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Lversuchen wir also, es uns gut gehen zu lassen. ...
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den wir fur unser Leben einschlagen wollen,

und versuchen wir, ihn mit Blumen zu sdaumen.”
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 ALLGEMEINE PRINZIPIEN DER DNA-REPLIKATION

Der eukaryontische Zellzyklus lauft als eine Reihe von wohlgeordneten Ereignissen ab, bei
dem die Chromosomen verdoppelt werden und eine Kopie jedes Chromosoms auf die bei-
den Tochterzellen verteilt wird.

Der Zellzyklus besteht aus vier aufeinanderfolgenden Phasen: Wahrend der S-Phase (Syn-
thesephase) werden die Chromosomen repliziert. AnschlieBend tritt die Zelle in die G,-Phase
ein, der die M-Phase (Mitose-Phase) folgt. Diese gliedert sich wiederum in Prophase (Kon-
densation der Chromosomen), Metaphase (Ausrichtung der Chromosomen in der Metapha-
seplatte), Anaphase (Trennung der Schwesterchromatiden) und Telophase (Bildung einer
Kernhille um jeden Chromosomensatz). Wahrend der Cytokinese kommt es zur Teilung des
Cytoplasmas und zur Bildung zweier Tochterzellen. Nach der Mitose erreicht die Zelle die
G;-Phase. Von dort aus kann diese erneut in die S-Phase eintreten und einen weiteren Tei-
lungszyklus durchlaufen. Unter bestimmten Bedingungen kdnnen die Zellen den Zyklus in
der G;-Phase verlassen und in die sogenannte Gy-Phase (Ruhephase) Ubergehen, in der sie

nicht wachsen, sich nicht teilen und erst nach einem geeigneten Reiz wieder in den Zellzyk-

choromosome
separation cell division
(mitosis) @ (cytokinesis)

/ N
&) Gle
0O

choromosome
duplication

lus eintreten (Abb. 1).

g

Abb. 1: Schematische Darstellung des eukaryontischen Zellzyklus

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durch heterodimere Proteinkinasen. Diese setzten sich
aus einer regulatorischen und einer katalytischen Untereinheit zusammen. Die regulatori-
schen Untereinheiten bezeichnet man als Cycline, da ihre Mengen im Verlauf des Zellzyklus
in charakteristischer Weise zu- und abnehmen. Die katalytischen Untereinheiten nennt man

Cyclin-abhéngige Kinasen (CDKs, cyclin-dependent kinases), da sie erst nach Assoziation

1
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mit einem Cyclin als Knasen aktiv werden. G,-CDK-Komplexe bereiten die Zelle flir den
Eintritt in die S-Phase vor. Sie aktivieren Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits die Expression
von Enzymen fir die DNA-Synthese sowie von 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
Stellen an Proteinen, die in der G;-Phase am Replikationsursprung gebunden werden und
dort einen ,pre-replicative complex" (preRC) bilden. Durch diese Phosphorylierung wird die
Initiation der DNA-Replikation und der Aufbau weiterer preRCs verhindert. Dadurch wird ge-
wabhrleistet, dass in jedem Zellzyklus die Chromosomen nur einmal repliziert werden.
Mitotische CDK-Komplexe werden schon wahrend der S- und G,-Phase gebildet. Die CDK-
Komplexe werden allerdings erst nach Beendigung der DNA-Synthese aktiviert und induzie-
ren die Kondensation der Chromosomen, den Zerfall der Kernhiille, den Aufbau des Spin-
delapparates und die Ausrichtung der kondensierten Chromosomen in der Metaphaseebene.
In der frihen G;-Phase des nachsten Zellzyklus werden diejenigen Proteine von Phosphat-
asen dephosphoryliert und somit aktiviert, die anschlielend am Replikationsursprung Pra-
replikationskomplexe aufbauen und die Zelle fiir den Eintritt in die ndchste S-Phase vorbe-
reiten (Lodish et al., 2001).

1.2 DIE INITIATION DER DNA-REPLIKATION

Die Initiation der DNA-Replikation ist auf die S-Phase des Zellzyklus beschrankt, in der das
Genom einer Zelle exakt einmal dupliziert werden muss. In anderen Phasen des Zellzyklus
wird dieser Vorgang unterbunden, um die Integritdt des Genoms zu gewdahrleisen. Die
zugrunde liegenden Kontrollmechanismen werden im wesentlichen durch Cyclin-abhangige
Proteinkinasen (CDKs) und DBF4-abhangige Proteinkinasen (DDKs) vermittelt (Ritzi und
Knippers, 2000).

1.2.1 DIE AN DER INITIATION BETEILIGTEN PROTEINE

In allen untersuchten eukaryontischen Zellen erfolgt in Vorbereitung auf die Initiation der
Replikation die schrittweise Ausbildung eines prareplikativen Komplexes (preRC) (Bell und
Dutta, 2002). Hierzu binden zuerst ORC- (origin recognition complex-) Proteine als Hetero-
hexamere an die DNA. Wahrend in S. cerevisiae eine eindeutige Konsensus-DNA-Sequenz
fur die ORC-Bindung existiert, sind solche Bindungsstellen in mehrzelligen Eukaryonten nur
in Anséatzen bekannt. Dies ist eine der Hauptgriinde fur die bis heute kaum verstandene

DNA-Sequenzkomposition von Origins (Palzkill und Newlon, 1988; Marahrens und Stillman,
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1992; Francon et al., 1999). Die ATP-abhangige Bindung der ORC-Proteine an die DNA ist
Voraussetzung fur die nachfolgende Rekrutierung von CDT1 und CDC6. Die Assemblierung
dieser Proteine ist Voraussetzung fur die Bindung des aus sechs unterschiedlichen MCM-
Proteinen (,Minichromosom Maintenance®, MCM2-7) aufgebauten MCM-Komplexes (Bell
und Dutta, 2002). Diese sechs MCM-Proteine sind untereinander partiell homolog in ihrer
Proteinsequenz und weisen als Proteinkomplex ATPase-Aktivitdt auf (Schwacha und Bell,
2001). Sie kdénnen einen hexameren Komplex ausbilden, der nach elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen eine ringformige Struktur aufweist. Eine zentrale Aussparung kann
im Prinzip einen Einzelstrang passieren lassen. Diese Charakteristika legen eine Funktion
als DNA-Helikase nahe. Diese wurde fur Sauger-MCM auch zumindest fir einen Subkom-
plex aus drei MCM-Proteinen (MCM4, 6, 7) gezeigt (Salto et al., 2000). Ob es sich hierbei
um replikative Helikase (d.h. Helikase, die die DNA wéahrend der S-Phase an den Replika-
tionsgabeln entwindet) in Eukaryonten handelt, ist bislang noch nicht geklart. Insbesondere
Untersuchungen zur Lokalisation von MCM-Proteinen auf den Chromosomen zeigen keine
unbedingte Ubereinstimmung mit BrdU-Inkorporationsmustern oder der Lokalisation anderer
Proteine, die sich eindeutig den Replikationsgabeln zuordnen lassen (Edwards et al., 2002;
Ritzi et al., 1998). Es gibt jedoch durchaus Anséatze, um diese scheinbaren Widerspriche zu
erklaren (Laskey und Madine, 2003). Dass ORC und CDC6 nicht mehr benétigt werden,
wenn MCMs auf die DNA geladen sind (Tye, 1999), deutet darauf hin, dass die eigentliche
Rolle des preRCs die kontrollierte Rekrutierung von MCM-Proteinen ist. Zum Start der Repli-
kation sind neben den genannten DNA-Replikationsproteinen noch die Proteine MCM10 und
CDC45 erforderlich (Wohlschlegel et al., 2002).

Pre-replicative complex

lS phase-promoting kinases

=

®

Elongating replication apparatus

Abb. 2: Schematische Darstellung der Initiation der DNA-Replikation

Die Initiation der DNA-Replikation wird maf3geblich durch verschiedene zellzyklusabhangige

Proteinkinasen reguliert. Ein Beispiel dafiir ist die CDK-abhangige Phosphorylierung von
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CDCB6, die an verschiedenen Stellen des N-Terminus erfolgt. Wahrend der S-Phase bewirkt
diese Modifikation den Kernexport von CDC6, der nachfolgend zum Ubiquitin-abhangigen
Abbau des Proteins fiihrt (Saha et al., 1998; Petersen et al., 2000). Die Affinitat von MCM-
Proteinen zum Chromatin &ndert sich ebenfalls wahrend 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.

1.2.1.1 DER ORIGIN RECOGNITION COMPLEX

Der Origin Recognition Complex (ORC) wurde urspringlich in S. cerevisiae entdeckt, aber
inzwischen sind auch bei vielen anderen eukaryontischen Organismen homologe Gene und
Proteine bekannt, was darauf schlieen lasst, dass der ORC eine konservierte Komponente
der eukaryontischen DNA-Replikation ist. Er besteht aus 6 Protein-Untereinheiten mit Mole-
kulargewichten von 50-120 kDa (Bell und Stillman, 1992). Die Untereinheiten werden nach
ihrer GroRe benannt, wobei die grofdte als SCORC1p und die kleinste als SCORC6p bezeich-
net wird. Ahnlich dem urspriinglich beschriebenen Hefe-ORC, wurden noch andere derartige
Komplexe in S. pombe (Moon et al., 1999), in X. laevis Eiextrakten (Tugal et al., 1998), in
D. melanogaster (Chesnokov et al., 1999) und beim Menschen (Gavin et al., 1995) entdeckt.
Bei Footprinting- und Crosslinking Versuchen (Brown et al., 1991; Diffley und Cocker, 1992;
Diffley et al., 1994) von ScORC mit dem Origin der DNA-Replikation zeigte sich, dass es
mindestens zwei Arten von Protein-DNA-Komplexen am Origin der DNA-Replikation gibt,
den prareplikativen Komplex wahrend der G;-Phase und den postreplikativen Komplex wah-
rend der S-, G,- und M-Phase. Jedoch kénnen Footprinting-Experimente keine Informationen
tber den Aufbau der Komplexe am Origin der DNA-Replikation liefern. Die an Origin-DNA
gebundenen Proteine wurden deshalb chemisch quervernetzt und mit spezifischen Antikor-
pern koimmunprazipitiert (Aparicio et al., 1997; Tanaka et al., 1997). Diese Experimente
zeigten, dass SCORC wahrend des gesamten Zellzyklus am Origin gebunden bleibt und zu-
satzliche Proteine mit dem ORC-DNA-Komplex wahrend der G;-Phase assoziieren, darunter
CDC6, die MCM-Proteine und CDC45. Dagegen sind Sauger-ORCs nicht konstitutiv Chro-
matin-gebundene Komplexe, sondern zerfallen vielmehr wéhrend der Mitose und reas-
semblieren wahrend der frihen G;-Phase.

Das dynamische Verhalten vom ORC scheint ein generelles Phanomen bei Sdugern zu sein.
In humanen Zellen wird die Chromatinassoziation von ORC1 wahrend der S- und G,-Phase
signifikant reduziert. 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
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einem Maximum in der G;-Phase und mit signifikant reduziertem Level beim G,/S-Ubergang
nachwiesen werden, wohingegen andere HsORC-Untereinheiten Uber den Zellzyklus kon-
stant bleiben (Mendez et al., 2002). Aufgrund der Instabilitdt von humanem ORC1 kénnte
dieses die limitierende Komponente im aktiven humanen ORC darstellen.

Ahnlich dem ORC in humanen Zellen, verhalt sich der ORC in Hamsterzellen wahrend der
Mitose und G;-Phase. ORC1- und ORC2-Proteine sind in diesen Phasen in &hnlichen Kon-
zentrationen vorhanden, aber nur ORC2 bleibt fest am Chromatin assoziiert (Natale et al.,
2000). ORCL1 ist in mitotischen Zellen nur schwach an das Chromatin gebunden und wird
erst wahrend der friihen G;-Phase eng mit dem Chromatin verkntpft. Dies geschieht gleich-
zeitig mit dem Aufbau des preRC an spezifischen Replikationsorigins. Vor diesem Zeitpunkt
ist keine Hamster-ORC-Aktivitat nachweisbar.

So scheint der Sauger-ORC fahig zu sein, sich zumindest teilweise wahrend der Mitose zu
disassemblieren. Das Freiwerden von ORC1 und moglicherweise anderen Proteinen wah-
rend der Mitose und das erneute Binden wahrend der frihen G;-Phase kdnnte dazu dienen,
eine Assemblierung des preRC bis zum Abschluss der Mitose und der Umformung der Kern-
struktur hinauszuzdégern. Diese zellzyklusabhangige Affinitdt der ORC Proteine zum Chro-
matin konnte durch Proteinphosphorylierung reguliert sein. In Xenopus sind die Proteine
ORC1 und ORC2 in Metaphase-arretierten Eiern phosphoryliert (Carpenter und Dunphy,
1998; Tugal et al., 1998). AuRerdem kann der ORC selektiv vom Chromatin freigesetzt wer-
den, indem das 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-abhéngigen Proteinkinasen, die fir das Vorantreiben der Zellen in die Mi-
tose zustandig sind, sind fiir den Abbau des preRC am Ende jedes Zellzyklus durch Destabi-
lisierung eines oder mehrerer ORC-Proteine verantwortlich. In Hefe, in der der ORC stabil
Uber den Zellzyklus am Chromatin gebunden bleibt, wird der Aufbau der ORCs zu preRCs
hinausgezogert bis die Mitose abgeschlossen ist, da Cdk1/Cyclin B gleichzeitig die Mitose
unterstitzt und die Bindung von CDC6 an den ORC offenbar 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 CDC6 (XICDC6) an Chromatin XIORC bendtigt (Coleman et al., 1996). Chromatin-
Vernetzungsexperimente lieferten den Beweis, dass die Bindung von ScCDC6 an S. cerevi-
siae Origins von ScORC abhangig ist (Tanaka et al., 1997). Eine mogliche Rolle von ORC ist
somit die Rekrutierung von CDC6 zu den Origins, vielleicht durch direkte Protein-Protein-
Interaktionen.

Das ORC-Verhalten ist nicht der einzige Unterschied zwischen Saugern und Hefen: Experi-
mente mit humanen Zellen demonstrierten die Assoziation einer signifikanten Fraktion von

CDC6 mit Chromatin tUber den Zellzyklus. Das steht im Gegensatz zur regulierten Dissozia-
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tion des Hefe-CDC6 von prareplikativen Komplexen wahrend der SPhase (Mendez und
Stillman, 2000). Diese Ergebnisse implizieren ein Modell fur die Sauger-Origin Spezifizie-
rung, in der ORC2 und CDC6 Uber den Zellzyklus hinweg mit den Origins assoziiert bleiben,
wéahrend ORC1 periodisch am Chromatin gebunden ist. Andere ORC-Proteine bleiben még-
licherweise mit ORC2 am Chromatin assoziiert oder dissoziieren zusammen mit ORCL1.

Neben der essentiellen Funktion der ORC-Proteine wahrend der Initiation der DNA-Replika-
tion wurde fur das kleinste Protein des ORC-Komplexes, dem ORCG6-Protein, eine zuséatzli-
che Funktion wahrend der Mitose des Zellzyklus aufgedeckt (Prasanth et al., 2002). Huma-
nes ORCG6 lokalisiert wahrend der Mitose an den Kinetochoren und in retikularahnlichen
Strukturen um das Chromatin. Ahnliche retikulare Strukturen konnten auch fiir Drosophila-
ORCG6 gezeigt werden (Chesnokov et al., 2001). Vor der Zellteilung ist ein Teil des ORC6-
Proteins am Midbody akkumuliert. Die Herunterregulation der ORC6-Expression fiihrte zu
Zellen mit multipolaren Spindeln, der Bildung von Zellen mit mehreren Zellkernen sowie zu
vermehrter Replikation (Prasanth et al.,, 2002). Diese Beobachtungen implizieren, dass
ORCE6 ein essentielles Gen ist, das die Replikation und Segregation der Chromosomen mit

der Cytokinese koordiniert.

1.2.1.2 DAs PROTEIN CDC6

CDCE6 in S. cerevisiae, CDC18 in S. pombe und CDC6 in X. laevis sind Homologe, die sich
als essentiell fir die DNA-Replikation erwiesen (Dutta und Bell, 1997; Leatherwood, 1998;
Stillman, 1996; Muzi-Falconi et al., 1996; Jallepalli und Kelly, 1997). Auch in humanen Zellen
und in Mus musculus wurde bereits das in Eukaryonten hochkonservierte Protein CDC6
identifiziert. (Dutta und Bell, 1997; Saha et al, 1998; Coleman et al., 1996; Wiliams et al.,
1997; Hateboer et al., 1998; Berger et al., 1999).

CDCS6 ist fur die Assemblierung des prareplikativen Initiationskomplexes an den Origins der
Replikation nétig (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 degra-
diert (Nishitani und Nurse, 1995; Piatti et al., 1995). In S. pombe resultiert aus der Uberex-
pression von CDC18 eine Re-Replikation ohne Mitose (Nishitani und Nurse, 1995), wohin-
gegen spezifische Mutationen in S. cerevisiae-CDC6 eine Uber-Replikation der DNA verur-
sachen (Saha et al., 1998). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine stringente Regu-
lierung des CDC6-Protein-Levels entscheidend fir die DNA-Replikation ist.

Die exakte Funktion von CDC6/CDC18 in Sauger-Zellen ist nicht bekannt, aber anscheinend
Ubt es eine Schliisselrolle beim Prozess der Assemblierung des prareplikativen Komplexes
und/oder des Origin firing" aus. Das humane HsCDCG6 bindet Cyclin und ORC1 ahnlich wie
CDC6/CDC18, woraus man folgern kann, dass auch HsCDC6 eine Rolle in der DNA-Repli-
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kation ausiibt (Saha et al., 1998). Im Gegensatz zur Hefe sinkt jedoch der HsCDC6-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 wahrend der S, G,-
Phase und Mitose ziemlich stabil (Williams et al, 1997; Saha et al., 1998; Fujita, 1999; Jiang
et al., 1999). Dies lasst auf einen alternativen Mechanismus der Regulierung von HsCDC6
am G,/S-Ubergang in humanen Zellen schlieBen. Diese These wird auch durch andere For-
schungsergebnisse unterstiitzt, in denen Epitop-flankierendes HA-HsSCDC6 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). In frihen G,-Phasezellen sind dagegen nur geringe Mengen an
HsCDC6-Protein prasent, da HsCDC®6 rasch durch Ubiquitin-abhangige Proteolyse abgebaut
wird (Petersen et al., 2000; Mendez und Stillman, 2000).

Inzwischen legen neueste Daten den Schluss nahe, dass die erwéhnte schnelle Degradie-
rung ein Extraktions-Artefakt sein konnte (Okuno et al., 2001). Obwohl nukleares HsCDC6
wahrend der S-Phase phosphoryliert (Jiang et al, 1999; Petersen et al., 1999; Herbig et al.,
2000) und ins Cytoplasma transportiert wird (Petersen et al., 1999), kann zum gleichen Zeit-
punkt eine beachtliche Menge an HsCDC6 Chromatin-gebunden nachgewiesen werden.
Deshalb nimmt man an, dass CDC6 in humanen Zellen nicht nur als ,loading“-Faktor fir die
MCM-Proteine dient, sondern auch zusatzliche Funktionen wahrend der Replikation austibt.
So wird die DNA-Replikation durch ektopische Expression oder Mikroinjektion von mutiertem
HsCDC6, dem die Phosphorylierungsstellen fehlen, gestort (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 wéahrend der S
Phase kontinuierlich in ahnlichen Raten synthetisiert und eine bedeutende Menge an
HsCDC6 bzw. Sauger-CDC6 bleibt mit dem Chromatin assoziiert (Petersen et al., 2000;
Mendez und Stillman, 2000; Biermann et al., 2002), deshalb wird ein dynamisches Verhalten
von HsCDC6 angenommen. Die Fraktion des ,alten* HsCDC6, das vom Chromatin dissozi-
iert und wahrend der S-Phase ins Cytoplasma transportiert wird, wird anscheinend teilweise
durch neu synthetisiertes HsSCDC6 ersetzt (Biermann et al., 2002).

HsCDC6 enthélt zwei putative N-terminale NLSs und ein Leucin-reiches C-terminales ,nuc-
lear export signal* (NES), LXXXLXXLXL (Delmolino et al.,, 2001; Nakielny und Dreyfuss,
1999). Die Phosphorylierung von HsCDC6 durch CDKs fordert den Export des Proteins aus
dem Zellkern (Saha et al., 1998; Fujita et al., 1999; Jiang et al., 1999; Petersen et al., 2000).
Mechanistisch scheint die Phosphorylierung des aminoterminalen Bereichs von HsCDC6 die
NES des Proteins freizusetzen, hat aber keinen Einfluss auf das Kernlokalisationssignal
(Delmolino et al., 2001).

In Hefe wird CDC6 wahrend der G;-Phase exprimiert (Piatti et al., 1995; Drury et al., 1997),
assoziiert mit stationarem ORC (Li und Herskowitz, 1993; Liang et al., 1995) und rekrutiert
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die MCM-Initiationsproteine, die eine intakte Nukleotidbindungsdoméne benétigen (Perkins
und Diffley, 1998; Weinreich et al., 1999; Feng et al., 2000). Wenn die Replikation begonnen
hat, wird Hefe-CDC6 phosphoryliert und rasch durch Ubiquitin-vermittelte Proteindegradation
zerstort. Der regulierte Abbau von CDC6 verhindert das Binden der MCM-Proteine und damit
auch die erneute Replikation von DNA-Abschnitten, die bereits wéhrend der S-Phase repli-
ziert wurden (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).

Vor kurzem wurde ein in vitro-System aus aufgereinigten S. cerevisiae-Proteinen und DNA-
Fragmenten, die Replikationsorigins enthalten, etabliert, um ORC- und CDCG6-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 moglicherweise eine Konformationsanderung des ORC-Komplexes, wo-
durch das CDT1-Protein befahigt wird, gemeinsam mit CDC6 die MCM-Proteine an den
ORC zu rekrutieren (Mizushima et al., 2000).

Es wurden bereits viele Interaktionen von SpCDC18, ScCDC6, MmMCDC6 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-Protei-
nen, wie MCM2 (Jang et al., 2001, Kneissl et al., 2003) bzw. CDT1 (Nishitani et al., 2000).

In einer neuesten Studie konnte eine CDC6-Fraktion nachgewiesen werden, die wahrend der
Mitose am Spindel-Apparat assoziiert ist (lllenye und Heintz, 2004). Jedoch zeigen CHO-
Hamsterzellen mit erhéhter CDC6-Expression keine Akkumulation der Zellen in der G,/M-
Phase des Zellzyklus, woraus man schlief3t, dass das Maus CDCB6-Protein nicht an der Mi-

tose beteiligt ist (Illenye und Heintz, 2004).

1.2.1.3DAS PROTEINCDT1

CDT1 wurde anfangs in S. pombe als essentieller DNA-Replikationsfaktor identifiziert (Hof-
mann und Beach, 1994). Mittlerweile konnte seine Mitwirkung bei der Rekrutierung von
MCM4 an Chromatin gezeigt werden (Nishitani et al., 2000). Ein CDT1-Homolog, ,double
parked“ (DUP) wurde auch in D. melanogaster identifiziert (Whittaker et al., 2000). DUP-
Mutanten haben Defekte in der DNA-Replikation und das DUP-Protein kolokalisiert mit ORC
(insbesondere ORC2) an Stellen der Chorion-Genamplifikation. Darliber 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. Im-
mundepletierte Extrakte sind kompetent, CDC6 und ORC, jedoch nicht den MCM-Komplex

zu laden. Diese Experimente sind ein Indiz fur die unabhangige Assemblierung von CDT1
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und CDC6 an die Origins, wie es in S. pombe bereits nachgewiesen wurde (Nishitani et al.,
2000). Dennoch werden beide jeweils flr das Laden des MCM-Komplexes benétigt.
Inzwischen sind weitere CDT1-Homologe beim Menschen (Nishitani et al., 2001), in Maus
(RIS2) (Arentson et al., 2002), Zebrafisch, C. elegans, Arabidopsis und auch in S. cerevisiae
entdeckt worden (Tanaka und Diffley, 2002).

In S. pombe ist die Regulierung von CDT1 wahrend des Zellzyklus &hnlich der von CDC18.
Beide Proteine werden transkriptionell durch CDC10 reguliert und wahrend der S-Phase de-
gradiert (Hofmann und Beach, 1994; Nishitani et al., 2000; Kelly et al., 1993). In Xenopus
wird CDT1 primar durch eine Assoziation mit einem Inhibitor, Geminin, reguliert (Tada et al.,
2001; Wohlschlegel et al., 2000). Auch S. cerevisiae-CDT1 wird wahrend des Zellzyklus re-
guliert, aber nicht durch Proteolyse, sondern durch Kernlokalisation (Tanaka und Diffley,
2002). Die Protein-Level von humanem CDT1 sind kontrolliert, so dass HsCDT1, &hnlich wie
HsCDC6, nur in der G;-Phase anwesend ist, wenn die Lizenzierung stattfindet, wahrend es
nach S-Phasenbeginn verschwindet. Fir die periodische Akkumulation von HsCDT1 scheint
eher Proteolyse als Transkription verantwortlich zu sein. AulRerdem kann HsCDT1 mit dem
Lizenzierungsinhibitor Geminin einen Komplex bilden. Allerdings werden diese beiden Pro-
teine fur den Hauptteil des Zellzyklus nicht koexprimiert (Nishitani et al., 2001). CDT1 wird
also in drei unterschiedlichen Organismen auch auf dreierlei Arten reguliert: In S. pombe
durch Proteolyse, in Xenopus durch Assoziation mit einem Inhibitor (Geminin) und durch
Kernlokalisation in S. cerevisiae. In humanen Zellen sind vielleicht bei der Regulierung des
HsCDT1 sowohl Geminininhibierung als auch Proteolyse mit involviert (Tanaka und Diffley,
2002; Nishitani et al., 2001). Tada et al. (2001) konnten den zweiten ,Replication licensing
factor", auch RLF-B genannt, in S. pombe als CDT1 identifizieren. Des weiteren wurde auch
gezeigt, dass die Bindung des RLF-B/CDT1 an Chromatin durch ATP oder ATP-gS stimuliert
wird (Gillespie et al., 2001).

1.2.1.4 DAS PROTEIN GEMININ

Geminin wurde urspriinglich in Xenopus als ein Protein identifiziert, das eine Ubiquitin-ab-
hangige Degradierung in der Mitose erfahrt, und als Inhibitor der Initiation der DNA-Repli-
kation fungiert, indem es das Laden der MCMs an Chromatin verhindert (McGarry und
Kirschner, 1998). Neueste Studien haben gezeigt, dass Geminin durch die Bindung an CDT1
die Rekrutierung der MCMs verhindert (Wohlschlegel et al., 2000; Tada et al., 2001). Konsi-
stent mit der Gemininfunktion, CDT1 zu inhibieren und eine Re-Replikation zu verhindern, ist
der Geminin-Level in G,-Phase Zellen hoch. In der Mitose wird Geminin aber durch die
CDT1-Funktion und eine erneute Assemblierung des preRCs in der G;-Phase degradiert.

Geminin ist bei Sdugern prasent, wurde bis jetzt allerdings noch nicht in S. cerevisiae oder
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S. pombe oder C. elegans identifiziert. Geminin tritt wahrscheinlich nur bei komplexeren Eu-
karyonten in Erscheinung, in denen es als zusatzliche regulierende Komponente agieren
kann. Aul3erdem scheint Geminin eine Rolle bei der Induktion neuraler Differenzierung zu
spielen (Kroll et al., 1998). Jedoch bleiben noch viele Fragen bezlglich der in vivo-Rolle von

Geminin unbeantwortet.

1.2.1.5DER MCM2-7 PROTEINKOMPLEX

Die ,Minichromosome Maintenance“-(MCM)-Gene MCM2-7 wurden ursprunglich in
S. cerevisiae durch genetische Analyse von Mutanten, die unfahig waren, Minichromosomen
effizient zu replizieren, identifiziert (Maine et al., 1984; Takahashi et al., 1994; Rowles und
Blow, 1997; Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999). Homologe dieser sechs Hefe-MCM-Gene
existieren in zahlreichen anderen eukaryontischen Organismen, von Drosophila melano-
gaster bis zu Homo sapiens und auch bei den Archae-Bakterien. Die MCMs spielen eine
wichtige Rolle, sowohl in der Initiation als auch bei der Elongation der chromosomalen DNA-
Replikation. Deletion eines der MCM-Familienmitglieder flhrt in S. cerevisiae und S. pombe
zum Verlust der Zell-Lebensféahigkeit (Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999). Sie sind Be-
standteil des ,replication licensing systems”, das aus zwei Komponenten besteht, namlich
RLF-M (MCM2-7) (Kubota et al., 1995; Chong et al., 1995; Madine et al., 1995) und RLF-B
(CDT1) (Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000; Tada et al., 2001). Die MCM-Proteine
besitzen alle ein DNA-abhangiges ATPase-Motiv in der zentralen Domé&ne (Koonin, 1993).
Diese Region beinhaltet vier Sequenzmotive, die typisch fir DNA-Helikasen sind, einschliel3-
lich der Walker A und B-Boxen. Diese sind unentbehrlich fir die Nukleotidbindung und -
Hydrolyse (Neuwald et al., 1999). Interessanterweise ergab ein Alignment der MCM-Amino-
sauresequenzen zahlreicher Spezies, dass die Proteine der Crenarchaeae S. solfataricus
und A. pernix beide ein Zinkfingermotiv vom His-Cyss-Typ aufweisen. Dagegen besitzen die
Homologen von M. thermoautotrophicum, sowie anderer archaealer Spezies, und vier der
sechs eukaryontischen MCM-Proteine (MCM2, 4, 6 und 7) ein Cys,-Typ-Zinkfinger (Carpen-
tieri et al., 2002). Poplawski et al. (2001) konnte die Bedeutung dieser Zinkfingerdoméane fir
die ssDNA-Bindung und die Helikaseaktivitat des MthMCM demonstrieren.

Die sechs MCM-Proteine interagieren miteinander und bilden so mehrere Komplexe: Die
vorherrschende Form, aufgereinigt aus S. pombe und Xenopus-Eiextrakt, ist ein Hexamer,
das alle sechs MCMs enthalt (Adachi et al., 1997; Brown und Kelly, 1998; Kubota et al.,
1997). Solche hexameren Ringe findet man haufig bei Mitgliedern der AAA*-Superfamilie.
Diese erfahren wahrend des AT Pase-Zyklus Konformationsdnderungen, wodurch ihnen die
Austibung diverser Funktionen - wie beispielsweise der Entfaltung von Polypeptiden, Ver-

mittlung bzw. Dissoziation von Protein-Protein-Interaktionen oder Erzeugung unidirektioneller
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Bewegungen (Vale, 2000) - erméglicht wird. Neben dem hexameren MCM-Ring sind diverse
Subkomplexe der MCM-Proteine beobachtet worden. Es existieren Subkomplexe aus
MCM2/4/6/7, MCM4/6/7 oder MCM3/5 (Thommes et al.,1997; Ishimi et al., 1996; Fujita et al.,
1997; Adachi et al., 1997; Sherman et al., 1998). Immunprazipitationsstudien der MCM-
Komplexe zahlreicher Organismen haben aufRerdem gezeigt, dass die Interaktionen zwi-
schen einigen MCM-Proteinen starker und somit stabiler sind.

In den meisten Organismen sind die MCM-Proteine fur die Dauer des gesamten Zellzyklus
im Kern lokalisiert (Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999). Eine Ausnahme bildet S. cerevi-
siae, in der die MCM-Proteine in der G;-Phase nuklear sind, sich aber in der S-Phase ins
Cytoplasma bewegen (Hennessy et al., 1990). Neuere Untersuchungen an S. pombe zeig-
ten, dass die nukleare Lokalisation der sechs MCM-Proteine der Assemblierung eines kom-
pletten heterohexameren MCM-Komplexes bedarf (Pasion und Forsburg, 1999). Eine be-
merkenswerte Eigenschaft der MCM-Proteine in allen untersuchten Organismen ist ihre peri-
odische Assoziation mit chromosomaler DNA. So assoziieren die MCM-Proteine in Sauger-
Zellen in der G;-Phase mit chromosomaler DNA, werden aber im Laufe der S-Phase von der
DNA abgel6st (Kimura et al., 1994; Todorov et al., 1995). Eine ahnliche Periodizitat in der
Chromatinbindung wurde schon bei S. cerevisiae, S. pombe und X. laevis beobachtet (Ro-
manowski et al., 1996a-b; Hennessy et al., 1990; Yan et al., 1993; Dalton und Whitbread,
1995; Kubota et al., 1995; Hendrickson et al., 1996). Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass
die MCM-Proteine in der G;-Phase mit den Origins der DNA-Replikation assoziiert und Be-
standteil des Initiationskomplexes sind (Aparicio et al., 1997; Tanaka et al., 1997). Nach der
Initiation assoziieren die MCMs mit DNA, die vom Origin immer weiter entfernt ist (Aparicio et
al., 1997). Dieses Assoziationsmuster ist dem der DNA-Polymerase e &hnlich und lasst den
Schluss zu, dass die MCM-Proteine mit den beweglichen Replikationsgabeln assoziiert sind
(Aparicio et al., 1997). Die Ablésung der MCM-Proteine von der chromosomalen DNA korre-
liert zeitlich mit dem Ende der Replikation. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
MCM-Proteine in vivo sowohl eine wichtige Rolle bei der DNA-Elongation als auch bei der
Initiation der DNA-Replikation spielen. Die Regulation der MCM-Assoziation mit der chromo-
somalen DNA verhindert eine mehrfache Initiation der DNA-Replikation innerhalb eines Zell-
zyklus.

Erste Indizien fur Helikaseaktivitdt im Zusammenhang mit dem MCM-Komplex konnten bei
der Aufreinigung des hexameren Komplexes aus Hela-Zellen erbracht werden (Ishimi,
1997). Der hexamere Komplex, bestehend aus allen sechs MCM Proteinen, ist inaktiv. Aller-
dings konnte ein Trimer aus MCM4, MCM6 und MCM7 und ein Hexamer, bestehend aus
zwei gleichen Trimeren der Zusammensetzung MCM4, 6 und 7 aufgereinigt werden, die sich
spontan in eine Ringform umlagern (Patel und Picha, 2000). Dieses Doppel-Trimer steht im

Zusammenhang mit ATPase- und Helikaseaktivitdt und kann ca. 30 Basenpaare entwinden.
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Es zeigt ATP-abhangige ssDNA-Bindung, ssDNA-stimulierte ATPase-Aktivitdt und eine
schwache 3"-5"Helikaseaktivitat. Mutationen im NTP-Bindungsmotiv von MCM6 und MCM4
zerstorten die Helikase- und die ssDNA-Bindungsaktivitat (You et al., 1999). Diese Beo-
bachtung ist durch die Rekonstruktion eines Doppel-Trimers aus rekombinaten Maus- und
S. pombe MCM-Proteinen, die in Insektenzellen koexprimiert wurden, bestatigt worden (You
et al.,, 1999; Lee und Hurwitz, 2000). Keine andere Kombination der MCM-Proteine zeigte
detektierbare enzymatische Aktivitdten. Im Gegenteil - die Inkubation des Doppel-Trimeres
von MCM4, -6 und -7 entweder mit MCM2 oder mit dem Dimer von MCM3 und MCM?5 resul-
tierte in der Auflésung des Doppel-Trimeres und der Inaktivierung der Helikaseaktivitéat (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 drei MCM-Proteine, MCM4, MCM6 und MCM7 dirften den katalytischen Kern der He-
likase bilden, wahrend die Proteine MCM2, -3 und -5 die regulatorischen Einheiten darstel-
len, die die Aktivitdt der MCM-Helikase negativ regulieren. Die Aktivierung des MCM-Kom-
plexes wird demnach durch die Ablésung von MCM2, MCM3 und MCM5, wahrscheinlich
durch Phosphorylierung von MCM2 durch die CDC7/DBF4-Kinase, realisiert. In vitro konnte
keine prozessive Helikaseaktivitat beobachtet werden. Dies ist auf das Fehlen zusatzlicher
Faktoren oder Modifikationen zurlickzufiihren, die in vivo bendétigt werden. Neueste For-
schungen auf dem Gebiet archaealer MCM-Helikasen zeigten ein Enzym der M. thermo-
autotrophicum Spezies, das bis zu 500 Basenpaare DNA entwinden kann. Diese Tatsache
unterstutzt die These, dass die MCM-Helikase prozessive Entwindungsaktivitat besitzt (Kel-
man et al., 1999; Chong et al., 2000; Shechter et al., 2000). Die archaeale MCM-Helikase
von M. thermoautotrophicum ist ein ringférmiges Doppel-Hexamer. Sie besitzt séamtliche Ak-
tivitaten der eukaryontischen MCM-Helikase und dient daher als geeignetes Modell fir diese.
Die MCM2-7-Proteine spielen eine spezifische Rolle in der Zellzyklus-Regulierung der
Chromosomen-Replikation, indem sie gewahrleisten, dass sowohl die Initiation als auch die
Elongation genau einmal wahrend der S-Phase stattfindet. Diese Regulation wird durch Cyc-
lin-abhangige Kinasen (CDKs) vermittelt, die die Assemblierung der MCM2-7-Proteine an
den preRC aullerhalb der G,-Phase des Zellzyklus inhibieren. Allgemein dissoziieren die
MCMs nach Beginn der S-Phase vom Chromatin ab (Fujita et al., 1996, 1998). Dies korreliert
mit der Phosphorylierung der MCM-Untereinheiten. Eine intensive Phosphorylierung von
MCM4 durch CDC2-Cyclin B wahrend der G,/M-Phase kénnte eine Reassoziation der MCMs
mit dem Chromatin bis zur n&chsten G;-Phase verhindern (Fujita et al., 1998). In Xenopus
wurde die Phosphorylierung von MCM4 durch Cyclin-abhangige Kinasen schon von mehre-
ren 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 haupt-

sachlich CDC2-Cyclin B fir die Phosphorylierung von MCM4 in der Mitose verantwortlich ist.
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Pereverzeva et al. (2000) konnten nachweisen, dass zusatzliche Kinasen neben CDC2-Cyc-
lin B an der Phosphorylierung beteiligt sind. Eine weitere Form der Regulierung 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). MmMCM4, das wahrend der S-Phase ans Chromatin gebunden ist, ist starker
phosphoryliert als das Protein in ungebundener Form in Xenopus- (Coue et al., 1996) und in
HelLa-Zellen (Fujita et al., 1998). Die Rolle dieser Phosphorylierungsereignisse in der Regu-
lierung des ,origin firing" bedarf noch weiterer Analysen mit Hilfe funktionaler in vitro Tests,
die die Aktivierung der DNA-Replikation von spezifischen Originsequenzen nachweisen kon-

nen.

1.2.1.6 DAS PROTEIN MCM10

Merchant et al. konnten (1997) MCM10 (Dna43) in S. cerevisiae als ein Kernprotein identifi-
zieren, das in die Initiation der DNA-Replikation involviert ist. SCMCM10 kodiert fir ein Pro-
tein von 571 Aminoséauren, das an den Replikationsorigin bindet (Merchant et al., 1997).
Mutanten von MCM10 zeigen ahnliche Phéanotypen wie Mutanten der MCM2-7-Familie, wei-
sen jedoch keine Sequenzhomologien in der fir MCM2-7 spezifischen Region auf. Homo-
loge 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; Mer-
chant et al., 1997). Aufgrund dieser Eigenschaften wurde angenommen, dass MCM10 ein
Bestandteil des preRC darstellt. Wird MCM10 nach dem Aufbau des preRC vom Chromatin
entfernt, dissoziieren auch die MCM-Proteine vom Chromatin, der ORC bleibt jedoch weiter-
hin gebunden. Umgekehrt wird durch Ablosung des ORC vom preRC die Bindung des
MCM10 an Chromatin nicht beeinflusst. Diese Beobachtungen (Coleman et al., 1996) fiihren
zu der Annahme, dass die Rekrutierung des MCM-Komplexes sowohl MCM10 als auch ORC
abhéangig ist (Homesley et al., 2000).

Die Funktion des humanen MCM10 wurde genauer untersucht und lzumi et al. (2000) konn-
ten demonstrieren, dass der mRNA-Level fir HSMCM10 an der G/S-Phasen-Grenze an-
steigt, HSMCM10 wahrend der S-Phase mit nukleaseresistenten Kernstrukturen assoziiert ist
und in der G,-Phase davon abdissoziiert. AuRerdem assoziiert HSMCM10 in Cosl1-Zellen mit
HsORC2 (Izumi et al., 2000). In Two-Hybrid-Studien wurden Interaktionen von HSMCM10 mit
HsSORC2, HsSMCM2 und HsMCM®6 nachgewiesen (Izumi et al., 2000).
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1.2.1.7 DAS PROTEIN PESCADILLO

Pescadillo wurde erstmals bei einem genetischen Screen von Mutationen identifiziert, die die
embryonale Entwicklung des Zebrafisches Danio rerio beeintrachtigen (Gaiano et al., 1996;
Allende et al., 1996). Pescadillo-(-/-)-Mutanten von Zebrafisch kénnen frilhestens am dritten
Entwicklungstag durch eine reduzierte Gehirn- und Augengrof3e und einer fehlenden Ver-
groRerung des Kiefers nachgewiesen werden (Allende et al., 1996). Zusatzlich fehlt die Ent-
wicklung des Pankreas, der Eingeweide und der Leber bei diesen Embryos (Allende et al.,
1996). Am meisten beeintrachtigt sind Organe, die normalerweise ein hohes Level an Pes-
cadillo-mRNA exprimieren. Dartber hinaus konnte Pescadillo, mit Ausnahme der Ovarien,
nicht in adulten Fischkulturen nachgewiesen werden. Diese Daten implizieren eine Rolle des
Pescadillo Proteins wahrend der Proliferation spezifischer Zelltypen im Zebrafisch (Allende et
al., 1996).

Pescadillo ist unter den Spezies hoch konserviert. Homologe Proteine konnten im Menschen
(PES1), in der Hefe (YPH1, Nop7p) und in der Maus (PES1) nachgewiesen werden (Allende
et al., 1996; Haque, et al., 2000; Kinoshita, et al., 2000). Ubereinstimmend mit den Ergeb-
nissen aus den Zebrafisch-Studien, zeigten in situ Hybridisierungsanalysen in Mauseemb-
ryos eine eingeschrankte Verteilung von Pescadillo-mRNA, wobei die héchsten Level in der
sich entwickelnden Leber gefunden werden konnten (Haque, et al., 2000).

Eine Analyse der Aminosduresequenz ergab das Vorhandensein mehrerer NLSs, zweier
acider Domanen, sowie einer putativen SUMO-1 Bindungsstelle (Haque, et al., 2000; Kino-
shita, et al., 2000). Zusétzlich konnte eine BRCA1 C-terminale (BRCT)-Doméne nachgewie-
sen werden. Diese Domane wurde erstmals im Protein BRCA1 gefunden und kirzlich auch
in einigen Proteinen, die in DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle und/oder Rekombination in-
volviert sind (Koonin et al., 1996; Bork, et al., 1997; Callebaut und Mornon, 1997). Die Pra-
senz einer BRCT-Domane in Pescadillo deutet darauf hin, dass die Entwicklungsstérungen
bei der Zebrafisch Pescadillo-Mutante die Konsequenz der Stérung einiger Aspekte der
Zellproliferation sind. Diese Annahmen konnten Kinoshita et al. starken, indem sie zeigten,
dass S. cerevisiae-Hefestamme, die die Mutationen in der BRCT-DOmane des Pescadillo-
Genes enthielten, Verzégerungen im Fortschreiten des Zellzyklus aufwiesen (Kinoshita, et
al., 2000). In derselben Studie konnte eine vermehrte Expression an Pescadillo-Protein in
bdsartigen Astrocytomas und Glioblastomas im Vergleich zu nicht bdsartigen Kulturen ge-
zeigt werden. Dies deutet auf einen Beitrag des Pescadillo-Protein zum Tumorwachstum
hindeutet (Kinoshita, et al., 2000).

