komplex bei Saugern
nicht konstitutiv an Chromatin gebunden bleibt (Bell and Dutta, 2002). ORC1 und ORC2
liegen in Hamster-Zellkernen wahrend des gesamten Zellzyklus in etwa gleichen
Konzentrationen vor, aber nur ORC2 bleibt fest an Chromatin gebunden, ORC1 dagegen lést
sich am Ende der S-Phase vom Chromatin ab und bindet erst wieder in der frihen G;-Phase
(Natale et al., 2000). Der Anlagerung des ORC-Komplexes folgt die Bindung des CDC6-
Proteins in der frihen G;-Phase und dessen Dissoziation in der spaten G;-Phase. CDC6 ist
fir die Rekrutierung des MCM2-7-Komplexes, ebenfalls in der frihen Gi-Phase, an das
Chromatin verantwortlich (Natale et al., 2000).

Um das Verhalten der preRC-Proteine in Abh&ngigkeit des Zellzyklus am Modell von M.
musculus zu Uberprifen, wurden Maus-Brustkarzinomzellen (FM3A-Zellen) in der Gs-Phase,
am G,/S-Ubergang und in der S-Phase sowie in der Mitose synchronisiert und mit FACS-
Messungen analysiert (Abb. 4.1-4.5).

Um signifikante Aussagen treffen zu kénnen, wurden nur die Ergebnisse von Chromatin-
Immunprézipitations-Experimenten (ChIP) verwendet, bei denen synchronisierte Zellen
eingesetzt wurden, die eine Arretierung in der jeweiligen Synchronphase von Uber 60 %

aufwiesen.

Mevastatin
asynchrone Kontrolle 2800 2
CELL CYCLE
CELL CYCLE
ggggg 2 DATA 5 2400 DATA
3 2 2000
g 28000 g 2=%G1 =826
g 24000 1= tote Zellen 3 1600 2-%01 - 82
Z 20000 2=%G1 =343 < =% =5
—_ 3=% S =385 o 1200 4=%G2 =119
o 16000 4=%G2 =272 o0
O 12000 800
8000 3 4 400 4
4000 11 3
A 0

Abb.4.1: FACS-Analyse asynchroner
FM3A-Zellen

0
0 2n 4n DNA Content

2n 4n DNA Content

Abb.4.2: FACS-Analyse Mevastatin-behandelter

FM3A-Zellen
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Abb.4.3: FACS-Analyse Mimosin-behandelter Abb.4.4: FACS-Analyse Hydroxyharnstoff-
FM3A-Zellen behandelter FM3A-Zellen
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Abb.4.5: FACS-Analyse Nocodazol-behandelter
FM3A-Zellen

Asynchron wachsende Zellen befinden sich zu 34,3 % in der G-, zu 27,2 % in der G- und
zu 38,5 % in der S-Phase (Abb. 4.1).

Im Vergleich zur asynchronen Population ist eine deutliche Anreicherung der Zellen in der
frihen Gi-Phase, von 34,3 % zu 82,6 %, zu erkennen (Abb. 4.2). Diese Arretierung wird mit
einer Inkubation der Zellen in Gegenwart von Mevastatin, einem kompetitiven Inhibitor der 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA), erreicht (Cowan et al., 2003).
Durch Zugabe von Mimosin werden die Zellen am G;/S-Phaselbergang arretiert (Krude et
al.,1999). Durch Zugabe des Synchronisationsmittels zeigt sich eine deutliche Anreicherung
der Zellen in der Gi-Phase, von 34,3 % der asynchronen zu 82,8 % der synchronisierten
Zellen (Abb. 4.3).

Ein Block in der S-Phase wurde durch Zugabe von Hydroxyharnstoff, einem reversiblen
Inhibitor der Ribonukleotid-Reduktase (Berger, 1999) erreicht. Im Vergleich mit den
asynchronen Zellzyklus-Daten ist eine Anreicherung der Zellen in der S-Phase von 38,5 %
zu 66,8 % zu erkennen (Abb. 4.4).

Zuletzt wurden Zellen in Gegenwart von Nocodazol kultiviert. Nocodazol ist ein Inhibitor der
Tubulinpolymerisation, der den Aufbau des flr die Mitose notwendigen Spindelapparates
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verhindert und die Zellen somit in der Mitose arretiert. Einen Mitoseblock erkennt man in der
FACS-Analyse am Go-Phasen-Peak (Peak 4). Vergleicht man wiederum die asynchrone
Population mit der Synchronisation, so wurden 13,1 % der Zellen zusétzlich in der Mitose
arretiert (Abb. 4.5).

Mit allen hier dargestellten synchronisierten FM3A-Populationen wurden ChlP-Experimente
mit Antikdrpern gegen verschiedene preRC-Komponenten durchgefihrt.
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4.2 CHROMATIN-IMMUNPRAZIPITATION (CHIP)

Gogel et al. (1996) ist es gelungen, einen Origin bidirektionaler Replikation (OBR) in der
44 kb langen Maus-rDNA-Einheit zu identifizieren. Dieser Origin konnte relativ eng
eingegrenzt und lokalisiert werden. Im OBR wird die bidirektionelle Replikation innerhalb
einer 3 kb Region initiiert, die 1,6 kb strangaufwarts zu dem rRNA-Transkriptions-Startpunkt
lokalisiert ist.

Ein Ziel dieser Arbeit war, die identifizierte preRC-Bindungsstelle innerhalb der OBR-Region
von -2519 bis -2152 (Herrmann, 2002), naher zu charakterisieren und die Bindung einzelner
preRC Komponenten in der G;-Phase, am G/S-Ubergang und in der S-Phase sowie in der
Mitose zu analysieren.

Dafiir wurden in der G;-Phase, am G/S-Ubergang und in der S-Phase sowie in der Mitose
synchronisierte FM3A-Zellen mit Formaldehyd behandelt, um Protein-Protein bzw. Protein-
DNA kovalent zu verknlUpfen. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und das Chromatin
geschert, so dass die in den Extrakten enthaltenen DNA-Fragmente mit den gebundenen
Proteinen eine GréBe von ca. 500-800 bp aufwiesen. Ein folgender Nuklease S7-Verdau
erbrachte definierte Banden einer Fragmentlange von 300-500 bp (Abb.4.6).

Diese Extrakte wurden anschlieBend mit Protein A- bzw. G-Sepharose vorgereinigt, um
unspezifisch bindende Proteine zu entfernen (siehe Abb.4.6).

Die Uberstande wurden auf drei Anséatze verteilt:

1. Input: Dieser Ansatz wurde nicht der Immunprazipitation unterworfen. Er entsprach dem
Ausgangsmaterial fir die Chromatin-Immunpazipitation und wurde in der PCR-Analyse als
positive Kontrolle eingesetzt.

2. Chromatin-Immunprazipitat: (IP-Fraktion): Dieser Ansatz wurde mit spezifischen
Antikdrpern gegen preRC-Proteine behandelt. Spezifische Banden bei der PCR-Analyse
sollten nur dann entstehen, wenn das gewahlte Primerpaar an die Sequenz hybridisiert,
welche die spezifische Bindungsstelle flir das untersuchte Protein enthalt.

3. Negative Kontrolle: (Pl-Fraktion): Sie wurde wie der Ansatz zur Chromatin-
Immunprézipitation behandelt, allerdings wurde statt eines spezifischen Antikérpers
Praimmunserum eingesetzt. Bei der PCR-Analyse sollte dieser Ansatz den Hintergrund an
unspezifischen Bindungen wiedergeben. Im Fall einer Pl-Bande, d.h. einem Produkt bei der
negativen Kontrolle, sollte die Intensitat der IP-Bande héher sein.
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@ % (A) Formaldehyd-behandelte Zellen

><: (B) Zell-Lyse und Fragmentieren

F— der DNA
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Uberstand (C) Immunprézipitieren

Sepharose .
spezifischer
:@: Antikérper Prézipitat

(D) Entfernen des Cross-links
Protein

“ﬁ' /\é DNA

(E) PCR-Analyse mit spezifischen
Primerpaaren

Abb. 4.6: Schematische Darstellung der ChIP-Technik.
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ANALYSE DER DNA-FRAGMENTGROBEN

Um die preRC-Bindungsstelle im murinen OBR mdglichst eng einzugrenzen, ist eine
definierte, moglichst geringe Fragmentldange der DNA von groBer Bedeutung. Dazu wurde
die DNA nach der Isolierung in einem ersten Schritt mit Glasperlen und Ultraschall
mechanisch fragmentiert und in einem zweiten Schritt mit dem Enzym Nuklease S7 verdaut.

6,0

0,75
0,5

Abb.4.7: Darstellung der sukzessiven Abnahme der FragmentgroBen: Zur Auftrennung
wurde ein 1,5 %iges Agarosegel verwendet. Spur 1 zeigt Formaldehyd behandelte
genomische DNA aus FM3A-Zellen. In Spur 2 wurde die DNA mit Glasperlen und Ultraschall
fragmentiert. Spur 3 zeigt DNA nach Behandlung mit Glasperlen, Ultraschall und einem
Nuklease S7 Verdau. Als Marker wurde ein Standart PKN-Marker eingesetzt.

Spur 1 in Abbildung 4.7 zeigt eine Kontrolle mit genomischer DNA. Anhand des PKN-
Markers lasst sich die Lange der genomischen DNA {ber 6,0 Kb bestimmen. Spur 2 in
Abbildung 4.7 zeigt fragmentierte DNA nach Behandlung mit Glasperlen und Beschallung im
Ultraschallbad. Die FragmentgroBe betragt zwischen 0,6-1,0 Kb. In Spur 3 betragt die
FragmentgréBe nach einem zusatzlichen micrococcalen Nuklease S7 Verdau zwischen 0,3
und 0,5 Kb.
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4.2.2 VERWENDETE PRIMER

Unser Arbeitskreis konnte mit Hilfe der ChIP-Technik im OBR eine preRC-Bindungsstelle
von -2519 bis -2152 (Abb. 4.8, Fragment B) lokalisieren (Herrmann, 2002). In dieser Arbeit
sollte zum einen diese Bindungsstelle genauer analysiert, dessen flankierenden Bereiche
Uberprift und die Bindung der preRC-Proteine in Abhangigkeit vom Zellzyklus dargestellt
werden. Es wurden Primerpaare von -2837 bis —2499, die ein Fragment der Lange von 338
bp (Abb. 4.6, Fragment A), -2519 bis —2152, die ein Fragment der Lange von 367 bp und
-2255 bis -1820, die ein Fragment der Lange von 435 bp (Abb. 4.6, Fragment C) flankieren,
fir die PCR-Reaktionen eingesetzt. Als Kontrolle wurde ein Primerpaar von +6726 bis
+7155, mit einer Fragmentlange von 429 bp, aus der codierenden Region gewahlt (Abb. 4.6,
Fragment D).

OBR (-3200 bis -200)

APS1 APS2 esssssssss——— [ +1 18S 5,8S 28S

F-:- NTS [ ETS

-5600 / \ +3677 +5937: : +8123 +13400

A D
-2837 339 bp -2499 +6726 T +7155
P
. B
preRC-Bindungsstelle -2519 e 2152 Kontroll Fragment
P

2255 mm— 1820
436 bp

Abb.4.8: Schematische Darstellung der fiir die PCR verwendeten Primerpaare. Fragment B zeigt die von Herrmann (2002)
identifizierten preRC-Bindungsstelle; die Primerpaare von Fragment A und C flankieren diese Region; Fragment D dient als Kontrolle aus der
codierenden Region. +1 zeigt die Transkriptionsstartstelle

Die in Abbildung 4.8 schematisch dargestellten Primerpaare wurden in einer PCR-Reaktion
(Abb. 4.9) mit genomischer DNA auf ihre Bindungsfahigkeit Uberprift und in einem
Agarosegel analysiert.

Abb. 4.9:PCR-Produkte der Primerpaare A, B, C und D bei 54 °C: Zur Auftrennung
wurde ein 1,5 %iges Agarosegel verwendet. Als Marker wurde ein Standart PKN-Marker
eingesetzt.

Bei allen ChIP-Experimenten wurden diese genomische DNA-Bande als positive
Kontrollbande der PCR-Reaktionen verwendet.
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4.2.3 CHROMATIN-IMMUNPRAZIPITATION DER ORC-UNTEREINHEITEN

Der ,origin recognition complex (ORC) besteht aus den sechs Untereinheiten ORC1-6, der
ATP-abhangig spezifische Origins der DNA-Replikation bindet und als Landeplattform fir
weitere preRC-Proteine dient. Obwohl alle sechs Untereinheiten essentiell fiir einen
erfolgreichen Eintritt der Zelle in die S-Phase sind (Dutta und Bell, 1997; Quintana und Dutta
1999), konnte in Metazoenzellen gezeigt werden, dass nicht alle ORC-Untereinheiten
konstitutiv am Chromatin gebunden bleiben. So konnte in Hamsterzellen gezeigt werden,
dass ORC2 wahrend des gesamten Zellzyklus am Chromatin gebunden ist, ORC1 sich
jedoch am Ende der S-Phase vom Chromatin ablést (Natale et al; 2000). Andere
Untersuchungen in Insektenzellen zeigten einen Core-Komplex aus ORC1-5, der wahrend
des gesamten Zellzyklus am Chromatin gebunden ist, ORC1 und ORC6 dagegen nur bis
zum Ende der S-Phase (Dhar et al; 2001, Vashee et a;/2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Assemblierung der preRC-Proteine in Abhangigkeit des
Zellzyklus an die preRC-Bindungsstelle von -2519 bis -2152 am Modell von M. musculus
untersucht. Dazu wurden in der G;-Phase, am G,/S-Ubergang und in der S-Phase sowie in
der Mitose synchronisierte Zellen mit Formaldehyd behandelt, um Proteine mit der DNA
kovalent zu verknipfen. Die entsprechenden DNA/Protein-Komplexe wurden
immunochemisch mit Antikérpern gegen ORC1, ORC2, ORC3, ORC4, ORCS5, und ORC6
immunprazipitiert (IP). Als Negativkontrolle wurde Praimmunserum (Pl) verwendet und
analog behandelt. Durch Zugabe von Protein A-Sepharose konnten die DNA-Protein-
Komplexe isoliert werden.

AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der DNA und deren Analyse in konventionellen PCR-
Analysen mit spezifischen Primerpaaren fur die in Abbildung 4.8 schematisch dargestellten
Fragmente A, B, C. Als zuséatzliche Negativkontrolle wurden PCR-Analysen mit spezifischen
Primerpaaren fir die Region im 5,8S-rRNA Gen durchgefihrt (Fragment D). Als
Positivkontrollen wurden zum einen genomische DNA (Kontrolle), zum anderen

Ausgangsmaterial vor einer Immunprazipitation (Input) eingesetzt.
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Abb.4.10 A-D: PCR-Analysen von ChIP-Assays von: A) in der Gi-Phase, B) am G1/S-Ubergang, C) in der S-Phase
und D) in der Mitose arretierten FM3A-Zellen. PCR-Reaktionen wurden mit den Primerpaaren von Fragment A-D
vor der Immunpréazipitation (Input) und nach der Immunpréazipitation, zum einen mit Antikérpern gegen ORC1-6
(IP), zum andern mit Praéimmunserum (PI), durchgefiihrt. Kontrolle zeigt PCR-Reaktion von genomischer DNA. Ist
die Intensitat einer IP-Bande héher im Vergleich zu deren Pl-Kontrolle, war das entsprechende Protein an der DNA
gebunden (Pfeile). Zur Analyse wurden 1,5 %ige Agarosegele verwendet.

Zeigen immunprazipitierte Banden (IP) starkere Bandensignale als ihre Kontrolle mit
Praimmunserum (Pl), ist dies auf eine Interaktion des Proteins mit dem entsprechenden
DNA-Fragment zuriickzufihren. Zeigen die Pl-Banden starkere bzw. gleiche Intensitat im
Vergleich zu deren IP-Banden, ist dies auf unspezifische Bindung von Proteinen bzw. DNA-
Fragmenten an Sepharose A zuriickzufhren (Abb. 4.10, C, Fragment B, ORC1, -2 und -6).

In der Gi-Phase konnte ORC1 am Chromatin im Bereich von -2837 bis -1820 (Fragment A, B
und C) lokalisiert werden, ORC1-6 dagegen im Bereich von -2519 bis -1820 (Fragment B
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und C) (Abb. 4.10, A). Am G,/S-Phasenibergang konnten ORC1-5 an Fragment B und sehr
schwach ORC1 an Fragment C nachgewiesen werden (Abb. 4.10, B). In der S-Phase des
Zellzyklus konnten ORC2-5 mit Fragment B immunprazipitiert werden (Abb. 4.10, C). ORC1,
-2, -5 und -6 konnten in der Mitose an Fragment B sowie ORC1 und -4 an Fragment C
lokalisiert werden (Abb. 4.10, D).

Die Kontrollen aus der codierenden Region zeigen im Verlauf des gesamten Zellzyklus
sowohl in den IP- als auch in den PIl-Fraktionen keine Banden (Abb. 4.10, A-D).

4.2.4 CHROMATIN-IMMUNPRAZIPITATION DES PROTEINS CDC6

CDC6 stellt einen Schlusselfaktor flr die Initiation der DNA-Replikation dar. In Two-Hybrid-
Studien an M. musculus konnten in Abhangigkeit des Zellzyklus ORC1-CDC6- und ORC2-
CDC6-Interaktionen nur in der G;-Phase und am G;/S-Ubergang gezeigt werden. Auffallend
war in diesen Studien, dass CDC6 nur in der S-Phase mit dem MCM7-Protein in
Wechselwirkung tritt und nicht wie vermutet am G,/S-Ubergang (Kneissl et al., 2003).

Es wurden ChIP-Experimente mit CDC6-Antikdrpern in der G;-Phase, am G:/S-Ubergang
und in der S-Phase sowie in der Mitose durchgefihrt und in PCR-Reaktionen mit
Primerpaaren fir die Fragmente A, B, C sowie der Negativkontrolle Fragment D auf CDC6-
Interaktionen hin Uberpruft (Abb. 4.11, E-H).
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ﬁ Fragment B £ B g_ Fragment B - =i 8
3— Fragment C e Ql_ Fragment C — — -
| | FragmentD = 3 Fragment D —
G NN o H &
] .{.°&:(\Q&|P0€§ e ‘lp&i\q&lpof?
® Fragment A [— — e Fragment A —
_"é Fragment B o g Fragment B e B
u? Fragment C [ked [N =| Fragmentc kel N
|| FragmentD e i | Fragmentp B

Abb.4.11 E-H: PCR-Analysen von CDC6-ChIP-Assays von: E) in der Gi-Phase, F) am G/S-Ubergang, G) in der S-
Phase sowie H) in der Mitose arretierten FM3A-Zellen. PCR-Reaktionen wurden mit den Primerpaaren von Fragment A-
D vor der Immunprézipitation (Input) und nach der Immunprazipitation, zum einen mit Antikérpern gegen CDC6 (IP),
zum anderen mit Praimmunserum (PI), durchgefihrt. Kontrolle zeigt PCR-Reaktion von genomischer DNA. Ist die
Intensitat einer IP-Bande hdéher im Vergleich zu deren Pl-Kontrolle, war das entsprechende Protein an der DNA
gebunden (Pfeile). Zur Analyse wurden 1,5 %ige Agarosegele verwendet.
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Die Auswertung der CDC6-PCR-Bilder erfolgte wie unter 4.2.3 beschrieben durch den
Vergleich der IP- und Pl-Bandenintensitat.

CDC6 konnte am Gi/S-Phasenlibergang am Chromatin im Bereich von -2519 bis -1820,
Fragment B und C, lokalisiert werden (Abb. 4.11, F und G). Ebenso konnte CDC6 in der
Mitose an Fragment B nachgewiesen werden (Abb. 4.11, H). Dagegen konnte in der G-
Phase kein CDC6 am Chromatin im OBR-Bereich gezeigt werden (Abb. 4.11, E)

Die Negativkontrollen mit Primerpaaren von Fragment D aus dem codierenden Bereich
zeigen im Verlauf des gesamten Zellzyklus sowohl in den IP- als auch in den Pl-Fraktionen
keine Banden (Abb. 4.11, E-H).

4.2.5 CHROMATIN-IMMUNPRAZIPITATION VON MCM3, MCM6, CDC45 UND GEMININ

Die MCM2-7-Proteine sind bei Metazoen wéahrend des gesamten Zellzyklus im Kern
lokalisiert, jedoch mit unterschiedlicher Affinitdt zum Chromatin. So steigt die Affinitat der
MCM-Proteine an das Chromatin zu Beginn der DNA-Replikation. Nachdem CDC6 an den
ORC-Komplex gebunden hat, fungiert es als Ladefaktor fir die MCM-Proteine, um so den
prareplikativen Komplex zu bilden. Die Aktivierung des préareplikativen Komplexes erfolgt
durch die CDC7/DBF4-Kinase.

Aktives CDC45 wird flr die Bindung der DNA-Polymerasen a und € an die Origins bendtigt
(Aparicio et al., 1999). Es wurde gezeigt, dass CDC45 in der spaten G;-Phase auftritt und mit
dem préreplikativen Komplex nach Aktivierung der S-Phase-unterstitzenden CDK assoziiert
(Zou und Stillman, 1998).

Das Protein Geminin tritt nur bei héheren Eukaryonten in Erscheinung, in denen es als
zusatzliche Komponente bei der Kontrolle der Re-Replikation agiert. Konsistent mit dieser
Funktion ist in G,-Zellen der Geminin-Level hoch und fir eine erneute Assemblierung des
preRCs in der G-Phase wird Geminin wieder degradiert.

Es wurden ChIP-Experimente mit MCMS3, -6, CDC45 und Geminin (Gem) Antikérpern in der
G;-Phase, am G;/S-Phasenibergang und in der S-Phase sowie in der Mitose durchgefihrt
und in PCR-Reaktionen mit spezifischen Primerpaaren fir die Fragmente A, B, C und D auf
Interaktionen oben genannter Proteine hin Uberpruift.
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Abb.4.12 I-L: PCR-Analysen von MCM3,6-, CDC45- und Geminin-ChlP-Assays von: 1) in der G;-Phase, J) am Gi/S-
Phasenlbergang, K) in der S-Phase sowie L) in der Mitose arretierten FM3A-Zellen. PCR-Reaktionen wurden mit den
Primerpaaren von Fragment A-D vor der Immunprazipitation (Input) und nach der Immunprazipitation, zum einen mit
Antikérpern (IP), zum anderen mit Praimmunserum (PI), durchgefiihrt. Kontrolle zeigt PCR-Reaktion von genomischer
DNA. Ist die Intensitat einer IP-Bande héher im Vergleich zu deren Pl-Kontrolle, war das entsprechende Protein an der
DNA gebunden (Pfeile). Zur Analyse wurden 1,5 %ige Agarosegele verwendet.

In der Gi-Phase konnte MCM3, -6 sowie Geminin an Fragment B nachgewiesen werden
(Abb. 4.12, ). Dagegen konnte an den flankierenden Bereichen von Fragment B in der G1-
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Phase keine preRC-Proteine lokalisiert werden (Abb. 4.2, I). Am G,/S-Phasenlibergang
konnte MCM3 und CDC45 an Fragment B lokalisiert werden (Abb. 4.12, J). Wiederum
konnten an Fragment A und C keine preRC-Proteine am Gi/S-Ubergang nachgewiesen
werden (Abb. 4.12, J). In der S-Phase konnten MCM3 und wieder MCM6 am Chromatin im
Bereich von Fragment B lokalisiert werden (Abb. 4.12, K). An den Fragmenten A und C
konnten weder MCM3, -6 noch CDC45, -6 oder Geminin nachgewiesen werden. Zuletzt
konnte in der Mitose an Fragment C gebundenes MCM3 ermittelt werden (Abb. 4.12, L).
Auffallend ist in Abbildung 4.12, dass viele PCR-Analysen sehr schwache Banden und
zudem viele unspezifische Pl-Banden in den Fragmenten A, B und C zeigten. Diese Banden
sind auf unspezifische Interaktionen zwischen Proteinen bzw. DNA mit den G-Sepharose-
Beads zurlckzuftihren, mit denen Schaf-Antikérper prazipitiert wurden. An dem
Kontrollfragment D aus dem codierenden Bereich konnten keine preRC-Proteine
nachgewiesen werden (Abb. 4.12, I-L).
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4.3 ELEKTRO-MOBILITY-SHIFT-ASSAY-TECHNIK

Die anhand der zuvor beschriebenen, in vivo ChIP-Experimente zur Lokalisierung der ORC-
Bindungsstelle am murinen Fragment B, sollte im folgenden durch Elektro-Mobility-Shift-
Assays (EMSA) in vitro weitergehend analysiert werden. Mit Hilfe dieser Technik kann das
Bindungsverhalten sowohl von gereinigten bzw. angereicherten Proteinen bzw. -Komplexen
aus Ganzzell- bzw. aus Zellkernextrakten als auch von rekombinant hergestellten Proteinen
an ein radioaktiv markiertes, synthetisch hergestelltes DNA-Fragment definierter Sequenz
analysiert werden. Um die Integration bestimmter Proteine in Protein-DNA-Komplexen
nachzuweisen, wird den Proben ein spezifischer Antikérper zugegeben, der den
makromolekularen Komplex im EMSA-Gel retardiert (Super-Shift).

Der preRC-Komplex wurde zunédchst aus FMB3A-Zellkernextrakt an verschiedenen
lonenaustauschchromatographiemedien und zuletzt Uber eine Gelfiltrationssaule
angereichert. Die Proteine in den aufgefangenen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Antikérpern gegen preRC-Komponenten im Immunblot untersucht.
AnschlieBend wurden jeweils die ,Forward“-Primer der DNA-Fragmente A, B, C sowie des
Kontrollfragmentes D mit Hilfe von y-**P-ATP und einer Polynukleotidkinase am 5°-Ende
radioaktiv markiert und durch PCR amplifiziert. In Parallelansatzen wurde mit EMSA-
Experimenten die Bindungsaktivitdt der preRC enthaltenden Fraktionen der Gelfiltration an
den DNA-Fragmenten A, B, C sowie D untersucht.
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4.4 RADIOAKTIVE MARKIERUNG UND PRAPARATION VON DNA-FRAGMENTEN

Die fir EMSA-Analysen einzusetzenden doppelstrangigen DNA-Substrate wurden durch
PCR unter Verwendung synthetischer Primer generiert. Vor der PCR-Reaktion wurde
zunachst einer der beiden Primer (Forward) unter Verwendung von y-**P-ATP radioaktiv
markiert, das PCR-Produkt in einem 5 %igen, nativen Polyacrylamidgel von nicht
eingebauten Primern abgetrennt und das markierte Produkt autoradiographisch sichtbar
gemacht. Das Produkt konnte dann aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert werden, um es
fir EMSA-Versuche verfugbar zu machen.
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Abb. 4.13: Auftrennung radioaktiver PCR-Produkte Uber ein Polyacrylamidgel:
Zur Auftrennung wurde ein 5 %iges Polyacrylamidgel verwendet. In Spur 1-4 wurde
jeweils der gesamte PCR-Reaktionsansatz von 50 pl aufgetragen,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und das Gel autoradiographisch ausgewertet. Die
gewunschten Banden wurden ausgeschnitten und eluiert. Als Marker wurde das
Plasmid BR322 mit Hinf1 verdaut und die Fragmente mit a-*P-dATP mit Hilfe des

Klenow-Enzyms radioaktiv markiert.