Neueste biochemische Studien in S. cerevisiae deuten darauf hin, dass Pescadillo die ribo-
somale Biogenese kontrolliert und zusatzlich eine Rolle in der Initiation der DNA-Replikation
spielt (Du und Stillman, 2002; Adams et al., 2002; Oeffinger et al., 2002).
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1.2.1.8 DAS PROTEIN CDC45

CDC45 ist ein fur die Initiation der DNA-Replikation essentielles Gen in S. cerevisiae (Hop-
wood und Dalton, 1996; Owens et al., 1997; Zou et al., 1997). Auch in mehreren eukaryonti-
schen Spezies wurden homologe Proteine identifiziert, wie beispielsweise Tsd-2 von Ustilago
maydis (Onel und Holloman, 1997), sna4l in S. pombe (Miyake und Yamashita, 1998),
CDC45 in X. laevis (Mimura und Takisawa, 1998), CDC45 in D. melanogaster (Loebel et al.,
2000), CDC45I in Maus (Shaikh et al., 1999) und CDC45L beim Menschen (Shaikh et al.,
1999; Saha et al., 1998). Das Verhalten dieser CDC45-Homologen ist konsistent mit der
Rolle als Replikationsprotein. Das Hefeprotein CDC45 interagiert theoretisch mit dem ORC-
Komplex und physisch mit den Mitgliedern der MCM-Familie sowie dem Hefe-Replikations-
origin (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). Es ist in Konsistenz
mit der zeitlichen Abfolge des Origin firings mit dem preRC an unterschiedlichen Origins zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Zellzyklus assoziiert (Aparicio et al., 1999; Tercero et al.,
2000; Zou und Stillman, 2000). Dariber hinaus wird die CDC45-Aktivitat fur die Bindung der
DNA-Polymerasen a und e an die Origins bendtigt (Aparicio et al., 1999). Es wurde gezeigt,
dass CDC45 in der spaten G;-Phase auftritt und mit dem prareplikativen Komplex nach Akti-
vierung 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-Polyme-
rase a an die DNA involviert (Walter und Newport, 2000). Mit Hilfe von Quervernetzungsex-
perimenten konnte gezeigt werden, dass SLD3, ein 77 kDa Protein, das wichtig fur das Zell-
wachstum ist, mit CDC45 einen Komplex wahrend des gesamten Zellzyklus bildet (Kami-
mura et al., 2001). SLD3 assoziiert - wie CDC45 - mit unterschiedlichen Replikationsorigins
zu unterschiedlichen Zeiten.

Es konnte auch fur XICDC45 gezeigt werden, dass es eine entscheidende Rolle bei der As-
soziation der DNA-Polymerase a an das Chromatin spielt, einem Prozess, der von S-Phasen
spezifischer CDK-Aktivitat abhéngig ist (Mimura und Takisawa, 1998).

Bei dem D. melanogaster-Homologen von CDC45 wurden Interaktionen mit den MCM-Pro-
teinen beobachtet (Loebel et al., 2000). DmCDCA45 befindet sich wahrend der Anaphase und
der Telophase im Kern. Wéhrend der Interphase ist es mit dem Chromatin kolokalisiert und
vor der Mitose 16st sich die Chromatinbindung wieder auf (Loebel et al., 2000). Ein ahnliches
zellzyklusabhangiges Verteilungsmuster wurde auch fur andere Drosophila-Proteine, die an
der DNA-Replikation beteiligt sind, beobachtet, wie beispielsweise bei DmMCM2 (Su und
O’Farrell, 1997) und ,proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA) (Yamaguchi et al., 1991).
Dieses Muster gleicht demjenigen, das mit humanem CDC45 (Saha et al., 1998) beobachtet
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wurde und spricht fir eine Rolle von CDCA45 in der DNA-Replikation. HsSCDC45 ist in der G;-
Phase mit dem Chromatin assoziiert, dissoziiert aber mit fortschreitender S-Phase aus dem
Kern, so dass am G,/M-Ubergang kein CDC45-Protein in der nuklearen Fraktion mehr nach-
gewiesen werden kann. Dartber hinaus wurde demonstriert, dass das HsCDC45 mit dem

humanen Protein ORC2 in Zellkulturen assoziiert ist (Saha et al., 1998).

1.2.1.9 DiIE DNA-POLYMERASE a/PRIMASE

Die DNA-Polymerase a/Primase besteht aus vier Untereinheiten, wobei die Komposition der
Untereinheiten unter Eukaryonten wie S. cerevisiae, D. melanogaster, Mensch und Maus
hoch konserviert ist (Kornberg und Baker, 1992; Waga und Stillman, 1998). Die menschliche
DNA-Polymerase a/Primase besteht aus vier Polypeptiden der Massen 180, 68, 58 und
46 kDa. Die katalytische Aktivitat der DNA-Polymerase wird der Untereinheit p180 zugeord-
net, die Primaseaktivitat der Untereinheit p46. In vitro kann menschliche DNA-Polyme-
rase 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 Po-
lymerase durch eine dieser CDKs hat nur geringe Auswirkung auf die enzymatische Aktivitat
in Polymerase- oder Primase-Assays. Wird die Polymerase durch CDK2-Cyclin A phospho-
ryliert, kann keine Initiation der SV40 DNA-Replikation in vitro stattfinden (Voitenleitner et al.,
1997). Die kritischen Aminoséurereste - phosphoryliert durch CDK2-Cyclin A - beschrénken
sich auf ein kleines Segment der Untereinheit p68 (Voitenleitner et al., 1999). Wird die
CDK2-Cyclin A-abhangige Phosphorylierung durch Mutation vier mutmaRlicher Phosphory-
lierungsstellen innerhalb dieses Segments verhindert, hebt dies die Inhibierung der DNA
SV40 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-Replikationsaktivitdt in vitro. Interessanterweise ahnelt die
Phosphopeptidkarte der p68-Untereinheit aus G;/S-Zellen derjenigen, die nach Phospho-
rylierung mit aufgereinigtem CDK2-Cyclin E in vitro erhalten wurden, wahrend die Phospho-
peptidkarte von p68 aus G,-Zellen derjenigen gleicht, die mit CDK2-Cyclin A in vitro erstellt
wurde. Zusammenfassend lasst sich daraus folgender Schluss ziehen: Die Replikationsakti-
vitat der DNA-Polymerase a/Primase wird wahrend des humanen Zellzyklus positiv durch
CDK2-Cyclin E reguliert und negativ durch CDK2-Cyclin A.

In S. cerevisiae wird das Homologe von p68 zellzyklusabhé&ngig phosphoryliert. Die
phosphorylierten Formen werden am G/S-Ubergang gebildet und bestehen wahrend der
Mitose fort (Foiani et al., 1995). Obwohl Beweise vorliegen, dass p68 fir einen friilhen Schritt
in der DNA-Replikation in S. cerevisiae benétigt wird, ist die Bedeutung der p68-Phosphory-
lierung noch nicht bekannt (Foiani et al., 1995). Die Rekrutierung der DNA-Polyme-
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rase a/Primase an das Chromatin wird durch Inaktivierung der CDKs in S. cerevisiae gefor-
dert, aber die regulatorische Signifikanz dieser Beobachtung ist noch unklar (Desdouets et
al., 1998).

1.2.1.10 DiIE KINASE CDC7/DBF4

CDC7 wurde zuerst in S. cerevisiae als ein Protein charakterisiert, das erst kurz vor der S
Phase in den Initiationsprozess eingreift (Hartwell, 1971). DBF4 wurde in S. cerevisiae in ei-
nem Screen fur mutante Stamme isoliert, die hantelférmig arretieren. Das deutet auf einen
Defekt in der Initiation der DNA-Replikation hin (Johnston und Thomas, 1982a, b). Die termi-
nalen Phanotypen von CDC7 und DBF4 sind beinahe gleich und lassen auf eine identische
oder eng verknlpfte Funktion schlieBen. CDC7 kodiert fiir eine Serin-Threonin-Kinase (Pat-
terson et al., 1986). DBF4 wurde als ein Multicopy-Suppressor von CDC7 (ts) wiederentdeckt
und es konnte zudem gezeigt werden, dass die CDC7-Kinaseaktivitdt von DBF4 abhéangig ist
(Yoon und Campbell, 1991; Kitada et al., 1992; Yoon et al., 1993). Dartber hinaus konnte
eine direkte Interaktion zwischen CDC7 und DBF4 nachgewiesen werden (Dowell et al.,
1994; Hardy und Pautz, 1996). Aus allen diesen Studien wurde geschlossen, dass DBF4
eine Aktivierungs-Untereinheit fur die CDC7-Kinase darstellt.

Trotz der essentiellen Rolle von CDC7/DBF4 bei der Initiation der DNA-Replikation in S. ce-
revisiae wurden lange keine Proteine mit homologen Funktionen in anderen eukaryontischen
Spezies identifiziert, bis HSK1* entdeckt wurde, das fir eine Kinase in S. pombe mit struktu-
rellen Ahnlichkeiten zu CDC7 kodiert (Masai et al., 1995). Aufgrund der Strukturahnlichkeiten
zwischen CDC7 und HSK1 konnten weitere CDC7-Homologe von Mensch, Maus und Xeno-
pus identifiziert werden (Jiang und Hunter, 1997; Sato et al., 1997; Kim und Huberman,
1998; Johnston et al., 1999; Masai et al., 2000; Masai und Arai, 2000; Faul et al., 1999).
Homologe von DBF4 wurden durch Datenbank- oder Protein-Protein-Interaktion-Screening
identifiziert. Brown und Kelly (1998) berichteten zuerst von einem Homologen in S. pombe,
DFP1* genannt, als ein assoziierendes Protein in einem aufgereinigten HSK1-Kinase-
komplex. Unabhangig davon wurde dasselbe Protein als HIM1 durch Two-Hybrid-Screening
identifiziert (Takeda et al., 1999). Humanes DBF4 wurde mittels der gleichen Methode ent-
deckt und ASK (,activator for S-Phase Kinase") genannt (Kumagai et al.,, 1999) oder
HsDBF4 (Jiang et al., 1999). Weitere DBF4-Homologe wurden inzwischen auch in Aspergil-
lus (James et al., 1999), Drosophila (Landis und Tower, 1999), Maus (Lepke et al., 1999)
und Hamsterzellen (Guo und Lee, 2001) nachgewiesen.

Die Expression von S. cerevisiae DBF4 steht unter Zellzykluskontrolle, steigt zu spater G;-
/friher SPhase an und nimmt an der G/M-Grenze wieder ab (Chapman und Johnston,

1989). Die Expression der regulatorischen Untereinheiten von S. pombe und Sauger CDC?7,
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DFP1/HIM1 und ASK, stehen unter ahnlicher Zellzyklusregulation (Brown und Kelly, 1999;
Kumagai et al., 1999; Takeda et al., 1999). Der Protein-Level von DFP1/HIM1 ist an der
M/G,-Phasengrenze sehr niedrig, steigt an der G;/S-Grenze stark an und bleibt auf diesem
hohen Level fur die Dauer der S-Phase. Ahnlich verhalt sich der Protein-Level von ASK: Er
ist am M/G,-Phasenibergang sehr niedrig, steigt zu spater G;-Phase an und bleibt wéhrend
der S- und G,-Phase hoch.

Die Kinaseaktivitat von CDC7, die in enger Korrelation mit dem Level der regulatorischen
Untereinheit steht, schwankt wahrend des Zellzyklus (Kumagai et al., 1999). Die Aktivierung
von CDK wird tber Phosphorylierung der katalytischen Untereinheit an einem konservierten
Threoninrest im T-Loop reguliert (Draetta, 1997). Die DFP1/HIM1 und genauso die ASK-
Proteine sind, vermutlich durch Autophosphorylierung, wahrend der S-Phase hyperphospho-
ryliert (Kumagai et al., 1999; Takeda et al., 1999, 2001).

Studien in Xenopus-Eiextrakten zeigten eine Inhibierung der DNA-Replikation in vitro mittels
eines Antikorpers gegen XICDC7, die fur eine essentielle Rolle der Xenopus CDC7-Kinase
bei der DNA-Replikation spricht (Roberts et al., 1999). Eine Depletion von CDC7 in Ei-
extrakten resultierte in einem kompletten Verlust der Replikationsaktivitat, wahrend eine Zu-
gabe von CDC7 die DNA-Replikation wiederherstellen konnte (Jares und Blow, 2000; Walter,
2000).

In Sdugerzellen fuhrt die Injektion eines Antikdrpers gegen ASK- oder HsCDC7-Protein zur
Inhibierung der DNA-Replikation in Fibroblastenzellen (Jiang et al., 1999; Kumagai et al.,
1999). Dies ist ein weiteres Indiz fur die essentielle Rolle des CDC7/ASK-Kinasekomplexes
in der DNA-Replikation.

CDC7 wird sowohl in der frihen S-Phase fiir die Initiation an ,early-firing" Origins als auch in
der spéten S-Phase fur die Initiation an den ,late-firing” Origins bendtigt (Bousset und
Diffley, 1998; Donaldson et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass CDC7/DBF4 fiur das Initi-
ationsgeschehen an jedem Replikationsorigin bendétigt wird. Ubereinstimmend mit dieser
Annahme konnte die Assoziation von CDC7 und DBF4 mit Chromatin nachgewiesen werden
(Pasero et al., 1999; Weinreich und Stillman, 1999; Jares und Blow, 2000).

In S. cerevisiae bindet DBF4 am G;/S-Ubergang an Chromatin und verbleibt dort wahrend
der S-Phase, CDC7 dagegen bleibt offenbar Uber den ganzen Zellzyklus mit dem Chromatin
assoziiert (Weinreich und Stillman, 1999). Die Assoziation von DBF4 mit Chromatin ist von
der Gegenwart des ORC abhangig, bendétigt jedoch nicht die Proteine CDC6 oder MCM(2-7)
(Pasero et al., 1999). Im zellfreien Xenopus System bindet CDC7 auch wahrend der G;- und
S-Phase an das Chromatin, aber seine Assoziation mit dem Chromatin unterscheidet sich
von der in Hefe. Die Bindung von Xenopus-CDC7 an das Chromatin hangt von der Anwe-

senheit des MCM(2-7)-Komplexes ab, bedarf aber nicht der kontinuierlichen Gegenwart von
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XIORC oder XICDC6 (Jares und Blow, 2000). Diese Resultate implizieren, dass Hefe- und
Xenopus-CDC7/DBF4 auf unterschiedliche Weise an die Replikationsorigins binden.

Die Assoziation von CDC7/DBF4 mit den Replikationsorigins deutet an, dass ihre Substrate
ebenso Origin-gebunden sind. Es liegen viele Untersuchungen tber MCM(2-7) als wichtige
Targets von CDC7/DBF4 vor. Die humane Kinase CDC7 kann beispielsweise MCM-Kompo-
nente in vitro phosphorylieren (Sato et al., 1997). Genetische Interaktionen in Hefe zwischen
CDC7 und MCM2 und der Nachweis, dass MCM2 in CDC7-abhangiger Weise in vivo
phosphoryliert wird (Lei et al.,, 1997; Snaith et al., 2000; Takeda et al., 2001), weisen auf
MCMZ2 als Target der CDC7-Kinase hin.

MCM2 wird effizient durch die CDC7-Kinase in S. cerevisiae, S. pombe, Xenopus-Eiextrak-
ten und Saugerzellen in vitro phosphoryliert (Lei et al., 1997; Sato et al., 1997; Brown und
Kelly, 1998; Jiang et al., 1999; Kumagai et al., 1999; Takeda et al., 1999; Kihara et al., 2000;
Masai et al., 2000; Takeda et al., 2001; Jares und Blow, 2000). Beim Menschen wird sowohl
die freie Form von MCM2 als auch der MCM2-4-6-7-Komplex effizient durch HsCDC7
phosphoryliert. Ebenso werden MCM4 und MCM6 dieses Komplexes in vitro durch
HsCDC7/ASK phosphoryliert. Die Wirksamkeit der MCM2-Phosphorylierung durch CDC7
steigt signifikant an, wenn das Substrat durch CDK2 vorphosphoryliert ist. Diese Stimulation
erfahrt MCM2 im MCM2-4-6-7-Komplex, aber nicht als freies Protein.

Obwohl MCM(2-7) die wahrscheinlichsten physiologischen Substrate fir CDC7/DBF4 zu sein
scheinen, werden auch andere Proteine, wie DNA-Polymerase a, CDC45, ORC4, Geminin
und SV40 T-Antigen, durch diese Kinase phosphoryliert (Weinreich und Stillman, 1999; Ma-
sai et al., 2000; Nougarede et al., 2000). Die Funktion von CDC7/DBF4 in Kombination mit
den CDKs wird fuir das Binden von CDC45 an den Origin sowohl in Hefe als auch in Xeno-
pus benotigt (Jares und Blow, 2000; Zou und Stillman, 2000).

1.2.1.11 Die KINASE CDC5

Das CDC5-Gen codiert fur eine Proteinkinase der Polo-Familie (Kitada et al., 1993), die eine
Kontrollfunktion am Spindelapparat, der Chromosomen-Trennung und der Cytokinese in ver-
schiedenen 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 Zell-
teilung und -proliferation. Ein Kennzeichen der Mitglieder der Polo-Subfamilie ist die Gegen-
wart einer distinkten homologen Region an der C-teminalen nichtkatalytischen Domane,
auch ,polo-box“ genannt (Clay et al., 1993). Mitglieder dieser Subfamilie schlieRen die Sau-
ger-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 (Dono-
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hue et al., 1995; Li et al., 1996), X. laevis PLX1 (Kumagai und Dunphy et al., 1996), D. mela-
nogaster polo (Llamazares et al., 1991), S. pombe PLO1 (Ohkura et al., 1995) und S. cerevi-
siae 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). Darlber hinaus ist die Kinaseaktivitéat
von CDCS5 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 Regula-
tion der DNA-Replikation spielt. Eine CDC5-1-Mutation bringt einen Plasmidverlust-Defekt,
der durch Insertion von zuséatzlichen Replikationsorigins in eine Plasmid-DNA wiederaufge-
hoben 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). AulRerdem ist die Mutation CDC5-1 synthetisch letal bei zusatzlichen Mutationen in
ORC2. CDCS5 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
Kinaseaktivitat 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), konnte eine der Funktionen von CDC5 die Regulation der DNA-Replikation durch De-
gradierung des DBF4 Proteins in der spaten Mitose vor der Bildung eines Initiationskomple-
xes sein (Cheng et al., 1998).

1.3 RNA-INTERFERENZ

In den letzten Jahren hat die RNA-Interferenz-Technik, neben den klassischen Techniken,
wie z.B. der Gendisruption durch homologe Rekombination, zur gezielten Inaktivierung von
Genen, immer mehr an Bedeutung gewonnen. Diese Technik basiert auf einen nattrlichen
Prozess, der zuerst im Fadenwurm C. elegans (Fire et al, 1998), spater auch in weiteren

Eukaryonten entdeckt wurde.

1.3.1 DIE NATURLICHE FUNKTION DER RNA-INTERFERENZ

Die RNA-Interferenz ist ein natlrlicher Abwehrmechanismus vieler Organismen. Wahrend
des Vermehrungszyklus von RNA-Viren treten doppelstrdngige RNAs (dsRNA) als Interme-
diate auf. Hohere Eukaryonten haben bestimmte Abwehrmechanismen gegen Pathogene
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entwickelt, die auf der Erkennung dieser dsRNA beruhen. Einige Eukaryonten reagieren auf
diese dsRNAs mit der Produktion des Zytokins Interferon, das die Expression viraler Gene
inhibiert und die infizierte Zelle in die Apoptose lenken kann. Da jedoch viele Organismen
keine Interferonantwort auslésen kénnen, wird stattdessen die dsRNA des Erregers durch
das Enzym Dicer (ein Homolog der dsRNA-spezifischen RNase III) in einer ATP-abhangigen
Reaktion in 21-23 nt lange RNA-Fragmente gespalten. Diese kurzen RNA-Stlicke werden als
“small interfering RNAs" (siRNAs) bezeichnet. Sie werden anschlielend in den sogenannten
»,RNA-induced silencing complex” (RISC) inkorporiert. Nach Entwindung der siRNA wird die
Bindung der nun einzelstrangigen siRNA an komplementéare Bereiche der target-mRNA er-
moglicht. Dies fluhrt schliel3lich zur Degradation der mRNA, so dass diese nicht mehr als
wirksame Matrize bei der Proteinbiosynthese dienen kann und es zu einem Protein knock-
down kommt (Hannon, 2002; Plasterk, 2002).

1.3.2 , KNOCK-DOWN" DURCH SYNTHETISCHE SIRNAS

Aus Versuchen mit C. elegans konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von dsRNA
zur sequenzspezifischen Degradation der komplementéren zellularen mRNA fuhrt (Fire et
al., 1998). Die Entdeckung, dass dieser Prozess der RNA-Interferenz auch in héheren Orga-
nismen konserviert ist und angewandt werden kann, ermdglicht eine breite Anwendung in
der Molekular- und Zellbiologie zur sequenzspezifischen Inaktivierung bestimmter Gene. So
fuhrt die Transfektion von synthetischen siRNA-Duplizes von 21-23 Nucleotiden Léange und
auch von einzelstrdngigen RNAs dieser Lange zur RNA-Interferenz (Elbashir et al., 2001).
Da kurze RNAs keine Interferon-Antwort auslésen und auf3erst sequenzspezifisch wirken,
lasst sich in der Theorie die Produktion jedes beliebigen Proteins Uber siRNA ausschalten. In
der Tat wird die RNAi-Technik schon fiur viele biologische Fragestellungen eingesetzt und
eine Fille von Einsatzbeispielen fiur die Funktionsanalyse ist bereits veréffentlicht (Bushman,
2003).

1.4. DAS GREEN FLUORESCENT PROTEIN GFP

In den letzten Jahren hat das griun fluoreszierende Protein GFP immer mehr an Bedeutung
gewonnen. Erst vor sieben Jahren wurde gezeigt, dass dieses Protein bei der rekombinanten
Expression sowohl eukaryontischen als auch in bakteriellen Zellen intensive, direkt sichtbare
Fluoreszenz zeigt und dazu keine exogenen Substrate oder Kofaktoren benétigt (Chalfie et
al., 1994). Damit war demonstriert, dass sich GFP als biologische Sonde zum Studium der

Genexpression sowie der Proteinlokalisation in lebenden Zellen verwenden l&sst. Ein Fu-
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sionsprotein mit GFP konnte erfolgreich zum Studium der Oogenese von Drosophila einge-
setzt werden (Wang und Hazelrigg, 1994). Das Protein wurde urspriinglich aus der pazifi-
schen Qualle Aequora victoria isoliert. Mogliche biologische Funktionen kénnten in einer
Hilfe beim gegenseitigen Erkennen, einem Warnsignal fur Angreifen, oder schlichtweg einem

Evolutionsrelikt des Antioxidationsschutzes liegen (Mannig, 1997).

1.4.1 EIGENSCHAFTEN VON GFP

Die griine Fluoreszenz entsteht bei Aequora victoria durch das Zusammenspiel zweier Pro-
teine, Aequorin und GFP. Die biolumineszente Qualle produziert blaues Licht, wenn Calcium
an das Photoprotein Aequorin bindet (Shimomura et al., 1962). GFP erhélt seine Energie von
aktiviertem Aequorin, so dass grines Licht emittiert wird (Morin und Hastings, 1971; Morise
et al., 1974). Aequorin wird auch als Sensor fur intrazellulares Calcium benutzt. Zur
Aktivierung der Fluoreszenz ist Aequorin nicht essentiell, denn gereinigtes GFP kann auch
durch Anregung mit UV-Licht griin fluoreszieren. Ein wichtiger Vorteil von GFP ist seine
Visualisierbarkeit in artfremden Zellen, da es ganz ohne Zusatz von Substraten oder
Kofaktoren fluoresziert (Chalfie et al., 1994).

Bereits 1960 haben Forscher damit begonnen, die chemischen Eigenschaften von GFP zu
untersuchen. Das 27 kDa Protein (Shimomura, 1979) besteht aus 238 Aminosauren
(Prasher et al., 1992) und liegt in Losung als Monomer vor. Gereinigtes GFP ist stabil bei
65 °C, einem pH-Wert zwischen 4 und 12, in 1 % Natriumdodecylsulfatlésung oder bei
Zusatz von Proteasen flr die Dauer einiger Stunden (Ward und Bokman, 1982; Bokman et
al., 1981). Die Forschungsarbeiten gipfelten in Prashers Erfolg, die cDNA des Aequora-
GFPs zu klonieren (Prasher et al., 1992). Chalfie gelang es, die Expression des klonierten

Gens in einer Reihe von Zelltypen zu etablieren (Chalfie et al., 1994).

1.4.2 STRUKTUR VON GFP

1996 wurde die kristalline Struktur des rekombinanten wtGFP bestimmt (Yang et al., 1996).
Das Protein hat die Form eines Zylinders, bestehend aus 11 R-Bdgen (3-sheets), die eine a-
Helix umgeben und kurzen helikalen Segmenten an den Enden des Zylinders. Diese Anord-
nung mit &ulBerer R-Struktur und innerer a-Helix reprasentiert eine neue Art der Proteinfal-

tung, sie wurde die R-can Faltblattstruktur genannt (Abb. 3).
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Das funktionelle GFP setzt sich aus Dimeren, bestehend aus jeweils zwei Monomeren, zu-
sammen. Die fluorophoren Anteile des Proteins liegen geschitzt im Inneren des Zylinders.
Die Struktur von GFP erklart die ungewohnliche Stabilitat und andere Eigenschaften des
Proteins. Durch die Einbettung des chromophoren Elementes im Inneren, ist es geschutzt
gegenuber Enzymen und dem Angriff freier Radikale in der Zelle. Auch pH-Schwankungen,
elektrische oder biochemische Verdnderungen kénnen so in ihrer Wirkung abgeschwéacht
werden. Anderseits schitzt die Struktur auch die Zelle vor schadigenden Interaktionen, die
vom Chromophor ausgehen kdnnten, so dass der Marker seine Wirtszelle nicht schadigt.
GFP bendétigt Sauerstoff um seine Fluoreszenz zu entfalten. Dies ist unter den relevanten
Laborbedingungen unproblematisch, da Saugerzellen unter definierten aeroben Bedingun-
gen (95 % Luft, 5 % CO,) kultiviert werden. Die Zeit von der Transkription des GFP-Gens bis
zur Ausreifung des GFP selbst dauert ungefahr zwei Stunden, so dass schnelle Veranderun-
gen der Gen-Expression nicht beobachtet werden konnen. WtGFP hat eine schwache Fluo-
reszenz und st fir einige Zelltypen ungeeignet. Jedes GFP-Molekll enthalt nur ein chro-
mophores Element.

Zur Sichtbarmachung des Signals sind ca. 1x10° Molekiile pro Zelle nétig. Das setzt eine
hohe GFP-Expression voraus (Rizzutor et al.,, 1995). Um diese Nachteile auszugleichen,
wurden in vielen Laboratorien geeignetere Mutanten des GFP entwickelt. Das Anregungs-
spektrum von wtGFP weist zwei Maxima bei Wellenlangen von 595 nm und 470 nm auf. Die
héchste Emission wird bei 509 nm Wellenlange gemessen. Anregung mit 395 nm Wellen-
lange hat ein schnelles Photobleaching zur Folge, bei Anregung mit 470 nm ist die Fluores-

zenz dagegen stabil (Chalfie et al., 1994).
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Durch Veranderung der Chromophorstruktur ist es moglich, dieses Spektrum zu verschieben
und damit GFP in seinen Eigenschaften flr bestimmte Experimente zu verbessern. Der
Austausch von Ser65 gegen Tyr, Cys, Leu, Val oder Ala hat den Wegfall des 395 nm-Anre-
gungspeak zur Folge und der verbleibende Peak bei 475 nm wird zum langwelligen Spekt-
rum bei 488 nm Wellenlange verschoben (Heim et al., 1995; Delagrave et al., 1995). Diese
Wellenlange entspricht der eines Argonlasers, wie er in Flow-Zytometern vorkommt, und
somit kann GFP in der zytometrischen Analyse angewendet werden.

Die aufgrund ihrer hervorragenden Eigenschaften am haufigsten verwendete Mutante ist
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) S65T (Heim et al., 1995), dessen Spektrum
ebenfalls zum langwelligen Bereich verschoben ist. Sie zeichnet sich durch eine im Vergleich
zum wWtGFP 30-fach gréRere Fluoreszenz eine viermal schnellere Oxidation, keine Photo-

isomerisation und nur noch geringes Photobleaching aus (Heim et al., 1995).

1.4.3 ANWENDUNGEN VON GFP

Durch Mutation des Chromophors ist es weiterhin gelungen, EGFP so zu veréndern, dass
anstelle des griinen Lichtes blaues emittiert wird, Blue Fluorescent Protein (EBFP). Inzwi-
schen gibt es daneben noch gelb (EYFP) und rot (ERFP) fluoreszierende Proteine. Auf diese
Weise konnen verschiedenfarbige Marker nebeneinander eingesetzt werden (Lewis und
Daunert, 1999).

Dadurch kénnen molekulare Funktionen wie z.B. Protein-Protein-Interaktionen unabhé&ngig
von Lokalisation und Transportmechanismen sichtbar gemacht werden. Allerdings gerat man
bei diesem Vorgehen schnell an die Grenze des optischen Auflésungsvermégens, so dass
Aussagen uber Kolokalisationen in sehr kleinen Kompartimenten oder gar tber molekulare
Interaktion sehr unsicher sind.

Aus diesem Grund haben sich in den letzten Jahren elegantere Methoden verbreitet, deren
gegenwartig wohl bekannteste der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ist.
Hierbei wird das spektroskopische Phanomen ausgenutzt, dass bei geniigend raumlicher
Nahe zweier fluoreszenzmarkierter Molekile (im Bereich mehrerer nm) eine strahlungslose
Energietibertragung von einem blau auf einen rotverschobenen Farbstoff erfolgt. Wird zu-
nachst nur der blauverschobene Farbstoff angeregt deutet blaue bzw. griine Emission auf
grofRe molekulare Distanz, rotverschobene Emission auf raumliche N&he bzw. spezifische
Interaktion der beiden Molekile hin.

Ein Verfahren fur Messungen von Diffusions- und Bindungseigenschaften fluoreszierender
Molekile in der Zelle ist Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP). Bei allen
FRAP-Varianten wird die Eigenschaft ausgenutzt, dass die Fluoreszenz von GFP bei Uber-

mafiger Bestrahlung mit UV-Licht, irreversibel ausbleicht. Dieses Verfahren wird Photoblea-
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ching genannt. Es wurde 1976 von Axelrod entwickelt, um Membranen lebender Zellen zu
untersuchen (Edidin, 1993). Durch die Entwicklung der konfokalen Mikroskopie konnte es
auch dazu verwendet werden, die Dynamik und Bindungseigenschaften von GFP-gekoppel-
ten Proteinen zu bestimmen (White und Stelzer, 1999).

Wird eine kleine Region innerhalb eines gréReren Volumens, das fluoreszierende Molekule
enthdlt mit einem fokussierten Laser ausgebleicht, so gibt die Wiederverteilung der
gebleichten und der fluoreszierenden Molekiile Aufschluss lber die Geschwindigkeit dieser
Proteine. Durch Bestimmung der Fluoreszenz-Intensitdt der gebleichten Region vor und
nach dem Laser-Puls mit einem Photomultiplier, oder auch der Intensitatsbestimmung des
gesamten Zellvolumens mittels digitaler Bildanalyse, kann man Parameter wie Diffusionsrate
und immobile Fraktion bestimmen (Houtsmuller, 1999).

Wenn alle Molekiile frei beweglich sind, wie z.B. freies GFP im Zellkern (Phair und Misteli,
2000), werden die fluoreszierenden Molekiile die gebleichte Region wieder vollstandig aus-
fullen, vorausgesetzt die Anzahl der gebleichten Molekile ist klein, verglichen mit dem gan-
zen Volumen. Die Geschwindigkeit der Wiedererlangung der Fluoreszenz ist ein Mal} fur die
Diffusionsrate der Molekile.

Falls alle Molekule immobil sind, kann man keine Wiedererlangung der Fluoreszenz beo-
bachten, und die gebleichte Stelle bleibt dunkel. Der Prozentsatz der Wiedererlangung ist ein
Mal fur die immobile Fraktion der Molekule (Houtsmuller und Vermeulen, 2000).

FLIP (Fluorescence loss in Photobleaching) ist eine Variation von FRAP, die fir die Bestim-
mung einiger anderer Parameter benutzt werden kann. Anfanglich wurde FLIP benutzt, um
Zu bestimmen, ob subzelluldre Strukturen miteinander in Kontakt stehen (Lippincott-Schwarz
und Zaal, 2000). Dabei werden die Molekiile einer Substruktur gebleicht und die Fluoreszenz
in der vermeintlich verbundenen Struktur untersucht. Der Verlust oder die Reduktion an Fluo-
reszenz ist ein Hinweis auf einen Proteinaustausch zwischen den subzellularen Akkumulati-
onen. Auch die Geschwindigkeit der Wiedererlangung der Fluoreszenz der gebleichten
Struktur gibt Aufschluss lUber den Austausch der Molekiile untereinander. Zusatzlich kann
man mit FLIP-Messungen die Aufenthaltszeit der Molekile in speziellen Akkumulationen wie
z.B. nuclear bodies bestimmen (Kruhlak, 2000; McNally, 2000; Phair und Misteli, 2000).
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2. MATERIALIEN

2.1 CHEMIKALIEN UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Acrylamid

Agarose

Alkalische Phosphatase
Antipain
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Aprotinin

Bacto Agar
Bacto Trypton
Bromphenolblau
BSA

Casein-Hydrolysat

Coomassie Brilliant Blue G-250

Chloroform

Cumarséaure

DAPI

D(+)-Glucose

DE81-Papier

Desoxy- und Ribonukleotide
D-MEM (1x) High Glucose
DMSO

Doxycyclin

DTT

EDTA
Ethidiumbromid

fotales Kéalberserum (FKS)
fotales Kéalberserum (FKS)
Tet-System approved

Fixogumm

G418

Serva, Heidelberg
Peglab, Erlangen
Roche, Mannheim
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Invitrogen™, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit (USA)
Serva, Heidelberg

PAA, Linz (Osterreich)

Invitrogen™, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Whatman, Maidstone (USA)
Roche, Mannheim

PAA, Linz (Osterreich)
Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Ade Laborbedarf, Miinchen
Clontech, Heidelberg

Marabuwerke GmbH & Co. KG, Tamm

PAA, Linz (Osterreich)
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Glycerin
GFXa PCR DNA and Gel
Band Purification®-Kit

HEPES

Isoamylalkohol

Kanamycin

Typ-I-Kollagen

Lipofectamine-Reagenz
Lipofectine-Reagenz

Luminol

Magnetbeads
b-Mercaptoethanol
Mevastatin
Mimosin
3MM-Papier

N, N'-Bisacrylamid
Nitrozellulosefilter
NP-40
Nucleobond®-AX-Kit

Passive-Lysis-Buffer
Paraformaldehyd
PCR-Purification Kit
Penicillin

Phenol
Propidiumiodid
PMSF
Plus-Reagenz
Polyethylenglycol

Puromycin

Rontgenfilme Fuji Typ RX

SDS
Sterilfilter

Carl Roth KG, Karlsruhe
Amersham, Piscataway

Carl Roth KG, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Invitrogen™, Karlsruhe
Invitrogen™, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Dynal, Hamburg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Whatman, Maidstone (USA)

Serva, Heidelberg
Schleicher & Schuell, Dassel
Serva, Heidelberg

Macherey-Nagel, Diren

Promega, USA

Carl Roth KG, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Freiburg
Serva, Heidelberg

Carl Roth KG, Karlsruhe

Molecular Probes, Leiden (Niederlande)
Serva, Heidelberg

Invitrogen™, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Fuji, Tokio

Serva, Heidelberg

Schleicher & Schuell, Dassel
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Streptomycin Serva, Heidelberg
T TEMED Sigma, Minchen
Tris Carl Roth KG, Karlsruhe
Triton-X-100 Serva, Heidelberg
Trypsin-EDTA PAA, Linz (Osterreich)
Y  Yeast Extrakt Invitrogen™, Karlsruhe
Z  Zellkulturflaschen BD Falcon, Heidelberg

Weitere verwendete Chemikalien wurden aus der Chemikalienausgabe des Instituts flr
Chemie und Pharmazie bezogen und hatten, falls nicht anders vermerkt, den Reinheitgrad
pA.

2.2 ENzZYME, PROTEINE UND ANTIKORPER

Enzyme, Proteine, Antikdrper
AkkuTherm DNA-Polymerase
Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper
Anti-Maus-IgG-Antikorper
Anti-Ki67-Antikorper
Anti-Pericentrin-Antikorper
Anti-PML-N-Antikorper
Anti-Schaf-IgG-Antikorper
Anti-b-Tubulin-Antikérper
Anti-g-Tubulin-Antikdrper

BenchMark Protein Marker

Calf Intestine Phosphatase

FITC Anti-Kanninchen-IgG-Antikorper
FITC Anti-Maus-1gG-Antikorper
KlenowEnzyme

pfu Turbo DNA-Polymerase

pfu Ultra DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

Rinderserumalbumin (BSA)

Hersteller

GeneCraft, Minster
Dianova, Hamburg
Sigma, Miinchen
Dianova, Hamburg
Covance, USA

Dianova, Hamburg
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Life Technologies, Belgien
Roche, Mannheim
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Roche, Mannheim
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Life Technologies, Belgien
Roche, Mannheim

New England Biolabs, UK
PAA, Osterreich

28



Materialien

RNAse A

RNAse |

Sequenzierungskit Abi Prism BigDye v1.1
T4-DNA-Ligase

TexasRed Anti-Human-1gG-Antikdrper
TexasRed Anti-Kaninichen-lgG-Antikorper
TexasRed Anti-Kaninichen-1gG-Antikorper
TexasRed Anti-Maus-1gG-Antikdrper
TexasRed Anti-Schaf-1gG-Antikorper
TexasRed Anti-Ratte-1lgG-Antikorper

Roche, Mannheim
Machery & Nagel, Diren
Applied Biosciences, USA
Roche, Mannheim
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Alle Enzyme und Antikérper wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffern

sowie bei den empfohlenen Reaktionsbedingungen eingesetzt.

2.3 PLASMIDE UND OLIGONUKLEOTIDE

2.3.1 PLASMIDE

Bezeichnung Beschreibung

pBI-L Clonetech, Heidelberg

pPEGFP (N1, N2, N3, C2) Clonetech, Heidelberg

pDsRed2-N1 Clonetech, Heidelberg

pJG4-5 TRP, Gall Promotor exprimiert Kernlokalisationssignal, B42-
Doméne, HA-Epitop, Polylinker

pEG202 His3, Ap', ADH Promotor exprimiert LexA, Polylinker

pMSCVpuro Clonetech, Heidelberg

pBS/tetU6/puro/Orc2siRNA

2.3.2 OLIGONUKLEOTIDE

Angelika Kuhl, 2002

Oligomer Sequenz Restriktions-  Vektor
site
VCdtl-forw 5-ATA TAT GTT AAC ATG GCG CAA AGT  Hpal pMSCVpuro
CGT GTT ACC GA-3
VCdtl-GFP-rev 5-TAT CTG TTA ACT TAT TTG TAT AGT Hpal pMSCVpuro
TCA TCC ATG C-3
Cdtl-forw 5-AGC TCG AAT TCC CAG CCC CTC GGC EcoRl PEGFP (N1)

GTG GAC GTG3
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Cdtl-rev

Mcm3-forw

Mcm3-rev

Mcm3-rev

Mcm4-forw

Mcmd4-rev (stop)

Mcm5-forw

Mcm5-rev (stop)

Pes-forw

Pes-forw

Pes-rev

Pes-forw

Pes-rev

Poll-forw

Poll-rev

Prim1-forw

Prim1-rev

Pol2-forw

Pol2-rev

5°-ATA TAT GAATTC ATG GCG CAA AGT
CGT GTT ACC GA-3
5°-TAT TGA ATT CGT TGT CAT GGC GGG
CAC AGT AGT GC-3

5°-TAT TGA ATT CGT CTG ATA AGG AAG
ACG ATG CCC TC-3

5°-TAT TGA ATT CAA TTA CTG GAG GAT
GGG AGA CAA AG-3

5°-TAT TGA ATT CTG TGT CAT GTC GTC
CCC GGC ATC C-3

5°-TAT TGA ATT CAA TCA GAG CAG GCG
GAC AGT CTT CC-3

5°-TAT TGA ATT CGT TGT CAT GTC GGG
CTT CGACGAC-¥

5°-TAT TGA ATT CAA TCA CTT GAG GCG
ATA GAG CAC CT-3

5°-TAT TCC ATG GAT GGG AGG TCT GGA
GAA GAA GAA-3

5°-TAT TCC ATG GAA ATG GGA GGT CTG
GAG AAG AAG AAZ

5°-TAT TCT CGA GTC ACA CGG GCC TTG
TCC TCT TGG C-3

5°-TAT TGG ATC CGT TGT CAT GGG AGG
TCT GGA GGA G-3

5°-TAT TGG ATC CGG TCT CAC GGG CCT
TGT CCT CTT GG-3°

5°-TAT TGA ATT CGT TGT CAT GGC GCC
CAT GCA CGA AG-3

5°-TAT TGA ATT CGT CTG GAC TTC CCA
GCG TAATTG GC-3

5°-TAT TGA ATT CGT TGT CAT GGA GCC
ATT TGATCC T-3

5-TAT TGA ATT CGT CTG AAATCT TTT
TGT AAATCG CT-3

5°-TAT TGA ATT CGT TGT CAT GGC CGT
GTC CAC CCA GC-3

5°-TAT TGA ATT CGT CTG ATT CTG ACC
ACC TGC GCT GC-3

EcoRl

EcoRl

EcoRI

EcoRI

EcoRI

EcoRI

EcoRl

EcoRl

Ncol

Ncol

Xhol

BamHI

BamHI

EcoRl

EcoRl

EcoRl

EcoRl

EcoRI

EcoRI

PEGFP (N1)

PEGFP (N3)
und (C2)
PEGFP (N3)

PEGFP (C2)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEG202

pJG4-5

pEG202
pJG4-5
PEGFP (N1)

PEGFP (N1)

PEGFP (N1)

pPEGFP (N1)

PEGFP (N1)

PEGFP (N1)

PEGFP (N1)

PEGFP (N1)
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Mutationsprimer

Mcm5-forw

Mcm5-rev

Mcm5-S133A-forw

Mcm5-S133A-rev

Mcm5-S314A-forw

Mcm5-S314A-rev

Mcm5-S339A-forw

Mcm5-S339A-rev

Mcm5-S397A-forw

Mcm5-S397A-rev

Sequenzierprimer
B42-Seq
EGFP(N)-Seq

LexA-Seq
Mcm5-301-Seq

Mcm5-865-Seq

TetU6-forw-Seq

siRNA-Oligos
Mcm3siRNA-sense

Mcm3siRNA-

antisense

5°-TAT TGA ATT CGT TGT CAT GTC GGG

CTT CGACGAC-¥

5°-TAT TGA ATT CAATCC CTT GAG GCG

ATA GAG CAC CT-3

5°-ATG CTC AAG TCA GAT GCC GCC CCG

TCG AGC ATT C-3

5-GAA TGC TCG ACG GGG CGG CAT CTG

ACT TGA GCAT-3

5-TTT GCT GGG TCT GTC GCC CCA CAG

GAA GAG GAG G-3

5°-CCT CCT CTT CCT GTG GGG CGA CAG

ACC CAG CAA AT

5°-ATC TCC AAG AGC ATT GCC CCC TCC

ATC TTT GGG G3

5°-CCC CAA AGA TGG AGG GGG CAATGC

TCT TGG AGA T-3

5-TTT GTG GAG AAG TGC GCT CCC ATT

GGG GTG TAC A3

5°-TGT ACA CCC CAA TGG GAG CGC ACT

TCT CCA CAA A3

5°-TGC CAG ATT ATG CCT CTC CC-3
5-GAG CTG GTT TAG TGA ACC GTC-3

5-TGA AGG GCT GGC GGT TGG GG-3’
5"-GAA CCT GCC AAG GAG GTG GCA GAT

GAG GTG ACC-3

5-CGG AGC TCG TAC ATC CGA GTG CTG

GGC ATC CAG-3

5°-TAT TGG GCC CCC AAG GTC GGG CAG

GAA GAG GGC CT-3

5’-GAC CAA GGC ATT TAC CAG AAC AAG
CGT TCT GGT AAATGC CTT GGT CTT TTT

GGT AC-¥

5°-CAA AAA GAC CAA GGC ATT TAC CAG
AAC GCT TGT TCT GGT AAATGC CTT

GGT C-3

EcoRl

EcoRl

Kpnl

Kpnl

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEGFP (N3)

PEG202
PEGFP
(NL/N2/N3)
pJG4-5

pBS/tetU6/puro
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2.4 STANDARDS
2.4.1 DNA-STANDARDS
Name

pKN/Pvull/EcoRIl DNA-Marker
pBr/Alul

2.4.2 PROTEIN-STANDARDS

Name

BenchMark Protein Marker
Prestained Protein Marker

BandengrdfRen in bp
15500, 6000, 2900, 2090, 1650, 1370, 750, 520, 250
908, 659, 656, 521, 403, 281, 257, 226, 100

BandengrofRen in kD
172, 111, 80, 61, 49, 36, 25
175, 83, 62, 47,7, 32,5, 25, 16,5, 6,5

2.5 ORGANISMEN

2.5.1 BAKTERIEN

Name
E. coli HB 101

E. coli DH5aF

2.5.2 ZELLLINIEN

Bezeichnung
L-M (TK")

NIH/3T3

NIH/3T3-TetOn

Beschreibung

Dgpt-proA/62, leuB6, thi-1, lacY1, hsdSg20, recA, rpsl20(Str"), ara-14, galk2,

xyl-5, mtl-1, supE44mcrBg

F’/endAl, hsdR17(r, my"), sSupE44, thi-1, recAl, gyrA, (Nal), relAl, D(lacZYA-

argF)U169(m80lacZDM15)

Beschreibung

ATCC CCL-1.3

murine Fibroblasten- Zelllinie,
Thymidinkinase-defizient,
Bromdesoxyuridin-resistent
ATCC CRL-1658

murine Fibroblasten-Zelllinie,
kontaktinhibiert

Angelika Kuhl, 2002
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2.6 LOSUNGEN, PUFFER, MEDIEN

Bezeichnung
Bradford-Losung
DE81-Elutionspuffer
ECL-LGsung |
ECL-LOsung Il
LB-Medium

LB-Platten

Losung S1 fur AX500
Losung S2 fur AX500
Losung S3 fur AX500
Mowiol

PBS-Puffer pH X

PI-L6sung (1000 x)
Plasmidlosung 1
Plasmidlésung 2
Plasmidlésung 3
Probenpuffer (5x)
Puffer N2 fiir AX500
Puffer N3 fur AX500
Puffer N5 fur AX500
SDS-Laufpuffer (10x)
SDS-Probenpuffer (4x)

Stripping buffer
TAE-Puffer (10x)

To-EDTA

TE-Puffer (X/Y) pH Z
TFB1

TFB2

Trypsin-EDTA
Universalpuffer (5 x)

Zusammensetzung

0,008 % Coomassie G250, 5 % Ethanol, 8,5 % Phosphorsaure

10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0, 1 M LIiCl, 20 % Ethanoal
44,80 mg/ml Luminol in DMSO

14,84 mg/ml p-Cumarséure in DMSO

1 % Caseinhydrolysat/Peptone 140, 0,5 % Yeast Extrakt, 0,5 % NaCl,
0,1 % Glucose, ggf. 50 ng/ml Ampicillin oder 30 mg/ml Kanamycin

1 % Caseinhydrolysat/Peptone 140, 0,5 % Yeast Extrakt, 0,5 % NaCl,
0,1 % Glucose, 1 % Agar

50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 ng/ml RNAse A

0,2 N NaOH, 1 % SDS

3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsaure pH 5,1

20 ml Glykol, 15 g Mowiol, 100 ml 0,2 M Tris-HCI, pH 8,5, 3,5 g DABCO
0,14 M NaCl, 2,7 mM KCl, 3,2 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO, mit HCI
bzw. NaOH auf pH X

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

50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM Glucose, 10 mM EDTA pH 8,0

0,2 N NaOH, 1 % SDS

3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsaure

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

100 mM Tris-H;PO, pH 6,3, 15 % Ethanol, 900 mM KClI

100 mM Tris-H;PO, pH 6,3, 15 % Ethanol, 15 mM KCI

100 mM Tris-H;PO, pH 8,5, 15 % Ethanol, 1M KCI

15 % Glycerin, 1,5 % SDS, 6 % Tris

50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2 % SDS, 0,04 % Bromphenolblau, 84 mM
b-Mercaptoethanol, 20 % Glycerin

100 mM b-Mercaptoethanol, 2 % SDS, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8

0,4 M Tris, 0,2 mM Essigsaure, 10 mM EDTA, pH 8,3

5 M NacCl, 2 M KCl, 250 mM Na,HPQ,, 0,3 g Tris, 200 mM EDTA pH 8,0,
pH 7,0, ad 100 ml ddH,O

X mM Tris-HCI, pH Z, YmM EDTA pH Z

100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM KOAc, 10 mM CacCl,, 15 % Glycerin
mit verd. HCI auf pH 5,8 eingestellt

10 mM MOBS, 10 mM RbCI, 75 mM CaCl,, 15 % Glycerin mit verd. KOH
auf pH 8,0 eingestellt

0,25 % Trypsin, 0,03 % EDTA

50 % Glycerin, 50 % TE pH 8,0 (10/0,1), 0,04 % Bromphenolblau, 0,04 %
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Xylencyanol
Western Transfer Puffer 1 25 mM Tris-HCI, pH 10,4, 20 % Methanol
Western Transfer Puffer 2 300 mM Tris-HCI, pH 10,4, 20 % Methanol
Western Transfer Puffer 3 25 mM Tris-HCI, pH 8,4, 40 mM Norleucin, 20 % Methanol
Zellkulturmedium 1 Vol 1x D-MEM (mit L-Glutamin), 10 % FKS 100 U/ml Penicillin,
100 U/ml Streptomycin

2.7 GERATE

2.7.1 ZENTRIFUGEN

Biofuge Heraeus
Kuhlzentrifuge RC-5B Sorvall
Kihlzentrifuge J-6B Beckmann
Kuhlzentrifuge CR3i Jouan
Kuhlzentrifuge ZK 400 Kontron
Kihlzentrifuge 17RS Hereaus
2.7.2 SONSTIGE GERATE

ABI Prism Sequencer 310 ABI Prism
Brutschrank 5060 EK / CO, Heraeus
Brutschrank BK-600 Hereaus
Blot-Apparatur Biorad
Durchflusscytometer Beckman Coulter
Feinwaage 870 Kern
Flow-Hood Lain Air HB 2448 K Heraeus
Konfokales Laserscanning Mikroskop Leica
Mikroskop Fluovert FS Leitz
PCR-Geréat Eppendorf
PCR-Gerat Hybaid
Rontgenfilmentwickler 35compact Protec
Spectrophotometer LKR Ultrospec Plus Pharmacia
Thermomixer 5436 Eppendorf
Video Copy Processor P68E Mitsubishi
Waage K800 Sauter
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2.8 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

Abklrzung
A

Amp

Abb.

APS

ATP

b/bp
BSA
bzw.
C

°C
ca.
cm
CTP
DAPI

dATP
dCTP
DE-81
ddNTP
DMEM

DMSO

dNTP

kDa
DTE
E. coli
EDTA

EtBr
EtOH
FKS

Bedeutung

Adenin

Ampicillin

Abbildung
Ammoniumperoxidsulfat

Adenosintriphosphat

Base(n)/Basenpaar(e)
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Cytosin

Grad Celsius

circa

Zentimeter

Cytidintriphosphat

4’6" -diamidino-2-phenylindole
hydrochloride

2" -Desoxy-Adenosin-5"-triphosphat
2 -Desoxy -Cytidin-5"-triphosphat
Diethylaminoethyl-cellulosepapier 81
2,3 -Didesoxy-Nukleosid-5" -triphosphat
Dulbecco’s MEM

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleotid-triphosphat

Kilodalton
Dithioerythrit
Escherichia coli

Ethylendiamin-tetraacetat

Ethidiumbromid
Ethanol

Fotales Kéalberserum
Gramm

Guanin

Abklrzung
kg

I

M

mA

MEM

mg
Hg
min

ml

mM
uM
mmol

ng

nm
NLS
oD
PAA
PBS

PCR
RISC
RNA

RNase
RT

Sc/S. cerevisiae

SDS

sec

SiRNAs
Sp/S. pombe

Bedeutung
Kilogramm
Liter

molar
Milliampere
Minimal Essential
Medium
Milligramm
Mikrogramm
Minute
Milliliter
Mikroliter
millimolar
mikromolar
Millimol

Nanogramm

Nanometer
Kernlokalisationssignal
Optische Dichte
Polyacrylamid
Phosphat gepufferte
Saline

Polymerase-
Kettenreaktion
RNA-induced silencing
complex
Ribonukleinsaure
Ribonuklease
Raumtemperatur
Saccharomyces
cerevisiae
Sodiumdodecylsulfat
Sekunde

small interfering RNAs
Schizosaccharomyces
pombe

Thymin
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GTP

HEPES

Hs/H. sapiens

H;Ouqq
kb
DNA
pmol
PMSF

Guanosintriphosphat
Stunde

N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N"-2"-
ethansulfonsaure

Homo sapiens

bidestilliertes Wasser
Kilobasenpaare
Desoxyribonukleinséure
Picomol
Phenylmethylsulfonylfluorid

TE
TEMED

Upm

uv

Y

Vol.

XI/X. laevis
z.B.

Tris-EDTA-Puffer
N,N,N",N"-Tetramethyl-
ethylen-diamin

Unit

Umdrehungen pro
Minute
Ultraviolett

Volt

Volumen
Xenopus laevis
zum Beispiel
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3. Methoden

3.1 KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN

3.1.1 FLUSSIGKULTUREN

Fur analytische Plasmidisolierungen, Dauerkulturen und zur Animpfung groRerer Flussigkul-
turen wurden Bakterien in 5 ml LB-Flissigmedium angezogen. Ausgehend von einer Plat-
tenkultur wurden diese Vorkulturen mit einem sterilen Zahnstocher, der in der Kultur ver-
bleibt, mit einer Einzelkolonie angeimpft. Zur Selektion wurden dem Medium die benétigten
Antibiotika zugesetzt. Die Bakterienkulturen wurden bei 180 Upm 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

3.1.2 PLATTENKULTUREN

Um einen Vereinzelungsausstrich zu erhalten, wurden Bakterien auf festem LB-Agar-Nahr-
boden, der die erforderlichen Selektionsantibiotika enthielt, ausgestrichen. Die Platten wur-

den anschlielRend invertiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

3.1.3 GLYCERINKULTUREN

Zur Erstellung einer Bakterien-Dauerkultur wurde von einer 5 ml Ubernachtkultur eine
40 %ige Glycerin-Dauerkultur angelegt, die bei -20 °C in sterilen Dauerkulturréhrchen auf-

bewahrt wurde. Unter diesen Bedingungen sind die Bakterien mehrere Jahre haltbar.

3.2 PRAPARATION VON PLASMID-DNA

3.2.1 ANALYTISCHE PLASMID-DNA ISOLIERUNG

Die Isolierung von Plasmid-DNA fur analytische Untersuchungen erfolgte nach der Methode
von Birnboim und Doly (1979).

5 ml LB-Medium, das die eforderlichen Selektionsantibiotika enthielt, wurden mit Bakterien
einer Agarplatte oder einer Glycerinkultur angeimpft und tber Nacht bei 37 °C mit 180 Upm
geschittelt. 3 ml dieser Kultur wurden abzentrifugiert (Biofuge A, Heraeus), in 100 ul Plas-
midlésung | resuspendiert und 5min bei RT inkubiert. Zur Lyse der Bakterien wurde die
Suspension mit 200 ul Plasmidlésung Il versetzt. Nach 5 min auf Eis wurden durch Zugabe
von 150 pl eiskalter Plasmidlésung Il die chromosomale DNA und die bakteriellen Proteine

gefallt. Der Niederschlag wurde 10 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert. Aus dem Uberstand
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konnte die Plasmid-DNA durch Phenolextraktion von restlichen Proteinen gereinigt und
durch Zugabe von 2,5 Vol. Ethanol 20 min bei -20 °C gefallt werden. Die prazipitierte DNA
wurde 20 min mit 14.000 Upm abzentrifugiert und mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach
dem Trocknen wurde das DNA-Sediment in 18 pl H,O44 und 2 pl RNase-Lésung (10 mg/ml)
aufgenommen. Die so erhaltene Plasmid-DNA wurde direkt flr Restriktionsanalysen einge-

setzt.

3.2.2 ANALYTISCHE PLASMID-DNA ISOLIERUNG OHNE PHENOLEXTRAKTION

Im Verlauf der Arbeit wurde die Methode von Birnboim und Doly durch die folgende, zeitlich
weniger aufwendige und phenolfreie Methode ersetzt.

5 ml antibiotikahaltiges LB-Medium wurden mit Bakterien einer Agarplatte oder einer Glyce-
rinkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C mit 180 Upm geschittelt. 1,5 ml dieser Bakte-
rienkultur wurde dann mit 10.000 Upm 5 min lang abzentrifugiert (Biofuge A, Heraeus) und
der Uberstand bis auf 100 pl abdekantiert. Das Bakteriensediment wurde durch Vortexen
resuspendiert, mit 300 ul Lysispuffer versetzt und einmal vorsichtig invertiert. Ab diesem
Zeitpunkt war auf schonende Behandlung des Lysats zu achten, um zu verhindern, dass sich
genomische Zell-DNA von den Zellwandbestandteilen 16st. Nach 15- bis 30-mindtiger Inku-
bation bei RT wurden 150 ul 3M Natriumacetat, pH 4,8, zugegeben und vorsichtig durch-
mischt. Die Zellbestandteile wurden durch zweimalige Zentrifugation bei 14.000 Upm fur
6 min (Biofuge A, Heraeus) entfernt und die DNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol zum
klaren Uberstand gefallt. Nach sechsminiitiger Zentrifugation bei 14.000 Upm wurde der
Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach
dem Trocknen wurde die DNA in 30 ul H,Oq4q gel6st. Fir analytische Restriktionsanalysen

wurden jeweils 5 pl der erhaltenen DNA-L&sung eingesetzt.

Lysispuffer:

TE (10/1), pH 7,5
0,1 M NaOH

0.5 % SDS

150 pg/ml RNase

3.2.3 PRAPARATIVE PLASMID-DNA ISOLIERUNG UBER AX 500 SAULEN

Zur Herstellung einer Bakterien-Vorkultur wurden 5 ml antibiotikahaltiges LB-Medium mit
100 pl einer Glycerinkultur des jeweiligen Bakterienstammes oder einer Kolonie von einer

Agarplatte angeimpft und 812 h bei 37 °C mit 180 Upm geschittelt. FUr die Hauptkultur
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wurden 500 ml antibiotikahaltiges LB-Medium mit der Vorkultur versetzt und 16 h bei 37 °C
mit 120 Upm geschdttelt.

Die Bakterien wurden 20 min bei 4.000 Upm abzentrifugiert (Zentrifuge J6B, Rotor JS 4.2,
Beckman), und das Sediment in 12 ml Puffer S1 vollstandig resuspendiert. Nach Zugabe von
12 ml Puffer S2 wurde die Suspension vorsichtig geschuttelt und 5min bei RT lysiert. An-
schlieBend wurden 12 ml Puffer S3 dazugegeben, grindlich geschittelt und 5min auf Eis
inkubiert. Zelltrimmer und chromosomale DNA wurden durch Filtration entfernt. Die klare
Lésung, die die Plasmid-DNA enthalt, wurde auf eine mit 6 ml Puffer N2 voraquilibrierte
Séaule AX500 (Macherey & Nagel) gegeben. Nach der Passage der Lésung wurde die Saule
zweimal mit jeweils 16 ml Puffer N3 gewaschen. Die an das S&ulenmaterial gebundene
Plasmid-DNA wurde anschlieBend durch Zugabe von 15 ml Elutionspuffer N5 eluiert und mit
0,7 Vol. Isopropanol bei RT geféllt. Nach 30-mindtiger Zentrifugation bei 10.000 Upm und
4 °C wurde das Plasmid-DNA Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in

H,04q aufgenommen.

3.2.4 REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN DURCH PHENOLEXTRAKTION UND
ETHANOLFALLUNG

Zur Entfernung von Proteinen aus wassrigen DNA-L6sungen wurden diese mit 1 Vol. Phenol
und 1Vol. eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24/1) versetzt und gut gemischt.
Nach Zentrifugation (Biofuge A, Heraeus) wurde die obere wassrige Phase zur Entfernung
der restlichen Phenollésung noch zweimal mit 1 Vol. eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemi-
sches (24:1) ausgeschdttelt. Durch Zugabe von 0,1 Vol. 3M Natriumacetat-L6sung, pH 4,8,
und 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol wurde die DNA 15 min bei -20 °C geféllt. Das durch Zentrifu-
gation erhaltene DNA-Sediment wurde mit 70 %igem eiskalten Ethanol gewaschen, getrock-

net und in dem gewinschten Volumen H,O4q aufgenommen.

3.2.5 AUFREINIGUNG VON NUKLEINSAUREN UBER ,, PCR-PURIFICATION-KIT*

Zu je 100 ul nukleinsaurehaltiger Losung wurden 500 pl Bindungspuffer gegeben und ge-
mischt. Mit diesem Ansatz wurden die S&ulen beladen und 30-60 sec bei 14.000 Upm
zentrifugiert. Die Saulen wurden mit 500 bzw. 200 ul Waschpuffer zweimal gewaschen. An-
schlieBend wurde die DNA mit 50-100 pl Elutionspuffer eluiert. Die so gewonnene DNA
wurde je nach Anwendung gleich verwendet oder nach Ethanol-Prazipitation in TE-Puffer

(10/1), pH 7,5, gelost. Die verwendeten Losungen sind im Kit enthalten.
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3.3 HERSTELLUNG UND AUFARBEITUNG VON DNA-FRAGMENTEN

3.3.1 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DER NUKLEINSAURE-K ONZENTRATION

Die Konzentration von nukleinsaurehaltigen Lésungen wurde durch Absorptionsmessung bei
einer Wellenldnge von 260 nm (Ultrospec Plus 4054, Pharmacia) ermittelt. Eine Aygo-Einheit
entspricht einer Nukleinsaure-Konzentration von 50 pug/ml fir doppelstrangige DNA, sowie

40 pg/ml fur RNA und einzelstrangige DNA sowie 37 pg/ml fur Einzelstrangoligonukleotide.

3.3.2 SPALTUNG VON DNA DURCH RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Analytische Restriktionsspaltungen wurden in 20 pl Reaktionsvolumen und mit einer DNA-
Konzentration von maximal 0,5 pug/pl durchgefiihrt. Die Reaktionsdauer betrug 1,5-2 h bei
37 °C, es wurden in der Regel 1-2 U des Enzyms pro pug DNA eingesetzt. Die Reaktionspuf-

fer und Inkubationstemperaturen wurden nach Herstellerangaben gewabhilt.

3.3.3 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN MIT DE81-PAPIER

Nach einer elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde das Agarosegel
unter UV-Licht unterhalb der gewiinschten Bande mit einem Skalpell eingeschnitten und ein
Stick DE81-Papier eingesetzt. Danach wurde die Elektrophorese 510 min fortgesetzt bis
das gewinschte DNA-Fragment vollstandig an das Papier gebunden hatte. Das Papier
wurde vorsichtig entnommen, in ein 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberflihrt und die DNA
viermal mit je 100 pl Lithiumsalzpuffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 M LICl, 20 %
Ethanol) vom Papier eluiert und durch Ethanolféllung isoliert.

3.3.4 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN MITTELS ,, PCR-PURIFICATION-KIT*

Zu 300 mg nukleinsaurehaltigem Agarose-Gelstiick wurde 300 ul Bindungspuffer gegeben
und anschlieRend auf dem Thermoblock bei 60 °C fiir 5-15 min inkubiert bis sich die Agarose
vollstandig aufgelost hat. Dieser Ansatz wurde dann auf die Saule gegeben und 30 sec bei
14.000 Upm zentrifugiert. Die S&aulen wurden mit 500 ul Waschpuffer gewaschen und die am

Séaulenmaterial gebundene DNA durch Zugabe von 30 pl H,Og4q4 eluiert.
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3.3.5 DEPHOSPHORYLIERUNG VON 5"-ENDEN

Zur Entfernung von Phosphatgruppen am 5°-Ende von DNA-Molekilen durch die alkalische
Phosphatase aus arktischen Garnelen (P. borealis) wurden 0,5-3 pg DNA, 5 pl SAP-Puffer
und 5 pl alkalische Phosphatase in 20 pl H,O49 aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit
von 60 min bei 37 °C wurde die alkalische Phosphatase durch 15-minitiges Erhitzen auf
65 °C inaktiviert. Durch zweimalige Phenolextraktion und anschlieBende Ethanolfallung

wurde die DNA gereinigt.

3.3.6 GLATTEN VON UBERHANGENDEN 5 -ENDEN VON DNA-FRAGMENTEN

Uberhéngende 5-Enden wurden durch das Klenow-Enzym der E.coli DNA-Polymerase |
aufgefillt. Ein 50 pl Ansatz mit 0,5-5 pmol eines DNA-Fragmentes, 5 ul 10x NT-Puffer,
0,05 mM dNTP und 2 U Klenow-Enzym in H,Og4q Wurde 1 h bei 37 °C ikubiert. AnschlieRend
wurde die Polymerase durch zehnminutige Inkubation bei 65 °C inaktiviert. Die Reinigung

erfolgte durch Phenolextraktion und Ethanolfallung.

3.3.7 HYBRIDISIERUNG SYNTHETISCHER OLIGONUKLEOTIDE

Zu aquimolaren Mengen der Einzelstrangoligonukleotide wurden 8 ul 1 M MgCl, gegeben
und mit 1 M Tris-HCI, pH 7,5, auf ein Volumen von 50 ul aufgefillt. Anschlielend wurde der
Reaktionsansatz fur 5 min im Thermoblock bei 95 °C erhitzt, danach kurz abzentrifugiert und
im Thermoblock langsam auf RT abgekuhlt. Der Hybridisierungsansatz konnte ohne weitere

Aufreinigung zur Ligation eingesetzt werden.

3.3.8 POLYMERASE-KETTEN-REAKTION

Die PCR (Polymerase-Chain-Reaktion) ist eine in vitro Methode zur enzymatischen Syn-
these spezifischer DNA-Sequenzen. Zunéchst wird eine doppelstrangige DNA (Matrizen-
DNA) denaturiert und anschlieRend werden an die entstehenden komplementaren Einzel-
strange zwei Oligonukleotid-Primer, die die zu amplifizierende DNA-Sequenz flankieren,
hybridisiert. Mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase werden, ausgehend von den Oli-
gonukleotid-Primern, die jeweiligen komplementaren DNA-Strdnge synthetisiert. Eine repeti-

tive Folge von DNA-Denaturierung, Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese fihrt zu einer
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exponentiellen Akkumulation der Ziel-DNA, deren Enden durch die 5"-Enden der Primer de-
finiert sind.

Die PCR verlauft in einem Reaktionsvolumen von 50 pl in einem 0,2 ml Eppendorfgefal3. Fur
einen Ansatz werden 180 ng Matrizen-DNA, 5 pl 10x Pfx-Reaktionspuffer, 5 ul Enhance-So-
lution, 1 ul MgSO,, 1,5 pl dNTP-Mix, 15 pmol je Primer und 0,8 ul Pfx-Polymerase einge-
setzt.

Die Reaktion wurde 2 min bei 94 °C inkubiert und durchlief dann 25x in einem Thermocycler

(Eppendorf, Hybaid) folgende Schleife:

Denaturierung bei 94 °C, 15 sec
Primer-Hybridisierung bei 48-60 °C, 30 sec
Polymerasereaktion bei 68 °C, 1 min/1000 bp

Die optimale Hybridisierungstemperatur T\, wurde fur jedes Primerpaar ermittelt:

Tu=4 X (G+C) + 2 x (A+T)

AnschlieBend wurde der Ansatz 7 min bei 68 °C inkubiert und auf RT gekuhlt. Ein Aliquot (5-
10 pl) der PCR wurde auf einem 1 %igen Agarosegel analysiert. Die Aufreinigung der PCR-

Produkte erfolgte mittels Elution mit DE81-Papier, Phenolextraktion und Ethanolfallung.

3.4 KLONIERUNG REKOMBINANTER DNA-MOLEKULE

3.4.1 HERSTELLUNG KOMPETENTER BAKTERIENZELLEN FUR HITZESCHOCK -
TRANSFORMATION

Zur Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurden ausschlief3lich autoklavierte Losungen
und Gefalde benutzt.

Von einer Glycerinkultur des E. coli-Stammes HB101 wurden ca. 100 pl auf einer LB-
Agarplatte (Amp-) ausgestrichen. Nach Wachstum Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
wurde eine einzelne Kolonie gepickt und damit 5 ml LB-Medium (Amp-) als Vorkultur ange-
impft, die wiederum Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt wurde. Als Hauptkultur wurden 200 mi
LB-Medium (Amp-) mit 1 ml dieser Vorkultur angeimpft und solange geschiittelt, bis die
Bakterien die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Dies ist der Fall, wenn die
Bakteriensuspension eine optische Dichte von 0,45-0,5 bei einer Wellenlange von 578 nm
erreicht hat. Die Suspension wurde dann in einem Eisbad 10 min abgekihlt. Um die folgen-
den Schritte bei annahernd 0°C ausfihren zu kdnnen, wurden alle Gegenstande und L6-

sungen vorgekihlt. Die Bakterien wurden zun&chst 10 min mit 2.000 Upm sedimentiert
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(Zentrifuge CR3i, Rotor T40, Jouan), in 30 ml TFB1 Puffer resuspendiert und 90 min auf Eis
gestellt. AnschlieRend wurden sie 10 min bei 2.000 Upm und 4 °C abzentrifugiert (Zentrifuge
CRa3i, Rotor T40, Jouan) und in 4 ml eiskaltem TFB2 Puffer aufgenommen. Diese Bakterien-
suspension wurde in Aliquots von je 125 pl in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C aufbewahrt.

3.4.2 PRAPARATION VON VEKTOREN

Zur Herstellung linearisierter Vektor-DNA wurden 50 pg Plasmid-DNA mit dem jeweiligen
Restriktionsenzym gespalten. Ein Aliquot des Reaktionsansatzes wurde auf einem Agarose-
gel auf die Vollstandigkeit der Linearisierung hin untersucht. Anschlielend wurde die DNA
durch Phenolextraktion und Ethanolfallung gereinigt. Zur Verhinderung einer Religation der

Vektor-DNA bei der folgenden Ligation wurden die 5"-Enden dephosphoryliert.

3.4.3 LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN MIT VEKTOREN

Die Ligation des linearisierten und dephosphorylierten Vektors mit dem gewiinschten DNA-
Fragment wurde durch die T4-DNA-Ligase katalysiert. Dazu wurden 50 ng Vektor-DNA mit
einem 5-10fachen molaren Uberschuss des zu ligierenden Fragments in 20 ul Reaktionsvo-
lumen mit 4 pl 5 x Ligationspuffer und 1 U der T4-DNA-Ligase Uber Nacht bei RT inkubiert.
Ein Kontrollansatz ohne das zu ligierende Fragment wurde parallel inkubiert. Der Ligations-
ansatz wurde ohne weitere Aufreinigung zur Transformation kompetenter Bakterienzellen

eingesetzt.

3.4.4 HITZETRANSFORMATION VON BAKTERIENZELLEN

Bei -80 °C aufbewahrte kompetente Bakterienzellen wurden 10 min auf Eis aufgetaut und
anschlieend 50 % des Ligationsansatzes bzw. 1-10 ng Plasmid zugegeben. Die Zellsus-
pension wurde 45 min bei 0 °C inkubiert, anschlieRend 90 sec auf 42 °C erwarmt und sofort
wieder im Eisbad abgekihlt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium ohne Selektionsantibiotika
wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C mit 120 Upm geschittelt. Nach dieser Zeit wurden 10 %
bzw. 90 % der Bakterien, nach Zentrifugation und Resuspension in wenig LB-Medium auf
antibiotikahaltigen Agarplatten ausplattiert und tUber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ein Teil der
Kolonien wurde im analytischen Mal3stab geziichtet und die isolierte Plasmid-DNA durch

Restriktionsspaltung und anschlieRender Gelelektrophorese analysiert.
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3.4.5 EINFUGEN VON PUNKTMUTATIONEN IN DNA-FRAGMENTE

Mittels PCR kann eine Mutation in ein DNA-Fragment eingefligt werden. Der PCR-Ansatz
und das PCR-Programm wurden wie in Kap. 3.3.8 beschrieben, ausgefiihrt. Im ersten Schritt
jedoch wurde ein 3-Primer verwendet, der die gewlnschte Mutation besal? und mit dem
DNA-Bereich hybridisierte, in dem die Mutation eingefligt werden sollte. Weiterhin wurde im
zweiten Ansatz ein 5-Primer eingesetzt, der komplementar zum 3’-Primer war. Im ersten
Schritt wurden so zwei Fragmente synthetisiert, eines upstream und eines downstream der
Mutation.

Der zweite Schritt beinhaltete eine weitere PCR Uber beide DNA-Fragmente. Der gesamte
Ansatz wurde anschlieBend auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Das Ligationsprodukt

wurde durch Gelelution von den beiden Fragmenten getrennt.

3.4.6 EINFUGEN VON PUNKTMUTATIONEN IN VEKTOREN

Zum Einfigen einer Punktmutation in einen Vektor wurde das entsprechende Plasmid, das
das Gen ohne die Mutation enthalt, in DH5a-Zellen transformiert. Nach praparativer Plasmid-
DNA Isolierung wurde mit der erhaltenen Template-DNA eine PCR durchgefiihrt, wobei die
beiden Primer jeweils die gewlinschte Mutation beinhalteten. Die PCR verlauft in einem Re-
aktionsvolumen von 50 pl in einem 0,2 ml Eppendorfgefald. Fir einen Ansatz werden 20 ng
Template-DNA, 5pl 10x Pfu-Turbo-Reaktionspuffer, 1yl dNTP-Mix, 15 pmol je Primer und
1 pl Pfu-Turbo-Polymerase eingesetzt.

Die Reaktion wurde 30 sec bei 95 °C inkubiert und durchlief dann 15x in einem Thermocycler

(Eppendorf, Hybaid) folgende Schleife:

Denaturierung bei 95 °C, 30 sec
Primer-Hybridisierung bei 55 °C, 1 min

Polymerasereaktion bei 68 °C, 14 min

AnschlieBend wurde der Ansatz auf 4 °C abgekuhlt.

Der Reaktionsansatz wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefald uberfihrt und die Template-DNA
durch Zugabe von 0,5 ul Dpnl 1 h bei 37 °C verdaut. Die Aufreinigung des PCR-Produktes
erfolgte mit dem ,PCR-Purification-Kit* AnschlieBend wurden 10 pl der DNA-LOsung in

Bakterien-Zellen transformiert und nach praparativer Plasmid-DNA-Isolierung analysiert.
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3.5 DNA-SEQUENZIERUNG NACH SANGER

Die automatisierte Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde mit dem ABI PRISM™ dRhoda-
mine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit durchgefiihrt. Diese Art der Se-
guenzanalyse beruht auf der Methode nach Sanger (1977). Im Gegensatz zu der Didesoxy-
nukleodid-Methode nach Sanger wird die Sequenzierung aber nicht mit radioaktiv markierten
Nukleotiden, sondern mit Fluoreszenz-markierten ddNTPs durchgefihrt.

Ein Sequenzierungsansatz enthielt 4 pl Terminator Ready Reaction Mix, 250ng DNA,
3,2 pmol Primer und 4H,O ad 20 ul. Zur Sequenzierung der DNA wurde folgender PCR-
Zyklus 25 x wiederholt:

Denaturierung 96 °C, 30 sec
Hybridisierung 50 °C, 15 sec 25 Zyklen
Elongation 60 °C, 4 min

Anschlie3end wurde die DNA mit Hilfe von 2 pl 3,2 M Natriumacetat, pH 4,8, und 50 ul Etha-
nol bei 4 °C fur 15 min geféllt. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 13.000 Upm bei RT
abzentrifugiert (Biofuge A, Heraeus) und mit 50 pl 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen der DNA wurde diese in 15 ul Template Suppression Reagent aufgenommen, fir
2 min bei 95 °C denaturiert und sofort auf Eis abgekuhlt. Bis zur automatischen Sequenz-

analyse wurde der Ansatz auf Eis gelagert.

3.6 GELELEKTROPHORETISCHE METHODEN

3.6.1 ANALYSE VON DNA IN AGAROSEGELEN

Fur die Herstellung eines 1 %igen Agarosegels wurden 0,5 g Agarose in 50 ml 1x TAE-Puf-
fer aufgekocht, auf ca. 60 °C abgekuhlt, mit 5 pl Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) versetzt
und anschlieBend in eine horizontale Gelapparatur gegossen. Als Laufpuffer wird ebenfalls
1x TAE-Puffer verwendet. Die in Probenpuffer aufgenommene DNA wurde bei 80-100 mA
elektrophoretisiert. Nach der Elektrophorese konnte die mit Ethidiumbromid gefarbte DNA
unter UV-Licht \sualisiert und gegebenenfalls fotografiert werden (Video copy processor
P68E, Mitsubishi).
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3.6.2 ANALYSE VON DNA IN NATIVEN POLYACRYLAMIDGELEN

Um eine genauere Auftrennung von DNA-Fragmenten zu erzielen, wurden Polyacrylamid-
gele (PAA) verwendet. Nach Zugabe von APS und TEMED wurde die Gelldsung in eine ver-
tikale Gelapparatur (12 x 11 x 0,1 cm) gegossen. Nach Polymerisation des Gels wurden die
in Probenpuffer aufgenommene DNA mit einer Mikroliterspritze in die Geltaschen gefullt und
bei einer Spannung von 100 Volt aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1XTEB verwendet. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde die DNA mit Ethidiumbromid angefarbt unter UV-Licht

visualisiert und gegebenenfalls fotografiert (Video copy processor P68E, Mitsubishi).

PAA-Gell6sung:

x ml Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), x steht fur die gewuinscht Prozentigkeit des Gels
6 ml 5x TEB

400 pl APS

10l TEMED

ad 30 m|ddH20

3.6.3 ANALYSE VON PROTEINEN IN DENATURIERENDEN SDS-
POLYACRYLAMIDGELEN

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 7,3 x 8 x 0,05 cm Mini-Protein-Gele (Biorad) verwen-
det. Sie bestanden aus einem unteren Polyacrylamid-Trenngel unterschiedlicher Konzentra-
tion und einem oberen 6%igen Sammelgel. Die Losung fur ein 7,5 %iges Trenngel setzte
sich aus 2ml einer Acrylamid-L6sung (39 % Acrylamid, 1% Bisacrylamid), 4ml 1 M Tris-
HCI, pH 8,8, 3,75 ml H,0 und 103 pl 10 % SDS zusammen. Nach kurzem Entgasen wurden
133 pl einer 10 %igen Ammoniumperoxodisulfat-Lésung und 7 pl TEMED zugesetzt. Das
Trenngel wurde bis auf eine H6he von ca. 1 cm unterhalb des Taschenformers gegossen.
Zur Ausbildung einer planen Oberflache wurde die Gelldsung sofort mit H,O Uberschichtet.
Die 6 %ige Polyacrylamidldosung fur das Sammelgel setzte sich aus 0,81 ml einer Acrylamid-
Lésung (39 % Acrylamid, 1% Bisacrylamid), 1 ml 1M Tris-HCI, pH 6,8, 3,1 ml H,O, 80 ul
10% SDS, 40 ul 10% Ammoniumperoxodisulfat-Lésung und 10 ul TEMED zusammen.
Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Wasser abgegossen, dieses mit der
Sammelgel-Lésung Uberschichtet und der Taschenformer eingesetzt. Die Proben wurden vor
dem Auftrag in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95-100 °C denaturiert. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100 Volt innerhalb des Sammelgels und bei 150 Volt

innerhalb des Trenngels.
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3.7 PROTEINANALYTISCHE METHODEN

3.7.1 WESTERN-BLOT-ANALYSE VON PROTEINEN

Nach SDS-Gelelektrophorese der Proteinproben fand ein Transfer der Proteine aus dem
SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran nach der Semi-Dry-Transfer-Methode
statt. FUr den Transfer wurde eine Graphit-Blot-Apparatur verwendet. Nach der elektropho-
retischen Trennung der Proteine wurden 14 Whatman-Filterpapiere und eine Nitrocellulose-
membran auf die Grol3e des Gels zurecht geschnitten. Der Aufbau der Blot-Apparatur er-

folgte (von Anode zur Kathode) nach folgendem Schema:

6 Whatman-Filterpapier in Western Transfer Puffer 2 getrankt
3 Whatman-Filterpapier in Western Transfer Puffer 1 getrankt
Nitrozellulosemembran in Western Transfer Puffer 1 getrankt
SDS-Polyacrylamidgel in Western Transfer Puffer 3 getrankt
5 Whatman-Filterpapier in Western Transfer Puffer 3 getrankt

Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei RT flr 90 min und einer konstant gehaltenen
Stromstérke von 1 mA/cm? Blot-Flache.

3.7.2 IMMUNDETEKTION VON TRANSFERIERTEN PROTEINEN

Nach dem Transferieren wurde die Nitrocellulosemembran mit einer 10 %igen Magermilch-
pulverlésung in PBS, pH 7,4, 2h lang bei RT abgesattigt. Die Membran wurde dreimal
10 min sorgfaltig mit PBS, pH 7,4, gewaschen. Anschliel3end wurde der gegen das gesuchte
Protein gerichtete primére Antikdrper (50-100 ng/ml in PBS, pH 7,4) zugegeben und fir 1 h
bei RT geschwenkt. Die Membran wurde wieder wie oben beschrieben gewaschen und der
mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelte sekundare Antikérper (50-100 ng/ml in PBS, pH 7,4),
der gegen den ersten Antikoérper gerichtet war, zugegeben. Wiederum wurde fir 1 h bei RT
geschwenkt und danach erneut grindlich gewaschen (wie oben). Zur Detektion wurden
100 pl ECL Lésung | und 44 pl ECL Lésung Il gemischt und zu 5,85 pl 30 %iger H,0, in
10 ml PBS, pH 7,4, gegeben. Diese Lésung wurde auf die Nitrocellulosemembran gegeben
und 1 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Nitrocellulosemembran vorsichtig getrocknet, in
Frischhaltefolie verpackt und fur 15 sec bis 2 min auf einem Rontgenfilm exponiert. Zur Gro-

Renbestimmung diente der Prestained Protein Marker.
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3.7.3 STRIPPEN DER NITROCELLULOSEMEMBRAN

Um weitere Proteine auf der Membran detektieren zu kénnen, mussten die daran gebunde-
nen Antikorper entfernt werden. Hierzu wurde die Membran 30 min bei RT in Stripping-Puffer
(100 mM b-Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7) geschwenkt und an-
schlieRend zweimal 10 min mit PBS, pH 7,4, gewaschen. Die so behandelte Membran steht

fur eine erneute Immundetektion zur Verflgung.

3.8 ZELLKULTURTECHNIKEN

Nachfolgend beschriebene Zellkulturmethoden wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Flow-Hood (LaminAir, Heraeus) durchgefiihrt.

Alle Zellkulturen wurden in sensorgesteuerten Brutschranken bei 37 °C mit einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 100 % in Zellkulturschalen bzw. -flaschen geziichtet. Verwendete Zell-
kulturmedien, losliche Substanzen und Losungen wurden durch steriles Abfillen keimfrei
gehalten, autoklaviert bzw. im Fall von hitzelabilen Reagenzien steril filtriert sowie vor
Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwarmt, um die Zellen schonend zu behandeln. Fotales
Kalberserum (FKS) wurde, bevor es dem Medium zugesetzt worden war, fir 30 min bei
56 °C inaktiviert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlief3lich Zelllinien verwendet, die durch Adh&sion am
Boden der eigens hierflr beschichteten Kulturschale haften, im Gegensatz zu beispielsweise
Lymphoblasten, die in Suspension wachsen.

Aufgrund der Stoffwechselaktivitat der Zellen werden fortlaufend Inhaltsstoffe verwertet und
hierbei das Medium angesauert. Alle 2-3 Tage wurde daher das verbrauchte Medium ent-
fernt und durch frisches ersetzt. Waren die Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits so dicht ge-
wachsen, dass sie den Schalen- bzw. Flaschenboden ausfiillten, wurden sie im Verhaltnis
1:3 gesplittet, d.h. die Zellen einer Schale bzw. Flasche wurden auf drei weitere verteilt.
Hierfir wurden die Zellen mit To-EDTA vom Untergrund abgeldst. To-EDTA unterbindet die
Adhasion der Zellen an den Untergrund und bewirkt so eine Acrundung der Zellen. Sobald
die Zellen abgeldst waren, wurde komplettiertes Medium, das die Wirkung von Tp-EDTA auf-
hebt und so die Zellen vor grof3eren irreparablen Schaden bewahrt, zugegeben. Die Zell-
suspension wurde anschlieBend auf drei frische Gefal3e gleicher Gro3e Uberfihrt und im

vorgelegten Medium gleichmafig verteilt.
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3.8.1 LAGERUNG VON SAUGERZELLEN

Zum Einfrieren wurden Zellen verwendet, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase
befanden. Die Zellen einer 14,5 cm Kulturschale wurden abtrypsinisiert und durch Zentrifu-
gation pelletiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml eines 1:1-Gemisches aus Medium (1x DMEM)
und Einfriermedium (10 % DMSO, 20 % FKS, 70 % Zellkulturmedium) durch vorsichtiges
Pipettieren aufgenommen und in 1 ml Aliquots steril in Kryoréhrchen Uberfuhrt. Die Zellen
wurden dann zunéchst 1 h auf -20 °C gekuhlt, bevor sie ber Nacht bei -80 °C eingefroren
wurden. Am darauffolgenden Tag wurden sie in flissigen Stickstoff transferiert und bis auf
weiteres dort gelagert.

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde die tiefgekiihlte Zellsuspension
bei Raumtemperatur langsam aufgetaut, anschlieBend in eine 14,5 cm Zellkulturschale
transferiert und in 20 ml Medium verteilt. Um das DMSO aus dem Kulturmedium zu entfer-

nen, wurde das Medium gewechselt, sobald sich die Zellen am Boden abgesetzt hatten.

3.8.2 ZELLZAHLBESTIMMUNG

Die Zellen einer Kulturschale wurden abtrypsinisiert, in 5 ml Medium aufgenommen und
durch Zentrifugation sedimentiert. Nach einmaligem Waschen mit 5 ml PBS-Puffer (Zusam-
mensetzung siehe 2.2) wurde das Zellsediment in 1 ml PBS-Puffer resuspendiert. Von dieser
Zellsuspension wurde eine 1:20-Verdiunnung in PBS-Puffer angefertigt und in eine Fuchs-
Rosenthal-Zzahlkammer gegeben. Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop (Fluovert FS, Leitz)
wurden nun funf GroRquadrate, die jeweils 16 kleine Quadrate enthalten, ausgezahlt, um
einen Wert zu erhalten, der multipliziert mit 2000 und dem Verdinnungsfaktor 20 die Zellzahl

pro ml PBS ergibt.

3.8.3 KULTIVIERUNG VON ZELLEN

3.8.3.1 KULTIVIERUNG VON LTK -ZELLEN

Diese Fibroblasten-Zelllinie aus der Maus wurde in 1x DMEM in Anwesenheit von 10 % FKS
im Kulturmedium unter einer Atmosphéare von 5% Kohlendioxid und 95 % Luft gezichtet.
Um dicht gewachsene Zellen auf frische Kulturschalen auszuséen, wurden sie zunéchst mit
PBS-Puffer gespult und nach Zugabe von Ty-EDTA 510 min bei 37 °C belassen. Klopfen
der Schalen gegen einen harten Gegenstand erleichterte das Ablosen der Zellen. Durch

Aufnehmen in 5 ml Kulturmedium sowie mehrmaligem Einsaugen und Ausblasen mit einer
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Pipette wurden die Zellen vom Untergrund und untereinander separiert. Alle drei Tage wurde

im Verhaltnis 1:3 gesplittet.