Bei der Amplifikation von Fragment D kam es zur Bildung eines gréBeren Nebenproduktes
(Abb. 4.13, Spur 4). Dieses gréBere Produkt konnte durch die weiteren Arbeitsschritte, die
aus dem Ausschneiden der jeweils erwlinschten Bande aus dem Gel und ihrer Elution

bestanden, abgetrennt werden.
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4.5 REINIGUNG DES MURINEN PRERC-KOMPLEXES

Kneissl et al (2003) konnten in Two-Hybrid-Studien zeigen, dass die ORC-Proteine ORC1, -
2, -4, und -5 jeweils in allen vier Kombinationen miteinander interagieren. Darlber hinaus
interagiert ORC2 mit dem ORC3-Protein und ORC3 mit dem ORC6-Protein. Neben den
genannten Wechselwirkungen konnten noch Interaktionen von ORC6 mit ORC4 und ORC5
nachgewiesen werden. Interaktionsstudien zwischen ORC1-6 und MCM2-7 zeigten, dass
alle Bestandteile des tetrameren MCM2/4/6/7-Komplexes mit den Untereinheiten ORC1 und
ORC2 interagieren.

Da ORC2 mit allen weiteren ORC-Untereinheiten interagiert, wurden die Proteine in den
aufgefangenen Fraktionen der lonenaustauschchromatographiemedien durch Immunblot-
Analysen mit Antikérpern gegen ORC2 Uberprdft.

4.5.1 KATIONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE UBER EINE HEPARIN-SEPHAROSE-SAULE

Die Praparation des preRC-Komplexes erfolgte aus Kernextrakt von unsynchronisierten
FM3A-Zellen. Hierfir wurden 4 x 10° FM3A-Zellen homogenisiert und die Proteine aus den
Zellkernen durch Verwendung eines Hoch-Salzpuffers extrahiert. Ein so praparierter
Kernextrakt enthielt nach anschlieBender Dialyse zwischen 100 und 140 mg Gesamtprotein.
Fir einen ersten Reinigungsschritt erwies sich eine Chromatographie mit einem schwachen
Kationenaustauscher (Heparin-Sepharose) als geeignet. Als Ausgangsmaterial wurden die
dialysierten Zellkernproteine an einer HiTrap Heparin HP-Sdule in einem AKTA prime
Chromatography System bei einer konstanten Flussrate mit Puffer H150 vorgereinigt. Die
dabei eluierten Proteine wurden als S&ulen-Durchlauf (Durchlauf150) aufgefangen.
AnschlieBend wurden die gebundenen Proteine mit einem linearen KCI-Gradienten eluiert,
fraktioniert und das dabei entstandene Chromatogramm aufgezeichnet (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Chromatogramm der Elution von FM3A-Zellkernextrakt Uber eine Heparin-Sepharose-Saule. Kurve 1 stellt den
Verlauf der Protein UV-Absorption bei 280 nm in mAu dar, Kurve 2 die Leitfahigkeit des linearen KCI-Gradienten von 250-800
mM. Die ORC2 enthaltenden Fraktionen die vereinigt und weiter aufgereinigt wurden (15-36) sind grau hinterlegt.

Von denen im Chromatogramm beobachteten Absorptionsmaxima wurden Aliquots der
entsprechenden Fraktionen (Abb. 4.14, Kurve 1, Fraktionen 12, 16, 20, 24, 27, 33 und 36)
einschlieBlich dem Saulen-Durchlauf in einer SDS-PAGE aufgetrennt und sowohl im
Immunblot mit Antikérper gegen ORC2 (Abb. 4.15) sowie durch Silberfarbung analysiert
(Abb. 4.16).
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Abb. 4.15: Immunblot mit polyklonalen ORC2-Antikérpern. Dazu
wurden jeweils 20 ul Protein aus den Fraktionen Druchlauf150, 12,
16, 20, 27, 33, und 36 der Heparin-Sepharose-Chromatographie in
einem 10 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Fraktions-
nummern beziehen sich auf das Chromatogramm in Abb. 4.14. Als
Kontrolle wurden 400 ng Kernextrakt aufgetragen (Spur 2).
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Abb. 4.16: Silberfarbung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus den aufgefangenen Fraktionen der Heparin-
Sepharose-Chromatographie. Nach Dialyse wurden die Proteine vom Saulen-Durchlauf und den Fraktionen 12-42, die mit
einem linearen Salzgradienten von 250 bis 800 mM KCI eluiert wurden, elektrophoretisch aufgetrennt und silbergeférbt. Die
Auftrennung erfolgte in einem 10 %igem SDS-Polyacrylamidgel. Pro Spur wurden jeweils 200 ng Protein aufgetragen. Die
Nummerierung der Spuren entspricht den Fraktionen im Chromatogramm in Abb. 4.14.

Im Immunblot mit ORC2-Antikérpern zeigt der S&ulen-Durchlauf eine Bande schwacher
Intensitat, die der theoretischen Masse von ORC2 (63,5 kD) entspricht. Wirde ORC2 bereits
bei 150 mM KCI von der Saule eluieren, misste ebenfalls in Fraktion 12 im Immunblot ORC2
nachgewiesen werden koénnen. Deshalb kann die ORC2-Bande in Spur 1 auf eine
Uberladung der Heparin-Saule zuriickgefiihrt werden (Abb. 4.15, Spuren 1 und 3).

Angesichts der Tatsache, dass monomeres ORC2 im Chromatogramm in einem Peak
eluiert, kbnnten die hier beobachteten 6 Absorptionsmaxima auf die Existenz verschiedener
ORC2 enthaltender Komplexe hindeuten. (Abb. 4.15, Spuren 4, 5, 6, 7, 8 und 9). Der
Séaulen-Durchlauf in der Silberfarbung zeigt eine Vielzahl bereits abgetrennter Proteine und
damit den reinigenden Effekt der Heparinsaule (Abb. 4.16, Spur Durchlauf150). Flr eine
weitere Aufreinigung wurden die ORC2 enthaltenden Fraktionen 15-36 vereinigt und fir die

folgenden Reinigungsschritte gegen Puffer H100 dialysiert.
4.5.2 KATIONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE UBER EINE SP-SEPHAROSE-SAULE

Eine Chromatographie mit einem starken Kationenaustauscher (SP-Sepharose) erwies sich
als erfolgreicher zweiter Reinigungsschritt. Die vereinigten Fraktionen der Heparinchromato-
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graphie (ca. 40-60 mg) wurden nun Uber eine SP-Sepharose Fast Flow-Saule in einem
AKTA prime Chromatography System bei einer konstanten Flussrate mit Puffer H100
vorgereinigt. Die dabei eluierten Proteine wurden als Saulen-Durchlauf (Durchlaufi100)
aufgefangen. AnschlieBend wurden die gebundenen Proteine wieder mit einem linearen KCI-
Gradienten eluiert, fraktioniert und das dabei entstandene Chromatogramm aufgezeichnet
(Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Chromatogramm der Elution der vereinigten Fraktionen der Heparin-Saule lber eine SP-Sepharose-Saule.
Kurve 1 stellt den Verlauf der Protein UV-Absorption bei 280 nm in mAu dar, Kurve 2 die Leitfahigkeit des linearen KCI-
Gradienten von 100-500 mM. Die ORC1 und ORC2 enthaltenden Fraktionen die vereinigt und weiter aufgereinigt
wurden (32-49) sind grau hinterlegt.

Das Chromatogramm in Abbildung 4.17 zeigt nur wenige, dafir stark Uberlagerte
Absorptionsmaxima. Uberlagerte Absorptionsmaxima heiBt, dass mehrere Proteine bzw.
Protein-Komplexe parallel von der Saule eluiert werden. Deshalb wurden Protein-Aliquots
von allen Fraktionen, die Uber einer Absorption von 15 mAu liegen, einschlieBlich dem
Séulen-Durchlauf durch SDS-PAGE aufgetrennt und sowohl durch Immunblot mit
Antikdrpern gegen ORC1 bzw. ORC2 (Abb. 4.18) als auch durch Silberfarbung analysiert
(Abb. 4.19).
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Abb. 4.18: Immunblot mit polyklonalem ORC1- und ORC2-Antikérpern. Es wurden jeweils 20 pl Protein aus den
Fraktionen Durchlauf100 und 28 bis 47 der SP-Sepharose-Chromatographie in einem 10 %igem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Fraktionsnummern entsprechen den Fraktionen im Chromatogramm in Abb.
4.17. Als Kontrolle wurden 400 ng Kernextrakt aufgetragen (Spur 1).
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Abb. 4.19: Silberfarbung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus den aufgefangenen Fraktionen der SP-
Sepharose-Chromatographie. Nach der Dialyse wurden pro Spur 200 ng Protein der Fraktionen 24-56, die in einem linearen
Salzgradienten von 100 bis 500 mM KCI eluiert wurden, elekirophoretisch aufgetrennt und silbergeféarbt. Die Auftrennung
erfolgte in einem 10 %igem SDS-Polyacrylamidgel. Die Nummerierung der Spuren entspricht den Fraktionen im Chromato-
gramm in Abb. 4.17.

Im Immunblot konnte in den Fraktionen 28-47 der SP-Sepharose-Chromatographie eine
Bande, die der theoretischen Masse von ORC1 (92,4 kD) entspricht, detektiert werden.
ORC2 hingegen wurde in den Fraktionen 31-46 nachgewiesen (Abb. 4.18, ORC1 Spuren 3-
22; ORC2 Spuren 6-20). Im Saulen-Durchlauf konnte weder ORC1 noch ORC2 durch
Immunblot nachgewiesen werden (Abb. 4.18, Spur 2). Die Fraktionen 31-46, die im Western
sowohl positiv beziiglich ORC1 als auch ORC2 getestet wurden, geben einen ersten Hinweis
darauf, dass es sich um ORC-Komplexe handeln kénnte.

Im Vergleich der Silberfarbungen der Heparin-Fraktionen mit den SP-Fraktionen ist eine
deutliche Abnahme von Proteinbanden und den damit erreichten Reinigungseffekt durch die
Sé&ulenchromatographienmedien zu erkennen. Bevor ein weiterer Reinigungsschritt folgte,
wurde die DNA-Bindungsaktivitdt der Proteine in den verschiedenen Fraktionen der SP-
Chromatgraphie untersucht. Dazu wurden 10 fmol radioaktiv markiertes Fragment B mit
jeweils gleichen Aliquotmengen Protein jeder zweiten Fraktion ab Fraktion 23 bis Fraktion 59
inkubiert. Zur Unterdrickung unspezifischer Wechselwirkungen zwischen DNA und Protein
wurden 300 ng poly dl+dC jedem Reaktionsansatz zugegeben. Die Proben wurden in einem
Polyacrylamidgel niedriger lonenstarke aufgetrennt und die getrockneten Gele
autoradiographisch ausgewertet (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-Experimentes mit Protein der Fraktionen der SP-
Sepharose-Chromatographie und radioaktiv markierten Fragment B. Pro Spur wurden 20 ul Ansatze aufgetragen in
denen 5 pl Protein der jeweiligen Fraktion mit 10 fmol radioaktiv markierten Fragment B und 300 ng poly dl+dC
inkubiert wurden. Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen Polyacrylamidgel niedriger lonenstarke. DNA-Protein-
komplexe der ORC1 und ORC2 enthaltenden Fraktionen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Im autoradiographisch ausgewerteten Gel konnte ein neuer DNA-Protein-Komplex mit
Protein der Fraktion 31 beobachtet werden, die im Western als erste Fraktion sowohl
bezliglich ORC1 als auch ORC2 Positiv getestet wurde. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Immunblot-Analysen (Abb.4.18) konnte dieser DNA-Protein-Komplex bis in
Fraktion 49 nachgewiesen werden (Abb. 4.20, Fraktion 31-51).

Die Spuren von Fraktion 39 bis 43 konnten infolge einer zu hohen Proteinkonzentration
elektrophoretisch nicht mehr sauber aufgetrennt werden (Abb. 4.20. Spuren 39-43).

Um eine Separierung des mit Pfeilen gekennzeichneten DNA-Protein-Komplexes aus
Abbildung 4.20 zu erreichen, wurden die ORC1 und ORC2 enthaltenden Fraktionen (31-49)
vereinigt und durch Ultrafiltration konzentriert, ehe weitere Reinigungsschritte folgten.

4.5.3 GELFILTRATION UBER EINE SUPERDEX'V300/10-SAULE

Die eingangs durch Chromatographie an Heparin-Sepharose und SP-Sepharose gereinigten,
ORC1 und ORC2 enthaltenden Fraktionen wurden abschlieBend durch Gelfiltration gereinigt.
Mit der Gelfiltration kénnen verbliebene Nukleinsduren und monomere Proteine von nativen
Komplexen abgetrennt werden. Da das Elutionsvolumen mit der GréBe des jeweiligen
Proteins korreliert, kann die Gelfiltration nicht nur als Reinigungsschritt, sondern auch zur
Molekilmassenbestimmung herangezogen werden. Die aufkonzentrierten Proteine der SP-
Sepharose-Chromatographie (2-5 mg) wurden dazu (ber eine Superdex™300/10 prepacked
Séaule bei konstanter Flussrate in einem HPLC-System (Pharmacia) gereinigt. Die Fraktionen
wurden in Volumina von je 200 ul aufgefangen. Kalibriert wurde die Gelfiltrationsséule
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nacheinander mit Eichproteinen bekannter Molekilmassen unter identischen Bedingungen.
Es wurden folgende Eichproteine eingesetzt (Tab. 4.1):

Tab. 4.1: Eingesetzte Eichproteine zur Kalibrierung der Gelfiltrationssaule

Eichprotein Molekulargewicht
Thyroglobulin 663 kD
Ferritin 440 kD
Catalase 232 kD
Aldolase 158 kD
Albumin 67 kD
ChymotrypsinogenA 25 kD

Die Chromatogramme der Gelfiltrationslaufe der einzelnen Eichproteine wurden in das
Gelfiltrationschromatogramm des Proteinextraktes Ubertragen (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: Chromatogramm der Gelfiltration zur Trennung der Komponenten des Proteinextraktes. Die Fraktionen sind von D13

bis G7 gekennzeichnet. Kurve 1 und 2 zeigen die Absorption gemessen bei A=260 nm und A=280 nm. Pfeil 1, Thyroglobulin;
2, Ferritin; 3, Catalase; 4, Aldolase; 5, Albumin; 6, ChymotrypsinogenA.