3.8.3.2 KULTIVIERUNG VON NIH/3T3-ZELLEN

Wie die Ltk-Linie wurden auch diese Mausfibroblasten-Zellen in 1x DMEM mit einem Anteil
von 10 % FKS unter einer Atmosphare von 5 % Kohlendioxid und 95 % Luft aufgezogen. Um
die Zellen einer dicht bewachsenen Schale auf frische Kulturschalen zu verteilen, wurden sie
zunachst mit PBS-Puffer gewaschen und nach Zugabe von Trypsin-EDTA 2 min bei 37 °C
belassen. Anschliellend wurden die Zellen durch Klopfen der Platten gegen einen harten
Gegenstand vom Boden abgeldst. Es wurde alle drei Tage im Verhéltnis 1:5 gesplittet, da bei
dieser Zelllinie die Gefahr besteht, dass sich die Fibroblasten bei zu dicht gewachsenem

Zellrasen differenzieren.

3.8.3.3 KULTIVIERUNG VON NIH/3T3-TETON-ZELLEN

NIH/3T3-TetOn Zellen wurden analog zu NIH/3T3 Zellen in 1x DMEM in Anwesenheit von
10 % FKS im Kulturmedium unter einer Atmosphare von 5% Kohlendioxid und 95 % Luft
geziichtet. Um dicht gewachsene Zellen auf frische Kulturschalen auszuséen, wurden sie
zunachst mit PBS-Puffer gespult und nach Zugabe von Trypsin-EDTA abgeldst. Alle drei

Tage wurde im Verhdltnis 1:5 gesplittet.

3.8.3.4 KULTIVIERUNG VON NIH/3T3-TETON-MCMS3sIRNA-ZELLEN

NIH/3T3-TetOn-MCM3siRNA-Zellen wurden analog zu NIH/3T3-TetOn-Zellen kultiviert. Je-
doch wurde FKS verwendet, das auf Doxycyclin negativ getestet wurde. Um einen Knock-
down des Proteins MCM3 durch siRNA zu erreichen wurden zum Zellmedium 57,5 mg/ml

Doxycyclin gegeben.
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3.8.4 TRANSFEKTIONSMETHODEN

3.8.4.1 TRANSFEKTION EUKARYONTISCHER ZELLEN DURCH CALCIUM-PHOSPHAT-
PRAZIPITATION

Diese Transfektionsmethode beruht darauf, dass eine Mixtur aus CaCl,, DNA und Phosphat-
Puffer sehr kleine, unldsliche Calcium-Phosphat-Partikel, die kondensierte DNA enthalten,
prazipitiert. Die Calcium-Phosphat-DNA-Komplexe heften sich an Zellmembranen und drin-
gen uber Phagocytose in das Cytoplasma ein.

Am Vortag wurden die Zellen einer dicht bewachsenen 14,5 cm @ Kulturschale im Verhaltnis
1:40 bis 1:50 gesplittet und auf 6cm @ Kulturschalen gleichméaRig ausgesat. Am Tag der
Transfektion erfolgte morgens Mediumwechsel; nachmittags wurden zun&chst Losung 1
(30 ng/ul Lachsspermien-DNA, 1-2 ug Plasmid-DNA pro 6cm @ Schale - d. h. pro 250 pl
Losung 1 -, 250 mM CaCl,, 1 mM Tris-HCI, pH 8,1, 0,2 mM EDTA) und L6sung 2 (280 mM
NaCl, 1,5 mM Na,HPO,, 50 mM HEPES, pH 7,1) vorbereitet. Nachdem 1 Vol. Lésung 2 unter
Vortexen zu Lésung 1 gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert worden war,
wurde das Medium der 6 cm @ Kulturschalen mit jeweils 500 pl des Transfektionsansatzes,
der nach der Inkubationszeit aufgrund der Bildung eines Calcium-Phosphat-Niederschlages
ein milchiges Aussehen angenommen haben sollte, versetzt. Die Zellen wurden, wie es fir
die jeweiligen Zelllinien erforderlich war, weiterbebritet. Am folgenden Tag wurde das Kul-
turmedium gewechselt und erst nach einem weiteren Tag (ca. 48 h nach Transfektion) mit

der Selektion (3.8.5.2) begonnen.

3.8.4.2 TRANSFEKTION EUKARYONTISCHER ZELLEN DURCH KATIONISCHE
LIPOSOMENKOMPLEXE

Kationische Lipid-Reagenzien bilden in wassrigen Lésungen kleine (100-400 nm Durchmes-
ser), unilaminare Vesikel (Liposomen), deren Oberflache positiv geladen ist und sowohl vom
Phosphat-Ruckgrat der DNA als auch von der negativ geladenen Oberflache der Zellmem-
branen elektrostatisch angezogen wird. Auf diese Weise tritt die zu transfizierende Plasmid-
DNA Uber Liposomen mit der Zielzellmembran in Kontakt und wird, verpackt in Endosomen,
in das Zellinnere geleitet.

Wie vom Hersteller empfohlen, wurde zur Transfektion der Ltk” bzw. NIH/3T3 Zellen das Li-
pid-Reagenz Lipofectamine (Life Technologies) verwendet. Am Tag vor der Transfektion
wurden die Zellen einer dicht bewachsenen 14,5 cm-Kulturschale im Verhéltnis 1:40 bis 1:50
gesplittet, auf 3,5 cm-Kulturschalen gleichméaRig ausgesat und mit Medium versorgt, das
keine Antibiotika enthielt. Es war hier wichtig, auf Streptomycin und Penicillin zu verzichten,

da Lipid-Reagenzien die Membranpermeabilitat erhdhen und die Aufnahme von Antibiotika in
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die Zelle erlauben. Am folgenden Tag wurden die Zellen morgens mit Medium, dem weder
FKS noch Antibiotika zugesetzt worden war, zweimal gewaschen und in 0,8 ml dieses Medi-
ums bis zur Transfektion belassen. Auch zur Vorbereitung des Transfektionsansatzes wurde
serumfreies Medium verwendet, da manche Serumproteine die Bildung von DNA-Liposo-
men-Komplexen beeintrachtigen. Zu Losung 1 (pro Platte 1,5 ug Plasmid-DNA in 100 pul se-
rumfreiem Medium) wurde 1 Vol. Losung 2 (pro Platte 8 pl Lipofectamine in 100 pl serum-
freiem Medium), die zuvor 30 min bei Raumtemperatur belassen wurde, gegeben und wie-
derum 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Ausbildung von DNA-Liposomen-Kom-
plexen zu ermoglichen. Pro Kulturschale wurde 400 pl dieses Transfektionsansatzes im Me-
dium verteilt und 5h bei 37 °C weiterbebriitet. Dann wurde das Medium auf 3 ml mit serum-
haltigem Medium aufgefillt. Sollte eine stabile Transfektion durchgefuhrt werden wurde mit

der Selektion (siehe 3.8.5.2) ca. 48 h nach der Transfektion begonnen.

3.8.5 HERSTELLUNG EINER STABIL TRANSFIZIERTEN ZELLLINIE

3.8.5.1 ERMITTLUNG DER OPTIMALEN ANTIBIOTIKAKONZENTRATION ZUR SELEKTION
STABILTRANSFIZIERTER ZELLEN

Um zu gewahrleisten, dass alle Zellen, die keine Resistenz in Form des transfizierten Vek-
tors tragen, zugrunde gehen bzw. die erfolgreich transfizierten Zellen nicht zusétzlich strapa-
Ziert werden, muss die niedrigste Antibiotikakonzentration im Kulturmedium ermitteln wer-
den, bei der nach vier bis funf Tagen die Uberwiegende Mehrzahl der Zellen in einer Kultur-
schale abgestorben sind und sich vom Schalenboden ablésen. Hierfir wurden NIH/3T3-Zel-
len in 6 well-Zellkulturplatten mit einer Konfluenz von ca. 50 % in serumhaltigen aber antibio-
tikafreien Medium ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Antibiotikum in verschiedenen
Konzentrationen zu den Zellen zugegeben. Die optimale Konzentration ergab sich anschlie-

Rend aus der Anzahl der abgestorbenen Zellen.

3.8.5.2 TRANSFEKTION UND SELEKTION STABIL TRANSFIZIERTER ZELLEN

Die Transfektion erfolgte analog zu der unter 3.8.4.2 beschriebenen Methode. Da hier keine
hohe Transfektionsrate angestrebt wird, wurde hier die Menge an eingesetztem Lipofekta-
mine auf 8 ul pro 6 cm-Zellkulturschale herabgesetzt. Am nachsten Tag erfolgte ein Medien-
wechsel mit serumhaltigen aber antibiotikafreien Medium. 48 h nach Transfektion wurde mit
der Selektion begonnen. Hierfir wurde das entsprechende Antibiotikum (entspricht dem auf
dem transfizierten Vektor enthaltenen Resistenzkassette) in der zuvor ermittelten optimalen

Konzentration zur Selektion stabil transfizierter Zellklone zugegeben (siehe 3.8.5.1).
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3.8.5.3 VEREINZELUNG SELEKTIONSRESISTENTER ZELLEN

Zur Vereinzelung mehrerer auf einer 6 well-Zellkulturschale gewachsener resistenter Klone
wurde zunachst pro Well 1 ml Tp-EDTA zugegeben und 2-3 min bei RT inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die einzelnen Zellklone mit einer Eppendorf-Pipette isoliert, indem sie vom
Plattenboden aufgesaugt und in ein Well einer 24 well-Zellkulturschale Uberfihrt wurden. Um
sicher zu gehen, dass nur Zellen eines einzelnen Zellklons auf eine frische Platte Uberflhrt
wurden, wurde jeder Klon zuvor auf der Unterseite der Zellkulturschale mit einem Stift durch
einen Kreis markiert. Dieser Vorgang erfolgte unter dem Mikroskop.

Bei geeigneter Zelldichte wurden die Zellen in 6well- bzw. 10 und 20 cm-Zellkulturschalen

weiter kuliviert.

3.8.5.4 LUCIFERASE-ASSAY

Zellen wurden in 3,5 cm-Zellkulturschalen ausgesat. Einen Tag nach Ausséen der Zellen
erfolgte die Transfektion (siehe 3.8.4.2) mit einem Luciferase-Reporterplasmid. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 400 pl Passive-Lysis-Puffer (Pro-
mega) je Zellkulturschalen zugegeben. Die Zellen wurden flir mindestens 1 h bei -80 °C ly-
siert. Nach Auftauen der Zellen bei RT wurden in einem Luminometer-Messréhrchen 100 pl
Luciferase-Assay-Substrate (Promega) mit 20 ul Zellysat versetzt, kurz durchmischt und in
einem Luminometer (Luminometer FB 12) die Luciferase-Aktivitat gemessen. Die Auswer-

tung der Messergebnisse erfolgte am Computer (Software: FB 12)
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3.9 ENERGIETRANSFER-STUDIEN

3.9.1 ISOLIERUNG VON PROTEINEXTRAKTEN FUR FRET-MESSUNGEN

Fur FRET-Interaktionsstudien wurden Ltk-Zellen auf Kulturplatten (d = 6 cm) kultiviert und
mit je 1,5 ug RUC-Fusionsplasmid und GFP-Fusionsplasmid kotransfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 500 ul Tp-EDTA und 900 pl PBS von den Kulturplatten
abgeldst und 3 min bei 2.300 Upm abzentrifugiert.

Die abgeltsten Zellen wurden mit PBS gewaschen und durch Resuspension in 600 ul FRET-
Assay-Puffer lysiert. Nach 1 h Inkubation bei 4 °C wurde der entstandene Niederschlag
abzentrifugiert (10.000 Upm, 4°C). Der klare Uberstand wurde direkt fiir Energietransfer-

Studien eingesetzt.

FRET-Assay-Puffer: Luciferase-Assay-Puffer +
0,025 % TritonX-100
0,5 mM PMSF
0,5mM DTT
1x Proteaseinhibitor- Mix

3.9.2 DURCHFUHRUNG VON FRET-MESSUNGEN

Zur Messung des Biolumineszenz-Resonanzenergie-Transfers wurde der Proteinextrakt un-
mittelbar vor der Messung mit 8 pl Coelenterazin-Stammldsung (0,1 pg/ul Coelenterazin in
Methanol) versetzt, vorsichtig gemischt und direkt in die Messkulvette tUberfiihrt. Die Messung
erfolgte am Fluoreszenz-Spektrometer PTI der Firma Photon Technology International bei
ausgeschalteter Anregungslampe, und einer Integrationszeit von jeweils 0,5 s. Der Messbe-
reich erstreckte sich Uber das Intervall von 400 bis 600 nm. Die Messwerte wurden echt-
zeitkorrigiert, als TXT-Dateien gespeichert und mit dem Programm Excel bearbeitet. Dazu
wurden die erhaltenen Daten normiert, wobei die maximale Fluoreszenz-Intensitat gleich 1,0
gesetzt wurde. Die normierten Daten wurden in ein Liniendiagramm umgewandelt und die

Kurve durch Fast-Fourier-Transformation geglattet.
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3.10 ANALYSE VON PROTEINEN AUS EUKARYONTISCHEN ZELLEN

3.10.1 ISOLIERUNG VON PROTEINEN AUS TRANSFIZIERTEN ZELLEN

Die transfizierten Zellen einer 6 cm-Kulturschale wurden mit Tp-EDTA abgel6st und fir 3 min
bei 1.000 Upm abzentrifugiert (Omnifuge 2.0RS, Heraeus). Das Sediment wurde in 60 pl
Probenpuffer (50 % 2 x SDS-Probenpuffer, 500 mM NaCl, 1 % NP 40) aufgenommen. Nach
sorgfaltigem Vortexen wurden die Proben 5min auf 95 °C zur Denaturierung der Proteine
erhitzt und anschlieBend noch 15 min geschittelt. Nach 10 min Zentrifugation bei
14.000 Upm wird der Uberstand auf ein denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel zur Protein-

analyse aufgetragen.

3.10.2 HERSTELLUNG VON CYTOPLASMA- UND KERNEXTRAKTEN FUR
WESTERN-BLOT-ANALYSEN

Fur die Herstellung von Cytoplasma- und Kernextrakten fur Western-Blot-Analysen wurden
5 x 10° Zellen verwendet. AnschlieRend wurde zum Pellet jeweils 30 pl Zell-Lysispuffer ge-
geben und 10 min auf Eis inkubiert. Nach finfminutiger Zentrifugation bei 4.000 Upm und
4 °C wurde der Cytoplama-Extrakt abgenommen und die Kerne im Pellet durch Zugabe von
400 ul Kern-Lysispuffer lysiert. Die so gewonnenen Lysate kénnen bei -80 °C gelagert oder

direkt weiterverarbeitet werden.

Zell-Lysispuffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 Kern-Lysispuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8,1
10 mM NaCl 10 mM EDTA
0,2 % NP40 1% SDS
0,5mM PMSF 0,5mM PMSF
100 ng/ml Aprotinin 100 ng/ml Aprotinin
100 ng/ml Leupeptin 100 ng/ml Leupeptin

3.10.3 HERSTELLUNG VON KERNEXTRAKTEN FUR IMMUNPRAZIPITATIONSANALYSEN

Fir die Herstellung von Kernextrakten wurden 10 x 14,5 cm-Zellkulturplatten mit Ltk’-Zellen
mit Tp-EDTA abgeldst. Die Zellen wurden bei 4.000 Upm (Kuhlzentrifuge J6B, Beckman)
und 4 °C sedimentiert. Das Zellpellet wurde dreimal mit eiskaltem PBS, pH 7,4, gewaschen
und im letzten Waschschritt in entsprechender Menge PBS aufgenommen, so dass in 1 ml
2 x 10" Zellen enthalten sind. AnschlieBend wurde zum Pellet jeweils 800 pl Zell-Lysispuffer

(siehe 3.10.2) gegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Nach funfmindtiger Zentrifugation bei
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4.000 Upm und 4 °C wurden die Kerne im Pellet durch Zugabe von 400 pl Kern-Lysispuffer
(siehe 3.10.2) lysiert. Die so gewonnenen Lysate kénnen bei -80 °C gelagert oder direkt

weiterverarbeitet werden.

3.11 IMMUNPRAZIPITATION

3.11.1 IMMUNPRAZIPITATION MIT PROTEIN A-SEPHAROSE

Die kovalente Kopplung von Antikdrpern an Protein ASepharose wurde nach der Methode
von Simanis und Lane (1985) durchgefihrt.

Dazu wurden je 1-10 ug aufgereinigte Antikérper und in einem Kontrollansatz 5 ul Praim-
munserum mit 50 ul Protein A Sepharose und 500 ul PBS, pH 7,4, Gber Nacht bei 4 °C inku-
biert. Dabei wurden die Ansatze uber Kopf rotiert damit sich die Protein A Sepharose nicht
absetzen kann. Nach zweimaliger Waschung mit je 10 Volumen 100mM NazBO,, pH 9,0,
wurde die Matrix in 10 Volumen desselben Puffers resuspendiert, mit DMS auf eine Endkon-
zentration von 40 mM eingestellt (pH =8,3) und etwa 90 min bei RT rotieren gelassen. Die
Kopplung wurde anschlieRend durch Waschen mit 5 Volumen 200 mM Ethanolamin, pH 8,0,
gestoppt. Die Gelmatrix wurde in 10 Volumen 200 mM Ethanolamin aufgenommen und 2 h
bei RT weiter rotiert. Anschlieend wurde die Protein A-Sepharose in PBS resuspendiert und
noch zweimal mit 100 mM Glycin/HCI, pH 2,5, gewaschen, um nicht kovalent gekoppelte
Antikdrper abzutrennen. Danach wurde noch so lange mit PBS gewaschen, bis der pH-Wert
neutral war. Die Qualitat der Kopplung wurde durch Entnahme eines Aliquots vor und nach
der Kopplung durch denaturierende SDS-Gelelektrophorese gepriift.

Die verwendeten Kernextrakte wurden 15 min bei 15.000 g bei 4 °C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann mit PBS, pH 7,4, auf 1 ml Volumen aufgefillt und mit je 200 pl Pro-
tein A-Sepharose Uber Nacht bei 4 °C Uber Kopf rotiert. Dieser Schritt dient zum Vorreinigen
des Extraktes, um unspezifisch an Protein A Sepharose bindende Proteine abzutrennen. Die
Beads wurden dann durch 2 min Zentrifugation (Biofuge A, Heraeus) bei 5.000 Upm sedi-
mentiert.

Zu den an Protein A-Sepharose kovalent gekoppelten Antikérpern wurde nun jeweils 60-
80 ul vorgereinigten Extrakt gegeben und 3 h bei 4 °C lber Kopf rotiert. Danach wurden die
Ansatze hochstens 2 min bei 5.000 Upm abzentrifugiert (Biofuge A, Heraeus) und die Uber-
stande verworfen. Die Pellets wurden je zweimal mit Waschpuffer | und Waschpuffer 1l und
einmal mit Waschpuffer 11l gewaschen. Die Beads wurden dann mit 12 pl 5 x SDS-Laufpuffer
aufgekocht, 1 min bei 10.000 Upm abzentrifugiert (Biofuge A, Heraeus) und die Uberstande
in einem 10 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Anschlie3end wurden die Proteine elektropho-

retisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und immunchemisch detektiert.
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Waschpuffer I 50mM Tris-HCI, pH7,5

150 mM NacCl

1 % Nonidet P40

0,5 % Na-deoxycholat

1000 x PEMix, frisch zugeben

Waschpuffer II: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM NacCl
0,1 % Nonidet P40
0,05 % Na-deoxycholate

Waschpuffer Il 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
0,1 % Nonidet P40
0,05 % Na-desoxycholat

3.11.2 IMMUNPRAZIPITATION MIT DYNABEADS

Mit Protein ASepharose vorgereinigter Kernextrakt wurde tGber Nacht bei 4°C mit 1-10 g
aufgereinigtem Antikorper bzw. mit 510 pl nicht aufgereinigtem Antikérper und 2pl Praim-
munserum als Negativkontrolle unter Rotieren inkubiert. AnschlieRend wurden jeweils 50 pl
mit PBS gewaschene Dynabeads sheep anti rabbit IgG (Dynal) zugegeben und weitere 3-4 h
bei 4°C unter Rotieren inkubiert. Die Beads wurden mittels eines Magnetstanders abge-
trennt und 5x mit je 1 ml PBS, pH 7,4, gewaschen. Danach wurde zweimal mit jeweils 50 pl
100 mM Glycin/HCI, pH 2,5, fur je 5min eluiert und die Elutionsfraktionen vereinigt. Die
Magnetbeads wurden in 60 ul PBS pH 7,4 resuspendiert und mit 1/10 Volumen 1 M Tris-HClI,
pH 8,0, neutralisiert (ebenso wurde mit den Elutionsfraktionen verfahren). Zu allen Proben
wurde 5 x SDS Stoppuffer gegeben und die Proteine in einem 7,5-10 %igen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-

membran transferiert und immunchemisch detektiert.
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3.12 IMMUNCHEMISCHE METHODEN

Alle Fixierung und Antikérperfarbung wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Dazu
wurden an den Rand einer 14,5 cm-Kulturschale angefeuchtete Papierticher gelegt. Weiter-
hin wurde ein Stick Parafilm in die Mitte der Schale gelegt, worauf die Deckglaschen plat-

ziert werden konnten.

3.12.1 FIXIERUNG VON ADHARENTEN LTK" UND NIH/3T3-ZELLEN

3.12.1.1 FIXIERUNG MIT FORMALDEHYD/TRITONX

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieRend
mit 100 ul 2 %iger Formaldehydldsung behandelt. Nach 10minttiger Inkubation bei RT wur-
den die Zellen 3 x 5 min mit PBS gewaschen. Nach der Fixierung wurden die Zellen 10 min
mit 100 pl 0,1 %igen TritonX in PBS permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wur-
den die Zellen zur l&angeren Aufbewahrung in Mowiol eingebettet und bei Raumtemperatur

an einem dunklen Ort aufbewahrt.

3.12.1.2 FIXIERUNG MIT METHANOL/ACETON

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieRend
mit 100 pl eiskaltem MeOH 10 min bei -20 °C inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zel-
len 3x 5 min mit PBS gewaschen und anschlielend 1min bei -20 °C mit 100 pyl Aceton
permeabilisiert. Vor dem Einbetten in Mowiol wurden die Zellen noch 3 x 5 min mit PBS ge-

waschen.

3.12.1.3 FIXIERUNG MIT METHANOL/TRITONX

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlie3end
mit 100 pl eiskaltem MeOH 10 min bei -20 °C inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zel-
len 3 x 5 min mit PBS gewaschen und anschlieBend 10 min mit 100 pl 0,1 %igem TritonX in
PBS permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen in Mowiol einge-
bettet.
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3.12.2 ANTIKORPERFARBUNG VON LTK™-UND NIH/3T3-ZELLEN

Die Antikdrperfarbung wurde in einer feuchten Kammer durchgefuhrt. Zu Beginn mussten die
Zellen fixiert und permeabilisiert werden (siehe 3.12.1)

Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden 60 min mit 100 ul entsprechend verdinnter
Antikorperlosung bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 3 x5 min in PBS gewa-
schen und fur 60 min mit 100 pl sekundarem Antikdrper bei RT inkubiert. Die Zellen wurden

schlieBlich 3 x5 min mit PBS gewaschen und in Mowiol eingebettet.

3.12.3 ANFARBEN DER DNA MIT PROPIDIUMIODID

Um DNA in Zellen zu visualisieren, wurden auf Deckgldschen gewachsene und mit Formal-
dehyd/TritonX fixierte Zellen nach Verdau der RNA mit 10 ng/ml RNAse in PBS fir 30 min,
mit 20 ng/ml Propidiumiodid in PBS fir 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden anschlie-

3end 3 x 5 min mit PBS gewaschen und in Mowiol eingebettet.

3.12.4 ZELLBEOBACHTUNGEN AM KONFOKALEN LASERSCANNING-MIKROSKOP

Ltk’- bzw. NIH/3T3-Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert und in Kulturschalen mit dem
entsprechenden Transfektionsreagenz inkubiert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Deckglaschen mit der Zellseite nach unten auf Objekttrager gelegt, und in das konvokale
Laserscanning-Mikroskop Leica TCS SP eingebracht.

Die Beobachtung der Zellen erfolgte bei einer Auflosung von 1024 x 1024 Pixel. Als Objektiv
diente dabei ein 40 x 1,25 NA Planapochromat-Ol-Objektiv, wobei Immersionsdl mit dem fiir
Raumtemperatur optimiertem Brechungsindex und optimierter Viskositat verwendet wurde.
Die Anregung von GFP bzw. TexasRed erfolgte bei einer Wellenlange von 488 nm bzw.
546 nm. Um Durchblend-Effekte bei Doppelfarbungs-Experimenten zu vermeiden, wurden
die Farbstoffe unabhéngig voneinander angeregt. Einzelne Schnitte wurden visuell durch
Scannen entlang der z-Achse nach optimaler Intensitat des Fluoreszenz-Signals ausgewabhlt.
Die Bilder wurden vierfach akkumuliert, mit der TCS SP-Software elektronisch zusammenge-
setzt und als TIFF-Dateien gespeichert. Um daraus die Abbildungen zu erhalten, wurden die
TIFF-Dateien mit der Software Corel PHOTO-PAINT 8 der Firma Corel gedffnet. Die optische
Uberlagerung von Bildern nach Doppelfarbungs-Experimenten erfolgte mit der Software
Adobe PHOTOSHOP der Firma Adobe Systems.
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3.12.5 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE IN VIVO-MOBILITATSSTUDIEN DURCH
FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING (FRAP)

Zur Vorbereitung fur die Messungen der Proteindynamik durch FRAP wurde das Gen fir das
zu untersuchende Protein in einen Vektor kloniert, der die Information fiir GFP enthalt. Das
Plasmid wurde anschlie3end in Ltk-Zellen exprimiert.

Dazu wurde Ltk™- bzw. NIH/3T3-Zellen auf Deckglaschen kultiviert und in Kultur schalen mit
dem entsprechenden Transfektionsreagenz inkubiert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Deckglaschen mit der Zellseite nach unten auf Objekttrager gelegt, und in das konvokales
Laserscanning-Mikroskop Leica TCS SP eingebracht.

Fur die Photobleaching-Experimente wurde ein Ar/Kr-Laser verwendet. Die rechnerische
Auswertung erfolgte mit der Software EXCEL der Firma Microsoft.

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

Zur Quantifizierung wurden die Fluoreszenz-Intensitaten des gebleichten Spots, der gesam-
ten Zelle und des Hintergrunds mit der Leica-TCS-SP-Software gemessen. Bei der Auswer-
tung wurde de Hintergrund-Intensitat von der Intensitat des gebleichten Spots subtrahiert.
Um den Verlust von Fluoreszenz-Signalen zu berlicksichtigen, der auf den einwirkenden
Laserpuls und das Bleichen von GFP wéhrend der einzelnen Scans zurtickzufuhren ist,
wurde die Fluoreszenz-Erholung auf das absolute Fluoreszenz-Signal zu jedem gemessenen
Zeitpunkt normiert. Die Berechnung der relativen Fluoreszenz-Intensitdten erfolgte nach
Phair und Misteli (2000).

Aufgrund der gemessenen und aufgezeichneten Fluoreszenz-Intensitdtswerte konnte die

relative Intensitat nach folgender Formel berechnet werden:

I - TO It
rel -
Tt I 0
To= Fluoreszenz-Intensitat des gesamten Zellvolumens vor dem Bleachpuls, korrigiert um

den Hintergrundwert
T.= Fluoreszenz-Intensitat des gesamten Zellvolumens zum Zeitpunkt t, korrigiert um den

Hintergrundwert
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lo = Fluoreszenz-Intensitat der Akkumulation vor dem Bleachpuls
= Fluoreszenz-Intensitat der Akkumulation zum Zeitpunkt t, korrigiert um den

Hintergrundwert
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4, ERGEBNISSE

4.1 ASSEMBLIERUNG DES PRAREPLIKATIVEN KOMPLEXES

Die Initiation der DNA-Replikation in Eukaryonten ist ein hochkonservierter Prozess, der in
drei Stufen unterteilt werden kann. Im ersten Schritt bindet der ORC-Komplex an Replika-
tionsorigins in chromosomaler DNA, wodurch die Assemblierung des prareplikativen Kom-
plexes an den Origins ausgeldst wird. AnschlieRend lagern sich die Proteine CDC6 und RLF-
B/CDT1 an den ORC an, die beide schlief3lich fur die Rekrutierung des heterohexameren
MCM-Komplexes verantwortlich sind. Durch die Aktivitdt der Kinase CDC7/DBF4 wird der
Origin lizenziert, nachdem der letzte Initiationsfaktor CDC45 die Assemblierung des preRC

vervollstandigt hat.

4.1.1 SUBKLONIERUNGEN INITIATIONSFAKTOREN-KODIERENDER CDNAS IN DIE
VEKTOREN PEGFP uUND PRUC

Der strukturelle Aufbau des préareplikativen Komplexes sollte mittels FRET -Interaktionsstu-
dien untersucht werden. Dazu wurden die cDNAs, die fur die Proteine CDT1 und MCM3 ko-
dieren, in die Vektoren pEGFP(N1) bzw. pEGFP(N3) inseriert. In den Vektor pEGFP(C2)
wurde die MCM3-kodierende cDNA eingefligt. Die Inserierungen der MCM2- und MCM4-7-
kodierenden cDNAs in den Vektor pEGFP(N3) wurden von mir im Rahmen meiner Diplom-
arbeit durchgefihrt. Die Vektoren pEGFP(N)-, pEGFP(C)- und pRUC(N)-, die die kodieren-
den cDNAs weiterer Replikationsproteine beinhalten, wurden von M. Lepke, T. Faul und N.
Brand zur Verfugung gestellt. Die Interaktionsstudien wurden in Zusammenarbeit mit N.

Brand durchgefihrt.

4.1.1.1 PEGFP(N)-PLASMIDE

Die CDT1-kodierende cDNA, wurde mit Hilfe von PCR aus dem EST-Klon amplifiziert, wobei
das Stop-Codon am Ende des Gens, vermittelt durch den 3"-Primer, mutiert wurde. Die Oli-
gonukleotide enthielten jeweils eine EcoRISchnittstelle mit 5-6 zusatzlichen Nukleotiden zur
effektiven Restriktion und mindestens 20 Nukleotide der zu amplifizierenden cDNA. Der Le-
serahmen, der durch die EGFP-Sequenz vorgegeben wird, wurde bei der Primer-Ermittlung
erhalten. Das PCR-Produkt wurde im 5°- und 3"-Bereich enzymatisch gespalten und in den
Vektor pEGFP(N1) Uber die Schnittstelle EcoRI an das 5"-Ende der EGFP-kodierenden Se-

guenz inseriert. Da die Inserierung der cDNA in 5°-3"-Richtung als auch in 3"-5"-Richtung
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erfolgen konnte, konnten positive Klone erst durch asymmetrischen Restriktionsverdau iden-

tifiziert werden.

pEGFP(N1)-CDT1

Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N1)-CDT1.

Die CDT1-cDNA wurde Uber die EcoRI-
Schnittstelle in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Vektors pEGFP(N1) eingesetzt.
Zur Selektion in Bakterienzellen diente die
im Vektor vorhandene Kanamycin-Resis-
tenzkassette. Die Transkriptionsstartstelle
wurde durch den CMV-Promotor festge-
legt.

Die MCM3-kodierende cDNA wurde mittels PCR aus dem Vektor pJG-MCM3 amplifiziert,

wobei das Stop-Codon am Ende des Gens mutiert wurde. Die cDNA wurde in den Vektor

pPEGFP(N3) Uber die Schnittstelle EcoRlI inseriert. Positive Klone wurden durch asymmetri-

schen Restriktionsverdau erkannt.

Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N3)-MCM3.

Die MCM3-cDNA wurde Uber die EcoRI-
Schnittstelle in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Vektors pEGFP(N3) eingesetzt.
Zur Selektion in Bakterienzellen diente die
im Vektor vorhandene Kanamycin-Resis-
tenzkassette. Die Transkriptionsstartstelle
wurde durch den CMV-Promotor festge-
legt.
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4.1.1.2 PEGFP(C)-PLASMIDE

Die cDNA, die fur das Protein MCM3 kodiert, wurde mittels PCR aus dem Vektor pBlue-
MCM3 amplifiziert und Uber die EcoRI-Schnittstelle des vorher linearisierten Vektors

pPEGFP(C2) an das C-terminale Ende der EGFP-kodierenden Sequenz inseriert.

6 Abb. 6: Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(C2)-MCM3.

HSV TK PolyA. Die MCM3-cDNA wurde uber die EcoRI-
Schnittstelle in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Vektors pEGFP(C2) eingesetzt.
Zur Selektion in Bakterienzellen diente die
im Vektor vorhandene Kanamycin-Resis-
tenzkassette. Die Transkriptionsstartstelle
wurde durch den CMV-Promotor festge-
legt.

Kan/Neo

4.1.2 ANALYSE VON PROTEININTERAKTIONEN MIT DEM FRET-SYSTEM

Protein-Protein-Interaktionen kénnen innerhalb einer lebenden Zelle durch den Einsatz der
FRET-Technik ermittelt werden. Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, bei dem Energie
vom angeregten Zustand eines Fluorophors, dem Donor, zu einem zweiten Fluorophor, dem
Akzeptor, Ubertragen wird (Stryer und Haugland, 1976; Selvin 1995). FRET bendtigt eine
Uberlappung zwischen dem Emissionsspektrum des Donors und dem Anregungsspektrum
des Akzeptors. Die Effizienz von FRET ist abhdngig vom Abstand, den beide Partner zuein-
ander haben. Ein signifikanter Energietransfer findet nur bei Entfernungen von weniger als
80 A statt (Selvin, 1995).

Um eine Interaktion zwischen Proteinen nachzuweisen, werden zwei Proteine bendtigt, wo-
bei eines mit RUC und das andere mit EGFP fusioniert sein muss. Bei Zugabe von Coe-
lenterazin zum Proteinextrakt kommt es, vermittelt durch RUC, zur Oxidation von Coelente-
razin zu Coelenteramid, wobei blaues Licht der Wellenlange 475 nm emittiert wird. Im Falle
einer Interaktion beider Fusionsproteine kann das von RUC emittierte blaue Licht EGFP an-

regen, das dann grunes Licht der Wellenlange 510 nm abgibt.
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4.1.2.1 INTERAKTIONEN ZWISCHEN DEN MCM2-7-UNTEREINHEITEN

Die Proteine MCM2-7 sind ein wichtiger Bestandteil des prareplikativen Komplexes bei der
Initiation der DNA-Replikation. Die vorherrschende Oligomerisierungsform der MCM2-7-Un-
tereinheiten ist ein hexamerer Ring. Allerdings wurden auch andere Subkomplexe beobach-
tet, wie beispielsweise MCM2/4/6/7, MCM4/6/7 oder MCM3/5 (Thommes et al., 1997; Ishimi
et al., 1996; Fujita et al.,, 1997; Adachi et al., 1997; Sherman et al., 1998). Das Trimer
MCM4/6/7 gilt zudem als mutmalliche Helikase bei der DNA-Replikation (Ishimi et al., 1997).
Zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen zwischen den MCM-Untereinheiten wurden bereits
von M. Jehle und V. Pitter durch Two-Hybrid-Studien und Immunprazipitationsanalysen cha-
rakterisiert (Kneissl et al., 2003). Zusatzlich sollten nun paradigmatisch einzelne Interaktio-
nen mit der FRET-Technik in lebenden Mauszellen untersucht werden.

Fur FRET-Interaktionsstudien wurden Ltk’-Zellen auf 6 cm-Zellkulturplatten kultiviert und mit
je 1,5 ug des entsprechenden RUC- und EGFP-Plasmids kotransfiziert. Als Kontrolle wurden
2 ug des bei der Kotransfektion verwendeten RUC-Plasmids transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 500 ul Tp-EDTA und 900 pl PBS von den Kulturplatten
abgeldst und fir 3 min bei 2.300 Upm abzentrifugiert.

Die geernteten Zellen wurden mit PBS gewaschen und durch Resuspension in 600 ul FRET-
Assay-Puffer lysiert. Nach Inkubation fir 1 h bei 4 °C wurde der entstandene Niederschlag
abzentrifugiert (10.000 Upm, 4°C). Der klare Uberstand wurde direkt fiir Energietransfer-
Studien eingesetzt.

Zur Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers wurde der Proteinextrakt un-
mittelbar vor der Messung mt 8 ul Coelenterazin-Stammldsung (0,1 pg/ul Coelenterazin in
Methanol) versetzt, vorsichtig gemischt und direkt in die Messkivette Uberflhrt. Die Messung
erfolgte am Fluoreszenz-Spektrometer PTI der Firma Photon Technology International bei
ausgeschalteter Anregungslampe, und einer Integrationszeit von jeweils 0,5 s. Der Messbe-
reich erstreckte sich dber das Intervall von 400 bis 600 nm. Die Messwerte wurden echt-
zeitkorrigiert und mit dem Programm Excel ausgewertet. Dazu wurden die erhaltenen Daten
normiert, wobei die maximale Fluoreszenz-Intensitat gleich 1,0 gesetzt wurde. Die normier-
ten Daten wurden in ein Liniendiagramm umgewandelt und die Kurve durch Fast-Fourier-

Transformation geglattet.
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Mit der FRET-Technik konnte eine Interaktion zwischen MCM5 und MCM3 nachgewiesen
werden (Abb. 7a, schwarze Kurve). Dabei zeigte sich ein Peak bei 480 nm der auf die
Lichtemission nach der Oxidation des Substrats Coelenterazin zuriickzufiihren ist (RUC-
Peak). Zusatzlich ist ein zweites Fluoreszenz-Signal bei 510 nm zu erkennen, das im
Kontroll-Emissionsspektrum des MCM5-RUC-Proteins (Abb. 7a, blaue Kurve) nicht er-
scheint. Dies weist auf eine Interaktion von MCM5-RUC und EGFP-MCM3 hin, da ein Ener-
gietransfer nur stattfinden kann, wenn RUC und EGFP im interagierten Proteinkomplex nur
einen maximalen Abstand von 80 A zueinander haben.

Die Messung des, die Fusionsproteine MCM5-RUC und EGFP-MCM7 enthaltenden Zellex-
traktes (Abb. 7b, schwarze Kurve) zeigte einen weitaus schwécheren Energietransfer als
zwischen MCM5-RUC und EGFP-MCM3. Im Bereich von 510 nm ist nur ein geringes
Fluoreszenz-Signal zu erkennen, das im MCM5-RUC Kontroll-Emissionsspektrum (Abb. 7b,
blaue Kurve) nicht erscheint. Bei Analyse der gleichen Interaktion, aber mit den Fusionspro-
teinen MCM7-RUC und EGFP-MCM5, war kein Energietransfer nachweisbar (Abb. 7c).

Eine Interaktion zwischen MCM6 und MCM7 konnte sowohl mit den Proteinen MCM6-
RUC/MCM7-EGFP als auch mit MCM7-RUC/MCM6-EGFP nicht nachgewiesen werden. Bei
den Messungen konnten lediglich die RUC-Peaks identifiziert werden. Ein Energietransfer

auf EGFP erfolgte nicht (Abb. 7d, e).

4.1.2.2 INTERAKTIONEN ZWISCHEN MCM- UND ORC-PROTEINEN

Die Bindung der ORC-Proteine an die Origin-DNA ist Voraussetzung fur die nachfolgende
Rekrutierung von CDT1 und CDC6. Die Assemblierung dieser Proteine ist fir die Bindung
des aus sechs unterschiedlichen MCM-Proteinen aufgebautem MCM-Komplexes nétig (Bell
und Dutta, 2002). Mit Two-Hybrid-Assays konnten bisher Interaktionen einzelner MCM-Un-
tereinheiten mit dem ORC gezeigt werden (Putter, 2001; Jehle, 2002). Diese sollten nun pa-
radigmatisch mit der FRET-Technik untersucht werden. Hierzu wurden Ltk™-Zellen und mit je
1,5 ug des entsprechenden RUC- und EGFP-Plasmids kotransfiziert. Als Kontrolle wurden

2 ug des bei der Kotransfektion verwendeten RUC-Plasmids transfiziert.
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Eine Interaktion konnte nur zwischen ORC5 und MCM7 nachgewiesen werden (Abb. 8g,
schwarze Kurve). Bei der Analyse der Interaktion von ORC5-RUC mit MCM7-EGFP ist ein
zuséatzliches Fluoreszenz-Signal bei 510 nm zu erkennen, das im ORC5-RUC-Kontroll-
Emissionsspektrum (Abb. 8g, blaue Kurve) nicht erscheint. Diese Resultate weisen darauf
hin, dass die Proteine ORC5-RUC und MCM7-EGFP miteinander assoziiert sind. Bei Ana-
lyse der gleichen Interaktion, aber mit den Proteinpartnern MCM7-RUC/EGFP-ORCS5 (Abb.
8h), und MCM7-RUC/ORC5-EGFP (Abb. 8i) konnte diese Interaktion nicht nachgewiesen
werden.

Die Interaktionsanalyse zwischen den Proteinen MCM5-RUC und EGFP-ORC2 zeigte kei-
nen Energietransfer (Abb. 8a). Somit konnte keine Interaktion zwischen MCM5 und ORC2
belegt werden.

Weitere Interaktionen konnten nicht nachgewiesen werden. Bei den Messungen der Zellex-
trakte, die die Proteine MCM5-RUC und EGFP-ORC6 bzw. MCM5-RUC und ORC6-EGFP
enthielten, konnten lediglich die RUC-Peaks ermittelt werden (Abb. 8b, c). Auch bei Kombi-
nation der Fusionsproteine ORC6-RUC und EGFP-MCMS5 (Abb. 8d) konnte diese Interaktion

nicht bestatigt werden. Ein Energietransfer auf das EGFP erfolgte nicht.
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Auch konnte eine Interaktion zwischen MCM7 und ORC2 weder mit den Fusionsproteinen
MCM7-RUC/EGFP-ORC2 (Abb. 8e) noch mit ORC2-RUC/MCM7-EGFP (Abb. 8f) nachge-

wiesen werden.

4.1.2.3 INTERAKTIONEN ZWISCHEN ORC-PROTEINEN UND CDC6, CDC7, DBF4 sowIE
PLK

Die Assemblierung der Proteine CDT1 und CDC6 an ORC ist Voraussetzung fur die Bindung
des MCM-Komplexes (Bell und Dutta, 2002). Die Initiation der DNA-Replikation wird malf3-
geblich durch verschiedene zellzyklusabhangige Proteinkinasen reguliert. PLK fungiert als
Mitglied der POLO-Familie in der Mitose und reguliert dort u.a. die Assoziation von MCM-
Proteinen mit Chromatin (Chong et al., 1995). In S. cerevisiae interagiert das PLK-Homologe
CDC5 mit DBF4, der regulatorischen Untereinheit fur die Proteinkinase CDC7. Ein mogliches
Target fur die Kinaseaktivitat der PLK ist ORC.

Durch FRET-Analysen konnten jedoch keine Interaktionen zwischen den ORC-Proteinen und
CDC6, CDC7, DBF4 bzw. PLK nachgewiesen werden. Bei Analyse der Interaktionen von
CDC6-RUC mit EGFP-ORC2, CDC7-RUC mit ORC6-EGFP sowie von DBF4-RUC mit
EGFP-ORC2 konnten nur sehr schwache Fluoreszenz-Kurven detektiert werden. Dies
kénnte auf zu niedrige Transfektionsraten zurtickzufihren sein (Abb. 9a, b, ¢). Somit ist mit
den Resultaten der FRET-Methode keine Aussage Uber Interaktionen zwischen diesen Pro-

teinen moglich.
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Abb. 9: Interaktionsstudien zwischen ORC-Proteinen und
ORC6-RUC + CDC6-EGFP CDC6, CDC7, DBF4 und PLK.

Die blaue Kurve zeigt jeweils die RUC-Kontroll-
kurve, die schwarze die Interaktionskurve.
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Bei der Untersuchung einer Interaktion zwischen PLK-RUC und EGFP-ORC2 konnte ledig-
lich ein RUC-Peak des Fusionsproteins PLK-RUC identifiziert werden. Ein Energietransfer
auf EGFP erfolgte nicht (Abb. 9d).

Das Spektrum der FRET-Messung zwischen ORC6-RUC und CDCG6-EGFP zeigte eine Ver-
breiterung des Fluoreszenz-Peaks im Bereich von 510 nm. Das kdnnte eine Interaktion zwi-
schen ORC6 und CDC6 implizieren (Abb. 9e). Eindeutig konnte allerdings eine Interaktion

nicht nachgewiesen werden.

4.1.2.4 INTERAKTIONEN ZWISCHEN WEITEREN INITIATIONSFAKTOREN

Durch eine Bindung von Geminin an CDT1 wird die Rekrutierung der MCM-Proteine an die
Origin-DNA verhindert (Wohlschlegel et al., 2000; Tada et al., 2001).

Mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems wurden bereits die Interaktionen der beiden murinen
Replikationsproteine Geminin und CDT1 untereinander und mit verschiedenen Proteinen des

prareplikativen Komplexes nachgewiesen (Auth, 2002).
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Abb. 10: Interaktionsstudien zwischen weiteren Initiationsfaktoren.
Die blaue Kurve zeigt jeweils die RUC-Kontrollkurve, die schwarze die Interaktionskurve.

a GEMININ-RUC + CDT-EGFP
b CDT1-RUC + MCM6-EGFP

Mit Hilfe des FRET-Systems konnte eine Interaktion zwischen GEMININ-RUC und CDT1-
EGFP dagegen nicht bestimmt werden (Abb. 10a). Die Interaktionsstudie zwischen CDT1-
RUC und MCM6-EGFP (Abb. 10b) impliziert eine Interaktion zwischen CDT1 und MCM®6. Im
Bereich von 510 nm ist ein geringes Fluoreszenz-Signal zu erkennen, das im CDT1-RUC

Kontroll-Emissionsspektrum (Abb. 10b, blaue Kurve) nicht erscheint.
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4.2 STUDIEN ZUR LOKALISATION DER REPLIKATIONSPROTEINE

4.2.1 ANALYSE DER DNA-POLYMERASE a/PRIMASE-UNTEREINHEITEN

Der murine DNA-Polymerase a/Primase-Komplex besteht aus vier Untereinheiten mit mole-
kularen Massen von 180, 68, 54 und 46 kDa und wird fur die Initiation der DNA-Replikation
benttigt. Die DNA-Polymeraseaktivitat wird der gro3ten Untereinheit p180 zugeordnet. Die
zwei kleinsten Untereinheiten p54 und p46 sind fir die DNA-Primaseaktivitat verantwortlich
(Miyazawa et al., 1993). Die Funktion der p68-Untereinheit ist noch nicht eindeutig geklart.
Um die intrazellularen Lokalisationen der EGFP-gekoppelten Untereinheiten des murinen
DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes zu bestimmen, wurden Ltk™-Zellen mit Vektoren, die
fur Fusionsproteine der Untereinheiten kodieren, transfiziert. Die Lokalisationen der Uber-
exprimierten Hybridproteine wurden mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop Leica
TCS SP untersucht. Als Objektiv diente dabei ein 40 x 1,25 NA Planapochromat-Ol-Objektiv.
Die Anregung der EGFP-Proteine erfolgte bei einer Wellenldnge 488 nm.

4.2.1.1 SUBKLONIERUNGEN DER UNTEREINHEITEN POLA1, POLAZ2 uND PRIM1
IN DEN VEKTOR PEGFP

Um EGFP-Fusionsproteine des DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes in Zellen exprimie-
ren zu kénnen, wurden die Untereinheiten POLAL (p180), POLA2 (p68) und PRIM1 (p46) in
den Vektor pEGFP(N1) inseriert. Die cDNAs wurden von H.-P. Nasheuer, Institut flr Mole-
kulare Biotechnologie, Jena, zur Verfligung gestellt.

Die cDNA fiur POLA1 wurde mit Hilfe von PCR aus dem Vektor PUC19-PolA1l, die fir POLA2
mittels PCR aus pBlueBac-His-PolA2 und die fir die Untereinheit PRIM1 aus PUC19-Prim1
amplifiziert. Bei allen PCRs wurde das Stop-Codon durch den 3"-Primer mutiert. Die Primer
enthielten jeweils eine EcoRI-Schnittstelle mit 56 zuséatzlichen Nukleotiden zur effektiven
Restriktion und mindestens 20 Nukleotide der zu amplifizierenden cDNA. Der Leserahmen
wurde durch die Sequenz des EGFP vorgegeben. Die kodierenden Sequenzen der Unter-
einheiten POLAL, POLA2 und PRIM1 wurden im 5°- und 3"-Bereich enzymatisch gespalten
und jeweils in den linearisierten und dephosphorylierten Vektor pEGFP(N1) tUber die EcoRI-
Schnittstelle an das 5-Ende der EGFP-Sequenz inseriert. Da bei den Ligationsreaktionen
die PCR-Produkte in den Vektor pEGFP(N1) sowohl in 5°-3"-Richtung als auch in 3"-5"-
Richtung eingefiigt werden konnten, wurden positive Klone durch ein asymmetrisch schnei-

dendes Enzym identifiziert.
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1la 11b

KanNeo PEGFP(N1)-POLA2 POLA2
PEGFP(N1)-POLA1L

11c

Abb. 11: Schematische Darstellungen der pEGFP(N1)-
Polymerase a/Primase-Fusionsplasmide.

Die cDNAs wurden jeweils Uber die EcoRI-Schnitt-
stellen in die Multiple Cloning Site (MCS) des Vek-
tors pEGFP(N1) eingesetzt. Zur Selektion in Bakteri-
enzellen diente die im Vektor vorhandene Kanamy-
cin-Resistenzkassette. Die Transkriptions startstelle
PEGFP(N1)-PRIM1 wurde durch den CMV-Promotor festgelegt.

a pEGFP(N1)-POLAL
b pPEGFP(N1)-POLA2
¢ pEGFP(N1)-PRIM1

4.2.1.2 INTRAZELLULARE LOKALISATIONEN DER DNA-POLYMERASE a/PRIMASE-
UNTEREINHEITEN POLA1, POLA2 unD PRIM1

4.2.1.2.1 INTRAZELLULARE VERTEILUNG VON POLA1-EGFP

Zur Untersuchung der Lokalisation von POLA1-EGFP wurden Ltk-Zellen mit 2 ug des Plas-
mids pEGFP-POLAL transfiziert. Durch anschlieende Anregung der exprimierten Fusions-
proteine mit UV-Licht der Wellenldnge 488 nm mittels eines Laser-Mikroskops konnte die
Lokalisation der Untereinheit POLAL in vivo visualisiert werden. Dazu wurden die auf Deck-
glaschen kultivierten Zellen 24 h nach Transfektion des Expressionsvektors mit der Zellseite
nach unten auf Objekttrager gelegt und zum Schutz vor Austrocknung mit Fixogumm versie-
gelt.

Abb. 12 zeigt das Verteilungsmuster des Fusionsproteins POLA1-EGFP. Die transfizierten
Zellen zeigten ausnahmslos eine fur sterbende Zellen dcharakteristische abgerundete Form.

POLA1-EGFP zeigte keine Akkumulationen, sondern verteilte sich diffus in der gesamten
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Zelle. Daraus wird deutlich, dass die Uberexpression der katalytischen Untereinheit des

DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes toxisch auf die Zellen wirkt.

12a 12b

Abb. 12: Expression von POLA1-EGFP in Ltk -Zellen
a POLA1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

4.2.1.2.2 INTRAZELLULARE VERTEILUNG VON POLA2-EGFP

Zur Analyse der Lokalisation von POLA2-EGFP wurden Ltk-Zellen mit 2ug des Vektors
PEGFP-POLA2 transfiziert. POLA2-EGFP war sowohl im Cytoplasma als auch im Kern
nachweisbar. Im Zellkern blieben einzelne Bereiche von der Lokalisation des Proteins aus-
gespart. Zuséatzlich war es in wenigen, stark fluoreszierenden Foci im Zellkern akkumuliert
(Abb. 13).

13a 13b
/4—/ X

Abb. 13: Expression von POLA2-EGFP in Ltk -Zellen
a POLA2-EGFP angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle
Da es sich bei den Strukturen im Zellkern um PML nuclear bodies (PML-NBs) handeln
konnte, wurden Immunfluoreszenz-Studien mit Antikbrpern gegen PML-NBs durchgefihrt.
Dazu wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion mit Methanol/Aceton fixiert und so fir
Antikdrper zugéanglich gemacht. Als priméare Antikdrper wurden polyklonale Ratte-Anti-PML-

Antikorper (Verdinnung 1:200) verwendet, die gegen die fur diese Substruktur charakteristi-
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schen PML-Proteine gerichtet sind. Die Detektion erfolgte mit TexasRed-konjugierten sekun-
daren Anti-Ratte-1gG (Verdiinnung 1:75). Von den Zellen wurde jeweils eine Aufnahme bei
488 nm zur Anregung von EGFP (Abb. 13a) und bei 546 nm zur Anregung von TexasRed
(Abb. 13b) gemacht. Beide Aufnahmen wurden am Computer mit dem Programm Adobe
Photoshop der Firma Adobe Systems zur Deckung gebracht. Kolokalisierende Proteine sind
durch die resultierende Gelbfarbung zu erkennen. Abbildung 14c zeigt die Kolokalisation von
Fusionsprotein und endogenem PML-Protein. Daraus wird deutlich, dass POLA2-EGFP im

Zellkern an PML-NBs assoziiert ist.

l4a 14b 14c 14d

Abb. 14: Expression von POLA2-EGFP in Ltk -Zellen
a POLA2-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-PML-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

PML-NBs sind Kernmatrix-assoziierte Strukturen, die auch als ND10, PODs (,PML oncoge-
nic domains*) oder ,Kr-Bodies" bezeichnet werden. Neben dem PML-Protein sind eine Reihe
weiterer Proteine, wie Sp100, SUMO1, HAUSP, CBP, Daxx, BLM und das Retinoblastoma-
Protein (Rb) in dieser Kernstruktur lokalisiert. PML-NBs sind bei der akuten promyelozyti-
schen Leukdmie (APL) von klinischem Interesse. In Zelllinien, die von APL-Patienten ab-
stammen, werden die PML-NBs als Folge der Bildung eines Fusionsproteins zwischen dem
PML-Protein und dem a-Retinsdure-Rezeptor aufgelést. Die Verabreichung von a-
Retinsaure fuhrt zur Neubildung der PML-NBs und zur Verbesserung des Krankheitsbildes
(Dundr und Misteli, 2001; Spector, 2001). Die PML-NBs erfiullen eine noch nicht n&her
bekannte Aufgabe bei der transkriptionellen Regulation (Ruggero et al., 2000; Tsukamoto et
al., 2000) und sind mit Stellen viraler Transkription und Replikation in einem frihen Stadium
viraler Infektion assoziiert (Maul, 1998). AuRerdem spielen die PML-NBs eine Schlisselrolle
bei der Abwehr von chemischem Stress (Maul et al., 2000).

Um die Lokalisation von POLA2 im Zellkern zu spezifizieren, wurde eine Immunfluoreszenz-
farbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 durchgefuhrt (Abb. 15). Die Immunfarbung er-
folgte nach Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikérpern
(Verdinnung 1:75) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Kaninchen-1gG (Verdin-
nung 1:200).
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15a 15b 15c 15d

Abb. 15: Expression von POLA2-EGFP in Ltk -Zellen
a POLA2-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Ki67 ist in perinukleolaren Bereichen lokalisiert und ist kolokalisierend mit Satelliten-DNA des
heterochromatischen Blocks (Starborg et al., 1996; Kill, 1996; Bridger et al., 1998; Takagi et
al., 1999).

Da POLA2-EGFP nicht mit Ki67 kolokalisiert ist (Abb. 15c), sprechen die Immunfarbungen
dafir, dass POLAZ2 nicht in perinukleoldaren und heterochromatischen Bereichen lokalisiert

ist.

4.2.1.2.3 INTRAZELLULARE VERTEILUNG VON PRIM1-EGFP

Zur Bestimmung der Lokalisation von PRIM1-EGFP wurden Ltk-Zellen mit 2 ug des Vektors
pEGFP-PRIML1 transfiziert. Die Zellen wiesen eine Verteilung des Proteins PRIM1-EGFP im
Zellkern auf, wobei einzelne Bereiche von der Lokalisation des Proteins ausgespart blieben.

Weiterhin erkannte man stark fluoreszierende Akkumulationen im Cytoplasma (Abb. 16).

16a 16b

Abb. 16: Expression von PRIM1-EGFP in Ltk -Zellen
a PRIM1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle
Um die Kernlokalisation des Proteins PRIM1-EGFP zu spezifizieren, wurde eine Immunfluo-
reszenzfarbung mit Antikérpern, die gegen den Proliferationsmarker Ki67 gerichtet sind,

durchgefuhrt (Abb. 17). Die Immunféarbung erfolgte nach Methanol/Aceton-Fixierung mit po-
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lyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikérpern (Verdinnung 1:75) und TexasRed-konjugierten

sekundaren Anti-Kaninchen-1gG (Verdiinnung 1:200).

17a 17b 17c 17d

Abb. 17: Expression von PPRIM1-EGFP in Ltk-Zellen
a PRIM1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Ki67 ist in perinukleoléren Bereichen lokalisiert und ist kolokalisierend mit Satelliten-DNA des
heterochromatischen Blocks (Starborg et al., 1996; Kill, 1996; Bridger et al., 1998; Takagi et
al., 1999). Abb. 17a zeigt die intrazellulare Verteilung des Proteins PRIM1-EGFP durch An-
regung mit UV-Licht, Abb. 17b die Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikoérpern. In
der Uberlagerung beider Bilder (Abb. 17c) wird deutlich, dass das Protein PRIM1-EGFP in

solchen Bereichen des Zellkerns lokalisiert ist, in denen kein Ki67-Protein gegenwartig ist.
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4.2.2 ANALYSE DES PROTEINS CDT1

CDT1 ist ein essentieller DNA-Replikationsfaktor der zur Rekrutierung von MCM4 an Chro-
matin notwendig ist (Nishitani et al., 2000). CDT1 bindet sequenzunspezifisch Einzel- und
Doppelstrang-DNA. Die DNA-Bindungsdomane befindet sich in der aminoterminalen Do-
mane und Uberlappt mit der Geminin-Bindungsdoméane. Die Bindung von CDT1 an den
MCM-Komplex, sowie dessen DNA-Bindungsaktivitat wird durch das Protein Geminin inhi-
biert. Diese Ergebnisse implizieren eine Schlisselrolle von CDT1 bei der Bildung des

preRCs.

4.2.2.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON CDT1-EGFP

Um die zellulare Lokalisation des EGFP-gekoppelten Proteins CDT1 zu untersuchen, wurden
Ltk-Zellen mit 2 pg des Vektors pEGFP(N1)-CDT1 transfiziert.

18a 18b 18c 18d

Abb. 18: Expression von CDT1-EGFP in Ltk-Zellen
a,c CDT1-EGFP angeregt bei 488 nm
b,d Phasenkontrastaufnahmen der Zellen

CDT1 war entweder diffus im Zellkern lokalisiert, wobei die Bereiche der Nucleoli ausgespart
blieben (Abb. 18a, b), oder war in gro3en Foci im Kern akkumuliert (Abb. 18c, d). Eine Loka-
lisation des Fusionsproteins an der duferen Peripherie des Zellkerns (Abb. 18a) deutet auf
centrosomale Lokalisation hin. Zusatzlich konnte CDT1-EGFP am endoplasmatischen Reti-
kulum (ER) beobachtet werden (Abb. 19). Ob es eine Funktion am ER ausibt, ist nicht ge-
klart.
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19a

19b 19c 19d

Abb. 19: ER-Lokalisation von CDT1-EGFP in Ltk-Zellen
a,c CDT1-EGFP angeregt bei 488 nm
b,d Phasenkontrastaufnahmen der Zellen

Um die Lokalisation des Proteins CDT1-EGFP naher zu untersuchen, wurden Immunfluores-
zenzfarbungen mit den transfizierten Zellen durchgefihrt.

Mit Hilfe des polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikdrpers sollte die Kernlokalisation von
CDT1-EGFP genauer analysiert werden (Abb. 20). Die Immunfarbung erfolgte nach Metha-
nol/Aceton-Fixierung mit polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikérpern (Verdinnung 1:75)

und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Kaninchen-IgG (Verdinnung 1:200).

20b 20c 20d

Abb. 20: Expression von CDT1-EGFP in Ltk’-Zellen
a CDT1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

20a

Abb. 20a zeigt die Expression des Proteins CDT1-EGFP, Abb. 20b die Immunfluoreszenz-
Farbung mit Anti-Ki67-Antikérpern. In der Uberlagerung beider Bilder (Abb. 20c) ist zu er-
kennen, dass sich die Lokalisationen des CDT1-EGFP-Proteins und des mit Antikdrpern vi-
sualisierten Ki67-Proteins gegenseitig aussparen. Demnach ist CDT1-EGFP nicht in hetero-
chromatischen und perinukleolaren Bereichen vorhanden, in denen der Proliferationsmarker
Ki67 lokalisiert ist.

Da der Vergleich der Akkumulation von CDT1-EGFP im Zellkern mit den Nucleoli im Pha-
senkontrastbild (Abb. 18c, d) auf eine nukleolare Lokalisation des Fusionsproteins hinweist,
wurden zur naheren Untersuchung Immunfluoreszenz-Studien mit Antikérpern gegen Prote-
ine der Nucleoli durchgefuhrt. Die Nucleoli eukaryontischer Zellen bestehen aus drei Sub-

kompartimenten. Die dichten fibrillaren Komponenten (DFCs) umhdllen die fibrillaren Zentren
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(FCs) der Nucleoli und sind selbst von den Hauptkérpern der granuldren Komponente (GC)
umgeben (Shaw und Jordan, 1995; Scheer und Hock, 1999; Dundr und Misteli, 2001). Als
Markerprotein fur die Nucleoli dient Fibrillarin, ein Protein, das sich in der dichten fibrillaren
Komponente befindet (Ochs et al., 1985; Shaw und Jordan, 1995). Daher wurde durch Im-
munféarbung mit humanem Autoimmunserum S4 der fibrillarinhaltige Anteil der dichten fibrill&-
ren Komponente visualisiert. Die Detektion erfolgte mit TexasRed-konjugierten sekundaren
Anti-Human-IgG (Verdiinnung 1:75). In der Uberlagerung der Lokalisation von CDT1-EGFP
und der Antikérperfarbung mit Anti-DFC-Antikdrpern ist zu erkennen, dass CDT1-EGFP nicht

mit Fibrillarin kolokalisiert ist, sondern mit dem Protein eng assoziiert ist (Abb. 21c).

2la 21b 21c 21d

Abb. 21: Expression von CDT1-EGFP in Ltk-Zellen
a CDT1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-DFC-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Neben den oben beschriebenen Verteilungsmustern zeigte das CDT1-EGFP-Fusionsprotein
eine Lokalisation an einem einzelnen Focus an der duReren Peripherie des Zellkerns, dem
Centrosom (Abb. 22a). Centrosomen dienen als Mikrotubuli-Organisationszentrum und bein-
halten rechtwinklig zueinander gelagerte, kurze Mikrotubuli-Zylinder (Centriole), die von einer
dichten Proteinschicht umgeben sind. Das Centrosom teilt sich vor Beginn der Mitose. Da-
nach trennen sich die beiden entstandenen Spaltungsprodukte und gelangen an gegeniber-
liegende Stellen beiderseits des Zellkerns. Ein Markerprotein fir das Centrosom ist g-Tubu-
lin. Dieses Protein interagiert mit g-Tubulin und ist Ausgangspunkt fir wachsende Mikrotubuli
des Spindelapparates.

Die Lokalisation des Fusionsproteins CDT1-EGFP am Centrosom wurde durch Immunfluo-
reszenz-Experimente mit primaren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Antikérpern (Verdin-
nung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-IgG (Verdinnung 1:75)
analysiert (Abb. 22).
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22a 22b 22c 22d

Abb. 22: Expression von CDT1-EGFP in Ltk-Zellen
a CDT1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 22a zeigt die Verteilung des Proteins CDT1-EGFP. Neben der starken Expression im
Nukleus erkennt man die Lokalisation an einem einzelnen Focus an der &ulR3eren Peripherie
des Zellkerns. Abb. 22b zeigt das angefarbte gTubulin. In der Uberlagerung beider Bilder
(Abb. 22c) erkennt man, dass beide Strukturen und zur Deckung gebracht werden kénnen.

Daraus wird deutlich, dass CDT1-EGFP am Centrosom assoziiert ist.

4.2.2.2 SUBKLONIERUNG VON CDT1 IN DEN VEKTOR PMSCVPURO

Um Interaktionen zwischen dem Protein CDT1 und weiteren Proteinen des preRC untersu-
chen zu konnen, kann das FRET-System benutzt werden. Da fir ein FRET-System hohe
Transfektionsraten Vorraussetzung sind, wurde ein virales System, das MES-Virus, gewahlt
um CDTI1-EGFP in die Zelle einzubringen. Das MES-Virus infiziert effizient embryonale
Stammzellen der Maus. Von diesem Virus leitet sich der Vektor pMSCVpuro ab, der stabil
ins Genom eines Wirtes integriert wird. Eine integrierte Resistenz gegen Ampicillin ermég-
licht die Selektion in Bakterienzellen, wéhrend die Puromycinresistenz eukaryontische Zellen
selektioniert.

Fur Interaktionsanalysen sollte die flr dass Fusionsproteins CDT1-EGFP kodierende Se-
guenz in den Vektor pMSCVpuro inseriert werden. Dazu wurde die cDNA mittels PCR aus
dem Vektor pEGFP-CDT1 amplifiziert. Die Primer enthielten jeweils eine Hpal-Schnittstelle
mit 5-6 zusatzlichen Nukleotiden zur effektiven Restriktion und mindestens 20 Nukleotide der
zu amplifizierenden cDNA. Das PCR-Produkt wurde im 5”- und 3"-Bereich enzymatisch ge-
spalten und in den linearisierten und dephosphorylierten Vektor pMSCVpuro Uber die Hpal

Schnittstelle kloniert.
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23 . Abb.23:  Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pMSCV -CDT1-EGFP.
Die CDT1-EGFP-cDNA wurde Uber die
Hpal-Schnittstelle in die Multiple Cloning

Site (MCS) des Vektors pMSCVpuro
eingesetzt.

Durch Konstruktion dieses Vektors wurde die Grundlage fir zukiinftige FRET-Analysen zur

Interaktionsbestimmung von Proteinen des preRC mit CDT1 geschaffen.

4.2.3 ANALYSE DES PROTEINS PESCADILLO

Bei Immunprazipitationsstudien des ORC in S. cerevisiae konnte das Hefe.Pescadillo Protein
YPH1 identifiziert werden, das neben den ORC-Proteinen auch mit MCM-Proteinen, Zell-
zyklus-regulatorischen Proteinen, Checkpoint-Proteinen und 60S-ribosomalen Proteinen
assoziiert vorgefunden wurde (Du und Stillman, 2002). Pescadillo konnte somit die Verbin-

dung zwischen Proliferationskontrolle und DNA-Replikation darstellen.

4.2.3.1 SUBKLONIERUNG VON PES1 IN DEN VEKTORPEGFP

Um zu untersuchen, ob eine Ubereinstimmung der Lokalisationen des murinen Pescadillo-
Homologen PES1 und Proteinen des preRCs besteht, sollte die intrazellulare Lokalisation
des Proteins PES1 genauer untersucht werden. Dazu sollte zundchst die cDNA, die fir
PES1 kodiert, mit dem 5°-Ende der fir EGFP codierenden Sequenz fusioniert werden. Nach
Expression in Ltk-Zellen sollte es so mdglich sein, die Lokalisation des Fusionsproteins
PES1-EGFP durch UV-Anregung in vivo zu analysieren. Die cDNA wurde von H.-P. Duncan,
Department of Cell Biology, Neurobiology and Anatomy, Milwaukee, Wisconsin, USA, zur
Verfligung gestellt.

Die PES1-kodierende cDNA wurde mit Hilfe von PCR aus dem Vektor pTM-FLAG-PES1
amplifiziert. Das Stop-Codon wurde durch den 3"-Primer mutiert. Die Primer enthielten je-
weils eine BamHI-Schnittstelle mit 56 zusatzlichen Nukleotiden zur effektiven Restriktion

und mindestens 20 Nukleotide der zu amplifizierenden cDNA. die Primer wurden so kon-
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struiert, dass der Leserahmen durch die EGFP-Sequenz bestimmt wird. Das Produkt der
PCR-Reaktion wurde im 5°- und 3 -Bereich enzymatisch mit BamHI| gespalten und in den
linearisierten und dephosphorylierten Vektor pEGFP(N1) eingefligt. Die Insertion der cDNA
konnte sowohl in 5-3"-Richtung als auch in 3"-5"-Richtung erfolgen. Der korrekte Einbau

wurde durch ein asymmetrisch schneidendes Enzym nachgewiesen.

24 Abb. 24:  Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N1)-PES1.

Die PES1-cDNA wurde Uber die BamHI-
Schnittstelle in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Vektors pEGFP(N1) eingesetzt.
Zur Selektion in Bakterienzellen diente die
im Vektor vorhandene Kanamycin-Resis-
tenzkassette. Die Transkriptionsstartstelle
wurde durch den CMV-Promotor festge-
legt.

4.2.3.2 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON PES1-EGFP

Zur Untersuchung der Lokalisation von PES1-EGFP wurden Ltk-Zellen mit 2ug des Plas-
mids pEGFP-PES1 transfiziert. Durch anschlieBende Anregung des EGFP-Anteils des
exprimierten Fusionsproteins mit Licht der Wellenlange 488 nm mittels einem Laser-Mik-
roskop konnte die Lokalisation von PES1-EGFP in vivo visualisiert werden. PES1-EGFP war
ausschlieBlich im Nukleus lokalisiert. Zusatzlich zeigte es Akkumulationen in spezifischen
Bereichen des Zellkerns (Abb. 25).

25a 25b

Abb. 25: Expression von PES1-EGFP in Ltk-Zellen
a PESI1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Da der Vergleich der Akkumulation von PES1-EGFP im Zellkern mit den Nucleoli im Pha-

senkontrastbild (Abb. 25) auf eine nukleolare Lokalisation des Fusionsproteins hinweist,
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wurden zur Bestimmung der Kernlokalisation Immunfluoreszenz-Studien mit Antikérpern
gegen Proteine der Nucleoli durchgefihrt. Durch Immunfarbung mit humanem Autoimmun-
serum S4 wurde der fibrillarinhaltige Anteil der dichten fibrillaren Komponente visualisiert.
Die Detektion der Fibrillarin-Antikérper erfolgte mit TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-

Human-1gG (Verdinnung 1:75).

26a 26b 26¢ 26d

Abb. 26: Expression von PES1-EGFP in Ltk-Zellen
a PESI1-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-DFC-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

In der Uberlagerung der Bilder 26a und 26b ist zu erkennen, dass PES1-EGFP nicht mit
Fibrillarin kolokalisiert ist, sondern von ihm umschlossen wird (Abb. 26c).

Da die dichten fibrillaren Komponenten (DFCs) die fibrillaren Zentren (FCs) der Nucleoli um-
hallen und selbst von den Hauptkérpern der granuldaren Komponente (GC) umgeben sind
(Shaw und Jordan, 1995; Scheer und Hock, 1999; Dundr und Misteli, 2001), lasst sich ver-

muten, dass das Protein PES1 in den fibrillaren Zentren der Nucleoli lokalisiert ist.

4.2.3.3 SUBKLONIERUNGEN VON PES1 IN DIE HEFE-TWO-HYBRID-VEKTOREN
PEG202 uND PJG4-5

Um Interaktionsstudien des Protein PES1 mit Proteinen des preRC mit dem Two-Hybrid-
System durchfihren zu kdnnen, ist es notig die fir das Proteins PES1 kodierende cDNA in
die Hefe-Vektoren pEG202 und pJG4-5 zu inserieren. Die PES1-kodierende cDNA wurde fr
den jeweiligen Vektor mit Hilfe von PCR aus dem Vektor pTTR-FLAG-PES1 amplifiziert. Die
3"-Primer enthielten eine Ncol-, die 5 -Primer eine Xhol-Schnittstelle. Der Leserahmen der
durch den LexA-Repressor beim Vektor pEG202 und durch die B42-Domé&ne beim Vektor
pJG4-5 vorgegeben wird, wurde bei der Primer-Ermittlung erhalten. Die PCR-Produkte wur-
den im 5°- und 3"-Bereich enzymatisch gespalten und in die linearisierten und dephosphory-
lierten Vektoren pEG202 bzw. pJG4-5 Uber Ncol/Xhol an das Ende der kodierenden Se-
guenz von LexA bzw. B42 eingesetzt Bei den resultierenden Fusionsproteinen bildet der

LexA-Repressor bzw. die B42-Domane den N-terminalen Bereich.
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27a ) Abb. 27a: Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEG202-PES1.

Die PES1-cDNA wurde Uber die
Ncol/Xhol-Schnittstellen in den Vektor
pEG202 eingesetzt. Zur Selektion in Bak-
terienzellen diente die Ampicillin-Resis-
tenzkassette. pEG202 enthalt den proka-
ryontischen ,origin of replication* 2mm.
Durch das HIS3-Selektionsmarkergen
verleiht der Vektor His3 -Hefestdmmen die
Fahigkeit, in Abwesenheit von Histidin zu
wachsen. In die Hefe-Expressionskassette
eingeschlossen sind der Promotor Papy,
die DNA-bindende Doméane LexA, gefolgt
von einem Polylinker, in den die cDNA
kloniert werden konnte.

27b Abb. 27b: Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pJG-4-5-PES1.

Die PES1-cDNA wurde Uber die
Ncol/Xhol-Schnittstellen in den Vektor
pJG-4-5 eingesetzt. Zur Selektion in Bakte-
rienzellen diente die Ampicillin-Resistenz-
kassette. pJG4-5 enthélt den prokaryonti-
schen ,origin of replication* 2nm. Durch
das TRP1-Selektionsmarkergen ermdglicht
ein Wachstum in Abwesenheit von Tryp-
tophan. Durch die Verwendung des Pro-
motors PGall kann die Expression des
Fusionsproteins gezielt durch Galactose
induziert bzw. durch Glucose inhibiert
werden. Zusétzlich enthalt der Vektor die
aktivierende Domane B42, gefolgt von
einem Polylinker, in den die cDNA kloniert
werden konnte.

Die sich anschlieBenden Two-Hybrid-Interaktionsanalysen wurden von T. Auth durchgefihrt.

4.2.4 ANALYSE DER UNTEREINHEITEN MCM2-7 DES MCM-KOMPLEXES

Der MCM-Komplex besteht aus sechs Proteinen (MCM2-7), die untereinander eine gemein-
same Domane in ihrer Proteinsequenz aufweisen und als Komplex ATPase-Aktivitt zeigen
(Schwacha und Bell, 2001). Untersuchungen zur Lokalisation von MCM-Proteinen zeigten
keine vollstandige Ubereinstimmung mit BrdU-Inkorporationsmustern (Edwards et al., 2002;
Ritzi et al., 1998). Mit Immunfluoreszenz-Experimenten sollte deshalb die intrazellulare Loka-
lisation der MCM-Untereinheiten genauer untersucht werden.

Durch Transfektion muriner Ltk’-Zellen mit unterschiedlichen pEGFP-MCM-Plasmiden und
anschlieRender Anregung des EGFP-Anteils der exprimierten Fusionsproteine mit UV-Licht
mittels eines Laser-Mikroskops sollte die Lokalisation der Initiatorproteine in vivo visualisiert

werden. Da in den meisten Organismen die MCM-Proteine fir die Dauer des gesamten Zell-

86



Ergebnisse

zyklus im Kern lokalisiert sind (Kearsey und Labib, 1998; Tye, 1999), wird auch fir die muri-

nen MCM-Proteine nukleare Lokalisation erwartet.

4.2.4.1 ANALYSE DES PROTEINS MCM2

4.2.4.1.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON EGFP-MCM2

Zur Analyse der Lokalisation von EGFP-MCM2 wurden Ltk-Zellen mit 2 ug des Plasmids
pPEGFP(C2)-MCM2 transfiziert. Der Vektor wurde von M. Lepke fur Lokalisationsstudien zur
Verfiigung gestellt. Fir das Fusionsprotein EGFP-MCM2 gab es zwei unterschiedliche Ver-
teilungsmuster: Es war entweder diffus im Zellkern lokalisiert, wobei die Nucleoli ausgespart
blieben (Abb. 28a, b) oder es war im Cytoplasma nachweisbar, wobei es zusatzlich im Kern

in wenigen stark fluoreszierenden Foci akkumuliert war (Abb. 28c, d).

28a 28b 28c

3
Al

3

Expression von EGFP-MCM2 in Ltk'-Zellen
a,c EGFP-MCM2 angeregt bei 488 nm
b,d Phasenkontrastaufnahmen der Zellen

Auffallig haufig wiesen die transfizierten Zellen mehrere Zellkerne auf. Das kdnnte auf eine
durch die Uberexpression des Proteins EGFP-MCM?2 verursachte Storung der Zellteilung
deuten (Abb. 29).

29a 29b

Abb. 29: Expression von EGFP-MCM2 in Ltk'-Zellen
a EGFP-MCM2 angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle
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Um die Lokalisation des Proteins EGFP-MCM2 naher zu untersuchen, wurden Immunfluo-
reszenzfarbungen durchgefuhrt.

Mit Hilfe des polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikorpers wurde spezifiziert, ob EGFP-
MCM2 in heterochromatischen, bzw. perinukleoldaren Bereichen im Nukleus lokalisiert ist
(Abb. 30). Die Immunfarbung erfolgte nach Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklonalen Ka-
ninchen-Anti-Ki67-Antikérpern (Verdinnung 1:75) und TexasRed-konjugierten sekundaren

Anti-Kaninchen-IgG (Verdinnung 1:200).

30a 30b 30c 30d

Abb. 30: Expression von EGFP-MCM2 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCM2 angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 30a zeigt die Expression des Proteins EGFP-MCM2 angeregt mit UV-Licht bei 488 nm,
Abb. 30b die Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikérpern durch Anregung von
TexasRed bei 546 nm. In der Uberlagerung beider Bilder (Abb. 30c) erkennt man, dass das
Protein EGFP-MCM2 nicht in den Bereichen des Zellkerns lokalisiert ist, in denen das Pro-
tein Ki67 vorhanden ist. Diesen Beobachtungen weisen darauf hin, dass das Protein EGFP-
MCM2 nicht in heterochromatischen bzw. perinukleolaren Bereichen lokalisiert ist, in denen
der Proliferationsmarker Ki67 nachweisbar ist.

Um zu Uberprifen, ob EGFP-MCM2 mdglicherweise in PML-NBs lokalisiert ist, wurden Im-
munfluoreszenz-Studien mit Antikdrpern gegen PML-NBs durchgefiihrt. Dazu wurden die
Zellen 24 h nach der Transfektion mit Methanol/Aceton fixiert. Als priméare Antikérper wurden
polyklonale Ratte-Anti-PML-Antikdrper (Verdinnung 1:200) verwendet, die gegen das flr
diese Substruktur charakteristische PML-Protein gerichtet sind. Die Detektion der PML-Anti-

korper erfolgte mit TexasRed-konjugierten sekundéren Anti-Ratte-1gG (Verdinnung 1:75).
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Abb. 31: Expression von EGFP-MCM2 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCM2 angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-PML-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Die Fusionsproteine konnten durch Anregung von EGFP bei 488 nm (Abb. 31a), die im-
munchemisch detektierten Proteine durch Anregung von TexasRed bei 546 nm (Abb. 31b)
am konvokalen Laserscanning-Mikroskop betrachtet werden. Beide Aufnahmen wurden zur
Deckung gebracht, wodurch kolokalisierende Bereiche durch eine resultierende Gelbfarbung
erkennbar werden.

Die Abbildung 31c zeigt die Kolokalisation von Fusionsprotein und endogenem PML-Protein.
Man erkennt, dass EGFP-MCM2 um die PML-NBs angehauft ist. Die Akkumulation des
Proteins MCM2-EGFP ist mdglicherweise auf die Uberexpression zuriickzufiihren, so dass

nicht von einer funktionellen Aufgabe des Proteins in PML-NBs ausgegangen werden kann.

4.2.4.1.2 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM2-EGFP

Um einen Einfluss des EGFP-Anteils auf die Lokalisation des Proteins MCM2 aufzuklaren,
wurden Ltk-Zellen mit 2ug des Vektors pEGFP(N3)-MCM2 transfiziert. Der Vektor wurde
von mir im Rahmen meiner Diplomarbeit hergestellt. Das exprimierte Fusionsprotein MCM2-
EGFP war diffus im Kern lokalisiert, wobei die Bereiche der Nucleoli ausgespart blieben
(Sturmer, 2001).

Um die Lokalisation des Proteins MCM2-EGFP im Zellkern zu untersuchen, wurde eine Im-
munfluoreszenzfarbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 durchgefuhrt. Unter Verwendung
des polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikorpers wurde spezifiziert, in welchen Bereichen
des Nukleus MCM2-EGFP nicht vorhanden ist (Abb. 32). Die Immunfarbung erfolgte nach
Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikérpern (Verdinnung

1.75) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Kaninchen-1gG (Verdinnung 1:200).
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32a 32b 32c 32d

Abb. 32: Expression von MCM2-EGFP in Ltk'-Zellen
a MCM2-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Wie auch beim Protein EGFP-MCM2 beobachtet, gibt es bei Analyse der Kernlokalisation
des Proteins MCM2-EGFP keine Ubereinstimmung in der Lokalisation mit dem durch ange-
farbte Antikdrper visualisiertem Protein Ki67 (Abb. 32c). Diese Ergebnisse implizieren, dass
MCM2-EGFP nicht in heterochromatischen bzw. perinukleolaren Bereichen im Zellkern loka-

lisiert ist.

4.2.4.2 ANALYSE DES PROTEINS MCM3

4.2.4.2.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON EGFP-MCM3

Um die intrazellulédre Lokalisation des Fusionsproteins EGFP-MCM3 zu untersuchen, wurden
Ltk’-Zellen mit 2 pg des Vektors pEGFP(C2)-MCM3 transfiziert. Bei Betrachtung des Lokali-
sationsmusters von EGFP-MCM3 im Zellkern wurde deutlich, dass das Protein nicht gleich-
mafig im Kern verteilt ist, wobei in einzelnen Bereichen keine EGFP-MCMS3-Lokalisation
nachweisbar ist (Abb. 33).

33a 33b

Abb. 33: Expression von EGFP-MCM3 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCM3 angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Um aufzuklaren, in welchen Bereichen des Zellkerns EGFP-MCM3 lokalisiert ist, wurde eine

Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen den Proliferationsmarker Ki67 durchgefiihrt
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(Abb. 34). Die Immunfarbung erfolgte nach Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklonalen Ka-
ninchen-Anti-Ki67-Antikdrpern (Verdinnung 1:75) und TexasRed-konjugierten sekundéren

Anti-Kaninchen-1gG (Verdiunnung 1:200).

34a 34b 34c

Abb. 34: Expression von EGFP-MCM3 in Ltk -Zellen
a EGFP-MCM3 angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Da keine Kolokalisation des Proteins EGFP-MCM3 mit dem Protein Ki67 nachweisbar war
(Abb. 34c), sprechen die Immunfarbungen dafir, dass EGFP-MCM3 weder in perinukleola-

ren noch in heterochromatischen Bereichen innerhalb des Nukleus lokalisiert ist.

4.2.4.2.2 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM3-EGFP

Zur Analyse der Lokalisation von MCM3-EGFP wurden Ltk-Zellen mit 2ug des Vektors
pPEGFP(N3)-MCM3 transfiziert. Wie zu erwarten war MCM3-EGFP innerhalb des Zellkerns
nachweisbar. Wie EGFP-MCM3 war MCM3-EGFP nicht gleichmaRig im Nukleus verteilt
(Abb. 35).

35a 35b

Abb. 35: Expression von MCM3-EGFP in Ltk-Zellen
a MCM3-EGFP angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Um die nukleédre Lokalisation des Proteins MCM3-EGFP naher zu untersuchen, wurden Im-

munfluoreszenzfarbungen durchgefihrt.
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Mit Hilfe des polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikbrpers wurde spezifiziert, in welchen
Bereichen des Nukleus MCM3-EGFP vorhanden ist (Abb. 36). Die Immunfarbung erfolgte
nach Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikbrpern (Verdin-
nung 1:75) und TexasRed-konjugierten sekundéren Anti-Kaninchen-1gG (Verdinnung

1:200).

36a 36b 36¢ 36d

Abb. 36: Expression von MCM3-EGFP in Ltk -Zellen
a MCM3-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Wie auch das Protein EGFP-MCM3, zeigt MCM3-EGFP keine Ubereinstimmung der Lokali-
sation des Fusionsproteins mit dem durch Antikorper visualisierten Proteins Ki67 (Abb. 36c¢).
Diese Ergebnisse implizieren, dass MCM3-EGFP nicht in heterochromatischen bzw. peri-

nukleolaren Bereichen im Zellkern gegenwartig ist.
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4.2.4.3 ANALYSE DES PROTEINS MCM4

4.2.4.3.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON EGFP-MCM4

Um die intrazellulare Lokalisation des EGFP-gekoppelten Proteins MCM4 zu bestimmen,
wurden Ltk-Zellen mit 2ug des Vektors pEGFP(C2)-MCM4 transfiziert. Der Vektor wurde
von M. Lepke fir Lokalisationsanalysen zur Verfligung gestellt. Das Fusionsprotein EGFP-
MCM4 war ausschlie3lich im Cytoplasma nachweisbar. Dies ist wahrscheinlich auf das Feh-
len eines Kernlokalisationssignals zurtickzufihren. Zusatzlich zeigte EGFP-MCM4 eine Lo-

kalisation an einem einzelnen Focus an der aul3eren Peripherie des Zellkerns (Abb. 37).

37a 37b

Abb. 37: Expression von EGFP-MCM4 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCM4 angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Um zu untersuchen, ob es sich bei dieser Struktur um das Centrosom handelt, wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen g Tubulin durchgefuhrt. g Tubulin interagiert
mit b-Tubulin und ist Ausgangspunkt fir wachsende Mikrotubuli des Spindelapparates.

Die Lokalisation des Fusionsproteins EGFP-MCM4 am Centrosom wurde durch Immunfluo-
reszenz-Experimente mit primédren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Antikérpern (Verdin-

nung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-IgG (Verdinnung 1:75)
Uberprift (Abb. 38).

38a 38b 38¢c 38d

Abb. 38: Expression von EGFP-MCM4 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCM4 angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle
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Abb. 35a zeigt die Verteilung des Fusionsproteins EGFP-MCM4, Abb. 38b durch Antikorper
angefarbtes gTubulin. Abb. 38c zeigt die Uberlagerung beider Bilder. Bereiche, in denen
beide Proteine kolokalisiert sind, werden durch die resultierende Gelbfarbung erkennbar.

Daraus wird deutlich, dass die Proteine EGFP-MCM4 am Centrosom gebunden sind.

4.2.4.3.2 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM4-EGFP

Zur Untersuchung der Lokalisation von MCM4-EGFP wurden Ltk’-Zellen mit 2 ug des Vek-
tors pEGFP(N3)-MCM4 transfiziert. Der Vektor wurde von mir im Rahmen meiner Diplomar-
beit konstruiert. Fur das exprimierte Protein MCM4-EGFP konnte eine diffuse Cytoplasmalo-
kalisation beobachtet werden. Zusatzlich war es, wie auch das Protein EGFP-MCM4, im Be-
reich des Centrosoms nachweisbar (Sturmer, 2001).