Anhand der Ubertragenen Peakmaxima aus den Chromatogrammen der Eichproteine in das
Gelfiltrationschromatogramm des Proteinextraktes last sich n&herungsweise das
Molekulargewicht der Proteinkomplexe in den jeweiligen Fraktionen bestimmen. Tabelle 4.2
zeigt das Molekulargewicht der Proteine in ihren jeweiligen Elutionsfraktionen:
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Tab. 4.2: Ermitteltes Molekulargewicht der Proteine in den Elutionsfraktionen der Gelfiltration.

Fraktion Molekularmasse
E4-E6 > 663 kD
E7-E10 663 kD — 440 kD
E11-E13 440 kD — 232 kD
E14 232 kD — 158 kD
E15-F3 158 kD — 67 kD
F3-F10 67 kD — 25 kD
F11-G7 <25kD

Da mit Hilfe der Gelfiltration monomeres Protein von Proteinkomplexen abgetrennt wurde,
ware anhand der Eichstandarts aus Tabelle 4.2 der theoretisch 358,8 kD schwere ORC-
Komplex in den Fraktionen E11 bis E13 zu erwarten. ORC-Komplexe, die mit weiteren
preRC-Proteinen, wie zum Beispiel CDC6, CDC45 oder MCM, aufgereinigt wurden waren in
den Fraktionen E4 bis E11 zu erwarten. Um feststellen zu kénnen, ob die Fraktionen E4-F12
der Gelfiltration, DNA-Bindende Protein-Komplexe enthalten, wurde mit dem Protein
genannter Fraktionen und dem radioaktiv markiertem Fragment B EMSA-Versuche
durchgefiuhrt (Abb. 4.22).

Q N 5 X % Q
B R I IR N I R R A N IR R AR I S I

SANNSAARARRA FaRAT AR N"

A - o

Abb. 4.22: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-Experimentes mit Protein der Fraktionen der Gelfiltration und
radioaktiv markierten Fragment B. Es wurden von jeder Fraktionen, E4-F12 der Gelfiltration, 5 pl Protein mit 10 fmol radioaktiv
markierten Fragment B und 300 ng poly dl+dC inkubiert. Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen Polyacrylamidgel niedriger
lonenstérke. DNA-Protein-Komplexe sind mit den Pfeilen A-D gekennzeichnet.

In der autoradiographischen Auswertung der getrockneten EMSA-Gele konnten vier
verschiedene DNA-Protein-Komplexe identifiziert werden. Sie wurden mit den Buchstaben A,
B, C sowie D bezeichnet. Protein-Komplex A wies in Fraktion E5 hdchste Aktivitat auf,
Protein-Komplex B in Fraktion E11 (Abb. 4.22). Da die Fraktionen E12 bis F12, anhand der
oben theoretisch berechneten MolekulargréBen (Tab. 4.2) keine preRC- bzw. ORC-
Komplexe enthalten konnten, wurden die Protein-Komplexe C und -D keinen weiteren
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Analysen unterzogen. Um die Proteinzusammensetzung in den Fraktionen E5 und E11 zu
untersuchen, wurden die Proteine beider Fraktionen im SDS-PAGE aufgetrennt und sowohl
durch Immunblot mit Antikérpern gegen preRC-Proteinen als auch durch Silberfarbung
analysiert (Abb. 4.23 A und B).
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Abb. 4.23:

A, Silberfarbung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus den Fraktionen E5 und E11 der
Gelfiltration. Die beiden Fraktionen wurden in einem 10 %igem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt und silbergefarbt. Pro Spur wurden 200 ng Protein und 400 ng Kernextrakt aufgetragen.

B, Immunblots mit preRC-Antikérpern. Es wurde pro Spur 25 pl Protein der Fraktionen E5 und E11 der
Gelfiltration in einem 10 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend im Immunblot mit
Antikdrpern gegen, ORC1, ORC2, ORC4, ORC5 MCM3 und MCM6 untersucht.

Die Proteine im silbergeféarbten Gel der Fraktionen E5 und E11 zeigen im Vergleich mit den
silbergeféarbten Proteinen des Kernextraktes deutlich weniger Protein-Banden, die im Verlauf
der Reinigung abgetrennt wurden (Abb. 4.23 A). Mit der anschlieBend durchgefihrten
Immunblot-Analyse konnten in der Fraktion E5 der Gelfiltration die preRC-Proteine ORCH1,
-2, -4, -5 sowie MCMS3 und -6 nachgewiesen werden. In Fraktion E11 der Gelfiltration
hingegen wurden die Proteine MCM3 und -6 nicht nachgewiesen (Abb. 4.23, B).

Zusammenfassend konnten zwei Protein-Komplexe, hier als Komplexe A und B bezeichnet,
nativ aus FM3A-Zellkernextrakt angereinigt werden. Protein-Komplex A zeigt in Fraktion E5
héchste Aktivitat, Protein-Komplex B in Fraktion E11. Nach den theoretisch berechneten
Molekulargewicht ware der ORC-Komplex in Fraktion E11 der Gelfiltration zu erwarten, ein
preRC-Komplex in der Fraktion E5 der Gelfiltration. Beide Protein-Komplexe zeigen eine
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DNA-Bindungsaktivitdt an Fragment B (Abb. 4.22). Das Molekulargewicht von Protein-
Komplex A betragt >663 kD, das Molekulargewicht von Protein-Komplex B liegt zwischen
232 kD und 440 kD. In Fraktion E5, die den Protein-Komplex A enthalt, wurden die preRC-
Untereinheiten ORC1, -2, -4, -5 sowie MCM3 und -6 nachgewiesen (Abb. 4.23 B). In Fraktion
E11, die den Protein-Komplex B enthalt, wurden lediglich die ORC-Untereinheiten ORC1, -2,
-4 und -5 nachgewiesen (Abb. 4.23 B).

Far beide untersuchten Fraktionen kann derzeit jedoch nicht zweifelsfrei belegt werden, dass
die hierin nachgewiesenen preRC-Proteine Teil desselben Komplexes (Komplex A bzw. B)

sind.
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4.6 ELEKTRO-MOBILITY-SHIFT-ASSAYS (EMSA)

4.6.1 ATP STEIGERT DIE BINDUNGSAKTIVITAT VON PROTEIN-KOMPLEX A

Da anhand der oben beschriebenen Daten nicht geklart werden konnte, ob die in Fraktion E5
bzw. E11 nachgewiesenen preRC-Proteine teil der DNA bindenden Komplexe A bzw. B sind,
sollten EMSA-Experimente weitere Hinweise Uber die beiden Protein-Komplexe liefern.

Da in ORC-Studien sowohl in S. cerevisiae als auch in D. melanogaster gezeigt werden
konnte, dass ORC zwei ATP-bindende Untereinheiten besitzt (ORC1 und ORC2) und ATP
fur die Bindung an die DNA benétigt (Maharens, Stillman, 1992; Rao, Stillman, 1995; Austin,
1999; Chesnokov, 2001; Klemm, 1997), wurde einen stimulierenden Effekt von ATP
erwartetet, wenn an Protein-Komplex A bzw. B diese ORC-Proteine involviert sind. Ebenso
konnte in Metazoen durch EMSA-Experiemente gezeigt werden, dass die Zugabe von ATP
die Bindung des ORC an die DNA steigert bzw. erst erméglicht (Gerbi et al, 2001, Mizushima
et al, 2002). Durch folgendes EMSA-Experiment sollte daher UGberprift werden, ob die
Bindungsaktivitédt der beiden Proteinkomplexe A und B der Elutionsfraktionen E5 und E11
der Gelfiltration in Abhangigkeit verschiedener ATP-Mengen stimuliert werden konnte. Dazu
wurde in Parallelansatzen Protein entweder der Fraktion E5 oder E11 zuerst mit poly dl+dC
und verschiedenen ATP-Mengen inkubiert. AnschlieBend wurde den Reaktionsansatzen
10 fmol radioaktiv markiertes Fragment B zugegeben, die Proben gelelekrophoretisch
aufgetrennt und die Gele autoradiographisch ausgewertet (Abb. 4.24). Als Negativ-Kontrolle
diente ein Ansatz ohne Protein.
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Abb. 4.24: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-Experimentes mit Protein der Fraktionen E5 bzw. E11, Fragment B
sowie verschieden ATP-Mengen: Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen Polyacrylamidgel niedriger lonenstérke. In den Spuren
1-11 wurden pro Reaktionsansatz jeweils 10 fmol radioaktiv markiertes Fragment B und 300 ng Poly dI+dC eingesetzt. Die
Spuren 2-6 enthielten jeweils 300 ng Protein aus Fraktion E5 der Gelfiltration, die Spuren 7-11 300 ng Protein aus Fraktion E11
der Gelfiltration. Die Reaktionsansatze aus Spur 3 und 8 enthielten zusatzlich eine Endkonzentration von 0,5 mM, Spur 4 und 9
von 1 mM, Spur 5 und 10 von 2,5 mM und Spur 6 und 11 von 5 mM ATP.
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Die autoradiographische Auswertung des beschriebenen EMSA-Experimentes mit
Parallelanséatzen, die gleiche Proteinmengen der Fraktion E5 bzw. E11 mit ansteigenden
ATP-Mengen enthielten ergab, dass mit steigender ATP-Menge nur die Bindungsaktivitat
von Protein-Komplex A an Fragment B stimuliert wurde. Die Bindungsaktivitat von Protein-
Komplex B an Fragment B blieb trotz steigender ATP-Menge konstant (Abb. 4.24, Spuren 3-
6 und 8-11). Als Kontrollen wurden Proben aufgetragen, die zum einen nur Fragment B
enthielten, zum anderen gleiche Mengen Protein der Fraktionen E5 bzw. E11 sowie
Fragment B aber kein ATP (Abb. 4.24 Spuren 1, 2 und 7). Die Auswertung der Spur mit
Protein der Fraktion E5 und Fragment B ergab eine erwartete Bande geringer Intensitat von
DNA-Protein-Komplex A sowie eine Bande geringer Intensitdt von DNA-Protein-Komplex B
(Abb. 4.24, Spur 2). Parallel dazu zeigte die Spur mit Protein der Fraktion E11 und Fragment
B eine Bande geringer Intensitat von DNA/Protein-Komplex A und eine erwartete prominente
Bande von DNA-Protein-Komplex B (Abb. 4.24, Spur 7). Ebenso ergab die Auswertung der
Spuren mit ansteigenden ATP-Mengen und Protein der Fraktion E5 neben der prominenten
Bande vom DNA-Protein-Komplex A noch eine Bande geringer Intensitat von DNA-Protein-
Komplex B (Abb. 4.24, Spuren 3-6). Identisch dazu ergab die Auswertung der Spuren mit
Protein der Fraktion E11 und ATP eine zusatzliche Bande geringer Intensitadt von DNA-
Protein-Komplex A, die ab Spur 10 an Intensitat zunimmt (Abb. 4.24, Spuren 7-11). Diese
zusatzlichen Banden, kénnen auf eine zu geringe Trennleistung der Gelfiltration mit der
Superdex™300/10-Saule zuriickgefiihrt werden, das heiBt, dass die Protein-Komplexe A und
B nicht vollstandig voneinander getrennt werden konnten.

Da die Negativkontrolle ohne Protein inkubiert wurde, kann es sich bei der zu
beobachtenden Bande nicht um ein DNA-Protein-Produkt handeln (Abb. 4,24 Spur 1). Diese
Bande, die ebenfalls in den Spuren 2-6 zu sehen ist, ist auf eine Wechselwirkung zwischen
DNA und Poly dl+dC bzw. auf eine Wechselwirkung zwischen DNA-Molekilen
zurlickzufiihren (Abb. 4.24, Spuren 1-6).

Die Beobachtung der ATP-Abhéangigkeit von Protein-Komplex A an DNA-Fragment B, gibt
einen ersten Hinweis darauf, dass es sich bei Protein-Komplex A um einen preRC-
Komplexes handeln kénnte (Abb. 4.24, Spuren 2-6).

4.6.2 RETARDIERUNG DES PROTEIN-KOMPLEXES A DURCH 0ORC2 (SUPER-SHIFT)

Zur weiteren Untersuchung, ob die in der Immunblot-Analyse identifizierten preRC-Proteine
in Fraktion E5 am Protein-Komplex A beteiligt sind, wurden Super-Shift-Experimente
durchgefliihrt. Dazu wurden verschiedene EMSA-Ansétze mit Protein der Fraktion E5 sowie
monoklonalen  Antikdrpern gegen preRC-Proteine inkubiert. Bindet in diesen
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Reaktionsanséatzen der Antikdrper sein entsprechendes Protein, dass gleichzeitig im DNA-
Protein-Komplex A integriert ist, wird diese Bande im EMSA-Gel retardiert.

Im folgenden EMSA-Experiment wurde durch Zugabe verschiedener Antikdrper gegen ORC-
Untereinheiten versucht die Bande des Protein-Komplexes A zu retardieren, um so einen
weiteren Hinweis zu bekommen, dass der DNA-bindende Protein-Komplex A ORC-Proteine
enthalt.

Es wurden Proben mit radioaktiv markierten Fragment B, poly dl+dC, Protein der Fraktionen
ES5 der Gelfiltration, mit ATP und ohne ATP sowie Antikérpern gegen ORC1, -2, -3, -4, -5 und
-6 inkubiert, gelelekrophoretisch aufgetrennt und die Gele autoradiographisch ausgewertet
(Abb. 4.25, 4.26, 4.27). Als Negativ-Kontrolle diente zum einen ein Ansatz ohne Protein, zum
anderen ein Ansatz indem der jeweilige Antikdrper mit der DNA inkubiert wurde.
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Abb. 4.25: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-Experimentes mit Protein der
Fraktionen E5, Fragment B sowie ORC2-Antikdrpern: Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen
Polyacrylamidgel niedriger lonenstarke. Pro Reaktionsansatz wurden in den Spuren 1-7
jeweils 10 fmol radioaktiv markiertes Fragment B und 300 ng Poly dl+dC eingesetzt. Die
Spuren 2, 3, 5, 6 und 7 enthielten jeweils 300 ng Protein aus Fraktion E5 der Gelfiltration.
Die Reaktionsanséatze aus Spur 3-7 enthielten zusatzlich eine Endkonzentration von 5 mM
ATP. Die Reaktionsansatze von Spur 4 und 6 enthielten zusatzlich 100 ng, Spur 5 50 ng
und Spur 7 150 ng ORC2-Antikorper.