Um die centrosomale Lokalisation des Proteins MCM4-EGFP zu bestéatigen, wurden Immun-
fluoreszenzfarbungen durchgefihrt. Nach Methanol/Aceton-Fixierung der MCM4-EGFP
exprimierenden Zellen wurde das Centrosom mit primaren monoklonalen Maus-Anti-g-Tubu-
lin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG
(Verdiinnung 1:75) angefarbt (Abb. 39).

39a 39b

Abb. 39: Expression von MCM4-EGFP in Ltk'-Zellen
a MCM4-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 39a zeigt die Verteilung des Fusionsproteins EGFP-MCM4, Abb. 39b das durch Anti-
korper visualisierte Protein gTubulin. Abb. 39c zeigt den ,Overlay” beider Bilder. Kolokali-
sierende Proteine sind durch die resultierende Gelbfarbung zu erkennen. Diese Resultate

weisen darauf hin, dass MCM4-EGFP am Centrosom gebunden ist.
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4.2.4.3.3 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM4-NLS-EGFP

Um die Lokalisation des Proteins MCM4-EGFP im Zellkern zu analysieren, wurde zusatzlich
die Sequenz eines Kernlokalisationssignals (NLS) in die MCM4-EGFP-kodierende cDNA
iseriert. Ein entsprechender Vektor pEGFP(N1)-NLS, der fur ein NLS kodiert, wurde von R.
Hock, Institut fur Zell- und Entwicklungsbiologie, Universitat Wirzburg, zur Verfigung ge-
stellt. Hierzu wurde die MCM4-kodierende cDNA aus dem Vektor pEGFP(N3)-MCM4 durch
EcoRI-Restriktion herausgeschnitten und die Schnittstellen mit Klenow-Enzym ,blunt* auf-
gefullt. Der Vektor pEGFP(N1)-NLS wurde mit dem Enzym Smal linearisiert und anschlie-
Rend dephosphoryliert. Die kodierende Sequenz von MCM4 wurde in den Vektor an das 5'-
Ende der EGFP-kodierenden cDNA inseriert. Positive Klone wurden durch asymmetrischen

Verdau identifiziert.

40 Abb. 40: Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N1)-NLS-MCM4.

Die MCM4-cDNA wurde Uber die Smal-
Schnittstelle ,blunt* in die Multiple Cloning
Site (MCS) des Vektors pEGFP(N1)-NLS
eingesetzt. Zur Selektion in Bakterienzellen
diente die im Vektor vorhandene Kanamycin-
Resistenzkassette. Die Transkriptionsstart-
stelle wurde durch den CMV-Promotor fest-
gelegt.

Um die Lokalisation des Proteins MCM4-NLS-EGFP zu untersuchen, wurden Ltk-Zellen mit
2 ug des Vektors pEGFP(N1)-NLS-MCM4 transfiziert. MCM4-NLS-EGFP war im Zellkern in
diskreten Bereichen am Zellkernrand und um die Nucleoli lokalisiert (Abb. 41a, b), oder in

ungleichmafig verteilten punktahnlichen Strukturen im Zellkern akkumuliert (Abb. 41c, d).
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Abb. 41: Expression von MCM4-NLS-EGFP in Ltk-Zellen
a,c MCM4-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b,d Phasenkontrastaufnahmen der Zellen
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Um die Lokalisation des Proteins MCM4-NLS-EGFP néher zu untersuchen, wurden Immun-
fluoreszenzfarbungen durchgefihrt.

Durch Verwendung eines polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikdrpers sollte spezifiziert
werden, ob MCM4-NLS-EGFP in heterochromatischen bzw. perinukleolaren Bereichen loka-
lisiert ist (Abb. 42). Die Immunfarbung erfolgte nach Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklo-
nalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikérpern (Verdinnung 1:75) und TexasRed-konjugierten se-

kundaren Anti-Kaninchen-1gG (Verdiinnung 1:200).

42a 42b 42c 42d

Abb. 42: Expression von MCM4-NLS-EGFP in Ltk’-Zellen
a MCM4-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Es konnten nach Fixierung und anschlieBender Antikoérperfarbung in den meisten Zellen
keine diskreten Foci beobachtet werden. Dies deutet auf eine durch Methanol/Aceton-Fixie-
rung verursachte Zerstorung dieser Strukturen hin. Das durch UV-Licht angeregte Protein
MCM4-NLS-EGFP war ausschliefZlich in solchen Zellkernbereichen lokalisiert in denen kein
Ki67-Protein nachweisbar ist (Abb. 42c).

Noch nachweisbare Strukturen innerhalb des Zellkerns wurden durch Immunfluoreszenz-
Studien auf Anwesenheit von PML getestet. Dazu wurden die Zellen 24 h nach der Trans-
fektion mit Methanol/Aceton fixiert. Als primare Antikdrper wurden polyklonale Ratte-Anti-
PML-Antikérper (Verdinnung 1:200) verwendet. Die Visualisierung der PML-NBs erfolgte mit
TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Ratte-IgG (Verdunnung 1:75).

43a 43b 43c 43d

Abb. 43: Expression von MCM4-NLS-EGFP in Ltk-Zellen
a MCM4-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-PML-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle
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Abb. 43c zeigt die Kolokalisation von Fusionsprotein und endogenem PML-N-Protein. Man
erkennt, dass MCM4-NLS-EGFP im Bereich der PML-NBs angehauft ist, was moglicherwei-
se auf die Uberexpression zuriickzufiihren ist, so dass nicht von einer funktionellen Aufgabe
des Proteins MCM4-NLS-EGFP in PML-NBs ausgegangen werden kann.

Zusatzlich sollte Gberpruft werden, ob auch fur das Protein MCM4-NLS-EGFP eine centro-
somale Lokalisation beobachtet werden kann. Dazu wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit
primaren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und Texas-
Red-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Verdiinnung 1:75) durchgefiihrt (Abb. 44).

44a 44b 44c 44d

Abb. 44: Expression von MCM4-NLS-EGFP in Ltk-Zellen
a MCM4-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Féarbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 44a zeigt die Verteilung des Fusionsproteins MCM4-NLS-EGFP, Abb. 44b das durch
Antikorper angefarbte Protein g-Tubulin. Abb. 44c zeigt die Uberlagerung beider Bilder. Am
Centrosom kolokalisierende Proteine sind durch die resultierende Gelbfarbung zu erkennen.

Daraus wird deutlich, dass auch das Protein MCM4-NLS-EGFP am Centrosom gebunden ist.
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4.2.4.4 ANALYSE DES PROTEINS MCM5

4.2.4.4.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON EGFP-MCM5

Um die intrazellulare Lokalisation des Proteins EGFP-MCM5 zu untersuchen, wurden Ltk'-
Zellen mit 2 ug des Vektors pEGFP(C2)-MCM5 transfiziert. Der Vektor wurde von M. Lepke
zur Verfugung gestellt. Das Fusionsprotein EGFP-MCMb5 war, wie das Protein EGFP-MCM4,
ausschlie3lich im Cytoplasma lokalisiert. Dies ist wahrscheinlich auf das Fehlen eines Kern-
lokalisationssignals zurlckzufihren. Zusatzlich war EGFP-MCM4 in einer punktférmigen

Struktur akkumuliert (Abb. 45), die dem Centrosom entsprechen kdnnte.

45a 45b

Abb. 45: Expression von EGFP-MCMS5 in Ltk'-Zellen
a EGFP-MCMS5 angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Um diese Lokalisation zu Uberprifen, wurde eine Immunfluoreszenz-Farbung mit primaren
monoklonalen Maus-Anti-g-Tubulin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-konju-
gierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Verdiunnung 1:75) durchgefiihrt (Abb. 46). Durch die
resultierende Gelbfarbung beim ,Overlay” der Fluoreszenzsignale des Proteins EGFP-MCM5

und der Antikdrperfarbung des Proteins gTubulin erkennt man, dass beide Proteine im glei-

chen Zellkompartiment lokalisiert sind (Abb. 46c).

46a 46b 46¢ 46d

Abb. 46: Expression von EGFP-MCM5 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCMS5 angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle
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4.2.4.4.2 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM5-EGFP

Zur Untersuchung der Lokalisation von MCM4-EGFP wurden Ltk™-Zellen mit 2 ug des Vek-
tors pEGFP(N3)-MCMS5 transfiziert. Der Vektor wurde von mir im Rahmen meiner Diplomar-
beit hergestellt. Fir das exprimierte Fusionsprotein MCM5-EGFP konnte eine diffuse Cyto-
plasmalokalisation beobachtet werden. Zusatzlich war es, wie auch das EGFP-MCM5-Pro-
tein, in einer punktférmigen Struktur an der &ufReren Peripherie des Zellkerns akkumuliert
(Starmer, 2001). Dies deutet auf eine centrosomale Lokalisation hin.

Um die mogliche centrosomale Lokalisation des Proteins MCM5-EGFP zu untersuchen,
wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit priméaren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Anti-
kérpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Ver-
dinnung 1:75) durchgefuhrt (Abb. 47).

47a 47b 47c 47d

Abb. 47: Expression von MCM5-EGFP in Ltk'-Zellen
a MCM5-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 47a zeigt die Verteilung des Fusionsproteins MCM5-EGFP, Abb. 47b durch Antikorper
angefarbtes g-Tubulin. Abb. 47c zeigt die Uberlagerung dieser beiden Bilder. Kolokalisieren-
de Proteine sind durch die resultierende Gelbfarbung zu erkennen. Diese Ergebnisse weisen

darauf hin, dass MCM5-EGFP mit Proteinen des Centrosoms kolokalisiert ist.
4.2.4.4.3 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM5-NLS-EGFP

Um die Verteilung des Proteins MCM5-EGFP im Zellkern zu untersuchen, musste zusatzlich
ein Kernlokalisationssignal (NLS) in das Fusionsprotein eingebaut werden. Hierzu wurde die
kodierende Sequenz von MCM5 aus dem Vektor pEGFP(N3)-MCM5 mit EcoRI herausge-
schnitten. Die dabei entstandenen 5 -Uberhange wurden mit Klenow-Enzym ,blunt* aufge-
fullt. Der Vektor pEGFP(N1)-NLS wurde mit dem Enzym Smal linearisiert und anschlielend
dephosphoryliert. Die MCM5-kodierende cDNA wurde in den Vektor pEGFP(N1)-NLS an das
5-Ende der fir EGFP kodierenden Sequenz inseriert. Positive Klone wurden durch asym-

metrischen Verdau identifiziert.
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48 Abb. 48: Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N1)-NLS-MCMS5.

Die MCM5-cDNA wurde uber die Smal-
Schnittstelle ,blunt* in die Multiple Cloning
Site (MCS) des Vektors pEGFP(N1)-NLS
eingesetzt. Zur Selektion in Bakterienzellen
diente die im Vektor vorhandene Kanamycin-
Resistenzkassette. Die Transkriptionsstart-
stelle wurde durch den CMV-Promotor fest-
gelegt.

Um die Lokalisation von MCM5-NLS-EGFP zu analysieren, wurden Ltk’-Zellen mit dem
Vektor pEGFP(N1)-NLS-MCM5 transfiziert. Bei diesen Zellen konnte entweder eine Lokali-
sation des Proteins in bestimmten Bereichen des Zellkerns (Abb. 49a, b) oder neben weni-
gen Akkumulationen im Nukleus, zahlreiche Anhaufungen im Cytoplasma beobachtet wer-

den (Abb. 49c, d).

49a 49d

Abb. 49: Expression von MCM5-NLS-EGFP in Ltk-Zellen
a,c MCM5-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b,d Phasenkontrastaufnahmen der Zellen

Durch Immunfluoreszenzfarbungen sollte die Lokalisation des Proteins MCM5-NLS-EGFP
naher Uberpruft werden.

Mit Hilfe des polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikdrpers sollte untersucht werden, ob
MCM5-NLS-EGFP in heterochromatischen bzw. perinukleoléren Bereichen im Zellkern loka-
lisiert ist (Abb. 50). Die Immunfarbung erfolgte nach Methanol/Aceton-Fixierung mit polyklo-
nalen Kaninchen-Anti-Ki67-Antikérpern (Verdinnung 1:75) und TexasRed-konjugierten se-

kundaren Anti-Kaninchen-IgG (Verdiinnung 1:200).
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50a 50b

50c

t &3
! | . ‘.\I‘ "
Abb. 50: Expression von MCM5-NLS-EGFP in Ltk-Zellen

a MCM5-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm

b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Ki67-Antikdrper
¢ Uberlagerung von a/b

d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 50c zeigt die Uberlagerung der Bilder der Lokalisation des Fusionsproteins MCM5-NLS-
EGFP und des Ki67-Proteins. Man erkennt, dass MCM5-NLS-EGFP ausschlieRRlich in Ki67-
freien Bereichen nachweisbar ist. Somit ist MCM5-NLS-EGFP nicht in heterochromatischen
bzw. perinukleolédren Bereichen lokalisiert.

Da die wenigen Strukturen innerhalb des Zellkerns PML-NBs darstellen kénnten, sollte durch
Immunfluoreszenz-Studien die Existenz des dafir charakteristischen PML-Proteins in diesen
Strukturen Uberprift werden. Dazu wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion mit Metha-
nol/Aceton fixiert. Als primare Antikorper wurden polyklonale Ratte-Anti-PML-Antikdrper
(Verdiinnung 1:200) verwendet. Die Visualisierung des PML-Proteins erfolgte mit TexasRed-

konjugierten sekundéren Anti-Ratte-1gG (Verdiinnung 1:75).

5la 51b 51c

Abb. 51: Expression von MCM5-NLS-EGFP in Ltk-Zellen
a MCM5-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-PML-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 51c zeigt, dass die Kolokalisation des Fusionsproteins MCM5-NLS-EGFP und des en-
dogenem PML-Protein. Daraus wir deutlich, dass das Fusionsprotein im Bereich der PML-
NBs gebunden ist.

Um zu untersuchen, ob auch das Protein MCM5-NLS-EGFP am Centrosom gebunden ist,

wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit priméaren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Anti-
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koérpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Ver-
dinnung 1:75) durchgefihrt (Abb. 52).

52a 52b 52¢c 52d

Abb. 52: Expression von MCM5-NLS-EGFP in Ltk’-Zellen
a MCM5-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 52a zeigt die Verteilung des Fusionsproteins MCM5-NLS-EGFP, Abb. 52b durch Anti-
korper visualisiertes gTubulin. Abb. 52c zeigt den ,Overlay” beider Bilder. Kolokalisierende
Proteine sind durch eine resultierende Gelbfarbung zu erkennen. Die Tatsache, dass MCM5-
NLS-EGFP mit gTubulin kolokalisiert ist, deutet darauf hin, dass die Proteine MCM5-NLS-

EGFP am Centrosom gebunden sind.

4.2.4.5 ANALYSE DES PROTEINS MCM6

4.2.4.5.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM6-NLS-EGFP

Die intrazellulare Lokalisation des Proteins MCM6-EGFP wurde von mir im Rahmen meiner
Diplomarbeit untersucht. Aufgrund des Fehlens eines Kernlokalisationssignals konnte nur
eine diffuse Verteilung im Cytoplasma beobachtet werden. Eine centrosomale Lokalisation,
wie es schon fir die EGFP-gekoppelten Proteine MCM4 und MCM5 gezeigt werden konnte,
wurde nicht nachgewiesen (Stirmer, 2001).

Um die Verteilung des Proteins MCM6-EGFP im Zellkern zu untersuchen, musste zuséatzlich
ein Kernlokalisationssignal (NLS) in das Fusionsprotein eingebaut werden. Der Vektor
PEGFP-(N1)-NLS wurde von R. Hock, Institut fir Zell- und Entwicklungsbiologie, Universitét
Wirzburg, zur Verfiigung gestellt. Die kodierende Sequenz fur MCM6 wurde aus dem Vektor
PEGFP(N3)-MCM6 mit BamHI herausgeschnitten und die 5-Uberhéange mit Klenow-Enzym
Lblunt* aufgefillt. Der Vektor pEGFP(N1)-NLS wurde mit dem Enzym Smal linearisiert und
anschlieBend dephosphoryliert. Die cDNA wurde in den Vektor an das 5-Ende der EGFP-
kodierenden cDNA inseriert. Positive Klone wurden durch asymmetrischen Verdau identifi-

ziert.
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Abb. 53: Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N1)-NLS-MCM6.

Die MCM6-cDNA wurde Uber die Smal-
Schnittstelle ,blunt* in die Multiple Cloning
Site (MCS) des Vektors pEGFP(N1)-NLS
eingesetzt. Zur Selektion in Bakterienzellen
diente die im Vektor vorhandene Kanamycin-
Resistenzkassette. Die Transkriptionsstart-
stelle wurde durch den CMV-Promotor fest-
gelegt.

53

Um die Lokalisation von MCM6-NLS-EGFP zu untersuchen, wurden Ltk™-Zellen mit 2 pg des
Vektors pEGFP(N1)-NLS-MCM6 transfiziert. Das Protein war ausschlieflich diffus im Zell-

kern verteilt, wobei die Bereiche der Nucleoli ausgespart blieben (Abb. 54a, b).

54a 54b

Abb. 54: Expression von MCM6-NLS-EGFP in Ltk’-Zellen
a MCMG6-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b Phasenkontrastaufnahme der Zelle

4.2.4.6 ANALYSE DES PROTEINS MCM7

4.2.4.6.1 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON EGFP-MCM7

Um die intrazellulare Lokalisation des EGFP-gekoppelten Proteins MCM7 zu analysieren,
wurden Ltk-Zellen mit 2ug des Vektors pEGFP(C2)-MCM7 transfiziert. Der Vektor wurde
von M. Lepke fur Lokalisationsstudien zur Verfigung gestellt. Das Fusionsprotein EGFP-
MCMY7 ist wegen des Fehlens eines Kernlokalisationssignals ausschlie3lich im Cytoplasma
verteilt (Abb. 55). Hier zeigte es neben eines diffus verteilten Hintergrunds multiple Anhau-

fungen innerhalb des Cytoplasmas.
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Abb. 55: Expression von EGFP-MCM7 in Ltk™-Zellen

a EGFP-MCM?7 angeregt bei 488 nm

b Phasenkontrastaufnahme der Zelle
Ob es sich bei einem der zahlreichen Foci im Cytoplasma um das schon bei anderen MCM-
Proteinen nachgewiesene Centrosom handelt, wurde durch Immunfluoreszenz-Farbung mit
primaren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und Texas-
Red-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Verdinnung 1:75) untersucht (Abb. 56). Durch
die resultierende Gelbfarbung beim ,Overlay* der Fluoreszenzsignale des Proteins EGFP-
MCM7 und der Antikdrperfarbung des gTubulins wird deutlich, dass EGFP-MCM7 Proteine

am Centrosoms gebunden sind (Abb. 56c¢).

56a 56b 56¢

Abb. 56: Expression von EGFP-MCM?7 in Ltk™-Zellen
a EGFP-MCM?7 angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Im Gegensatz zu EGFP-MCM7 konnte keine centrosomale Lokalisation fiir das Protein
MCM7-EGFP, dessen Lokalisation von mir im Rahmen meiner Diplomarbeit untersucht
wurde, beobachtet werden. Mdglicherweise stdrt der EGFP-Anteil im Fusionsprotein MCM7-

EGFP eine Bindung an das Centrosom.
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4.2.4.6.2 INTRAZELLULARE LOKALISATION VON MCM7-NLS-EGFP

Um die Lokalisation des Proteins MCM7-EGFP im Zellkern zu untersuchen, musste zusatz-
lich ein Kernlokalisationssignal (NLS) in das Fusionsprotein eingebaut werden. Der Vektor
PEGFP(N1)-NLS wurde mit dem Enzym Smal linearisiert und anschlieend dephosphory-
liert. Die fur MCM7 kodierende cDNA wurde aus dem Vektor pEGFP(N3)-MCM7 mit EcoRl
herausgeschnitten und die 5 -Uberhange mit Klenow-Enzym ,blunt* aufgefiillt. Die cDNA
wurde in den Vektor an das 5-Ende der EGFP-kodierenden Sequenz inseriert. Positive

Klone wurden durch asymmetrischen Verdau identifiziert.

57 Abb.57:  Schematische Darstellung des
Fusionsplasmids pEGFP(N1)-NLS-MCM?7.

Die MCM7-cDNA wurde Uber die Smal-
Schnittstelle ,blunt* in die Multiple Cloning
Site (MCS) des Vektors pEGFP(N1)-NLS
eingesetzt. Zur Selektion in Bakterienzellen
diente die im Vektor vorhandene Kanamycin-
Resistenzkassette. Die Transkriptions start-
stelle wurde durch den CMV-Promotor fest-
gelegt.

Um die Lokalisation von MCM7-NLS-EGFP zu untersuchen, wurden Ltk™-Zellen mit 2 ug des
Vektors pEGFP(N1)-NLS-MCMY7 transfiziert. Die Zellen zeigten entweder eine diffuse Lokali-
sation des Fusionsproteins im Zellkern (Abb. 58a, b) oder Akkumulationen des Proteins
MCM7-NLS-EGFP in bestimmten Bereichen des Zellkerns (Abb. 58c, d). Eine centrosomale

Lokalisation konnte nicht nachgewiesen werden.

58a 58b 58c 58d

Abb. 58: Expression von MCM7-NLS-EGFP in Ltk-Zellen
a,c MCM7-NLS-EGFP angeregt bei 488 nm
b,d Phasenkontrastaufnahmen der Zellen
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4.3 ANALYSE DER CENTROSOMALEN LOKALISATION DER MCM-PROTEINE

Lokalisationsstudien mit EGFP-gekoppelten MCM-Proteinen zeigten, dass die Proteine
EGFP-MCM4, MCM4-EGFP, EGFP-MCM5, MCM5-EGFP und EGFP-MCM7 am Centrosom
lokalisiert sind. Die Proteine EGFP-MCM2, MCM2-EGFP, EGFP-MCM3, MCM3-EGFP,
MCM6-EGFP und MCM7-EGFP zeigten eine solche Lokalisation jedoch nicht.

4.3.1 KLONIERUNG DER VEKTOREN PEGFP(N3)-MCM4(STOP) UND
PEGFP(N3)-MCM5(STOP)

Um zu untersuchen, ob die MCM-Proteine MCM2, MCM3 und MCM6 Uber die Bindung der
centrosomalen Proteine MCM4 und MCM5 ebenfalls am Centrosom gebunden sind, sollten
Kotransfektionen durchgefihrt werden. Dazu mussten Vektoren konstruiert werden, die die
MCM4- bzw. MCM5-kodierenden cDNA enthalten, aber nicht mit der fir EGFP kodierenden
Sequenz gekoppelt sind. Die kodierenden Sequenzen fir MCM4 und MCM5 wurden aus den
Vektoren pJG-MCM4 bzw. pJG-MCM5 amplifiziert. Die Primer enthielten jeweils eine EcoRI-
Schnittstelle mit 5-6 zusatzlichen Nukleotiden zur effektiven Restriktion und nit mindestens
20 Nukleotiden der zu amplifizierenden cDNA. Da die Stop-Codons nicht durch die 3 -Primer
mutiert wurden, musste nicht auf den Leserahmen geachtet werden. Die so erhaltenen DNA-
Fragmente wurden (ber die EcoRI-Schnittstelle des linearisierten und dephosphorylierten
Vektors pEGFP(N3) inseriert (Abb. 59 und 60). Positive Klone wurden durch asymmetri-
schen Restriktionsverdau identifiziert.

Die nach Transfektion der Vektoren pEGFP(N3)-MCM4(Stop) bzw. pEGFP(N3)-MCM5(Stop)
exprimierten Proteine MCM4 bzw. MCM5 sind aufgrund der enthaltenen Stop-Codons in

ihren kodierenden Sequenzen nicht mit dem Protein EGFP fusioniert.

Abb.59: Schematische Darstellung des
Plasmids pEGFP(N3)-MCM4(Stop).

Die MCM4-cDNA wurde uber die EcoRI-
Schnittstelle in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Vektors pEGFP(N3) eingesetzt.
Das Stop-Codon der MCM4-cDNA wurde
nicht mutiert.

Zur Selektion in Bakterienzellen diente die
im Vektor vorhandene Kanamycin-Resis-
tenzkassette. Die Transkriptionsstartstelle
wurde durch den CMV-Promoter festge-
legt.

59

EcoRl (Stop)
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60 Abb. 60:  Schematische Darstellung des
Plasmids pEGFP(N3)-MCM5(Stop).

HSV TK PolyA Die MCM5-cDNA wurde uber die EcoRI-
Schnittstelle in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Vektors pEGFP(N3) eingesetzt.
Das Stop-Codon der MCM5-cDNA wurde
nicht mutiert.

Zur Selektion in Bakterienzellen diente die
im Vektor vorhandene Kanamycin-Resis-
tenzkassette. Die Transkriptionsstartstelle
wurde durch den CMV-Promoter festge-
legt.

Kan/Neo

EcoRl (Stop)

4.3.2 KOTRANSFEKTIONSSTUDIEN ZUR CENTROSOMALEN LOKALISATION

Um zu untersuchen, ob die Bindung von MCM6 am Centrosom durch Koexpression des
Proteins MCM4 erreicht werden kann, wurden 1,5 pg des Vektors pEGFP(N3)-MCM4(Stop)
und 1 pg des Vektors pEGFP(N3)-MCM6 in Ltk-Zellen transfiziert. Die Lokalisation der
exprimierten Proteine am Centrosom wurde durch Immunfluoreszenz-Experimente mit pri-
maren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-
konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Verdinnung 1:75) Uberpruft (Abb. 61).

Abb. 61a zeigt die Verteilung des Proteins MCM6-EGFP. Man erkennt eine Lokalisation an
einem einzelnen Focus an der &ufReren Peripherie des Zellkerns. Abb. 61b zeigt die Lokali-
sation des Proteins g-Tubulin, visualisiert durch Anti-g-Tubulin-Antikérper. Aus der Uberlage-
rung beider Bilder (Abb. 61c) wird deutlich, dass beide Strukturen identisch sind und zur De-

ckung gebracht werden kénnen.

6la 61b 6lc 61d

Abb. 61: Koexpression von MCM6-EGFP und MCM4 in Ltk-Zellen
a MCM6-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Demzufolge konnte durch Koexpression des Fusionsproteins MCM6-EGFP mit MCM4 auch

MCM6-EGFP am Centrosom nachgewiesen werden (Abb. 61). Diese Resultate weisen dar-
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auf hin, dass das Protein MCM6 mit dem Protein MCM4 interagiert und beide Proteine am
Centrosom gebunden sind.

Durch Kotransfektion der Vektoren pEGFP(N3)-MCM4(Stop) und pEGFP(N3)-MCM7 sollte
auch fiur MCM7-EGFP eine mdgliche Lokalisation am Centrosom, die durch MCM4 vermittelt

wird, untersucht werden (Abb. 62).

62a 62b 62c 62d

Abb. 62: Koexpression von MCM7-EGFP und MCM4 in Ltk-Zellen
a MCM7-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Das Centrosom wurde mit Immunfluoreszenz-Farbung mit primaren monoklonalen Maus-
Anti-g Tubulin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren
Anti-Maus-1gG (Verdinnung 1:75) angefarbt (Abb. 62). Die resultierende Gelbfarbung in der
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale des Proteins MCM7-EGFP und der Antikorperfarbung
des g Tubulins zeigt, dass beide Proteine im gleichen Zellkompartiment lokalisiert sind (Abb.
62c). Das Protein MCM4 vermittelt demnach die Bindung von MCM7-EGFP an das Centro-
som.

Das Protein MCM7-EGFP konnte auch durch Koexpression mit dem Protein MCM5 am
Centrosom binden (Abb. 63).

63a 63b 63c 63d

Abb. 63: Koexpression von MCM7-EGFP und MCM5 in Ltk-Zellen
a MCM7-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle
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Die Bindung der Proteine MCM7-EGFP und MCM5 am Centrosom wurde durch Immunfluo-
reszenz-Experimente mit primaren monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-Antikdrpern (Verdin-
nung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-IgG (Verdinnung 1:75)
nachgewiesen (Abb. 63). Abb. 63a zeigt die Verteilung des Proteins MCM7-EGFP. Man er-
kennt die Lokalisation an einem Focus an der aul3eren Peripherie des Zellkerns. Abb. 63b
zeigt die Lokalisation des g-Tubulins, visualisiert durch Anti-gTubulin-Antikérper. Im Overlay
dieser beiden Bilder (Abb. 63c) erkennt man, dass beide Strukturen zur Deckung gebracht
werden konnen. Diese Ergebnisse implizieren, dass MCM7 sowohl mit MCM4, als auch mit
MCM5 interagiert und mit diesen am Centrosom lokalisiert ist.

Auch fur das Protein MCM2-EGFP sollte durch Koexpression mit dem Protein MCM4 eine

maogliche Bindung am Centrosom untersucht werden (Abb. 64).

64a 64b 64c
e
———

Abb. 64: Koexpression von MCM2-EGFP und MCM4 in Ltk-Zellen
a MCM2-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Das Centrosom konnte durch Immunfluoreszenz-Farbung mit primaren monoklonalen Maus-
Anti-g-Tubulin-Antikdrpern (Verdinnung 1:1000) und TexasRed-konjugierten sekundéaren
Anti-Maus-1gG (Verdinnung 1:75) angefarbt werden (Abb. 64). In der Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale des Proteins MCM2-EGFP und der Antikérperfarbung des gTubulins
wird durch die resultierende Gelbfarbung deutlich, dass beide Protein im gleichen Zellkom-
partiment lokalisiert sind (Abb. 64c). Folglich bindet MCM2 durch die Interaktion mit MCM4
ebenfalls an das Centrosom.

Durch Kotransfektion der Vektoren pEGFP(N3)-MCM4(Stop) und pEGFP(N3)-MCM3 sollte
auch fir MCM3-EGFP eine mdgliche Lokalisation am Centrosom, die durch MCM4 vermittelt

wird, untersucht werden (Abb. 65).
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65a 65b 65¢C 65d

Abb. 65: Koexpression von MCM3-EGFP und MCM4 in Ltk-Zellen
a MCM3-EGFP angeregt bei 488 nm
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Aus Abb. 65a wird deutlich, dass MCM3-EGFP an einem Focus an der auf3eren Peripherie
des Zellkerns lokalisiert ist. Abb. 65b zeigt die Lokalisation des centrosomalen Proteins g
Tubulin, visualisiert durch Anti-g-Tubulin-Antikérper. Der ,Overlay” beider Bilder (Abb. 65c)
zeigt, dass MCM3-EGFP mit g-Tubulin kolokalisiert ist. Das Protein MCM4 vermittelt dem-
nach die Bindung des Proteins MCM3-EGFP an das Centrosom.
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4.3.3 LOKALISATION DER ENDOGENEN MCM-PROTEINE AM CENTROSOM

4.3.3.1 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG MIT ANTI-MCM,, ,-ANTIKORPERN

Immunfluoreszenz-Farbungen sollten Aufschluss geben, ob die endogenen MCM-Proteine,
wie auch die EGFP-Fusionsproteine, am Centrosom lokalisiert sind.

Nach Fixierung von Ltk-Zellen mit Methanol/Aceton wurde die Lokalisation der MCM-Prote-
ine am Centrosom durch Immunfluoreszenz-Experimente mit primaren Kaninchen-Anti-
MCMg-Antikorpern (Verdiinnung 1:400) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Kanin-
chen-IgG (Verdinnung 1:200) sowie das Centrosom mit monoklonalen Maus-Anti-gTubulin-
Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und FITC-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Ver-
dinnung 1:75) untersucht (Abb. 66). Abb. 66a zeigt die intrazellulare Verteilung der MCM-
Proteine, Abb. 66b zwei sich gegenlberliegende Centrosome, angefarbt durch Immunfluo-
reszenzfarbung des gTubulins. Diese Cenrosome sind auch in der Immunfluoreszenz-Far-
bung mit Anti-MCMy-Antikérpern zu erkennen (Abb. 66a). Durch die resultierende Gelbféar-
bung im ,Overlay* beider Bilder wird eine Lokalisation der MCM-Proteine am Centrosom

durch die g Tubulin-Antikérperfarbung bestatigt (Abb. 66c).

66a 66b 66¢ 66d

Abb. 66: Immunfluoreszenz-Farbung in Ltk’-Zellen
a Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM ,-Antik6rper
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Da der Anti-MCM,-Antikdrper gegen eine in allen sechs MCM-Proteinen konservierte Do-
mane gerichtet ist, sollten weitere Immunfluoreszenz-Farbungen mit Antikdrpern gegen die
Proteine MCM3 und MCM6 durchgefiihrt werden.
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4.3.3.2 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG MIT ANTI-MCM3-ANTIKORPERN

Eine Antikorperfarbung mit Anti-MCM3-Antikdrpern sollte zeigen, ob das Protein MCM3 am
Centrosom lokalisiert ist. Nach Formaldehyd/TritonX-Fixierung von Ltk-Zellen, wurden die
MCM3-Proteine mit primaren Schaf-Anti-MCM3-Antikérpern (Verdinnung 1:400) und
TexasRed-konjugierten sekundéren Anti-Schaf-1gG (Verdinnung 1:200) sowie die g Tubulin-
Proteine mit monoklonalen Maus-Anti-g-Tubulin-Antikdrpern (Verdiinnung 1:1000) und FITC-
konjugierten sekundaren Anti-Maus-IgG (Verdiinnung 1:75) sichtbar gemacht (Abb. 67).

67a 67b 67c 67d

Abb. 67: Immunfluoreszenz-Farbung in NIH/3T3-Zellen
a Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM3-Antikérper
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 67b zeigt die Lokalisation des Centrosoms, visualisiert durch Immunfluoreszenz-Féar-
bung mit Anti-gTubulin-Antikérpern. Dieses Zellkompartiment ist ebenfalls in Abb. 67a zu
erkennen, bei dem das Protein MCM3 mittels Antikérperfarbung visualisiert wurde. Die resul-
tierende Gelbfarbung bei Uberlagerung der beiden Bilder bestatigt, dass MCM3 am Centro-
som lokalisiert ist (Abb. 67c).

Die Abbildungen 68 a, a", a”” und a’"~ zeigen jeweils das mit Anti-MCMS3-Antikdrpern visuali-
sierte Protein MCM3 in verschiedenen Mitose-Stadien, die Abbildungen 68 b, b", b und b™”
die Antikorperfarbung des gTubulin-Proteins und die Abbildungen 68 c¢,c’,c”” und ¢ die
,overlays* der MCM3- und gTubulin-Antikérperfarbungen. In der Prophase (Abb. 68a, b, c¢),
Metaphase (Abb. 68a’,b’,c"), Anaphase (Abb. 68a"",b”",c”") und auch in der Telophase (Abb.
68a""",b""",c””") sind MCM3 und g Tubulin kolokalisiert.
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68a 68b 68c

68a 68b 68c

Abb. 68: Immunfluoreszenz-Farbungen in Ltk-Zellen
Prophase der Mitose (a-c)

a Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM3-Antikdrper

b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g- Tubulin-Antikérper
c Uberlagerung von a/b

Metaphase der Mitose (a’-c”")

a’ Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM3-Antikdrper
b’ Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
c Uberlagerung von a’/b’

Anaphase der Mitose (a”"-c”")

a” Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM3-Antikdrper
b” Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
c” Uberlagerung von a”’/b””

Telophase der Mitose (a”""-¢”"")

a””  Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM3-Antikdrper
b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g- Tubulin-Antikérper
¢’ Uberlagerung von a"""/b””"
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4.3.3.3 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG MIT ANTI-MCMG6-ANTIKORPERN

Antikoérperfarbung mit Anti-MCM6-Antikérpern sollte zeigen, ob das Protein MCM6 am
Centrosom lokalisiert ist. Nach Formaldehyd/TritonX-Fixierung der Zellen wurde MCM6 mit
primaren Schaf-Anti-MCM6-Antikorpern (Verdinnung 1:400) und TexasRed-konjugierten
sekundaren Anti-Schaf-1gG (Verdinnung 1:200) sichtbar gemacht. Das Centrosom wurde
durch Immunfluoreszenzfarbung des centrosomalen Proteins gTubulin mit monoklonalen
Maus-Anti-g-Tubulin-Antikérpern (Verdinnung 1:1000) und FITC-konjugierten sekundaren
Anti-Maus-1gG (Verdinnung 1:75) angefarbt (Abb. 69).

69a 69b 69c 69d

Abb. 69: Immunfluoreszenz-Farbung in NIH/3T3-Zellen
a Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM6-Antikérper
b Immunfluoreszenz-Féarbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢ Uberlagerung von a/b
d Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Abb. 69b zeigt die Lokalisation des Centrosoms, visualisiert mit Anti-g-Tubulin-Antikorper. In
Abb. 69a erkennt man die intrazellulare Verteilung des Proteins MCM®6. Die resultierende
Gelbfarbung bei Uberlagerung beider Bilder zeigt, dass MCM6 am Centrosom gebunden ist
(Abb. 69c).

Wie auch das Protein MCM3, ist das Protein MCM6 in der Mitose am Centrosom lokalisiert
(Abb. 70). Die Abbildungen 70 a,a’, a” und a”~ zeigen jeweils das mit Anti-MCM6-Antikor-
pern visualisierte Protein MCM6 zu verschiedenen Mitose-Stadien, die Abbildungen
70 b,b’, b” und b”" die Antikérperfarbung des g-Tubulins und die Abbildungen 70 ¢, c’, c”’
und ¢’ die Overlays der MCM®6- und g-Tubulin-Antikdérperfarbungen. In der Metaphase (Abb.
70a, b, c), Anaphase (Abb. 70a’,b",c") und auch in der Telophase (Abb. 70a”",b"",c”") sind die

Proteine MCM6 und g Tubulin am Centrosom kolokalisiert.
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70c

Abb. 70: Immunfluoreszenz-Farbungen in Ltk’-Zellen
Metaphase der Mitose (a-c)

a Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM®6-Antikdrper

b Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikorper
c Uberlagerung von a/b

Anaphase der Mitose (a’-c”)

a’ Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM®6-Antikdrper
b’ Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikorper
c Uberlagerung von a’/b’

Telophase der Mitose (a”"-¢c”")

a” Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-MCM6-Antikdrper
b” Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-g Tubulin-Antikérper
¢’ Uberlagerung von a”"/b””
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4.3.4 IMMUNPRAZIPITATIONSSTUDIEN ZUR CENTROSOMALEN LOKALISATION

Zusatzlich zu den Lokalisationsanalysen sollte durch Immunprazipitationsexperimente die
centrosomale Lokalisation der MCM-Proteine untersucht werden.

Kernextrakte aus asynchronen Ltk-Zellen wurden mit aufgereinigten gTubulin-Antikérpern
Uber Nacht unter Rotieren inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Prdimmunserum verwendet
und analog behandelt. Nach Zugabe von Schaf-Anti-Rabbit-lgG-Dynabeads wurden die pra-
Zipitierten Proteine nach Auftrennung durch SDS/PAGE in Western-Blots durch Antikorper
gegen das Protein MCM3 (Abb. 71a) und das Protein MCM6 (Abb. 71b) nachgewiesen.

71a 71b
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Abb. 71: g-Tubulin-iImmunprazipitationen

Die mit Schaf-Anti-Rabbit-IgG beschichteten Dynabeads wurden einerseits mit Kontroll-PrAimmunserum, ande-
rerseits mit Anti-gTubulin-Antikbrpern zusammen mit Kernextrakt aus asynchronen Ltk-Mauszellen inkubiert.
Die gebundenen Proteine wurden mit SDS/PAGE aufgetrennt und in Western-Blots analysiert.
Mit den Immunprazipitationsexperimenten konnten die Interaktionen von MCM3 und MCM6
mit g-Tubulin in vivo nachgewiesen werden (Abb. 71). Die Tatsache, dass die Proteine
MCM3 und MCM6 mit gTubulin prazipitiert werden konnten, weist darauf hin, dass diese

Proteine am Centrosom gebunden sind.
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4.3.5 ANALYSE DER DYNAMIK DER CENTROSOMAL GEBUNDENEN MCM-PROTEINE

Um die Dynamik von MCM-Proteinen am Centrosom zu untersuchen, wurden FRAP-EXxperi-
mente (,Fluorescence Recovery After Photobleaching”) mit EGFP-Fusionsproteinen durch-
gefuhrt. Hierzu wurden Ltk-Zellen jeweils mit 2ug der Vektoren pEGFP(N3)-MCM4 und
pPEGFP(N3)-MCM5 transfiziert.

Die MCM4-EGFP- bzw. MCM5-EGFP-Fraktion am Centrosom wurde am konfokalen Laser-
scanning-Mikroskop Leica TCS SP mit einem 488 nm Laserstrahl eines Argon-Lasers mit
einem Durchmesser von 1 mm 1 sec gebleicht und die Fluoreszenz-Intensitaten in bestimm-

ten Zeitabschnitten nach dem Bleachpuls aufgezeichnet (Abb. 72).

72a 72b 72c 72d

Abb. 72: FRAP-Analyse des Proteins MCM4-EGFP am Centrosom.
Ltk’-Zellen wurden mit pEGFP(N3)-MCM4 transfiziert und die Dynamik der MCM4-EGFP-
Fraktion am Centrosom durch ,Fluorescence Recovery After Photobleaching“ analysiert.

a  Verteilung von MCM4-EGFP vor dem Bleachpuls (pre-bleach)
b  Verteilung von MCM4-EGFP 1 sec nach dem Bleachpuls

¢ Verteilung von MCM4-EGFP 3 min nach dem Bleachpuls

d  Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Anhand der aufgezeichneten Fluoreszenz-Intensitatswerte wurde die relative Intensitat nach

folgender Formel berechnet:
IreI = To It/Tt Io

Dabei entspricht T, der Intensitat des gesamten Zellvolumens vor dem Bleachpuls, T, der
zellularen Intensitat zum Zeitpunkt t, | der Intensitat der Akkumulation vor dem Bleachpuls
und I, der Intensitat der Akkumulation zum Zeitpunkt t, jeweils korrigiert um den Hintergrund-
wert.

Durch Auftragen der relativen Intensitat gegen die Zeit wurden die in Abb. 73 dargestellten

Kurven erhalten:

117



Ergebnisse

73a 73b
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Abb. 73: Quantitative FRAP-Analyse der Proteine MCM4-EGFP und MCM5-EGFP am Centrosom

Die MCM4-EGFP @) und MCM5-EGFP () Fluoreszenz am Centrosom einer lebenden Zelle wurde 1 sec am
konfokalen Mikroskop Leica TCS SP mit einem 488 nm Laserstrahl eines Argon-Lasers mit einem Durchmesser
von 1 mm gebleicht und die Fluoreszenz-Intensitaten in bestimmten Zeitabschnitten nach dem Bleachpuls aufge-
zeichnet. Die Messwerte sind Mittelwerte aus 10 individuellen Zellen von 3 unabh&ngigen Experimenten. Die
Fluoreszenz-Intensitat der bebleichten Region ist als relative Intensitat dargestellt.

Das Protein EGFP ist diffus im Zellkern lokalisiert und erreicht nach weniger als 1 sec nach
dem Bleachpuls wieder volle Fluoreszenz (Phair und Misteli, 2000; Misteli et al., 2000). Im
Gegensatz dazu erreicht die MCM4-EGFP-Fluoreszenz in gebleichten Centrosomen erst
nach 50 sec, und die Fluoreszenz von MCM5-EGFP sogar erst nach 170 sec ein Plateau
(Abb. 73a, b).

Der “Recovery Level” von MCM4-EGFP erreicht nur 21 + 10 %, der von MCM5-EGFP 37 +
12 %. Das lasst auf das Vorhandensein zweier MCM4-EGFP- bzw. MCM5-EGFP-Fraktionen
am Centrosom schlieBen, fir MCM4-EGFP ~21 % einer mobilen Fraktion und ~79 % einer
immobilen Fraktion, die nicht zur Erholung der Fluoreszenz beitragt. Fir MCM5-EGFP be-
tragt die mobile Fraktion ~37 % und die immobile Fraktion ~63 %. Diese Resultate weisen
aufgrund der starken Assoziation der Proteine MCM4-EGFP und MCM5-EGFP mit dem
Centrosom darauf hin, dass diese Proteine eine funktionelle Aufgabe am Centrosom erflllen
und lasst eine unspezifische Akkumulation von MCM4 und MCM5 aufgrund der Uberexpres-

sion wenig wahrscheinlich erscheinen.
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4.4 CDK-MUTANTEN VON MCM5-EGFP

Es sollte untersucht werden, ob die centrosomale Lokalisation von MCM5-EGFP von der
Phosphorylierung durch CDKs abhéangig ist.

Bei einer Motiv-Analyse der cDNA-Sequenz des murinen MCM5-Proteins konnten mehrere
potentielle Phosphorylierungsstellen entdeckt werden. Die vollstandige Konsensussequenz

einer CDK-Phosphorylierungsstelle lautet:
Ro
G

Die reduzierte Konsensussequenz §PQ kann ebenfalls zu den potentiellen CDK-
4]

Phosphorylierungsstellen gezéhlt werden. Bei MCM5 konnten vier reduzierte Phosphorylie-

rungsstellen gefunden werden, die die Konsensussequenz (SP) besitzen (Tab. 1).

CDK-Phosphorylierungsstelle Position (AS)
1 133-134
2 314-315
3 339-340
4 397-398
Tab. 1: Lage der Phosphorylierungsstellen innerhalb der murinen MCM5-Aminoséuresequenz

Ziel war die Herstellung aller mdglichen CDK-Mutanten, bei der die Aminosaure Serin der
Konsensussequenz zu Alanin mutiert ist. Daraus ergeben sich folgende mdgliche Mutanten
(Tab. 2):

Einzelmutanten: Doppelmutanten: Dreifachmutanten: Vierfachmutante:
S133A S133A+S314A S133A+S314A+S339A  S133A+S314A+S339A+S397A
S314A S133A+S339A S133A+S339A+S397A
S339A S133A+S397A S133A+S314A+S397A
S397A S314A+S339A S314A+S339A+S397A
S314A+S397A
S339A+S397A
Tab. 2: mdogliche CDK-Mutanten von MCM5
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4.4.1 KLONIERUNG DER CDK-MUTANTEN VON MCM5-EGFP

4.4.1.1 KLONIERUNG DER CDK-EINZELMUTANTEN VON MCM5

Fur die Herstellung der CDK-Einzelmutanten von MCM5 sollten durch PCR die Codons AGC
(AS 133), AGC (AS 314), TCC (AS 339) und TCT (AS 397), die jeweils fur die Aminosaure
Serin codieren, zu GCC verandert werden. GCC codiert fir die kleine, ungeladene Amino-

saure Alanin. Um dies zu erreichen wurden jeweils vier Primer benétigt (Abb. 74).

Abb. 74: Lage der Primer (P1-P4) entlang
der MCM5-cDNA
P2 und P4 (grun) uberlappen im

Pl 2 P4. Bereich der Mutatiqn (rqt). P1 und

5 3 P3 (blau) greifen jeweils an den
3 A ® Enden der cDNA. Beide Primer
. besitzen Uberhangende Enden

P2 P3 (hellblau) mit EcoRI-Schnittstellen.

Fur die CDK-Mutante MCM5-S133A wurden aus den Primerpaaren P1/P2 (MCM5-
forw/MCM5-S133A-rev) sowie P4/P3 (MCM5-S133A-forw/MCM5-rev) zwei Fragmente ver-
vielfaltigt. Als DNA-Matrize diente das Plasmid pEGFP(N3)-MCM5, in dem die kodierende
Sequenz des murinen MCM5 enthalten war. Die kodierende Sequenz des murinen MCM5
besitzt eine Lange von 2202 nt. Die beiden resultierenden PCR-Fragmente besalien Gréfen
von 411 nt und 1824 nt. Die PCR-Produkte wurden in einem 1 %igen TAE-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Durch Gelelution konnten die beiden DNA-Fragmente vom
Ursprungsvektor und von tbrigen Verunreinigungen getrennt werden.

Die Ligation der beiden Fragmente erfolgte durch eine weitere PCR mit den Primern P1 und
P3. Diese Primer enthielten jeweils eine EcoRI-Schnittstelle mit 5-6 zusatzlichen Nukleotiden
zur effektiven Restriktion und mindestens 20 Nukleotiden der zu amplifizierenden DNA. Wéh-
rend der Primer-Hybridisierung fand gleichzeitig auch die Hybridisierung der komplementa-
ren Bereiche der beiden Fragmente statt, die durch die Verwendung der beiden Primer P2
und P4 entstanden. In der nachfolgenden Reaktion wurden die einzelstrangigen Bereiche zur
dsDNA aufgefillt und in weiteren Zyklen amplifiziert. Das resultierende Ligationsprodukt
wurde in einem 1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt und durch Gelelution von den beiden
Ausgangsfragmenten gereinigt.

Nach Verdau des PCR-Produkts mit EcoRI und Insertion des Fragments in den mit EcoRlI
linearisierten und dephosphorylierten Vektor pEGFP(N3) wurden positive Klone durch
asymmetrischen Verdau identifiziert.

Die erfolgreiche Mutation der Phosphorylierungsstelle wurde durch Sequenzierung bestétigt.
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Die Klonierungen der CDK-Mutanten S314A, S339A uns S397A erfolgte auf gleiche Weise
wie die Klonierung der CDK-Mutante S133A, wobei der Mutationsstelle entsprechende Pri-

mer verwendet wurden.

75a 75b

S314A

75¢C 75d

Abb. 75: Schematische Darstellung der CDK-Einzelmutanten von pEGFP(N3)-MCM5.

a  pEGFP(N3)}-MCM5(S133A)
b pEGFP(N3)-MCM5(S314A)
¢ PEGFP(N3)-MCM5(S339A)
d  pEGFP(N3)-MCMS5(S397A)

4.4.1.2 KLONIERUNG DER CDK-DOPPELMUTANTEN VON MCM5

Fur die Klonierung der sechs méglichen CDK-Doppelmutanten von MCM5 (Tab. 2) wurde
ebenfalls das oben beschriebene Mutationsverfahren verwendet, wobei als Templates fir die
PCRs nicht der Vektor pEGFP(N3)-MCM5 diente, sondern ein pEGFP(N3)-MCM5-Vektor,

der bereits eine mutierte CDK-Phosphorylierungsstelle enthielt (Tab. 3).

Doppelmutanten: Templates:
MCM5(S133A+S314A) PEGFP(N3)-MCM5(S133A)
MCM5(S133A+S339A) PEGFP(N3)-MCM5(S339A)
MCM5(S133A+S397A) PEGFP(N3)-MCM5(S397A)
MCM5(S314A+S339A) PEGFP(N3)-MCM5(S339A)
MCM5(S314A+S397A) PEGFP(N3)-MCM5(S397A)
MCM5(S339A+S397A) PEGFP(N3)-MCM5(S397A)

Tab. 3: PCR-Templates zur Klonierung der CDK-Doppelmutanten von MCM5
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Nach Verdau der PCR-Produkte und Ligation der Fragmente in den mit EcoRI linearisierten
und anschlieend dephosphorylierten Vektor PEGFP(N3) wurden positive Klone durch
asymmetrischen Verdau identifiziert.

Die erfolgreichen Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt.

76a 76b 76¢c

76d 76e 76f

Abb. 76: Schematische Darstellung der CDK-Doppelmutanten von pEGFP(N3)-MCMS.
a  pEGFP(N3)}-MCM5(S133A+S314A)

PEGFP(N3)-MCM5(S133A+S339A)

PEGFP(N3)-MCM5(S133A+S397A)

PEGFP(N3)-MCM5(S314A+S339A)

PEGFP(N3)-MCM5(S314A+S397A)

PEGFP(N3)-MCM5(S339A+S397A)

o

- 0 QO O

4.4.1.3 KLONIERUNG DER CDK-DREIFACHMUTANTEN VON MCM5

Fur die Klonierung der CDK-Dreifachmutanten von MCM5 wurde ein anderes Mutationsver-
fahren verwendet (3.4.6). Dazu wurde der entsprechende Vektor, der als Template fur die

nachfolgende PCR dienen sollte (Tab. 4), in DH5a-Zellen transformiert.

Dreifachmutanten: Templates:
MCM5(S133A+S314A+S339A) PEGFP(N3)-MCM5(S133A+S339A)
MCM5(S133A+S339A+S397A) PEGFP(N3)-MCM5(S339A+S397A)
MCM5(S133A+S314A+S397A) PEGFP(N3)-MCM5(S314A+S397A)
MCM5(S314A+S339A+S397A) PEGFP(N3)-MCM5(S339A+S397A)
Tab. 4: PCR-Templates zur Klonierung der CDK-Dreifachmutanten von MCM5
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AnschlieRend wurde mit den praparierten Plasmiden eine PCR Uber das gesamte Template
durchgefiihrt, wobei die beiden Primer jeweils die gewilinschte Mutation beinhalteten. Die
Template-DNA wurde durch Dpnl-Verdau aus dem Reaktionsansatz entfernt. Nach Aufreini-
gung des PCR-Produktes wurde die DNA-LOsung in Bakterien-Zellen transformiert und nach
praparativer Plasmid-DNA-Isolierung analysiert.

Die erfolgreichen Mutationen der CDK-Phosphorylierungsstellen wurden durch Sequenzie-

rung bestatigt.

77a Abb. 77: Schematische Darstellung
der CDK-Dreifachmutanten
von pEGFP(N3)-MCMS5.
a  pEGFP(N3)-
MCM5(S133A+S314A+S339A)
b  pEGFP(N3)-
MCM5(S133A+S339A+S397A)
[ pEGFP(N3)-
MCM5(S133A+S314A+S397A)
d pEGFP(N3)-
MCM5(S314A+S339A+S397A)
77c 77d

4.4.1.4 KLONIERUNG DER CDK-VIERFACHMUTANTE VON MCM5

Fur die Klonierung der CDK-Vierfachmutante von MCM5 wurde das PCR-Mutationsverfahren
verwendet, das auch fiir die Klonierungen der CDK-Dreifachmutanten angewandt wurde. Als
Template fir die PCR wurde der in DH5a-Zellen hergestellte Vektor pEGFP(N3)-
MCM5(S314A+S339A+S397A) verwendet. Nach Verdau der Template-DNA mit Dpnl wurde
die DNA-L6sung in Bakterien-Zellen transformiert und nach praparativer Plasmid-DNA-Isolie-
rung analysiert.

Die erfolgreiche Mutation der CDK-Phosphorylierungsstelle wurde durch Sequenzierung

bestétigt.

78 Abb. 78:  Schematische Darstellung der CDK-
Vierfachmutante von pEGFP(N3)-MCM5
PEGFP(N3)-MCM5(S133A+S314A+S339A+S397A).

S314A
S339A

PEGFP(NGHMCMS(S133A+5314A+ S3I0ASI7A)

S397A
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4.4.2 ANALYSE DER CENTROSOMALEN LOKALISATION DER MUTANTEN

Fur die Analyse der CDK-Mutanten von pEGFP(N3)-MCM5 mit einem konfokalen Laser-Mik-
roskop wurden Ltk-Zellen mit den entsprechenden Vektoren transfiziert. Es wurde unter-
sucht, ob die MCM5-EGFP-Mutanten durch die fehlenden CDK-Phosphorylierungsstellen
eine veranderte Assoziation zum Centrosom zeigen. Abb. 79 zeigt sowohl die Lokalisation
von Wildtyp-MCM5-EGFP (Abb. 79a) als auch die der CDK-Mutanten (Abb. 79b-p) in Ltk™-

Zellen.

Wildtyp-MCM5-EGFP

79b  MCM5(S133A)-EGFP MCM5(S314A)-EGFP

MCM5(S339A)-EGFP MCM5(S397A)-EGFP

79f  MCM5(S133A+S314A)-EGFP MCM5(S133A+S339A)-EGFP

MCM5(S133A+S397A)-EGFP MCM5(S314A+S339A)-EGFP
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MCM5(S339A+S397A)-EGFP

MCM5(S314A+S397A)-EGFP

79 MCM5(S133A+S314A+S339A)EGFP MCM5(S133A+S339A+S397A)EGFP

79n MCM5(S133A+S314A+S397AYEGFP

MCM5(S314A+S339A+S397A)}EGFP

79p  MCM5(S133A+S314A+S339A+S397A)EGFP

Abb. 79: Expression von Wildtyp-MCM5-EGFP sowie der CDK-Mutanten von MCM5 in Ltk -Zellen

Wildtyp-MCM5-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S314A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S339A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S397A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S314A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S339A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S397A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S314A+S339A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S314A+S397A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S339A+S397A)-EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S314A+S339A)}EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S339A+S397A}EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S314A+S397A)EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S314A+S339A+S397A}EGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle
MCM5(S133A+S314A+S339A+S397AYEGFP angeregt bei 488 nm; Phasenkontrastaufnahme der Zelle

T OS3 TXTToDQ T 0T

Wie in Abb. 79 zu erkennen ist, ist bei allen MCM5-EGFP-Mutanten bei denen die CDK-
Phosphorylierungsstellen so mutiert wurden, dass keine Phosphorylierung mehr méglich ist,
immer noch die Assoziation mit dem Centrosom zu erkennen. Somit haben die Mutationen
der CDK-Phosphorylierungsstellen in den MCM5-kodierenden Sequenzen keinen Einfluss

auf die Assoziation des Proteins am Centrosom.

125



Ergebnisse

4.5 PROTEIN ,, KNOCK-DOWN" VON MCM3

4.5.1 ANALYSE DER INDUKTIONSFAHIGKEIT VERSCHIEDENER
NIH/3T3-TETON-ZELLLINIEN

Die Induktionsfahigkeit eines NIH/3T3-TetOn- und eines NIH/3T3-TetOn(Neo)-Zellklons
sollte mittels Luciferase-Assay ermittelt werden.

Hierzu wurden die Zellen mit dem fir Luciferase kodierenden Vektor pBI-L transfiziert. Dieser
Vektor stellt ein Response-Plasmid dar, dessen Promotor ein Tet-responsives-Element be-
sitzt und somit im TetOn-System eingesetzt werden kann. Die Expression des Luciferase-
Gens erfolgt dabei nur in angeschaltetem Zustand, d.h. wenn Doxycyclin zum Zellkulturme-
dium zugegeben wird. Das Substrat der Luciferase ist Luciferin. Wird Luciferin durch Lucifer-
ase umgesetzt, so entsteht dabei ein Lichtimpuls, der im Luminometer gemessen werden
kann.

Um die Lumineszenz der verschiedenen Zellklone miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
jeder Klon in gleicher Dichte in einer 3,5 cm-Zellkulturschale ausgesat. 24 h nach Ausséen
der Zellen erfolgte die Transfektion des Vektors pBI-L. Durch Zugabe von 5 pg/ml Doxycyclin
zum Zellkulturmedium wurde der Promotor des transfizierten Vektors angeschaltet. Doxy-
cyclin bindet dabei an den reversen Tet-Repressor, der von TetOn-Zellen synthetisiert wird,
wodurch es zu einer Konformationsdnderung kommt und der reverse Repressor an das Tet-
responsive-Element des Vektors pBI-L binden kann. Dadurch wird die Expression des nach-
geschalteten Gens, hier Luciferase, induziert.

Als Kontrolle diente jeweils eine zweite transfizierte Zellkulturschale, bei der auf die Zugabe
von Doxycyclin zum Zellkulturmedium verzichtet wurde. Der Promotor des Vektors pBI-L
blieb hierbei in abgeschalteten Zustand. 24 h nach Zugabe von Doxycyclin wurde die Lumi-
neszenz der Zellen nach Zugabe von Luciferin gemessen.

Abb. 80 zeigt eine graphische Darstellung der Messergebnisse.
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Abb. 80: Luciferase-Aktivitaten der Zelllinien NIH/3T3-TetOn und NIH/3T3-TetOn(Neo) im Vergleich.

Jede Zelllinie wurde mit dem Luciferase-Response -Plasmid pBI-L transfiziert und der Promotor nach
Zugabe von Doxycyclin fir 24 h angeschaltet. Fir die Messung der Hintergrundaktivitat wurde je Zellklon
eine Probe ohne Doxycyclin kultiviert.

a  NIH/3T3-TetOn
b NIH/3T3-TetOn(Neo)

Im Vergleich der Zelllinien NIH/3T3-TetOn und NIH/3T3-TetOn(Neo) zeigte sich, dass die

Zelllinie NIH/3T3-TetOn die bessere Induktion aufweist (Abb. 80). Aus diesem Grund wurde

diese Zelllinie fir die Konstruktion einer MCM3siRNA exprimierenden Zelllinie verwendet.

4.5.2 KONSTRUKTION DES SIRNA-EXPRESSIONSVEKTORS
PBS/TETU6/PURO-MCM3SIRNA

Es konnte schon friher gezeigt werden, dass der U6-Promotor fur die Expression von siRNA
geeignet ist (Ohkawa und Taira, 2000; Paddison et al., 2002; Sui et al., 2002; Paul et al.,
2002; Gaudilliere et al., 2002; Devroe und Silver, 2002; Miyagishi und Taira, 2002). Nach
Insertion eines entsprechenden DNA-Oligonukleotids hinter die Transkriptionsstartstelle des
U6-Promotors ist es moglich, siRNA gegen jedes beliebige Protein zu exprimieren. Durch
RNAi kommt des dann zum gezielten "knock-down" des Proteins. Damit kénnen Aufgabe
und Funktion eines Proteins innerhalb der Zelle entschlisselt werden. Allerdings hemmt
dsRNA bzw. siRNA die Translation aller Proteine, deren mRNA mit der Basensequenz der
SiRNA Ubereinstimmt. RNAI ist somit nur bei Organismen anwendbar, deren Genom voll-
standig entschlisselt wurde. Andernfalls wird die Translation weiterer Proteine gehemmit.
Spezielle computergestitzte Programme (BLAST search, NBCI) ermdglichen es, einen Or-
ganismus auf komplementare Bereiche zu screenen und die Sequenz des siRNA-Oligo-

nukleotids gezielt auszuwahlen.
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Es wurde ein Oligonukleotid, das gegen die fur MCM3 kodierende cDNA gerichtet ist, syn-
thetisiert und in pBS/TetU6/Puro eingefligt. Das Oligonukleotid muss eine bestimmte Struktur

aufweisen, damit es vom U6-Promotor korrekt exprimiert werden kann:

- Start der RNA-Transkription erfolgt bei der ersten Aminosaure Guanin hinter dem U6-Promotor

- 21 nt sense siRNA-Sequenz

- 21 nt antisense siRNA-Sequenz

- 4-9 Basen zur Bildung einer Loop-Struktur, die die Verbindung von sense und antisense Strang zu einem
RNA-Duplex ermdglicht

- Termination der RNA-Transkription erfolgt bei einer Abfolge von 4-5 Thymidinresten

Die somit vom U6-Promotor transkribierte RNA besitzt Hairpin-Struktur. Diese "short hairpin
RNA" (shRNA) wird zu siRNA prozessiert. Auch die synthetisierte shRNA muss bestimmte

Eigenschaften aufweisen, damit RNAI effektiv ausgeldst werden kann:

- die siRNA muss 100 % homolog zu einem Bereich der cDNA sein, wobei die komplementére Sequenz min-
destens 50-100 nt vom Startcodon entfernt liegen sollte

- der G/C-Gehalt der siRNA sollte im Idealfall 50 % betragen

- sense und antisense Strang sollten eine Léange zwischen 19-21 bp besitzen

Fur das Oligonukleotid wurde eine MCM3-spezifische Sequenz gewahlt, bei der sense und
antisense Strang aus je 21 nt bestehen, die Uber 4nt miteinander verbunden sind und ein
Terminationssignal von 5 Thymidin-Resten besitzen. Die MCM3-Sequenz ist zu den Berei-
chen 136-156 der cDNA komplementér und besitzt einen G/C-Gehalt von 48 %.

Durch die Loop-Struktur UUCG der shRNA ist diese besonders stabil (Cheong et al, 1990).
Abb. 81 zeigt die vorhergesagte Struktur der shRNA.

U
G U
C C

5- CUGGUUCCGUAAAUGGUCUWU
3- UUUUUGACCAAGGCAUUUACCAGAA
G

Abb. 81: vorhergesagte Sekundarstruktur einer auf der Sequenz von MCM3-siRNA basierenden shRNA

Dieses Vorlaufermolekil wird durch RNAI zu siRNA prozessiert und bewirkt somit die Hemmung der MCM3-
Proteinsynthese durch Degradation der mRNA

Die Einzelstrang-Oligonukleotide MCM3siRNA-sense und MCM3siRNA-antisense wurden
miteinander hybridisiert. Das 3"-Ende des DNA-Doppelstranges war nach Hybridisierung
.blunt* das 5°-Ende enthielt eine Kpnl-Schnittstelle. Die 5"-Enden jedes Oligonukleotids wa-
ren zusatzlich phosphoryliert. Ohne weitere Aufreinigung konnte diese dsDNA als Insert flr
die Ligationsreaktion eingesetzt werden.

Das Plasmid pBS/TetU6/Puro-ORC2si (Kuhl, 2002) diente als Ausgangsvektor. Es wurde mit

der Restriktionsendonuklease Apal gespalten, wodurch die kodierende Sequenz der
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ORC2siRNA herausgeschnitten wurde. Das 4300 bp groRe Fragment, das dem Vektor ohne
ORC2siRNA-Fragment entspricht wurde in einem 1%igen Agarosegel vom ORC2siRNA-
Fragment getrennt. Anschlieend wurden die Apal-Schnittstellen des Vektors mit Klenow-
Enzym aufgefillt und mit der Restriktionsendonuklease Kpnl nachgeschnitten. Durch Liga-
tion wurde das MCM3siRNA-Insert in den linearisierten und dephosphorylierten Vektor
pBS/TetU6/Puro inseriert. Die Untersuchung der Bakterienkolonien erfolgte durch Restrik-
tionsverdau mit BamHI und EcoRV. Positive Klone wurden in einem 8 %igen Polyacrylamid-

Gel analysiert. Zusatzlich wurden positive Klone durch Sequenzierung bestétigt.

Abb. 82: 0o

TelUs Apal-Verdau

Klenow
Kpnl-Verdau
l blunt =\ [ Kpnl
MCM3siRNA
Puror

Abb. 82: Schematische Darstellung der Klonierung des pBS/TetU6/Puro-MCM3siRNA Vektors

Sval

Das ORC2siRNA Fragment wurde durch Apal-Verdau herausgeschnitten. Die Schnittstellen des linearisierten Vek-
tors wurden mit Klenow-Enzym aufgefullt und das Plasmid mit Kpnl nachgeschnitten. Das MCM3siRNA-Fragment
wurde Uber blunt/Kpnl in den erhaltenen Vektor inseriert.

4 5.3 HERSTELLUNG EINER STABILEN NIH/3T3-TETON-MCM3SIRNA-ZELLLINIE

Zur Herstellung einer stabilen NIH/3T3-TetOn-MCM3siRNA-Zelllinie wurden NIH/3T3-TetOn-
Zellen mit 2ug des Vektors pBS/TetU6/Puro-MCM3siRNA transfiziert. Da der Vektor eine
Puromycin-Resistenzkassette enthélt, konnten die transfizierten Zellen mit Puromycin selek-
tioniert werden. Die Selektion erfolgte mit einer Puromycin-Konzentration von 6,5 pg/ml.

20 Klone konnten nach einem Monat isoliert und in 24 well-Zellkulturschalen Gberfuhrt wer-
den. Bei entsprechender Dichte der Zellen wurden diese in 6 well- bzw. 10 cm- und 20 cm-
Zellkulturschalen weiter kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte kontinuierlich in tetra-
cyclinfreiem Selektionsmedium. 10 Klone konnten auf groRe Kulturschalen Uberfuhrt und in
Einfriermedium bei -80 °C gelagert werden. Die restlichen Zellen konnten aufgrund zu gerin-
ger Proliferation nicht weiter kultiviert werden und wurden verworfen. Zwei Klone wurden fir

proteinanalytische Methoden eingesetzt.
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4.5.4 EINFLUSS VON DOXYCYCLIN AUF DIE ZELLLINIE
NIH/3T3-TETON-TETU6-MCM3

Eine regulierte Genexpression wird z.B. bei Expression toxischer Gene in stabil transfizierten
Zellen bendtigt. Ein dafir von Gossen und Bujard (Gossen und Bujard, 1992) entwickeltes
Tetracyclin-reguliertes System basiert auf zwei Regulationselementen, dem Tet-Repressor-
Protein und der Tet-Operator-Sequenz, an die der Tet-Repressor bindet. Das zu exprimie-
rende Gen wird in ein Plasmid stromaufwérts eines Promotors kloniert, der mit einer Tet-
Operator-Sequenz verknipft ist. Mit Hilfe eines zweiten Plasmids wird ein Hybridprotein
exprimiert, der Tet-gesteuerte Transaktivator. Dieses Fusionsprotein besteht aus dem Wild-
typ Tet-Repressor zur Anbindung an den Promotor und einer VP16-Transkriptions-Aktivie-
rungsdomane.

In der Originalversion dieses Systems wird durch Zugabe von Tetracyclin bzw. Doxycyclin
die Bindung des Transaktivators an den Promotor und so die transkriptionelle Aktivierung
reprimiert. In Anwesenheit von Tetracyclin erfolgt die Abschaltung der Transkription in dosis-
abhangiger Weise. Dieses System wird als TetOff-System bezeichnet.

In einer zweiten Variante, die als TetOn-System bezeichnet wird, entsteht durch den Aus-
tausch von vier Aminosauren im Wildtyp Tet-Repressor der reverse Tet-Repressor. Hier wird
der Transaktivator durch Zugabe von Tetracyclin bzw. Doxycyclin aktiviert und erlangt die
Fahigkeit an den Promotor zu binden und die Transkription zu starten.

Bei dem hier verwendeten System handelt es sich um ein TetOn-System. Um in einer Tet-
On-Zelllinie die Expression eines Gens an- und abschalten zu kénnen, muss ein Plasmid zur
Verfigung stehen, dessen Promotor durch den reversen Tet-Repressor angeschaltet werden
kann. Der als TetU6 bezeichnete Promotor enth&lt stromaufwarts der TATA-Box eine Tet-
Operator-Sequenz, die durch Basenaustausch eingefuhrt werden konnte (Ohkawa und Taira,
2000) und kann somit bei Verwendung im TetOn-System gezielt an- und abgeschaltet wer-
den.

Der U6-Promotor ist fur die Synthese von siRNA geeignet (Ohkawa und Taira, 2000; Paddi-
son et al., 2002; Sui et al., 2002; Paul et al., 2002; Gaudilliere et al., 2002; Devroe und Silver,
2002; Miyagishi und Taira, 2002). Nach Insertion des entsprechenden MCM3-Oligonukleo-
tids hinter die Transkriptionsstartstelle des U6-Promotors ist es mdglich, siRNA gegen das
Protein MCM3 zu exprimieren, die anschlieend Uber den RNAi-Mechanismus zum knock-
down des Proteins fuhrt. Durch die Zugabe von Doxycyclin zum Zellmedium der NIH/3T3-
TetOn-TetU6-MCM3-Zellen wird die Transkription der MCM3siRNA initiiert.
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4.5.4.1 EINFLUSS DER MCM3SIRNA-EXPRESSION AUF DAS WACHSTUMSVERHALTEN

Um den Einfluss von Doxycyclin auf das Wachstumsverhalten der MCM3siRNA exprimie-
renden Zelllinie zu untersuchen, wurden die Zelllinien NIH 3T3, NIH 3T3-TetOn und

NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3 mit Doxycyclin behandelt.
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Abb. 83: Einfluss von Doxycyclin auf NIH 3T3-Zellen

Um den Einfluss von Doxycyclin auf das Wachstumsverhalten von NIH 3T3-Zellen zu unter-
suchen wurden NIH 3T3-Zellen 2, 4, 6 bzw. 8 Tage mit Doxycyclin behandelt. Das Wachs-
tum der Zellen wurde wahrend der letzten beiden Tagen der Behandlung analysiert. Wéh-
rend des Behandlungszeitraums wurden die Zellen alle zwei Tage in gleicher Dichte gesplit-
tet. Ohne Doxycyclin vermehrten sich die Zellen um das 4,8-fache. Nach 2 Tagen unter dem
Einfluss von Doxycyclin konnte ein Wachstum um das 3,5-fache, nach 4 Tagen um das 5,2-
fache, nach 6 Tagen um das 4,1-fache und nach 8 Tagen um das 6,1-fache festgestellt wer-
den (Abb. 83). Aus diesen Werten lasst sich keinerlei Tendenz erkennen. Diese Resultate

weisen nicht auf ein verandertes Wachstumsverhalten bei Behandlung von NIH/3T3-Zellen

mit Doxycyclin hin.
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Abb. 84: Einfluss von Doxycyclin auf NIH 3T3-TetOn-Zellen

Um den Einfluss von Doxycyclin auf das Wachstumsverhalten von NIH 3T3-TetOn-Zellen zu
untersuchen wurden NIH 3T3-TetOn-Zellen 2, 4, 6 bzw. 8 Tage mit Doxycyclin behandelt.
Nach 2Tagen vermehrten sich diese Zellen ohne Doxycyclin um das 4,3-fache. Nach Be-
handlung der Zellen mit Doxycyclin Uber einen Zeitraum von 2, 4, 6 bzw. 8 Tagen konnte
noch ein Wachstum um das 3,7-fache, 4,1-fache, 2,6-fache bzw. 4,1-fache nachgewiesen
werden (Abb. 84). Daraus wird deutlich, dass die Behandlung von NIH/3T3-TetOn-Zellen mit
Doxycyclin keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten hat.

Im Gegensatz dazu veranderte Zugabe von Doxycyclin zum Kulturmedium das Wachstum

von NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen (Abb. 85).
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Abb. 84: Einfluss von Doxycyclin auf NIH 3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen
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Ohne Doxycyclin vermehrten sich NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen um das 3,8-fache.
Behandlung mit Doxycyclin Uber einen Zeitraum von 8Tagen fuhrte zu einem reduzierten
Wachstum um nur noch das 2-fache. Diese Ergebnisse deuten auf eine, durch Expression

von MCM3siRNA, verursachte Stdrung der Proliferation hin.

4.5.4.2 EINFLUSS DER MCM3SIRNA-EXPRESSION AUF DIE ZELLZYKLUSVERTEILUNG

Um zu untersuchen, ob die durch Doxycyclin induzierte Synthese von MCM3siRNA einen
Einfluss auf die Zellzyklusverteilung ausibt, wurde die eindimensionale Durchflusszytometrie
angewandt. Dazu wurden jeweils 1x106 Zellen analysiert und die Daten in zweidimensiona-
len Histodiagrammen nach ihrer G-, S- und G,-Phasenverteilung angegeben. Da mit der
eindimensionalen Durchflusszytometrie nur G;-, S- und G,-Phasenanteile analysiert werden
kénnen, kann der Anteil der Zellen, die sich in der Mitose befinden nicht in genauen Zahlen
angegeben werden.

In einer unbehandelten NIH/3T3-Zellpopulation befinden sich 66,8 % der Zellen in der G;-
Phase, 24,4 % der Zellen in der S-Phase und 8,8 % in der G,-Phase (Abb. 86).
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Abb. 86: Histogramm einer unbehandelten asynchronen NIH/3T3-Zellpopulation

Werden NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen lber einen Zeitraum von 12 Tagen dem Ein-
fluss von Doxycyclin ausgesetzt, dndert sich die Zellzyklusverteilung dahingehend, dass sich
73,3 % der Zellen in der G;-Phase, 18,4 % in der S-Phase und 8,3 % in der G,-Phase befin-
den (Abb. 87). Im Vergleich mit unbehandelten Zellen, hat der Anteil der Zellen in der G;-
Phase um 6,5 % zugenommen und der Anteil der Zellen in der S-Phase um 6 % abgenom-

men. Der Anteil der Zellen in der G,-Phase blieb nahezu unverandert.
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Histogramm einer fiirl2 Tage mit Doxycyclin behandelten NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellpopulation

Bei Verlangerung der Behandlung der Zellen mit Doxycyclin auf 19 Tage nimmt der Anteil

der Zellen, die sich in der G,-Phase befinden deutlich zu. Der G,-Phasenanteil liegt bei

13,7 %, im Gegensatz zu 8,3 % nach 12-tagiger Doxycyclinbehandlung. Der Anteil der Zel-

len, die sich in der G;-Phase befinden betragt nur 67,9 %, der Anteil der Zellen in der S

Phase bleibt im Vergleich mit der 12-tdgigen Doxycyclinbehandlung unverandert (Abb. 88).
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Histogramm einer fiir 19 Tage mit Doxycyclin behandelten NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellpopulation

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass durch die Expression der MCM3siRNA die Zell-

zyklusverteilung gestort wird.
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4.5.4.3 HEMMUNG DER MCM3-PROTEINSYNTHESE IN
NIH/3T3-TETON-TETU6-MCM3-ZELLEN

Um zu prifen, wie effektiv die MCMS3-Proteinsynthese durch die Expression von
MCM3siRNA gehemmt wird, wurden NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen fur 5, 7, 10, 12,
14, 17 bzw. 19 Tage mit Doxycyclin behandelt. Der Kernextrakt von jeweils 5x10° Zellen
wurde auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. AnschlieBend erfolgte eine Immundetek-
tion durch Inkubation mit priméren Anti-MCM3-Antikdrpern.

Abb. 89 =zeigt in Spurl als Kontrollprobe MCM3-Proteinbanden in Abwesenheit von
MCM3siRNA. Die folgenden Spuren zeigen das Protein MCM3 nach Behandlung der
NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen mit Doxycyclin fur 5, 7, 10, 12, 14, 17 bzw. 19 Tage.
Nach 19 Tagen Doxycyclinbehandlung wurde das Protein MCM3 fast vollstandig durch die
exprimierte MCM3siRNA herunterreguliert.
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Abb. 90: Western-Blot-Analyse zum Nachweis des Proteins MCM3.

NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen wurden fur 5, 7, 10, 12, 14, 17, bzw. 19 Tage mit Doxycyclin behandelt.
Jeweils 5x10° Zellen wurden lysiert und der Kernextrakt auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die mit
SDS/PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Western-Blot mit Sheep-Anti-MCM3-Antikérpern analysiert. Als
Kontrolle wurden unbehandelte NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen verwendet.

Um einen moglichen Einfluss der MCM3siRNA auf andere MCM-Proteine zu untersuchen,
wurde der Protein-Level von MCM6 analysiert. Im Gegensatz zu MCM3 ist nach Behandlung
der NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen mit Doxycyclin fir 5, 7, 10, 12, 14, 17 bzw. 19 Tage

eine vermehrte MCM6-Expression nachweisbar (Abb. 90). Diese Beobachtung deutet darauf

hin, dass durch Bildung von MCM3siRNA der Expressions-Level von MCM6 ansteigt.
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Abb. 90: Western-Blot-Analyse zum Nachweis des Proteins MCM6.
NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen wurden fur 5, 7, 10, 12, 14, 17, bzw. 19 Tage mit Doxycyclin behandelt.
Jeweils 5x10° Zellen wurden lysiert und der Kernextrakt auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die mit
SDS/PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Western-Blot mit Sheep-Anti-MCM6-Antikérpern analysiert. Als
Kontrolle wurden unbehandelte NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen verwendet.

Um zu prifen, ob jeweils gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde eine Western-

Blot-Analyse mit b-Actin-Antikorpern durchgefihrt (Abb. 91). Bei Vergleich der Banden des

Proteins b-Actin wird deutlich, dass die aufgetragenen Proteinmengen in jeder Spur identisch

waren.
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Abb. 91: Western-Blot-Analyse zum Nachweis des Proteins b-Actin.

NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen wurden fur 5, 7, 10, 12, 14, 17, bzw. 19 Tage mit Doxycyclin behandelt.
Jeweils 5x10° Zellen wurden lysiert und der Kernextrakt auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die mit
SDS/PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Western-Blot mit Maus -Anti-b-Actin-Antikdrpern analysiert. Als
Kontrolle wurden unbehandelte NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen verwendet.
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4.5.4.4 EINFLUSS DES PROTEIN ,, KNOCK-DOWN"“ VON MCM3 AUF DIE
NIH/3T3-TETON-TETU6-MCM3-ZELLEN

Um den Phanotyp, der durch den ,knock-down* des Proteins MCM3 hervorgerufen wird zu
untersuchen, wurden NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen 14 Tage mit Doxycyclin behandelt
und zur Untersuchung am Mikroskop auf Deckglaschen kultiviert. Um die DNA in den Zellen
zu visualisieren, wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und nach RNAse-Verdau mit
20 ng/ml Propidiumiodid in PBS bei RT fur 10 min inkubiert und in Mowiol eingebettet. Abb.
92 zeigt die beobachteten Ph&notypen.

Abb. 92: NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen nach 14tagiger Behandlung mit Doxycyclin.

Phanotypen die durch den ,knock-down“ des MCM3-Proteins hervorgerufen werden.

a  Phasenkontrastaufnahme der Zelle, Visualisierung der DNA mit DAPI

b Phasenkontrastaufnahme der Zelle, Visualisierung der DNA mit DAPI

c Phasenkontrastaufnahme der Zelle, Visualisierung der DNA mit DAPI

d  Phasenkontrastaufnahme der Zelle, Visualisierung der DNA mit DAPI
Auffallig haufig liegen Zellen mit mehreren Zellkernen vor. Neben Zellen mit zwei Zellkernen
(Abb. 92a) finden sich auch Zellen mit einer ungeraden Anzahl an Zellkernen (Abb. 92b).
Daraus wird deutlich, dass die Zellkerne in einer Zelle unterschiedliche Zellzyklusstadien
durchlaufen. Abb. 92c zeigt eine Zelle mit 7 Zellkernen unterschiedlicher Gro3e, Abb. 92d
eine Zelle, die kleine DNA-Vesikel im Cytoplasma enthélt. Die Phéanotypen die nach Expres-
sion der MCM3siRNA beobachtet werden, sind komplex und zeigen Defekte in zahlreichen
Mitose-Stadien. Das Auftreten multinuklearer Zellen ist auf eine nicht stattgefundene Cytoki-
nese zurlckzufiihren. Zusatzlich deutet die unterschiedliche GroRe der Zellkerne auf eine

fehlerhafte Chromosomenverteilung auf die Tochterzellen hin.
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Um Defekte bei der Ausbildung der Mikrotubuli zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenz-
analysen mit b-Tubulin-Antikérpern durchgeftihrt. Die Immunfarbung erfolgte nach Formal-
dehyd/TritonX-Fixierung mit polyklonalen Maus-Anti-b-Tubulin-Antikérpern (Verdinnung
1:400) und TexasRed-konjugierten sekundaren Anti-Maus-1gG (Verdinnung 1:75) (Abb. 93).
Als Kontrolle wurden unbehandelte NIH/3T3-Zellen der Antikérperfarbung unterzogen (Abb.
93a).

Abb. 93: NIH/3T3-Zellen.

a Immunfluoreszenzfarbung mit b-Tubulin-Antikdrpern, Phasenkontrastaufnahme der Zelle
NIH/3T3-TetOn-TetU6-MCM3-Zellen nach 14tagiger Behandlung mit Doxycyclin.

b Immunfluoreszenzfarbung mit b-Tubulin-Antikérpern, Phasenkontrastaufnahme der Zelle
c Immunfluoreszenzfarbung mit b-Tubulin-Antikdrpern, Phasenkontrastaufnahme der Zelle
d Immunfluoreszenzfarbung mit b-Tubulin-Antikdrpern, Phasenkontrastaufnahme der Zelle

Stabile Mikrotubuli sind mit den Centriolen und der Zellperipherie verankert (Abb. 93a). Je-
doch sind die Mikrotubuli in den MCM3-,knock-down“-Zellen, nur unzureichend organisiert,
wobei sie kaum mit der Zellperipherie verankert sind (Abb. 93b-d).

Diese Resultate weisen darauf hin, dass die MCM-Proteine neben ihrer essentiellen Rolle in
der Ausbildung des prareplikativen Komplexes eine zusatzliche Funktion in der Mitose aus-

uben.
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5. DISKUSSION

5.1 ASSEMBLIERUNG DES PRAREPLIKATIVEN KOMPLEXES

Die Etablierung eines prareplikativen Komplexes an Replikationsorigins verleiht dem Chro-
matin einen sogenannten Lizenzierungsstatus fir die Initiation der DNA-Replikation. Zahlrei-
che Initiatorproteine, die fir die Bildung des prareplikativen Komplexes essentiell sind, wur-
den durch biochemische und genetische Untersuchungen identifiziert. Das Zusammenspiel
der physikalischen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen murinen Initiatorfaktoren und
deren Zellzyklusabh&ngigkeit wurden bereits mit Hilfe von Two-Hybrid-Interaktionsstudien
und Immunpréazipitationsexperimenten analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Interakti-
onen durch FRET-Experimente (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) untersucht wer-
den, um die Funktionsweise und Aufgabe der einzelnen Initiatorproteine und den chronologi-

schen Ablauf der Assemblierung des prareplikativen Komplexes weiter aufzuklaren.

5.1.1 INTERAKTIONEN ZWISCHEN MCM-PROTEINEN

MCM-Proteine sind ein wichtiger Bestandteil des prareplikativen Komplexes. Uber die
Struktur und die Zusammensetzung der sechs MCM-Untereinheiten liegen zahlreiche Stu-
dien vor. So ist bekannt, dass diese Proteine als heterohexamere Komplexe, die alle sechs
Polypeptide enthalten, vorliegen. Es wurden aber auch Subkomplexe verschiedenartiger
Zusammensetzungen nachgewiesen, wie beispielsweise MCMZ2/4/6/-, MCM4/6/7- und
MCM3/5-Subkomplexe (Adachi et al., 1997; Fujita et al., 1997; Ishimi et al., 1996; Sherman
et al., 1998; Thommes et al., 1997). AuBerdem konnte bei dem MCM4/6/7-Komplex prozes-
sive DNA-Helikaseaktivitéat festgestellt werden (Ishimi, 1997; You et al., 1999; Lee und Hur-
witz, 2000), die durch Zugabe von MCM2- bzw. MCM3/5-Protein in vitro inhibiert wird (Ishimi
et al., 1998; Lee und Hurwitz, 2000). Es wurden zahlreiche Interaktionen des murinen MCM-
Komplexes nachgewiesen (Dalton und Hopwood, 1997; Lei et al., 1996; Romanowski et al.,
1996; Su et al., 1996). Zusatzlich wurden durch Two-Hybrid-Untersuchungen einige neue
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten des Subkomplexes MCM2/4/6/7 beobachtet,
wie z.B. zwischen MCM2 und MCM6 oder MCM2 und MCM7 (Kneissl et al., 2003).

Mit Hilfe der hier beschriebenden FRET-Experimente konnten Interaktionen zwischen MCM3
und MCM5, sowie zwischen MCM5 und MCM?7 auch in vivo nhachgewiesen werden. Weitere
Interaktionen zwischen MCM-Proteinen konnten nicht gefunden werden. Jedoch besitzen
diese keine hinreichende Aussagekraft, denn als Ursache fir nicht vorhandene EGFP-Sig-
nale kann neben niedrigen Transfektionsraten auch eine fehlende Protein-Protein-Interaktion

sein. Dies kann auf eine fehlende Interaktion der endogenen Proteine oder auch auf einen
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storende Einflisse der relativ grol3en Reporterproteine Renilla luciferase (27 kDa) und EGFP
(35 kDa) zurtickzufiihren sein. AuBerdem kann die Entfernung der Reporterproteine auch bei
einer Interaktion der Initiatorproteine mehr als die zur Messung des Energietransfers maxi-
malen Entfernung von 100 A betragen. Somit bietet sich FRET als Methode zum Nachweis
einzelner selektiver Interaktionen, nicht jedoch zum Nachweis aller Wechselwirkungen in

Multiproteinkomplexen, wie dem prareplikativen Komplex, an.