Die autoradiographische Auswertung des beschriebenen Super-Shift-Experimentes ergab in
den Spuren die mit Protein der Fraktion E5 der Gelffiltration, Fragment B sowie einer
ansteigenden Menge von ORC2-Antikérpern inkubiert wurden, eine zunehmende
Retardierung der Bande von DNA-Protein-Komplex A zu DNA-Protein-Komplex A’(Abb.
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4.25, Spuren 5-7). Als Kontrollen wurden wiederum Ansatze aufgetragen die zum einen nur
Fragment B enthielten, zum anderen Fragment B mit Protein der Faktion E5 mit ATP und
ohne ATP (Abb. 4.25, Spuren 1, 2 und 3). Neben den genannten Kontrollen wurde eine
zusatzliche Kontrolle, in der Antikérper gegen ORC2 mit dem DNA-Fragment B inkubiert
wurde aufgetragen (Abb. 4.25, Spur 4). Die Auswertung der zuerst genannten Kontrollen
ergab die erwartete Bande von DNA-Protein-Komplex A die unter Zugabe von ATP an
Intensitdt zunimmt (Abb. 4.25, Spuren 2 und 3). Die Antikdrper-Kontrolle zeigt keine
Retardierung von Fragment B (Abb. 4.25, Spur 4).

Die Resultate des Super-Shift-Experiment unterstiitzen die Annahme, dass es sich bei
Protein-Komplex A um einen preRC-Komplex handeln kdnnte.

In weiteren Supershift-Experimenten mit Antikérpern gegen ORC1, -3, -4, -5 sowie -6, die
nach dem oben beschriebenen Schema durchgefihrt wurden, konnten keine weiteren ORC-
Untereinheiten im Protein-Komplex A nachgewiesen werden. (Abb. 4.26, 4.27).
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Abb. 4.26: Autoradiographische Auswertung eines
EMSA-Experimentes mit Protein der Fraktion E5,
Fragment B sowie mit aORC1: Die Analyse erfolgte in
einem 4 %igen Polyacrylamidgel niedriger lonenstérke.
Pro Reaktionsansatz wurde in den Spuren 1-5 jeweils 10
fmol radioaktiv markiertes Fragment B und 300 ng Poly
dl+dC eingesetzt. Die Spuren 2, 3 und 5 enthielten
jeweils 300 ng Protein aus Fraktion E5 der Gelfiltration.
Die Spuren 4 und 5 enthielten zusatzlich eine
Endkonzentration von 5mM ATP. Spuren 4 und 5
enthielten 100 ng ORC1-Antikdrper.

Abb. 4.27: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-
Experimentes mit Protein der Fraktion E5, Fragment B
sowie mit aORC4: Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen
Polyacrylamidgel niedriger lonenstarke. Pro Reaktions-
ansatz wurde in den Spuren 1-3 jeweils 10 fmol radioaktiv
markiertes Fragment B und 300 ng Poly dI+dC eingesetzt.
Die Spuren 2 und 3 enthielten jeweils 300 ng Protein aus
Fraktion E5 der Gelfiltration. Die Spuren 2 und 3 enthielten
zusatzlich eine Endkonzentration von 5 mM ATP. Die Spur
1 enthielt 100 ng, Spur 3 50 ng und Spur 2 150 ng ORC3-
Antikdrper.
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Die autoradiographische Auswertung des Super-Shift-Experimentes mit Antikdrpern gegen
ORC1 zeigte mit Protein der Fraktion E5 und Fragment B zwar die erwartete Bande von
DNA-Protein-Komplex A, die auch durch Zugabe von ATP an Intensitat zunahm, die aber
durch Zugabe von Antikérpern gegen ORC1 nicht retardiert werden konnte (Abb. 4.26,
Spuren 2, 3 und 5). Die Auswertung der Kontrollen, deren Ansatze zum einen nur Fragment
B und poly dI+dC enthielten, zum anderen Fragment B sowie aORC1, zeigen keine Banden
(Abb. 4.26, Spuren 1 und 4).

In der autoradiographischen Auswertung der Kontrolle des Super-Shift-Experimentes mit
Antikdrpern gegen ORC4 und Fragment B ohne Protein der Fraktion E5 konnte
Uberraschender Weise eine nicht erwartete prominente Bande, die annahernd auf Héhe der
retardierten Bande von DNA-Protein-Komplex A" lag, nachgewiesen werden (Abb. 4.27 Spur
1). Super-Shift-Experimente mit den Antikérpern ORCS3, -5 sowie -6 lieferten identische
Banden in den Antikérper-DNA-Kontrollen, wie in Abbildung 4.27 (Daten nicht gezeigt).
Daher konnten genannte Antikdrper nicht fir Super-Shift-Experimente genutzt werden. Diese
Banden in den DNA-Antikdrper-Kontrollen von ORC3, -4, -5, und -6 sind darauf
zurtckzufihren, dass diese Antikérper nur Ammoniumsulfat geféllt vorlagen.
Zusammenfassend konnte mit Hilfe der Super-Shift-Experimente gezeigt werden, dass auf
jeden Fall ORC2 am Protein-Komplex A beteiligt ist (Abb. 4.25). Super-Shift-Experimente mit
den Antikérpern gegen ORC3, -4, -5, sowie -6 konnten weder einen Hinweis fir ihre
Beteiligung am Protein-Komplex A erbringen, noch ihn widerlegen. In Protein-Komplex B
konnten keine ORC-Proteine mit Super-Shift-Experimenten nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse geben weitere Hinweise darauf, dass es sich bei Protein-Komplex A um
einen preRC-Komplex handeln kénnte, wéhrend Protein-Komplex B ein unspezifisch
mitaufgereinigter Komplex ist Uber dessen Bedeutung/Funktion keine Aussagen gemacht

werden kénnen.

4.6.3 SPEZIFISCHE BINDUNG DES PROTEIN-KOMPLEXES A AN FRAGMENT B

Die Resultate der bereits gezeigten EMSA-Experimente ergaben, dass die Bindungsaktivitat
von Protein-Komplexe A, an dem ORC2 beteiligt ist, an Fragment B durch Zugabe von ATP
stimuliert wird (Abb. 4.24, Spuren 3-6; Abb. 4.25). In Protein-Komplex B konnten weder
ORC-Proteine nachgewiesen werden, noch zeigte sich eine Zunahme von dessen
Bindungsaktivitat an Fragment B durch Zugabe von ATP.

In weiteren EMSA-Experimenten wurde die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex A, sowie
die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex B, an die flankierenden Bereiche von Fragment B,
Fragment A und -C, sowie Fragment D aus der codierenden 5,8S-rRNA Region Uberpruft.
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Diese Ergebnisse sollten einen Hinweis auf eine eventuell vorhandene Sequenzspezifitat
liefern.

In Parallelansatzen wurde Protein entweder der Fraktion ES oder E11 mit poly dl+dC sowie
mit ATP und ohne ATP inkubiert. AnschlieBend wurden den Reaktionsansatzen jeweils 10
fmol radioaktiv markiertes Fragment A, -B oder -D zugegeben, die Proben gel-
elekrophoretisch aufgetrennt und die Gele autoradiographisch ausgewertet (siehe Abb. 4.28
und 4.29). Als Negativ-Kontrolle dienten Ansétze ohne Protein.
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Abb. 4.28: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-Experimentes mit Protein der Fraktionen E5 oder
E11 sowohl mit dem Fragment A als auch mit Fragment C: Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen
Polyacrylamidgel niedriger lonenstarke. Pro Reaktionsansatz wurde in den Spuren 1-5 jeweils 10 fmol
radioaktiv markiertes Fragment A, in den Spuren 6-10 10 fmol radioaktiv markiertes Fragment C und 300 ng
Poly dl+dC eingesetzt. Die Spuren 2, 3, 7 und 8 enthielten jeweils 300 ng Protein aus Fraktion E5, die Spuren
4, 5,9 und 10 300 ng Protein aus Fraktion E11 der Gelfiltration. Die Reaktionsansétze aus Spur 3, 5, 8 sowie
10 enthielten zusétzlich eine Endkonzentration von 5 mM ATP.

In der autoradiographischen Auswertung des beschriebenen EMSA-Experimentes mit
Protein der Fraktion E5 der Gelfiltration, sowie DNA-Fragment A konnte keine Bindung von
Protein-Komplex A, weder in den Spuren ohne ATP, noch mit ATP nachgewiesen werden
(Abb. 4.28 Spuren 2 und 3). Dagegen ergab die Auswertung der Spuren mit Protein der
Fraktion E11, sowie Fragment A, mit ATP und ohne ATP, Banden sehr geringer Intensitaten
von DNA-Protein-Komplex B (Abb. 4.28, Spuren 4 und 5).

Identisch durchgeflihrte Reaktionsansatze lediglich mit Fragment C zeigten in den Spuren
mit Protein der Fraktion E5 eine Bande sehr geringer Intensitat von DNA-Protein-Komplex A,
die durch Zugabe von ATP an Intensitat zunahm (Abb. 4.28, Spuren 7 und 8). Ebenso
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erbrachte die Auswertung der Spuren von Protein der Fraktion E11 mit Fragment C eine
prominente Bande von DNA-Protein-Komplex B (Abb. 4.28, Spuren 9 und 10).

Die Negativkontrollen ohne Protein, lediglich mit DNA-Fragment A bzw. -C und Poly dI+dC,
zeigten Banden geringer Intensitat, die auf DNA-DNA-Wechselwirkungen bzw. auf DNA-Poly
dl+dC-Wechselwirkungen zurtickzufiihren sind (Abb. 4.28, Spuren 1 und 6).
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Abb. 4.29: Autoradiographische Auswertung eines EMSA-
Experimentes mit Protein der Fraktionen E5 oder E11 sowie dem
Fragment D: Die Analyse erfolgte in einem 4 %igen Polyacrylamidgel
niedriger lonenstarke. Pro Reaktionsansatz wurde in den Spuren 1-5
jeweils 10 fmol radioaktiv markiertes Fragment D und 300 ng Poly
dl+dC eingesetzt. Die Spuren 2 und 3 enthielten jeweils 300 ng
Protein aus Fraktion E5 der Gelfiltration, die Spuren 4 und 5 300 ng
Protein aus Fraktion E11 der Gelfiltration. Die Reaktionsanséatze aus
Spur 3 und 5 enthielten zusétzlich eine Endkonzentration von 5 mM
ATP.

Zuletzt wurden die EMSA-Experimente mit Fragment D aus der codierenden Region und mit
Protein entweder der Fraktion E5 oder E11, mit ATP und ohne ATP, radiographisch
ausgewertet. So zeigte die Auswertung der Spuren mit Protein der Fraktion E5 und
Fragment D ohne ATP zwei Banden geringer Intensitat, eine von DNA-Protein-Komplex A,
eine weitere unterhalb (Abb. 4.29, Spur 2). Beiden Banden konnte in der Spur mit
zusatzlicher ATP-Inkubation eine erhdéhte Bindungsaktivitdt nachgewiesen werden (Abb.
2.26, Spur 3). In den Spuren mit Protein der Fraktion E11 und Fragment D konnte eine
erwartete prominente Bande von DNA-Protein-Komplex B gezeigt werden, die in der Spur
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mit zusatzlicher ATP-Inkubation an Intensitat verliert (Abb. 4.29, Spuren 4 und 5). Spur 1
zeigt die Auswertung der Negativ-Probe, die ohne Protein lediglich mit Fragment D und Poly
dl+dC inkubiert wurde (Abb. 4.26, Spur 1). Die Resultate dieser EMSA-Experimente deuten
auf eine bevorzugte Bindung des Protein-Komplexes A und auf eine sequenzunspezifische
Bindung von Protein-Komplex B hin.

Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass der Protein-Komplex A bevorzugt an
Fragment B bindet und das dieser Effekt unter Zugabe von ATP verstarkt wird. An den
Fragmenten A, C, bzw. D waren keine Banden bzw. Banden sehr geringer Intensitaten von
DNA-Protein-Komplex A zu beobachten. Durch Super-Shift-Experimente konnte gezeigt
werden, dass ORC2 nur an Protein-Komplex A beteiligt ist. Super-Shift-Experimente mit den
Antikdrpern gegen ORCS3, 4, 5, sowie 6 konnten weder einen Hinweis fir ihre Beteiligung am
Protein-Komplex A erbringen noch ihn widerlegen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
es sich bei Protein-Komplex A um einen preRC-Komplex handeln kénnte.

Protein-Komplex B zeigte zwar mit Fragment B die prominenteste Bande, aber an Fragment
C und Fragment D konnten ebenfalls Bindungen nachgewiesen werden.

Die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex B zeigte an die Fragmente A, B, C sowie D keine
Verstarkung durch Zugabe von ATP. Super-Shift-Experimente mit ORC2-Antikérpern zeigten
keine Retardierung der DNA-Protein-Komplex B Bande. Die Ergebnisse bezlglich Protein-
Komplex B deuten darauf hin, dass dieser Komplex kein Initiations-Komplex der DNA-
Replikation ist.
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5 DISKUSSION

5.1 ASSEMBLIERUNG DES PRAREPLIKATIVEN KOMPLEXES

Die Assemblierung des prareplikativen Komplexes (preRC) an den Replikationsorigins
verleiht dem Chromatin einen sogenannten Lizenzierungsstatus fiir die Initiation der DNA-
Replikation. Zahlreiche Initiatorproteine, die fir die Bildung des préareplikativen Komplexes
essentiell sind, wurden durch biochemische und genetische Untersuchungen identifiziert. Der
GroBteil der Erkenntnisse Uber die Initiation der DNA-Replikation bei Eukaryonten wurde
durch Untersuchungen an S. cerevisiae gewonnen. In der jliingsten Vergangenheit richtet
sich das Augenmerk jedoch mehr auf die Ablaufe der DNA-Replikation in hdheren
Eukaryonten, wie D. melanogaster, X. laevis, M. musculus und H. sapiens.

In allen untersuchten eukaryontischen Zellen erfolgt in Vorbereitung auf die Initiation der
Replikation die schrittweise Ausbildung des prareplikativen Komplexes (Bell und Dutta,
2002). Hierzu binden zuerst ORC- (origin recognition complex-) Proteine als
Heterohexamere an die DNA. Wé&hrend in S. cerevisiae eine eindeutige Konsensus-DNA-
Sequenz fur die ORC-Bindung existiert, sind solche Bindungsstellen in mehrzelligen
Eukaryonten nur in Ansatzen bekannt. Dies ist einer der Hauptgrinde fr die bis heute kaum
verstandene DNA-Sequenzkomposition der Origins (Palzkill und Newlon, 1988; Marahrens
und Stillman, 1992; Francon et al., 1999). Die ATP-abh&ngige Bindung der ORC-Proteine an
die DNA ist Voraussetzung fir die nachfolgende Rekrutierung von CDT1 und CDC6. Die
Anlagerung dieser Proteine an den ORC wird wiederum fir die Bindung des aus sechs
unterschiedlichen MCM-Proteinen (,Minichromosom Maintenance”, MCM2-7) aufgebauten
MCM-Komplexes benétigt (Bell und Dutta, 2002).

Bei den Hefen S. cerevisiae und S. pombe zeigten sowohl DNA-Footprint- als auch
Immunpréazipitationsanalysen, dass alle sechs ORC-Proteine an die Replikationsorigins
binden und wéahrend des gesamten Zellzyklus stabil daran gebunden bleiben (Diffley et al.,
1994; Fujita et al., 1998; Kong und DePamphilis, 2001; Liang und Stillman, 1997; Lygerou
und Nurse, 1999). Bei Metazoen dagegen variiert die Affinitéat einer oder mehrerer ORC-
Untereinheiten zum Chromatin wahrend des Zellzyklus.

Da Uber die Assemblierung der preRC-Proteine in Abhangigkeit des Zellzyklus von M.
musculus nicht viel bekannt ist, wurde in dieser Doktorarbeit dieser Fragestellung
nachgegangen.
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5.1.1 LOKALISATION DER PRERC-UNTEREINHEITEN AM CHROMATIN

Gogel et al. (1996) identifizierten einen Origin bidirektionaler Replikation (OBR) in der 44 kb
langen Maus-rDNA-Einheit. Dieser Origin konnte relativ eng eingegrenzt und lokalisiert
werden. Im OBR wird die bidirektionelle Replikation innerhalb einer 3 kb Region initiiert, die
1,6 kb strangaufwarts zu dem rRNA-Transkriptions-Startpunkt zentriert ist.

Ein Ziel dieser Arbeit war, die von Herrmann (2002) identifizierte preRC-Bindungsstelle
innerhalb der OBR-Region von -2519 bis -2152 (Fragment B) ndher zu charakterisieren.
Weiter sollte die Bindung einzelner preRC-Komponenten an Fragment B und an den
angrenzenden Regionen upstream und downstream (Fragmente A und C) in der G;-Phase,
am G./S-Ubergang, in der S-Phase sowie in der Mitose untersucht werden.

Fir diese Studien zur Zellzyklus-Abhangigkeit wurde die in vivo ChlP-Methode angewendet,
die auf einer Immunprazipitation DNA-gebundener preRC-Molekile mit polyklonalen
Antikérpern basiert. Dazu wurden in der G;-Phase, am G;/S-Ubergang und in der S-Phase
sowie in der Mitose synchronisierte FM3A-Zellen mit Formaldehyd behandelt, um Proteine
mit der DNA kovalent zu verknupfen. AnschlieBend wurde das Chromatin aus den Zellen
isoliert und die entsprechenden DNA/Protein-Komplexe immunochemisch angereichert. Um
Interaktionen mit dem Chromatin nachzuweisen, wurde das immunprazipitierte Chromatin
aufgereinigt und die DNA einer PCR-Analyse mit spezifischen Primern fir die Fragmente A,
B, C sowie D unterzogen.

In der Gs-Phase konnten die preRC-Untereinheiten ORC1 bis ORC6, MCM3, MCM6 sowie
Geminin im Bereich von -2519 bis -2152 (Fragment B) nachgewiesen werden. An den
flankierenden Bereichen der preRC-Bindungsstelle konnten upstream im OBR-Bereich von -
2837 bis -2499 (Fragment A) ORC1, downstream im Bereich -2255 bis -1820 (Fragment C)
ORC1 bis ORC6 lokalisiert werden. An der etwa 9 kb entfernten Kontrollregion aus dem
codierenden Bereich (Fragment D) waren in der G;-Phase keine preRC-Proteine gebunden
(Abb. 4.10 A, 4.11 E, 412 ).

Am Gi/S-Phasenlbergang konnten an Fragment B ORC1 bis -5 sowie CDC6, CDC45,
MCM3 nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde ORC1 an Fragment C lokalisiert. An
Fragment A sowie an der Kontrollregion von Fragment D konnten am Ubergang von der G-
zur S-Phase keine preRC-Proteine nachgewiesen werden (Abb. 4.10 B, 4.11 F, 4.12 J).

Ein Core-Komplex mit ORC2 bis -5 wurde an Fragment B in der S-Phase gezeigt. Zusatzlich
konnte an Fragment B MCM3 sowie MCM®6 lokalisiert werden. An den flankierenden
Bereichen von Fragment A und Fragment C sowie an der Kontrolleregion von Fragment D
konnten in der S-Phase keine preRC-Untereinheiten nachgewiesen werden (Abb. 4.10 C,
4.11 G, 4.12 K).

121



5 Diskussion

An Fragment B konnten in der Mitose die preRC-Proteine ORC1, -2, -5 und -6 sowie an
Fragment C CDC6, ORC1, -4 und MCM3 nachgewiesen werden. An Fragment A und
Fragment D konnten keine preRC-Proteine lokalisiert werden (Abb. 4.10 D, 4.11 H, 4.12 L).
Dass preRC-Proteine in den angrenzenden Regionen von Fragment B nachgewiesen
wurden, beruht darauf, dass die genomische DNA zwar mechanisch und enzymatisch im
Durchschnitt auf 0,3-0,5 kb fragmentiert wurde, langere Fragmente bis zu 1,0 kb aber
durchaus vorhanden sein kénnen (Abb. 4.7). Die unvollstdndige Detektion der preRC-
Untereinheiten an Fragment A im Vergleich zu Fragment B lasst darauf schlieBen, dass sich
die preRC-Bindungsstelle wahrscheinlich eher im Fragment B befindet. Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch die Tatsache, dass die Bandenintensitaten der immunprazipitierten
Proteine an Fragment A und C bei anndhernd gleichen Input-Bandenintensitaten stark
abnehmen. Eine vollstandige Detektion aller ORC-Untereinheiten am Fragment C in der G-
Phase liegt vermutlich an einem unvollstandigen Verdau der DNA mit der micrococcalen
Nuklease S7 (4.10, A-D). Dazu tragt eine Uberschneidung von Fragment B mit C von 100
bp, im Gegensatz zu einer Uberschneidung von Fragment A mit B von 20 bp bei (Abb. 4.8).
Die FACS-Analyse der Zellen, die in der Mitose arretiert wurden, zeigten lediglich eine
Synchronisationsrate von 41,3 % in der Go-Phase. Im Vergleich mit einer FACS-Analyse von
asynchronen Zellen wurden durch das Synchronisationsmittel nur 14 % der Zellen zusétzlich
in der Gy-Phase angereichert (Abb. 4.1 und 4.5). Diese Synchronisationsrate reicht
zweifelsfrei nicht aus, um Aussagen Uber preRC-Proteine treffen zu kdnnen, die in der
Mitose an Fragment B gebunden sind.

In Zusammenfassung dieser ChlP-Resultate, unter Vorbehalt der oben diskutierten
Probleme, konnte eine preRC-Bindungsstelle im murinen OBR-Bereich an Fragment B
nachgewiesen werden. Weiter konnte in der G;-Phase der komplette ORC-Komplex sowie
Geminin, MCM3 und MCM6 an Fragment B nachgewiesen werden. Fir den Gi/S-
Phaseniibergang deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sich ORC6 und Geminin von
Fragment B ablésen, wahrend sich CDC6 und CDC45 an den ORC-Komplex anlagern. Mit
Erreichen der S-Phase scheinen sich CDC6 und CDC45 sowie ORC1 wieder von Fragment
B abzulésen und es bleibt ein Core-Complex von ORC2-5 sowie MCM3 und MCM6 am
Fragment B gebunden. Eine schematische Darstellung der beschriebenen ChlP-Resultate ist
in Abbildung 5.1 dargestellt (Abb. 5.1).
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G;-Phase

G,/S-Ubergang

S-Phase

Abb.: 5.1: Schematische Darstellung der Initiation der DNA Replikation in M. musculus.

Die oben beschriebenen Studien Uber die Lokalisation des ORC wurden auch bei anderen
Organismen durchgefiihrt. So konnte bei den Hefen S. cerevisiae und S. pombe sowohl in
DNA-Footprint- als auch in Immunprazipitationsanalysen gezeigt werden, dass der gesamte
ORC an Replikationsorigins bindet und dort wahrend des gesamten Zellzyklus gebunden
bleibt (Diffley et al., 1994; Fujita et al, 1998; Kong und DePamphilis, 2001; Liang und
Stillman, 1997; Lygerou und Nurse, 1999). Bei Metazoen scheint dies dagegen anders
geregelt zu sein. Zwar bleibt die Gesamtmenge des ORC1- und ORC2-Proteins wahrend
des Zellzyklusverlaufes hin konstant (Mendez und Stillman, 2000; Natale et al, 2000; Ritzi et
al., 1998; Saha et al., 1998), aber ORC1 wird wahrend der S- und M-Phase selektiv vom
Chromatin freigesetzt (Kreitz et al., 2001; Natale et al., 2000). Darlber hinaus konnte auch
gezeigt werden, dass Chromatin-gebundenes ORC1-Protein in Hamsterzellen selektiv
freigesetzt wird, sobald die S-Phase beginnt und dieses ein Ziel von Ubiquitinierung ist (Li
und DePamphilis, 2002). Mdglicherweise enthalt Chromatin in der M-Phase deshalb keine
funktionalen ORCs. Dieses wird auch durch erfolglos durchgefiihrte Footprints am humanen
Lamin B, Origin wahrend der Mitose wiedergespiegelt (Falaschi et al., 2003; Natale et al.,
2000; Abdurashidova et al., 1998; Yu und Gilbert, 1998). Die ORC-Aktivitat wird wahrend
des Ubergangs von der M- zur G;-Phase wiederhergestellt, gleichzeitig mit dem Erscheinen
von ORC1 - gebunden an das Chromatin - und der Assemblierung des preRCs an
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spezifischen genomischen Stellen (Li et al, 2000; Natale et al, 2000). Andere
Untersuchungen in Insektenzellen zeigten einen Core-Komplex aus ORC1-5, der wahrend
des gesamten Zellzyklus am Chromatin gebunden bleibt, ORC1 und ORC6 dagegen nur bis
zum Ende der S-Phase (Dhar et al.; 2001; Vashee et al., 2001).

In Drosophila-Embyonen, aber auch in menschlichen Zellen, konnte gezeigt werden, dass
ORCES6 die héchste Dynamik wahrend des Zellzyklus besitzt und nur in der Interphase bzw.
frihen G;-Phase am Chromatin gebunden vorliegt (Prasanth et al., 2002; Chesnokov et al.,
2001). Prasanth et al (2002) konnten ebenfalls belegen, dass hsORC6 von der Prophase bis
zur Anaphase an der &uBeren Kinetochore des Centromers lokalisiert und dort in die
Zellteilung involviert ist. Stillman und Mitarbeiter (2003) konnten die Lokalisation von
hsORC6 an Kinetochoren bestétigen und zusétzlich mit Hilfe von siRNA-Experimenten
zeigen, dass hsORCS6 eine Rolle bei der Chromosomenteilung und bei der Cytokinese spielt.
In der vorliegenden Arbeit konnte das CDC6-Protein an Fragment B nur am G/S-
Phaseniibergang nachgewiesen werden (Abb. 4.11, F). Frihere Studien in S. cerevisiae und
S. pombe zeigten, dass ohne CDC6 die Assemblierung des préareplikativen
Initiationskomplexes an den Origins nicht mdglich ist (Cocker et al.,, 1996). Sowohl in S.
cerevisiae als auch in S. pombe wird CDC6/CDC18 am Gi/S Ubergang nach der
Phosphorylierung durch Cdks degradiert (Nishitani und Nurse, 1995; Piatti et al., 1995). In
Metazoen-Zellen wird zwar die Aktivitat des CDC6-Proteins durch einen anderen
Mechanismus reguliert, aber die Bindung an den ORC konnte ebenfalls, wie in Hefen, in der
Gi-Phase bzw. am G./S-Ubergang gezeigt werden (DePamphilis et al., 2002; Fujita et al.,
2000).

In Xenopus Eiextakten konnte gezeigt werden, dass Geminin erst dann an Chromatin binden
kann, wenn zuvor CDT1 an ORC gebunden vorliegt (Maiorano et al., 2004).

In neuesten Untersuchungen konnten Knippers et al. (2004) nachweisen, dass die Synthese
von Geminin in HeLa-Zellen mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F wahrend der
S-Phase beginnt und sich das neu gebildete Geminin anschlieBend an Chromatin-
gebundenes CDT1 anlagert.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten ChlIP-Experimente mit Antikbrpern gegen Geminin in
synchronisierten FM3A-Zellen zeigten Geminin nur in der G;-Phase an Fragment B
gebunden (Abb. 4.12, I).

Zou und Stillman (1998) zeigten, dass CDC45 in der spaten Gi-Phase auftritt und mit dem
prareplikativen Komplex nach Aktivierung der S-Phase-unterstiitzenden CDK assoziiert.
Hefe-CDC45 spielt wahrend der Elongation der DNA-Replikation eine essentielle Rolle
(Tercero et al., 2000) und ist in die Rekrutierung von ,replication protein A“ (RPA) und DNA
Polymerase a an die DNA involviert (Walter und Newport, 2000). Neueste Studien an S.
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cerevisiae und D. melanogaster fuhrten zu der Annahme, dass MCM10 bei der Rekrutierung
von CDC45 an den Replicationsorigin beteiligt ist (Sawyer et al., 2004).

Mit den oben beschriebenen Studien Ubereinstimmend, zeigt das Ergebnis der vorliegenden
Arbeit, dass CDC45 am G,/S-Phasenlibergang an Fragment B lokalisiert ist (Abb. 4.12, J).
Die Beobachtung, dass MCM3 und MCM6 bereits in der G;-Phase an Fragment B lokalisiert
sind (Abb. 4.12, I-L) widerspricht nicht voran gegangenen Studien. So zeigte Stillman et al.
(2003), dass in Metazoen-Zellen MCM3 bereits in der Telophase bzw. der friihen G;-Phase
am Chromatin gebunden vorliegt.

MCM6 konnte am G4/S-Phasenlibergang an Fragment B nicht nachgewiesen werden (Abb.
412, J). Dies koénnte darauf zuriickzufihren sein, dass MCM6 in der G;-Phase fir die
Rekrutierung weiterer preRC-Proteine verantwortlich ist, in der G1/S-Phase wieder vom ORC
abgeldst wird und in der S-Phase als aktiver Core-Komplex mit MCM4, -6,und -7 eine
Helikaseaktivitat ausldst (Lee und Hurwitz, 2000).
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5.2 ELEKTRO-MOBILITY-SHIFT-ASSAYS (EMSA)

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit bestand darin, die durch zuvor beschriebene in
vivo ChIP-Experimente lokalisierte preRC-Bindungsstelle am murinen Fragment B im
folgenden durch in vitro Elektro-Mobility-Shift-Assays (EMSA) weitergehend zu analysieren.
Mit Hilfe der EMSA-Technik, konnte das Bindungsverhalten der nativ angereicherten preRC-
Komplexe aus FM3A-Zellkernextrakten an synthetisch hergestellte und radioaktiv markierte
DNA-Fragmente A, B, C sowie D aus der codierenden Region analysiert werden.

5.2.1 ANREICHERUNG DES MURINEN PRERC-KOMPLEXES

FM3A-Kernextrakt aus unsynchronisierten Zellen wurde Uber drei aufeinanderfolgende
Chromatographiesaulen angereichert. Dazu wurden die Zellkernproteine in einem ersten
Reinigungsschritt auf eine Heparin-Saule in einem AKTA prime Chromatography System
geladen und gebundene Proteine mit einem linearen Salzgradienten von 250-800 mM KCI
eluiert. Von den im Chromatogramm beobachteten Absorptionsmaxima wurde Protein der
entsprechenden Fraktionen in einer SDS-PAGE aufgetrennt und sowohl im Immunblot mit
Antikérpern gegen ORC2 (Abb. 4.15) als auch durch Silberfarbung analysiert (Abb. 4.16).
Far eine weitere Aufreinigung wurden die ORC2 enthaltenden Fraktionen 15-36 vereinigt und
auf eine SP-Sepharose-Saule in einem AKTA prime Chromatography System gegeben. Ein
weiteres Mal wurden die gebundenen Proteine mit einem linearen Salzgradienten von 100-
500 mM KCI eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und sowohl im Immunblot mit Antikérpern
gegen ORC1 bzw. ORC2 (Abb. 4.18) als auch durch Silberfarbung analysiert (Abb. 4.19).
Bevor ein weiterer Reinigungsschritt folgte, wurde die DNA-Bindungsaktivitat der Proteine in
den verschiedenen Elutions-Fraktionen in einem EMSA-Versuch mit Fragment B untersucht.
Im autoradiographisch ausgewerteten Gel konnte ein neuer DNA-Protein-Komplex mit
Protein der Fraktion 31 beobachtet werden, die im Western als erste Fraktion sowohl
bezluglich ORC1 als auch ORC2 positiv getestet wurde (Abb. 4.20). Zuletzt wurden die
ORC1 und ORC2 enthaltenden Fraktionen 31-46 vereinigt und die Proteine mit einer
Gelfiltration Uber eine kalibrierte Superdex 200 PC 3.2/30 Saule von E4 bis F12 fraktioniert.
Da mit Hilfe der Gelfiltration monomeres Protein von Proteinkomplexen abgetrennt wurde,
konnte anhand der zuvor unter identischen Bedingungen fraktionierten Eichstandards der
theoretisch 358,8 kD schwere ORC-Komplex in den Fraktionen E11 bis E13 erwartet
werden. ORC-Komplexe, die mit weiteren preRC-Proteinen, wie CDC6, -45 oder MCM-
Proteinen assoziiert aufgereinigt wurden, wurden in den Fraktionen E4 bis E11 erwartet. Um
feststellen zu kdnnen, ob die Fraktionen E4-E12 der Gelfiltration DNA-bindende Protein-
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Komplexe enthalten, wurden mit dem Protein genannter Fraktionen sowie dem radioaktiv
markiertem Fragment B EMSA-Versuche durchgefiihrt (Abb. 4.22). In der autoradio-
graphischen Auswertung der getrockneten EMSA-Gele konnten mit Protein der Fraktionen
E4 bis E12 zwei verschiedene DNA-Protein-Komplexe identifiziert werden, Komplex A und B.
Protein-Komplex A wies in Fraktion E5 der Gelfiltration héchste Aktivitat auf, Protein-
Komplex B in Fraktion E11 (Abb. 4.22). Um die Proteinzusammensetzung in den Fraktionen
E5 und E11 zu untersuchen, wurden die Proteine beider Fraktionen im SDS-PAGE
aufgetrennt und sowohl im Immunblot mit Antikérpern gegen preRC-Proteinen als auch
durch Silberfarbung analysiert (Abb. 4.23 A und B). Es konnten in der Fraktion E5 der
Gelfiltration die preRC-Proteine ORC1, -2, -4, -5 sowie MCM3 und -6 nachgewiesen werden.
In Fraktion E11 der Gelfiltration hingegen wurden nur die preRC-Proteine ORC1, -2, -4, -5
nachgewiesen (Abb. 4.23, B).

Zusammenfassend, konnten zwei Protein-Komplexe, hier als Komplexe A und B bezeichnet,
nativ aus FM3A-Zellkernextrakt angereinigt werden. Der Protein-Komplex A zeigt in Fraktion
E5 der Gelfiltration hdchste Aktivitat, Protein-Komplex B in Fraktion E11. Nach den
theoretisch berechneten Molekularmassen ware der ORC-Komplex in Fraktion E11 der
Gelfiltration zu erwarten, ein preRC-Komplex in Fraktion E5 der Gelfiltration. Beide Protein-
Komplexe zeigen DNA-Bindungsaktivitit an Fragment B (Abb. 4.22). Die annahernd
bestimmte Molmasse von Protein-Komplex A aus Fraktion E5 betrdgt >663 kD, die
Molmasse von Protein-Komplex B aus Fraktion E11 liegt zwischen 232 und 440 kD. In
Fraktion E5, die den Protein-Komplex A enthélt, wurden die preRC-Untereinheiten ORC1, -2,
-4, -5 sowie MCM3 und -6 nachgewiesen (Abb. 4.23 B). In Fraktion E11, die den Protein-
Komplex B enthélt, wurden die ORC-Untereinheiten ORC1, -2, -4 und -5 nachgewiesen
(Abb. 4.23 B).

Fir beide untersuchten Fraktionen konnte bis zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht zweifelsfrei
belegt werden, dass die hierin nachgewiesenen preRC-Proteine Teil desselben Komplexes
(Komplex A bzw. -B) sind.

Die Abtrennung unspezifischer Proteine sowie die Anreicherung der preRC-Proteine aus
dem Zellkernproteinextrakt mit den drei aufeinanderfolgenden Chromatographiesaulen,
konnte mit Hilfe der Silberfarbungen verfolgt werden (Abb. 4.16, 4.19, 4.23 A). So zeigten,
nach der letzten Reinigung, die silbergeféarbten Proteine der Fraktionen E5 und E11 der
Gelfiltration im Vergleich mit den silbergefarbten Proteinen des Kernextraktes deutlich
weniger Banden, die im Verlauf der Reinigung abgetrennt wurden (Abb. 4.23 A). Dennoch
zeigt das gleiche Silbergel, das sowohl in Fraktion E5 als auch in Fraktion E11 noch weitere
Proteine, neben den im Western nachgewiesenen preRC-Proteinen, enthalten sind. Um die
in Fraktion E5 enthaltenen preRC-Proteine aufzureinigen und nicht nur anzureichern, wéaren

weitere Reinigungsschritte nétig gewesen. So kénnte eine reversible Ammoniumsulfatfallung
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der Zellkernproteine bereits eine Vielzahl von Proteinen abtrennen, bevor der Extrakt Gber
weitere Chromatographiesaulen gereinigt wird. Eine weitere Mdglichkeit ware eine
zusatzliche  Saulenchromatographie mit  anderen  Trenneigenschaften vor der
abschlieBenden Gelfiltration. Hier wirde sich nach den beiden Chromatographien mit
Kationenaustauschern, eine Chromatographie mit einem Anionenaustauscher wie der Q-
Sepharose anbieten.

Die bei der Gelfiltration eingesetzte Superdex™300/10 Saule besitzt das Optimum ihrer
Trennleistung fur Proteine mit einem Molekulargewicht von circa 150-450. Anhand der
eingesetzten Eichproteine konnte das Molekulargewicht der Protein-Komplexe in den
Fraktionen E4 bis F12 der Gelfiltration anndhernd bestimmt werden (Tab. 4.2). Da keine
Eichproteine mit Molmassen Gber 663 kD zur Verfligung standen, konnte die Obergrenze der
Molekularmassen der Protein-Komplexe in Fraktion E5 nicht bestimmt werden. Da s&mtliche
Protein-Komplexe in Fraktion E5 der Gelfiltration eine Molmasse von Uber 663 kD besitzen
und damit das Optimum der Trennleistung der Superdex ™300/10 Saule (ibersteigen, konnte
der Protein-Komplex A nicht optimal aufgetrennt werden. Ein besseres Ergebnis kdnnte hier
durch eine Gelfiltration mit einer Superose-Saule erreicht werden, deren Trennleistung fur
gréBere Protein-Komplexe optimiert ist.

Neben den durchgeflihrten Immunblot-Analysen mit Protein der Fraktion E5 der Gelfiltration,
die mit Antikérpern gegen ORC1, -2, -4, -5 sowie MCM3 und -6 Positiv getestet wurden
(Abb. 4.23, B), wurden auch Antikérper gegen ORCS3 und -6 eingesetzt. Jedoch ergaben die
Auswertungen mit diesen Antikérper zahlreiche unspezifische Banden im Bereich der
gewtlnschten Protein-Banden, so dass diese Ergebnisse nicht genutzt werden konnten.

Die oben beschriebenen Ergebnisse der Gelfiltrationslaufe mit den Eichproteinen erlaubten
anndhernd das Molekulargewicht der Proteinkomplexe in Fraktion E5, mit Gber 663, und
E11, zwischen 440-663, zu bestimmen. Ein theoretisch berechneter ORC besitzt eine
Molmasse von 358,8 kD, ein theoretisch berechneter MCM-Komplex von 536,7 kD. Es
konnten zwar sowohl Untereinheiten des ORC in Fraktion E5 und E11 als auch des MCM-
Komplexes in Fraktion E5 nachgewiesen werden, jedoch konnte nicht definitiv geklart
werden, ob die nachgewiesenen preRC-Proteine in einem Komplex assoziiert vorliegen oder
ob an dem ORC bzw. dem MCM-Komplex noch unbekannte Proteine gebunden sind . Es
konnte auch bis zum Ende dieser Arbeit nicht definitiv geklart werden, welche Proteine den
Komplex A bzw. den Komplex B bilden.
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5.2.2 ATP STEIGERT DIE BINDUNGSAKTIVITAT VON PROTEIN-KOMPLEX A

In der zuvor beschriebenen Anreicherung von preRC-Proteinen aus FM3A-
Kernproteinextrakt, konnten nach der abschlieBenden Gelfiltration in den Fraktionen E4-E12
zwei DNA-Protein-Komplexe A und B nachgewiesen werden, die an radioaktiv markiertes
Fragment B binden.

Proteinkomplex A mit einer Molmasse von Uber 663 kD, zeigte die prominenteste Bande in
Fraktion E5. In dieser Fraktion konnten durch Immunblot die preRC-Untereinheiten ORC1, -
2, -4, -5 sowie MCM3 und -6 nachgewiesen werden. Proteinkomplex B, mit einer Molmasse
zwischen 232-440 kD, zeigte hochste Bindungsaktivitat in Fraktion E11, in der durch
Immunoblot die Untereinheiten ORC1, -2, -4, -5 nachgewiesen werden konnten. Anhand der
theoretisch berechneten Molmasse eines ORC bzw. MCM-Komplexes kdnnte es sich bei
Proteinkomplex A um einen preRC-Komplex, bei Protein-Komplex B um einen ORC handeln.
Da in ORC-Studien sowohl in S. cerevisiae als auch in D. melanogaster gezeigt werden
konnte, dass ORC zwei ATP-bindende Untereinheiten besitzt (ORC1 und ORC2) und ATP
fur die Bindung an die DNA benétigt (Maharens, Stillman, 1992; Rao, Stillman, 1995; Austin,
1999; Chesnokov, 2001; Klemm, 1997), erwarteten wir einen stimulierenden Effekt von ATP
beobachten zu kénnen, wenn an Protein-Komplex A bzw. B diese ORC-Proteine involviert
sind. Deshalb wurde als erstes Protein der Fraktion E5 oder E11 mit verschiedenen ATP-
Mengen und radioaktiv markiertem Fragment B inkubiert. Die autoradiographische
Auswertung ergab, dass mit ansteigender ATP-Menge nur die Bindungsaktivitat von Protein-
Komplex A an Fragment B stimuliert werden konnte. Die Bindungsaktivitdt von Protein-
Komplex B an Fragment B, blieb trotz steigender ATP-Menge konstant (Abb. 4.24, Spuren 3-
6 und 8-11).

In den Spuren mit Protein der Fraktion E5 zeigte die Auswertung, neben den erwarteten
prominenten Banden von DNA-Protein-Komplex A, eine weitere Bande geringer Intensitat
von DNA-Protein-Komplex B (Abb. 4.24, Spuren 2-6). Ebenso zeigte die Auswertung der
Spuren mit Protein der Fraktion E11, neben der prominenten Bande von DNA-Protein-
Komplex B, eine weitere Bande geringer Intensitat von DNA/Protein-Komplex A (Abb. 4.24,
Spur 7-11). Diese zusétzlichen Banden kdnnen, wie bereits oben erwahnt, auf eine zu
geringe Trennleistung der Superdex™300/10-Saule zuriickgefiihrt werden, das heiBt, dass
die Protein-Komplexe A und B nicht vollstédndig voneinander getrennt wurden.

Auffallend war, dass Protein-Komplex A auch ohne ATP an Fragment B binden konnte.
Wabhrscheinlich lagen bei der nativen Anreicherung von Protein-Komplex A bereits geringe
Mengen ATP an Komplex A gebunden vor.

Dass ATP die Bindungsaktivitdt des ORC steigert, konnte schon in friiheren Studien gezeigt
werden. So gelang es Vashee und Mitarbeitern (2003) einen humanen ORC, der alle sechs
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Untereinheiten besaB, durch Koexpression in Insektenzellen rekombinant herzustellen.
Dieser rekombinante HsORC konnte nach wie vor in Xenopus Eiextrakt, in denen der
endogene XIORC deletiert worden war, die DNA-Replikation initieren. Mit Hilfe von
Nitrocellulosefilter Bindung-Assays wurde eine Bindung des HsORC an die humane lamin B2
origin Region gezeigt, die durch ATP gesteigert werden konnte.

Ebenfalls nachgewiesen werden konnte eine ATP-Abhéangigkeit der ORC-Bindung in D.
melanogaster (Remus et al., 2004).

Effekte von Adenin-Nukleotiden auf die sequenzspezifische Bindung des ORC an DNA mit
Hilfe von EMSA-Studien zeigten, dass lediglich ATP oder ATP-y-S eine sequenzspezifische
Bindung ermdglichen, nicht aber ADP (Takenaka et al., 2002)

Die ATP-abhéngige Bindung von Protein-Komplex A an DNA-Fragment B Iasst vermuten,
dass es sich bei Protein-Komplex A um einen preRC-Komplex handeln kénnte. Dagegen
deutet die ATP-unabhangige Bindung von Protein-Komplex B an Fragment B eher darauf
hin, dass es sich bei diesem Komplex nicht um einen ORC handelt.

5.2.3 RETARDIERUNG DES PROTEIN-KOMPLEXES A DURCH tORC2 (SUPER-SHIFT)

Zur weiteren Untersuchung der Frage, ob die in der Immunblot-Analyse identifizierten
preRC-Proteine in Fraktion E5 am Protein-Komplex A bzw. die in Fraktion E11
nachgewiesenen Proteine am Protein-Komplex B beteiligt sind, wurden Super-Shift-
Experimente mit ATP sowie Fragment B durchgefihrt. Dazu wurden verschiedene Band-
Shift-Ansatze entweder mit Protein der Fraktion E5 oder der Fraktion E11, sowie
monospezifischen Antikérpern gegen ORCH1, -2, -3, -4, -5, -6 inkubiert und gelelektro-
phoretisch aufgetrennt. Bindet in diesen Reaktionsansatzen der Antikdrper sein
entsprechendes Protein, das gleichzeitig im DNA-Protein-Komplex A integriert ist, wird diese
Bande im EMSA-Gel retardiert.

Die autoradiographische Auswertung der Super-Shifts ergab lediglich in den Spuren, die mit
Protein der Fraktion E5 der Gelfiltration und einer ansteigenden Menge von ORC2-
Antikdrpern inkubiert wurden, eine zunehmende Retardierung der Bande von DNA-Protein-
Komplex A zu DNA-Protein-Komplex A’(Abb. 4.25, Spuren 5-7). Die autoradiographische
Auswertung des Super-Shifts mit Antikérpern gegen ORC1 zeigte mit Protein der Fraktion E5
und Fragment B zwar die erwartete Bande von DNA-Protein-Komplex A, die in der Spur der
Probe mit ATP an Intensitat zunahm, die aber mit Antikérpern gegen ORC1 nicht retardiert
werden konnte (Abb. 4.26, Spuren 2, 3 und 5). In den Kontrollen der Super-Shift-
Experimente mit Antikdrpern gegen ORCS3, -4, -5, -6 und Fragment B ohne Protein konnte
Uberraschender Weise eine nicht erwartete prominente Bande, die annahernd auf Héhe der
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retardierten Bande von DNA-Protein-Komplex A" lag, nachgewiesen werden (Abb. 4.27 Spur
1). Daher konnten genannte Antikérper nicht fir Super-Shift-Experimente genutzt werden.
Super-Shift-Experimente mit Protein der Fraktion E11, Fragment B und Antikérpern gegen
ORC2 zeigten keine Retardierung der Bande von DNA-Protein-Komplex B.
Zusammenfassend konnte mit Hilfe der Super-Shift-Experimente gezeigt werden, dass auf
jeden Fall ORC2 an dem Protein-Komplex A beteiligt ist (Abb. 4.25). Super-Shift-
Experimente mit den Antikérpern gegen ORC3, -4, -5, sowie -6 konnten einen Hinweis auf
deren Beteiligung am Protein-Komplex A weder erbringen noch widerlegen. In Protein-
Komplex B konnte das ORC2-Protein nicht mit Super-Shift-Experimenten nachgewiesen
werden.

Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass es sich bei Protein-Komplex A um einen
preRC-Komplex handelt, wahrend Protein-Komplex B ein unspezifisch mitaufgereinigter
Komplex ist, Uber dessen Bedeutung/Funktion derzeit keine Aussagen gemacht werden

kénnen.

5.2.4 SPEzIFISCHE BINDUNG DES PROTEIN-KOMPLEXES A AN FRAGMENT B

Die Resultate der EMSA-Experimente weisen darauf hin, dass die Bindungsaktivitdt von
Protein-Komplexe A, an dem ORC2 beteiligt ist, an Fragment B durch Zugabe von ATP
stimuliert wird (Abb. 4.24, Spuren 3-6; Abb. 4.25). In Protein-Komplex B konnten weder
ORC-Proteine nachgewiesen werden, noch zeigte sich eine Zunahme von dessen
Bindungsaktivitat an Fragment B durch Zugabe von ATP.

In weiteren EMSA-Experimenten wurde die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex A, sowie
die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex B an die flankierenden Bereiche von Fragment B,
Fragment A und -C sowie Fragment D aus der codierenden 5,8S-rRNA-Region Uberprift.
Die Resultate zeigten, dass der Protein-Komplex A weder mit ATP noch ohne ATP an das
upstream von Fragment B gelegene Fragment A bindet (Abb. 4.28 Spuren 2 und 3).
Dagegen konnten geringe Mengen von Protein-Komplex B an Fragment A nachgewiesen
werden. Dabei zeigte die Zugabe von ATP, wie auch schon in vorangegangenen
Experimenten, keine stimulierende Wirkung (Abb. 4.28, Spuren 4 und 5).

An Fragment C konnten wiederum nur sehr geringe Mengen Protein-Komplex A gebunden
nachgewiesen werden. Diese Bindungsaktivitdt konnte durch Zugabe von ATP verstarkt
werden (Abb. 4.28, Spuren 7 und 8). Im Vergleich dazu erbrachte die Auswertung der
Spuren mit Protein der Fraktion E11 mit Fragment C eine prominente Bande von DNA-
Protein-Komplex B (Abb. 4.28, Spuren 9 und 10).

AbschlieBend wurde die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex A und B an Fragment D aus
der 5,8S-rRNA codierenden Region Uberprift. Protein-Komplex A konnte, wie zuvor an
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Fragment C gezeigt, nur in sehr geringen Mengen Fragment D binden. Wiederum konnte
diese Bindungsaktivitat durch Zugabe von ATP erhéht werden (Abb. 4.29, Spuren 2 und 3).
Dagegen konnte fiir Protein-Komplex B eine hohe Bindungsaktivitit an Fragment D
nachgewiesen werden, die unbeeinflussbar von ATP blieb (Abb. 4.29, Spuren 4 und 5).
Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass der Protein-Komplex A bevorzugt an
Fragment B bindet und das dieser Effekt unter Zugabe von ATP stimuliert werden konnte. An
den Fragmenten A, C bzw. D waren keine Banden bzw. Banden sehr schwacher Intensitaten
von DNA-Protein-Komplex A zu beobachten. Protein-Komplex B zeigte zwar mit Fragment B
die prominenteste Bande, aber an Fragment C und Fragment D konnten ebenfalls
Bindungen nachgewiesen werden. Die Bindungsaktivitat von Protein-Komplex B zeigte an
die Fragmente A, B, C sowie D keine Verstarkung durch Zugabe von ATP.

Ein sequenzspezifisches Binden von ORC an eukaryontische chromosomale Origins der
DNA-Replikation konnte bis jetzt nur bei S. cerevisiae nachgewiesen werden. Wie die
Origins von Prokaryonten und tierischen Viren, sind die Origins von S. cerevisiae modularer
Natur und bestehen aus einigen kurzen, klar definierten Sequenzblécken die Uber eine
Region von 100 bis 150 bp verteilt sind (Marahrens und Stillman, 1992; Newlon, 1996;
Campbell und Newlon, 1991). Der am hdchsten konservierte Sequenzblock von S.
cerevisiae ist die A Doméane, die eine essentielle 11-bp lange ARS Sequenz enthalt, an der
in Abhangigkeit von ATP der ORC spezifisch bindet (Bell und Stillman, 1992).

Dagegen zeigten Studien, dass sich S. pombe Origins signifikant von S. cerevisiae Origins
unterscheiden. So sind S. pombe Origins langer und weisen lediglich AT-reiche Sequenzen
auf, die aus funktionslosen Elementen bestehen (Clyne, 1995). R. Chuang und Mitarbeiter
(2002) konnten mit Hilfe von EMSA-Studien mit rekombinaten SpORC in vitro beobachten,
dass dieser Komplex zwar héchste Bindungsaktivitat an AT-reiche DNA aufwies, aber auch
an Kontroll-DNA mit einem signifikant geringeren AT-Gehalt binden konnte. Sie konnten so
eine geringere Sequenzspezifitdt fir SpORC aus diesen Daten ableiten, nicht aber die
Mdglichkeit ausschlieBen, dass in vivo fur die ORC-Bindung und Initiation der DNA-
Replikation weitere preRC-Proteine bzw. Faktoren, wie Organisation des Chromatins oder
lokale Transkriptionsaktivitat eine wichtige Rolle spielen.

Die einzige sequenzspezifische ORC-Bindung bei Metazoen konnten Bielinsky und
Mitarbeiter (2001) sowohl mit rekombinanten DmORC, als auch mit unaufgereinigten
Kernproteinextrakt aus Sciara-Speicheldriisen an den Amplifikationsorigin II/9A von Sciara
coprophila nachweisen. Mit Hilfe von Footprint-Experimenten identifizierten sie eine 80 bp
lange ORC-Bindungsstelle. Die Bindung von ORC an diese Region bendtigte ATP.

Neueste Studien an cis-Sequenz-Elementen, die fur die Originfunktion essentiell sind,
zeigten, dass DmORC innerhalb der ACE-3- und der ori-B-Region zwar bindet, aber dort
keine sequenzspezifischen Motive erkennt. Durch DNase 1 Footprint-Experimente wurde
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eine sequenzunspezifischen Bindung des DmORCs an die ACE-3- und ori-B-Region
angenommen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Bindungsaktivitat von DmORC fir
negativ superspiralisierte DNA 30-fach héher war als an unspiralisierte - oder lineare DNA.
Diese Daten lassen vermuten, dass die Origin-Spezifitat in Metazoen in vivo von weiteren
Proteinen determiniert wird (Remus et al., 2004).

Dagegen zeigte ein rekombinanter HsORC intrinsische DNA-Bindungsaktivitat an die
humane Lamin B2-origin-Region, die zusatzlich durch ATP stimuliert werden konnte. Dieser
rekombinante HsORC konnte nach wie vor in Xenopus Eiextrakt, in denen der endogene
XIORC deletiert worden war, die DNA-Replikation initiieren. Nitrocellulosefilter Bindungs-
Assays zeigten aber, dass dieser HsORC nicht signifikant zwischen natirlichen DNA-
Fragmenten, die bekannte menschliche Origins enthielten und Kontroll-DNA, aus synthetisch
hergestellten AT-reichen Polydeoxynukleotiden, unterscheiden konnte (Vashee et al., 2003).
Da eine Analyse der in dieser Arbeit eingesetzten DNA-Fragmente A, B, C sowie D mit dem
Programm GeneSolve (Stratagene) keine signifikanten Unterschiede, weder in ihrem AT-
Gehalt noch im Vergleich untereinander zeigten, dirfte die sequenzspezifische Bindung des
Protein-Komplexes A an Fragment B mdglicherweise auf weitere Proteine, die an diesem
Komplex beteiligt sind bzw. auf weitere Proteine die in der Fraktion E5 enthalten sind,
zuriickgefuhrt werden.

In Zusammenfassung der Resultate dieser Untersuchungen konnte mit Hilfe von ChlIP-
Experimenten in vivo eine preRC-Bindungsstelle in Fragment B von -2519 bis -2152 im OBR
der 44 kb langen Maus-rDNA-Einheit nachgewiesen werden. AuBerdem konnte an Fragment
B eine spezifische Bindung eines aus FM3A-Zellkernprotein angereicherten preRC-
Komplexes (Protein-Komplex A) auch in vitro mit Hilfe von EMSA-Experimenten beobachtet
werden. Die Bindgungsaktivitdt von Protein-Komplex A an Fragment B wurde durch ATP

verstarkt werden.
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