5.1.2 INTERAKTIONEN ZWISCHEN MCM- UND ORC-PROTEINEN

Die MCM-Proteine gehdren, ebenso wie die ORC-Untereinheiten ORC1, ORC4 und ORCS5,
zur Familie der AAA*-ATPasen. Mitgliedern dieser Proteinfamilie werden Konformationsan-
derungen zugesprochen, die die Austibung diverser Funktionen, wie der Entfaltung von Po-
lypeptiden, Vermittlung bzw. Dissoziation von Protein-Protein-Interaktionen oder Erzeugung
unidirektioneller Bewegungen, erlauben (Vale, 2000).

Zahlreiche Studien beschéftigen sich mit ChIP-Experimenten zur Kolokalisation von ORC-
und MCM-Proteinen an ARS-Sequenzen (Aparicio et al., 1997; Tanaka et al., 1997; Wyrick
et al., 2001) bzw. mit Kosedimentationsversuchen (Donovan et al., 1997; Liang und Stillman,
1997).

Two-Hybrid-Interaktionsstudien zwischen murinen MCM- und ORC-Proteinen ermdglichten
durch die groRe Anzahl an nachgewiesenen Wechselwirkungen erste Einblicke in die kom-
pakte Netzstruktur der beiden hexameren Komplexe (Kneissl et al., 2003). So steht der Sub-
komplex MCM2/4/6/7 mit mindestens drei verschiedenen ORC-Untereinheiten in Kontakt,
wahrend der Subkomplex MCM3/5 jeweils nur mit zwei ORC-Komponenten Wechselwirkun-
gen eingeht. Einzelne Interaktionen wurden schon in friheren Untersuchungen in Backer-
und in Spalthefe beobachtet (Aparicio et al., 1997; Gallert et al., 1996; Loo et al., 1995). So
interagieren alle Bestandteile des tetrameren Komplexes MCM2/4/6/7 mit den Untereinheiten
ORC1 und ORC2. AulRerdem stehen einzelne Komponente des Tetramers, mit Ausnahme
von MCM7, zum einen mit dem Protein ORC4 und zum anderen, von MCM6 abgesehen, mit
dem Protein ORC5 in Verbindung. Mit Hilfe des FRET-Systems wurde im Rahmen dieser

Arbeit die Interaktion zwischen MCM7 und ORC5 nachgewiesen.
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5.1.3 INTERAKTIONEN ZWISCHEN ORC-PROTEINEN UND CDC6, CDC7,
DBF4 sowie PLK

Die Assemblierung des prareplikativen Komplexes bei der Initiation der DNA-Replikation
verlauft in mehreren zeitlich strikt geregelten Schritten. So erfolgt nach der Bindung des
ORCs an den Origin eine Anlagerung des Proteins CDC6 und des CDT1/RLF-B-Faktors an
den ORC. CDC6 dient der Rekrutierung der MCM-Proteine und abschlielBend assoziiert
CDC45 an den prareplikativen Komplex. Die Phosphorylierung einzelner Faktoren u.a. durch
CDC7/DBF4 fuhrt schlieB3lich zur Aktivierung des prareplikativen Komplexes und zur Initiation
der DNA-Replikation. Die Rolle von CDC5/PLK ist noch nicht vollstandig geklart, aber es gibt
Hinweise darauf, dass auch diese Proteine am Initiationsprozess beteiligt sind.

Sowohl in Two-Hybrid-Studien als auch in Immunprazipitationsanalysen konnte bereits eine
Interaktion des Proteins CDC6 mit ORC1 bzw. ORC2 nachgewiesen werden (Kneissl et al.,
2003). Dies korreliert mit friher beobachteten ORC-CDC6-Wechselwirkungen (Leatherwood
et al., 1996; Liang et al., 1995; Mizushima et al., 2000; Saha et al., 1998). Es konnte auch
eine Wechselwirkung des Proteins DBF4 mit ORC1, ORC2, ORC5 und ORC6 beobachtet
werden. Die katalytische Untereinheit CDC7 dagegen trat nur mit den Proteinen ORC1 und
ORCE6 in Kontakt (Kneissl et al., 2003). Zuséatzlich wurde eine Interaktion zwischen PLK und
dem Initiationsprotein ORC2 nachgewiesen. Dies ist ein Hinweis flr eine mdgliche Beteili-
gung des Proteins PLK bei der Initiation der DNA-Replikation (Kneissl et al., 2003).

Die nachfolgenden Experimente sollten zu Klarheit fihren, welche Mitglieder des preRCs mit
den einzelnen ORC-Untereinheiten interagieren. Durch FRET-Analysen konnten jedoch
keine eindeutigen Interaktionen zwischen den ORC-Proteinen und CDC6, CDC7, DBF4 bzw.
PLK nachgewiesen werden. Bei Interaktionsanalysen zwischen CDC6 und ORC2, CDC7 und
ORC6 sowie zwischen DBF4 und ORC2 konnten nur sehr schwache Fluoreszenzen nach-
gewiesen werden. Dies ist auf zu niedrige Transfektionsraten zurlickzufiihren. Eine eindeu-

tige Aussage Uber denkbare Interaktionen ist deshalb nicht moglich.

5.1.4 INTERAKTIONEN ZWISCHEN CDT1 UND GEMININ SOWIE MCM6

Durch die Bindung von Geminin an CDT1 wird dessen Assemblierung an den prareplikativen
Komplex und somit die Rekrutierung der MCM-Proteine verhindert (Wohlschlegel et al.,
2000; Tada et al.,, 2001). Bisher wurden Interaktionen von CDT1 mit CDC6 in S. pombe
(Nishitani et al., 2000) und mit MCM2 in S. cerevisiae (Tanaka und Diffley, 2002) durch
Koimmunpréazipitationen identifiziert. Mit dem Two-Hybrid-System wurden Interaktionen zwi-
schen den murinen Proteinen CDT1 und Geminin, sowie Interaktionen zwischen CDT1 mit

den ORC-Untereinheiten 2, 5 und 6 nachgewiesen (Auth, 2002). Diese Interaktionen mit
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ORC stehen im Einklang mit einem Modell, nach dem CDT1 mit dem ORC assoziiert und die
Bindung der MCM-Proteine lizenziert (Lygerou und Nurse, 2000). Weiterhin wurden Interak-
tionen von CDT1 mit den MCM-Proteinen 2, 4, 6 und 7 nachgewiesen (Auth, 2002).

Mit Hilfe des FRET-Systems konnte jedoch keine Interaktion zwischen Geminin und CDT1
nachgewiesen werden. Die Interaktionsanalyse von CDT1 mit MCM6 zeigte einen schwa-

chen Energietransfer. Dies weist auf eine Interaktion beider Proteine hin.

5.2 LOKALISATIONSANALYSEN DER REPLIKATIONSPROTEINE

Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag zum Verstandnis der funktionellen Aufgaben
verschiedener Proteine des prareplikativen Komplexes, sowie einzelner Replikationsproteine
in hoheren Eukaryonten geleistet werden. Die urspringliche Funktion der hochkonservierten
ORC-Proteine besteht in der Ausbildung des ORC-Komplexes, der an die Origins der DNA-
Replikation bindet und als Landeplattform flr weitere Initiationsfaktoren, wie CDC6, CDT1,
die MCM-Proteine MCM2-7 und CDC45 dient (Bell, 2002; Stillman, 1992; Kelly und Brown,
2000). Daneben gibt es Hinweise darauf, dass ORC-Proteine an weiteren zellularen Prozes-
sen, wie dem transkriptionellen Silencing, der Ausbildung des Heterochromatins, der Chro-
mosomen-Segregation und der Cytokinese (Bell, 2002; Prasanth et al., 2002) in der S-Phase
und der Mitose beteiligt sind (Dillin und Rine, 1998). Ein analytischer Zugang zur Untersu-

chung dieser Funktionen liegt in der Beobachtung der Proteinlokalisation in vivo.

5.2.1 ANALYSE DER INTRAZELLULAREN LOKALISATION VON
DNA-POLYMERASE a/PRIMASE

Der murine DNA-Polymerase a/Primase-Komplex besteht aus vier Untereinheiten mit mole-
kularen Massen von 180, 68, 54 und 46 kDa und wird fur die Initiation der DNA-Replikation
bendétigt. Die DNA-Polymeraseaktivitat wird der gré3ten Untereinheit p180 zugeordnet, den
zwei kleinsten Untereinheiten p54 und p46 die DNA-Primaseaktivitat (Miyazawa et al., 1993).
Die Funktion der p68-Untereinheit ist noch nicht eindeutig geklart.

Bei Betrachtung der Verteilung des Fusionsproteins POLA1-EGFP in Ltk-Zellen konnten
ausnahmslos Zellen gefunden werden, die eine flir sterbende Zellen charakteristische abge-
rundete Form zeigten. Daraus wird deutlich, dass sich die Uberexpression der katalytischen
Untereinheit des DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes toxisch auf die Zellen auswirkt.
POLAL1-EGFP zeigte keine Akkumulationen, sondern diffuse Verteilung in der gesamten ab-
gerundeten Zelle. Dagegen war POLA2-EGFP in Ltk-Zellen in wenigen, stark fluoreszieren-

den Foci im Zellkern lokalisiert, die als ,PML nuclear bodies" (PML-NBSs) identifiziert werden
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konnten. Das PRIM1-EGFP-Protein war sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma lokali-
siert. Im Zellkern waren einzelne Bereiche ausgespart, die perinukleolaren und heterochro-
matischen Bereichen entsprechen. Im Cytoplasma war das Fusionsprotein entweder diffus
verteilt oder unspezifisch angehauft. Eine Akkumulation in Replikationsfoci konnte nicht
nachgewiesen werden. Zur Lokalisation in Replikationsfoci fehlen den uberexprimierten
Proteinen offenbar die Interaktionspartner. Jedoch belegen Immunfluoreszenzstudien eine
Kolokalisation des Fusionsproteins EGFP-POLA2 mit PML-NBs. Seit der Beobachtung, dass
Proteine, wie der Tumor-Supressor BRCAL, nur in den PML-NBs lokalisiert sind, wenn sie
Uberexprimiert werden, wird fur die PML-NBs eine Funktion als Speicherdepot fir Kernpro-
teine postuliert(Sternsdorf et al., 1997; Maul et al., 1998). Dadurch wird mdglicherweise der
Level aktiver Proteine im Zellkern reguliert. Proteine, die in PML-NBs akkumuliert sind, um
den intranukleéren Protein-Level konstant zu halten, zeigen in dieser Substruktur eine konti-
nuierlichen Bewegung in die PML-NBs hinein und aus ihnen heraus. Schwankungen ihrer
nukledren Konzentration kénnen auf diese Weise ausgeglichen werden (Maul, 1998). So
zeigt sich fur das CREB-binding protein (CBP) eine schnelle Bewegung durch die PML-NBSs,
wohingegen das PML-Protein und Sp100, eine weitere Komponente der PML-NBs, innerhalb
der PML-NBs eine geringe Mobilitat aufweist. Aufgrund dieser Mobilitatsstudien wird den
Proteinen PML und Sp100 eine Rolle als Strukturproteine, die weitere Proteine wie CBP in
den PML-NBs verankern, oder als Bestandteile der PML-NBs, die in dieser Kernstruktur spe-
zifische Funktionen wahrnehmen, zugewiesen (Boisvert et al., 2001; Dundr und Misteli,
2001). Neben den genannten Funktionen wird den PML-NBs auch eine Aufgabe bei der
transkriptionellen Regulation (Boisvert et al., 2000; Ruggero et al., 2000; Tsukamoto et al.,
2000), bei der Chromatin-Kontrolle und dem Aufbau des Heterochromatins (Seeler et al.,
1998), bei der Apoptose (Wang et al., 1998; Guo et al., 2000), bei der proteolytischen De-
gradierung (Everett et al., 1997; Tsukamoto et al., 2000) sowie bei der Zellproliferation und
Tumorsuppression (Salomoni und Pandolfi, 2002) zugewiesen. PML-NBs sind aufRerdem
Targets der viralen Infektion und spielen eine Rolle bei der Koordinierung der Expression
und Replikation des viralen Genoms phylogenetisch verschiedener Familien von Viren
(Sternsdorf et al., 1997).

Frihere Studien zeigten, dass eine Koexpression der POLA2 mit POLA1 den Protein-Level
von POLALl erhoht. Zusatzlich erhoht sich dadurch auch die DNA-Polymerase-Aktivitat.
Ebenso verandert die Koexpression die subzelluldre Lokalisation dieser Untereinheiten. So
sind die Proteine POLAL und POLA2 bei Koexpression im Zellkern lokalisiert, wohingegen
sie allein exprimiert im Cytoplasma lokalisiert sind. So bt die murine Untereinheit POLA2
zwei Funktionen aus. Sie ermoglicht POLAL1 den Zugang in den Zellkern und induziert die
Proteinexpression von POLAL1 (Mizuno et al., 1998). Dagegen ist die Primaseuntereinheit

PRIM1 im Zellkern lokalisiert, PRIM2 jedoch im Cytoplasma. Durch Koexpression beider
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Proteine wird die Lokalisation von PRIM2 im Zellkern ermdglicht (Mizuno et al., 1996). Aus
diesen Beobachtungen wird deutlich, dass zur korrekten Lokalisation der einzelnen Proteine
des DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes den Uberexprimierten Proteinen die Interakti-

onspartner fehlen.

5.2.2 ANALYSE DER INTRAZELLULAREN LOKALISATION DES PROTEINS CDT1

CDT1 ist ein essentieller DNA-Replikationsfaktor der zur Rekrutierung von MCM4 an Chro-
matin notwendig ist (Nishitani et al., 2000). MmMCDT1 ist in drei Doméanen unterteilt: Eine
aminoterminale Domé&ne, die nur schwach unter den Eukaryonten konserviert ist, eine kon-
servierte zentrale Domane (Aminosauren 177-380), in der die Bindungsstelle fir das Protein
Geminin enthalten ist, und eine carboxylterminale Region, die unter den Eukaryonten hoch
konserviert ist (Yanagi et al., 2002). CDT1 bindet sequenzunspezifisch Einzel- und Doppel-
strang-DNA. Die DNA-Bindungsdoméne befindet sich in der aminoterminalen Region und
Uberlappt mit der Geminin-Bindungsdoméne. Das Protein Geminin inhibiert nicht nur die Bin-
dung des murinen CDT1 an MCM®6, sondern auch die DNA-Bindungsaktivitat. Diese Ergeb-
nisse implizieren eine Schlisselrolle von CDT1 in der Ausbildung des preRCs durch die
Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen und durch intrinsische DNA-Bindungsaktivitat
(Yanagi et al., 2002). Durch Analyse der Proteinlokalisation von CDT1 sollten weitere mogli-
che Funktionen des Proteins ermittelt werden.

Zur Analyse der intrazellularen Lokalisation des Proteins CDT1 wurde die entsprechend ko-
dierende cDNA in den Vektor pEGFP(N1) inseriert. Nach Transfektion des Vektors
pEGFP(N1)-CDT1 und der daraus resultierenden Expression des Fusionsproteins CDT1-
EGFP in Ltk-Zellen wurde die Lokalisation mittels konfokalem Laserscanning-Mikroskop
analysiert. CDT1 war entweder diffus im Zellkern lokalisiert, wobei die Nucleoli ausgespart
blieben, oder in groRen Foci im Kern, die den Nucleoli benachbart waren. Zusétzlich konnte
eine Lokalisation am endoplasmatischen Retikulum (ER) beobachtet werden. Welche Funk-
tion, das Protein CDT1 am ER auslbt, ist bislang unklar. Neben den oben beschriebenen
Verteilungsmustern zeigte das Fusionsprotein CDT1-EGFP auch eine Lokalisation an einem
einzelnen Focus an der aulReren Peripherie des Zellkerns, dem Centrosom.

Das Centrosom erfillt seine Funktion beim Eintritt in die Mitose, indem es als Organisations-
zentrum fir die Mikrotubuli des Spindelapparates dient. Diese nehmen am Ende der
Prophase mit ihren (+)-Enden Kontakt mit den Kinetochoren der chromosomalen Centrome-
ren auf und sind essentiell fir die spatere Cytokinese. Das Centrosom besteht aus zwei
centriolaren Mikrotubuli-Zylindern mit einem Durchmesser von ca. 0,2 um, die von pericen-
triolarem Material umgeben sind (Dammermann und Merdes, 2002). Nach der Duplikation

der Centrosomen vor der Mitose bewegen sich die entstandenen Tochtercentrosomen an
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benachbarte Stellen beiderseits des Zellkerns. Eine Schlisselrolle nimmt dabei das Protein
g Tubulin ein, das als Kristallisationskeim zunachst mit b-Tubulin interagiert und somit zum
Ausgangspunkt fur die wachsenden Mikrotubuli des Spindelapparates wird. Zur Analyse der
exakten Funktion der CDT1-Fraktion am Centrosom bedarf es weiterer biochemischer Un-
tersuchungen.

Die Lokalisation von CDT1 in groRen Foci, die den Nucleoli benachbart sind, weist auf die
Lokalisation in Chromocentern hin. Der Interphase-Kern ist eine sehr organisierte Struktur,
die aus zahlreichen Kompartimenten wie Nucleoli, Heterochromatin, Euchromatin oder auch
Heterochromatin-Granule besteht. Diese Kompartimente sind fir koordinative Funktionen
verschiedenster Regionen der Interphase-Chromosomen verantwortlich (Cockell und Gas-
ser, 1999). Etwa 90 % des genetischen Materials ist transkriptionell inaktiv. In einigen Sau-
ger-Zellen befindet sich ein Grof3teil des inaktiven Chromatins im Heterochromatin. Im Ge-
gensatz zu fakultativem Heterochromatin ist das Letztgenannte durch hdher gepackte
Dichte, spate Replikation in der S-Phase und durch einen geringeren Anteil an Struktur-Ge-
nen charakterisiert. Chromocenter sind Regionen des konstitutiven Heterochromatins, die die
Centromere der Chromosomen beinhalten und typisch fir einige Spezies, wie auch Mus
musculus, sind. In murinen Zellen enthalten Chromocenter Satelitten-DNA der centromeren
Regionen der Chromosomen (Stephanova et al., 1998). Sogenannte CEN-Proteine wurden
ausschlie3lich in centromeren Regionen wahrend der Mitose und Interphase gefunden
(Earnshaw, 1994; Pluta et al., 1995). Einige andere Proteine kolokalisieren ebenfalls mit die-
sen Bereichen (Strauss und Varshavsky, 1984; Slama-Schwok et al., 2000; Wang et al.,
2000; Hoyer-Fender et al., 2000; Melcher et al., 2000; Ainsztein et al., 1998; Brown et al.,
1997; Hahm et al., 1998; Rattner et al., 1996; McDowell et al., 1999; Enukashvili und Pod-
gornaya, 2001). Jedoch ist die Frage, welche strukturellen oder funktionellen Funktionen
diese an Chromocenter gebundenen Proteine ausiiben, ungeklart. So ist auch die Funktion

des Proteins CDT1 in diesem Kompartiment nicht geklart.

5.2.3 ANALYSE DER INTRAZELLULAREN LOKALISATION DES PROTEINS
PESCADILLO

Bei Immunprézipitationsstudien des ORC in S. cerevisiae konnte ein Protein identifiziert wer-
den, YPHL, das in Eukaryonten konserviert ist. Neben den ORC-Proteinen konnten auch
MCM-Proteine, Zellzyklus-regulatorische Proteine, Checkpoint-Proteine und 60S-ribosomale
Proteine mit dem Protein Pescadillo-Homologen YPH1 assoziiert vorgefunden werden (Du
und Stillman, 2002). Pescadillo kdnnte somit die Verbindung zwischen Proliferationskontrolle
und DNA-Replikation sowie Ribosomen-Biogenese und Translation an Polysomen darstel-

len.
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Um zu untersuchen, ob eine Verbindung zwischen der Lokalisation des murinen Homologen
PES1 und Proteinen des préareplikativen Komplexes besteht, sollte die zellulare Lokalisation
des Proteins PES1 genauer untersucht werden. Friihere Studien zeigten, dass MmMPESL1 in
den Nucleoli lokalisiert ist (Kinoshita et al., 2001).

Im Rahmendieser Arbeit wurde gezeigt, dass PES1 nicht mit Fibrillarin kolokalisiert, sondern
von diesem Protein umgeben ist. Da die dichten fibrillaren Komponenten die fibrillaren Zent-
ren der Nucleoli umhillen und selbst von den Hauptkérpern der granuldren Komponente
umgeben sind (Shaw und Jordan, 1995; Scheer und Hock, 1999; Dundr und Misteli, 2001),
kann man schlie3en, dass das Protein PES1 in den fibrillaren Zentren der Nucleoli lokalisiert
ist.

Auch das preRC-Protein ORCL1 ist nach der Expression in den murinen Zelllinien Ltk” und
NIH/3T3 in den Nucleoli lokalisiert (Brand, 2003). Dabei resultiert die Uberexpression des
Fusionsproteins in einer Hyperstimulierung der Nucleoli-Bildung und einer Segregation der
Nucleoli in die granulare Komponente und die dichte fibrillare Komponente. Da sich &hnliche
Auswirkungen nur nach der Behandlung von Zellen mit Transkriptionshemmern, wie Actino-
mycin K oder Lycobetain, zeigen, kann von einer funktionellen Aufgabe von ORC1 in den
Nucleoli ausgegangen werden (Hadjiolov, 1985; Reimer et al., 1986).

Da das zum murinen PES1 homologe Protein YPHI in S. cerevisiae gemeinsam mit dem
ORC-Komplex koimmunprazipitiert wurde (Du und Stillman, 2002), kénnte der ORC-Komplex
eine Aufgabe in den Nucleoli erfullen und nicht wie in dieser Studie angenommen das PES1-

Protein eine Aufgabe in der Initiation der DNA-Replikation ausuben.

5.2.4 ANALYSE DER INTRAZELLULAREN LOKALISATION DER UNTEREINHEITEN DES
MCM-PROTEINKOMPLEXES

Der MCM-Komplex besteht aus sechs Proteinen (MCM2-7) die untereinander partiell homo-
log in ihrer Proteinsequenz sind und als Proteinkomplex ATPase-Aktivitat aufweisen
(Schwacha und Bell, 2001). Sie kdnnen einen hexameren Komplex ausbilden, der eine ring-
férmige Struktur aufweist, wobei eine zentrale Aussparung einen Einzelstrang passieren las-
sen kann. Diese Charakteristika legen eine Funktion als DNA-Helikase nahe, die fur Sauger-
MCM auch zumindest fir einen Subkomplex aus drei MCM-Proteinen (MCM4, 6, 7) gezeigt
wurde (Salto et al., 2000). Untersuchungen zur Lokalisation von MCM-Proteinen auf den
Chromosomen zeigen keine vollstandige Ubereinstimmung mit BrdU-Inkorporationsmustern
(Edwards et al., 2002; Ritzi et al., 1998). In den meisten Organismen sind die MCM-Proteine
wahrend des gesamten Zellzyklus im Zellkern bkalisiert (Kearsey und Labib, 1998). Eine
Ausnahme bhildet S. cerevisiae, in der die meisten MCM-Proteine eine zellzyklusabhéangige

Kernlokalisation aufweisen und nur wahrend der G;- und S-Phase im Zellkern lokalisiert sind.
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Ein anderer Bericht zweifelt dies allerdings an (Hennesy et al., 1990). Jedoch bleiben die
MCM-Proteine in Xenopus und Drosophila trotz intranukleérer Verteilungswechsel wéhrend
der gesamten Interphase im Zellkern. Sie sind wahrend der spaten Mitose chromatinassozi-
iert, werden aber wahrend der S-Phase von diesem entfernt. Die Chromatinbindung scheint
mit dem Phosphorylierungs-Stadium der MCM-Proteine zu korrelieren (Kearsey und Labib,
1998). In S. pombe wurde kurzlich erstmals gezeigt, dass die Kernlokalisation vom Zusam-
menschluss des ntakten hexameren Komplexes abhangt. Die MCM-Subkomplexe werden
aktiv aus dem Zellkern transportiert, sobald die MCM-Funktion erfullt ist. Innerhalb der MCM-
Protein-Familie besitzen nur MCM2 und MCM3 ein Kernlokalisationssignal (NLS). Bei Mut-
anten von MCM2 und MCM3 mit einem Defekt in der Bindung anderer MCM-Proteine geht
auch die NLS-Funktion verloren. Im Gegensatz dazu sind Mutanten mit einem NLS-Defekt in
der Lage, andere MCM-Proteine zu binden (Pasion und Forsburg, 1999). Die NLS ist dem-
nach notwendig, aber nicht ausreichend fir die Kernlokalisation.

Durch Verwendung unterschiedlicher pEGFP-MCM-Plasmide sollte die Lokalisation der Initi-
atorproteine in vivo visualisiert werden. Die Fusionsproteine waren zum Teil in intrazellularen
Subkompartimenten lokalisiert. Zahlreiche dieser Substrukturen konnten bisher in den Ker-
nen eukaryontischer Zellen identifiziert und zum Teil biochemisch isoliert werden (Dundr und
Misteli 2001; Spector, 2001). Sie sind durch distinkte Proteine charakterisiert und somit im-
munchemisch detektierbar. Daher wurde versucht, mit Immunfluoreszenz-Experimenten die
intrazellulare Lokalisation der Fusionsproteine zu identifizieren.

Die Proteine MCM2 und MCM3 waren, wie erwartet, im Nukleus lokalisiert, wobei die Nucle-
oli ausgespart blieben. Im Gegensatz dazu waren die Proteine MCM4, 5, 6 und 7 aus-
schlie8lich im Cytoplasma gegenwartig. Jedoch konnten diese MCM-Proteine nach Einbau
eines Kernlokalisationssignals ebenfalls im Zellkern detektiert werden. Durch Immunfluores-
zenzexperimente konnte gezeigt werden, dass bei der Kernlokalisation aller MCM-Proteine
die Bereiche der Nucleoli, sowie perinukleolare und heterochromatische Bereiche ausge-
spart blieben. Bei MCM2-EGFP exprimierenden Zellen lagen haufig Zellen mit mehreren
Zellkernen vor. Das deutet auf eine durch die Uberexpression des Proteins EGFP-MCM2
verursachte Stérung der Zellteilung hin und impliziert eine mdgliche Rolle des Proteins
MCM2 in der Mitose.

Lokalisationsstudien der EGFP-gekoppelten MCM-Proteine zeigten, dass die Proteine
EGFP-MCM4, MCM4-EGFP, MCM4-NLS-EGFP, EGFP-MCM5, MCM5-EGFP, MCM5-NLS-
EGFP und EGFP-MCM7 am Centrosom lokalisiert waren. Die Proteine MCM2-EGFP, EGFP-
MCM2, MCM3-EGFP, EGFP-MCM3, MCM6-EGFP, MCM6-NLS-EGFP, MCM7-EGFP und
MCM7-NLS-EGFP waren jedoch nicht mit dem Centrosom assoziiert. Das Centrosom dient
als Mikrotubuli-Organisationszentrum und beinhaltet rechtwinklig zueinander gelagerte kurze

Mikrotubuli-Zylinder (Centriole), die von einer dichten Proteinschicht umgeben sind. Das

147



Diskussion

Centrosom teilt sich vor Beginn der Mitose. Danach trennen sich die beiden entstandenen
Spaltungsprodukte und gelangen an gegeniberliegende Stellen beiderseits des Zellkerns.

Centrosomale Lokalisation konnte ebenfalls bei den EGFP-Fusionsproteinen EGFP-ORC1,
EGFP-ORC2, EGFP-ORC3, EGFP-ORC4 und EGFP-ORC5 (Brand, 2003), sowie ORC4-
EGFP und ORC5-EGFP (T. Faul, perstnliche Mitteilung) beobachtet werden. Die Verteilung
der ORC-Proteine am Centrosom scheint evolutionar konserviert zu sein, da endogenes
ORC2 auch beim Menschen am Centrosom lokalisiert ist (Prasanth et al., 2003). Auch hu-
manes MCM3 konnte durch Immunfluoreszenzanalysen mit dem Centrosom assoziiert vor-
gefunden werden (Stillman, 2003). Neben der essentiellen Funktion der ORC-Proteine wah-
rend der Initiation der DNA-Replikation wurde fur das kleinste Protein des humanen ORC-
Komplexes, dem ORCB6-Protein, eine zusatzliche Funktion wéhrend der Mitose des Zellzyk-
lus aufgedeckt (Prasanth et al., 2002). Humanes ORCS6 ist wahrend der Mitose an den Ki-
netochoren und in retikularahnlichen Strukturen um das Chromatin lokalisiert. Ahnliche reti-
kulare Strukturen konnten auch fur Drosophila-ORC6 gezeigt werden (Chesnokov et al.,
2001). Vor der Zellteilung ist ein Teil des ORC6-Proteins am Midbody akkumuliert. Die He-
runterregulation der ORC6-Expression flhrte zu Zellen mit multipolaren Spindeln, der Bil-
dung von Zellen mit mehreren Zellkernen sowie zu vermehrter Replikation (Prasanth et al.,
2002). Diese Beobachtungen implizieren, dass ORC6 ein essentielles Protein ist, das die
Replikation und Segregation der Chromosomen mit der Cytokinese koordiniert. In einer neu-
esten Studie konnte auch eine CDC6-Fraktion nachgewiesen werden, die wahrend der Mi-
tose am Spindel-Apparat assoziiert ist (Illenye und Heintz, 2004). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass zahlreiche Proteine des preRC mit dem Centrosom assoziiert sind und dort

eine funktionelle Aufgabe ausiben.

5.3 ANALYSE DER CENTROSOMALEN LOKALISATION DER MCM-PROTEINE

Durch Koexpression der Proteine MCM4 mit dem Protein MCM6-EGFP konnte auch das
Fusionsprotein MCM6-EGFP am Centrosom nachgewiesen werden. Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass das Protein MCM6 mit dem Protein MCM4 interagiert und beide
Proteine am Centrosom gebunden sind. Durch Koexpression von MCM4 mit MCM7-EGFP
konnte auch MCM7-EGFP am Centrosom nachgewiesen werden. Die centrosomale Lokali-
sation zeigte sich aber auch bei Koexpression von MCM7-EGFP mit MCM5. Diese Ergeb-
nisse implizieren, dass MCM7 sowohl mit MCM4, als auch mit MCM5 interagiert und dadurch
am Centrosom lokalisiert sein kann. Das Protein MCM4 konnte sowohl die Bindung von
MCM2-EGFP als auch von MCM3-EGFP an das Centrosom vermitteln.

Durch Immunfluoreszenz-Farbungen mit Antikrpern gegen eine konservierte Doméane unter

den sechs MCM-Untereinheiten und spezifischen MCM3- und MCM6-Antikérpern, konnte die
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centrosomale Lokalisation auch fir die endogenen Proteine nachgewiesen werden. Zusatz-
lich zu den Lokalisationsanalysen konnte gezeigt werden, dass MCM3 und MCM6 mit dem
centrosomalen Protein gTubulin prazipitierbar sind.

Die Tatsache, dass alle Untereinheiten des MCM-Komplexes am Centrosom assembliert
sind, deutet darauf hin, dass die MCM-Proteine vermutlich am Centrosom als Multiprotein-
komplexes fungieren. Da MCM3 und MCM6 auch in allen Mitose-Stadien am Centrosom
gebunden sind, kann von einer funktionellen Aufgabe dieser Proteine wahrend der Zelltei-
lung ausgegangen werden. FRAP-Studien mit MCM4-EGFP und MCM5-EGFP belegen zu-
dem eine starke Assoziation dieser Proteine mit dem Centrosom. Dies schlief3t eine unspezi-
fische Akkumulation von MCM4 und MCM5 aufgrund der Uberexpression aus. Auch die
ORC-Fraktion ist stark am Centrosom gebunden (Brand, 2003; T. Faul, personliche Mittei-
lung). Im Gegensatz dazu erreicht freies EGFP in FRAP-Experimenten nach weniger als
1 sec nach dem ,Bleach-Puls* wieder volle Fluoreszenz (Phair und Misteli, 2000; Misteli et
al., 2000).

5.4 CDK-MUTANTEN VON MCM5-EGFP

MmMCM5 besitzt vier potentielle CDK-Phosphorylierungsstellen. Da die Anwesenheit von
CDKs essentiell fur die Regulation der Centrosomen-Funktion ist (Winey, 1999; Okuda et al.,
2000), kann die Auswirkung der Phosphorylierung von MCM5 auf die Lokalisation des Fu-
sionsproteins am Centrosom durch Mutationen der CDK-Phosphorylierungsstellen unter-
sucht werden.

Bei einer Motiv-Analyse des murinen MCM5 konnten vier reduzierte Phosphorylierungsstel-
len gefunden werden, die die Konsensussequenz (SP) besitzen. Es wurden alle mdglichen
MCMb5-Mutanten, bei der die Aminoséure Serin zu Alanin mutiert ist, hergestellt. Die Unter-
suchung, ob die Mutanten von MCMS5-EGFP durch die fehlenden CDK-Phosphorylie-
rungsstellen eine veranderte Assoziation zum Centrosom zeigen, ergab, dass, trotz der Mu-
tationen der CDK-Phosphorylierungsstellen, unphosphoryliertes MCM5 immer noch die As-
soziation mit dem Centrosom zeigt. Somit haben die Mutationen der CDK-Phophorylie-
rungsstellen in der cDNA von MCM5 keinen Einfluss auf die Assoziation des Proteins am
Centrosom.

Denkbar ware, dass bei Mutation der Aminosaure Serin zu Aspartat, wodurch Phosphorylie-
rung durch die endstandige Carboxylgruppe vorgetduscht wird, die centrosomale Bindung
nicht mehr beobachtet wird.

Eine weitere Kinase, die die Assoziation von MCM5 an das Centrosom regulieren kdnnte,
bildet die PLK. Das PLK-Gen codiert fur eine Proteinkinase der Polo-Familie (Kitada et al.,

1993), die eine Kontrollfunktion am Spindelapparat, der Chromosomen-Trennung und der
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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-Sub-
familie ist die Gegenwart einer distinkten homologen Region an der C-teminalen nichtkataly-
tischen Doméne, auch ,polo-box* genannt (Clay et al., 1993). PLK spielt eine essentielle
Rolle bei der Zellzyklus-Progression in der spaten Mitose. Dartber hinaus hat die Kinaseak-
tivitat von PLK ihr Maximum in der G,/M-Phase (Cheng et al., 1998).

Eine der Funktionen von PLK kdnnte die Regulation der MCM-Proteine am Centrosom durch
Phosphorylierung darstellen. In Two-Hybrid-Assays konnte auch eine Interaktionen zwischen
PLK und MCM2 in nachgewiesen werden, wodurch ein Hinweis fir eine mdgliche Beteiligung

des Proteins PLK bei der Assemblierung der MCMs an das Centrosom gegeben ist.

5.5 PROTEIN ,, KNOCK-DOWN" VON MCM3

RNA-Interferenz konnte bereits in vielen Organismen nachgewiesen werden (Caplen et al.,
2001; Plasterk und Ketting, 2000; Parrish et al., 2000; Zamore et al., 2000; Elbashir et al.,
2001) und wurde als Methode etabliert, um die Proteinsynthese transient zu hemmen (EI-
bashir et al., 2001). Bei htheren Eukaryonten konnte durch Transfektion von siRNA die Ex-
pression von GFP oder LacZ auf unter 30 % reduziert werden (Elbashir et al., 2001; Billy et
al., 2001). Jedoch ist die Effektivitat der siRNA stark von der verwendeten Zelllinie abhangig
(Caplen et al., 2001; Elbashir et al., 2001).

Um eine vollstandige Hemmung der Protein-Expression bewirken zu kdnnen, muss sicher
gestellt werden, dass ausreichende Mengen an siRNA in die Zellen gelangen kann. Dies ist
durch stabile Transkription von siRNA mdglich.

Die erste Moglichkeit ist die stabile Transkription von ca. 300-500 nt langer dsRNA. Sie ist
jedoch beschrankt auf Organismen und Zelllinien, bei denen durch Expression von dsRNA
keine Interferonantwort ausgelost wird. Dazu z&hlen Zelllinien von D. melanogaster und
C. elegans. Bei M. musculus und H. sapiens gilt dies nur fir embryonale undifferenzierte
Zellen (Billy et al., 2001).

Fur differenzierte Zellen wird die Hemmung der Proteinexpression durch die stabile
Transkription von siRNA hervorgerufen. Die getrennte Bildung der ,sense* und ,antisense*
SiRNA-Strange wird durch zwei U6-Promotoren induziert und durch poly-(T)-Signale been-
det. Es werden so zwei 19 nt lange, komplementére Strange mit einem 3'-Uberhang von vier
Uridinen synthetisiert. In der Zelle hybridisieren die RNA-Strange und bilden die aktive siRNA

(Miyagishi und Taira, 2002). Die getrennte Transkription ist jedoch nur wirksam, sofern die
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beiden komplementaren Strange hybridisieren. Einzelstrangige RNA hemmt die Expression
nicht merklich (Miyagishi und Taira, 2002).

Eine dritte Strategie besteht in der Bildung von short hairpin RNAs (shRNA). Diese Strategie
ist moglicherweise effektiver als die Produktion getrennter siRNAs. Auch wenn die Herstel-
lung getrennter RNAs eine Hemmung von tber 90 % bewirkt (Miyagishi und Taira, 2002), so
ist die Bildung von shRNA ein nattrlich vorkommender Mechanismus. Folglich ist die stabile
Transkription der shRNAs sinnvoller als die getrennte Bildung der ,sense” und ,antisense*
RNAs. shRNAs wurden bereits bei C. elegans und D melanogaster identifiziert (Reinhart et
al., 2000). Sie spielen eine Rolle bei der Regulation der Gewebedifferenzierung durch Hem-
mung der Expression beteiligter Proteine (Paddison et al., 2002).

Die cDNA der shRNA folgt nach einem RNA-Polymerase-Promotor, wie beispielsweise U6
oder H1 und besteht aus dem ,sense“-Strang und dem komplementaren, invertierten ,anti-
sense“-Strang. Dazwischen befindet sich ein 4nt langer ,Loop“. Am 3’-Ende wurde eine
poly(T)-Sequenz aus funf Thymidinen angehangt (Brummelkamp et al., 2002).

Im Rahmen der wrliegenden Arbeit wurde ein induzierbares, MCM3siRNA-exprimierendes
TetOn-System etabliert, das ein gezieltes An- und Abschalten der siRNA-Synthese ermdg-
licht. Durch Vergleich zweier TetOn-Zelllinien mittels Luciferase-Assay wurde die Zelllinie mit
der héheren Induzierbarkeit ausgewahilt.

Zusétzlich wurde ein MCM3siRNA-Expressionsvektor konstruiert, der den humanen UG6-
Promotor mit tetO-Motiv sowie die Sequenz fir die Synthese von MCM3-spezifischer short
hairpin RNA (shRNA) in seiner Expressionskassette beinhaltet. Der hierbei verwendete hu-
mane U6-Promotor soll in murinen Fibroblastenzellen fur die Bildung von MCM3-shRNA ein-
gesetzt werden. Dadurch ergibt sich die Frage der Artspezifitat. Paddison und Mitarbeiter
verwendeten den humanen U6-Promotor in 3T3-Zellen fur die Synthese von shRNAs und
konnten einen knock-down des untersuchten Proteins nachweisen (Paddison et al., 2002).
Auch im umgekehrten Fall, bei Verwendung des U6-Promotors der Maus in HelLa-Zellen,
konnte die Proteinsynthese reprimiert werden (Sui et al., 2002). Der hierbei verwendete U6-
Promotor sollte somit in Mauszellen funktionsfahig sein.

Auf diesen Grundlagen wurde der Einfluss von Doxycyclin auf das Wachstumsverhalten der
MCM3siRNA bildenden Zelllinie untersucht. Im Vergleich zu NIH/3T3-Zellen und NIH/3T3-
TetOn-Zellen konnte eine deutlich reduzierte Proliferation bei Behandlung der Zellen mit Do-
xycyclin beobachtet werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine durch Bildung von
MCM3siRNA verursachte Stérung des Zellwachstums hin. Zusatzlich bt die durch Doxycy-
clin induzierte MCM3siRNA-Expression einen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung aus. So
befinden sich nach Doxycyclinbehandlung mehr Zellen in der G,/M-Phase als in unbehan-
delten, asynchronen NIH/3T3-Zellen. Die MCM3-Proteinmenge wurde nach 19 Tagen Doxy-

cyclinbehandlung fast vollstdndig durch die exprimierte MCM3siRNA herunterreguliert. Im
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Gegensatz dazu ist konnte fur MCM3siRNA exprimierende Zellen eine vermehrte MCM6-EXx-
pression nachgewiesen werden. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass durch Bildung
der MCM3siRNA der Expressionslevel von MCM6 beeinflusst wird.

Auffallig haufig liegen in MCM3-,knock-down“-Zellen mehrere Zellkerne vor. Neben Zellen
mit zwei Zellkernen finden sich auch Zellen mit einer ungeraden Anzahl an Zellkernen. Dem-
nach durchlaufen die Zellkerne in einer Zelle unterschiedliche Zellzyklusstadien. Die Phano-
typen, die nach Expression der MCM3siRNA beobachtet wurden, sind komplex und zeigen
Defekte in zahlreichen Mitose-Stadien. Das Auftreten multinukledrer Zellen ist auf eine feh-
lende Cytokinese zuriickzufuhren. Der gleiche Phanotyp konnte bei Behandlung der Zellen
mit Demecolcine beobachtet werden. Demecolcine ist ein Inhibitor der Ausbildung des Spin-
del-Apparates. Demecolcine verursacht polyploide Zellen, wobei sich die Kerne einer Zelle in
unterschiedlichen Zellzyklusphasen befinden (Fujikawa-Yamamoto et al., 1999). Auch
konnte eine partielle DNA-Fragmentation bei Behandlung mit Demecolcine nachgewiesen
werden (Fujikawa-Yamamoto et al., 1999). Auch in MCM3-,knock-down*“-Zellen deutet die
unterschiedliche Gré3e der Zellkerne auf eine fehlerhafte Chromosomenverteilung auf die
Tochterzellen hin. Prasanth et al. (2002) konnten in humanen Zellen zeigen, dass auch ein
.knock-down" des Proteins ORC6 multinukleare Zellen hervorruft. Zuséatzlich fuhrt ,Silencing”
von ORC6 zu multipolaren Spindeln und fehlerhafter Mitose (Prasanth et al., 2002).

Stabile Mikrotubuli sind mit den Centriolen und der Zellperipherie verankert. Jedoch sind die
Mikrotubuli in den MCM3-,knock-down“-Zellen, nur unzureichend organisiert, wobei sie kaum
mit der Zellperipherie verankert sind. All diese Resultate weisen darauf hin, dass die MCM-
Proteine neben ihrer essentiellen Rolle in der Ausbildung des prareplikativen Komplexes

eine zusatzliche Funktion in der Mitose auslben.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

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 an diesen Startpunkten ausgeldst wird. An den ORC lagern
sich anschlieBend die Proteine CDC6 und RLF-B/CDT1 an, die beide schlief3lich fir die Rek-
rutierung des heterohexameren MCM-Komplexes verantwortlich sind. Durch die Aktivitat der
Kinase CDC7/DBF4 wird der Origin fur den Start der DNA-Replikation lizenziert, sobald die
finale Anlagerung des Initiationsfaktors CDC45 den préreplikativen Komplex (preRC) vervoll-
standigt hat.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das komplexe Netzwerk von Protein-Protein-Interak-
tionen zwischen den verschiedenen Initiationsfaktoren durch FRET-Studien aufzuklaren.
Einige der zu untersuchenden Wechselwirkungen waren bereits in anderen Spezies identifi-
ziert worden und konnten fir Maus an Hand von bekannten Two-Hybrid-Ergebnissen besta-
tigt werden. Diese sollten paradigmatisch mit der FRET-Technik analysiert werden. Im Re-
sultat konnten Interaktionen zwischen MCM5 und MCM3, MCM5 und MCM7, ORC5 und
MCM7, sowie CDT1 und MCM®6 in vivo nachgewiesen werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Lokalisation muriner Replikations-
proteine in Fibroblasten-Zellen der Maus.

Hierzu wurden zunachst die cDNAs, die fir die Untereinheiten POLA1, POLA2 und PRIM1
des DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes kodieren, mit dem 5°-Ende der flr das ,enhan-
ced green fluorescent protein“ (EGFP) codierenden Sequenz fusioniert. Nach Expression in
Ltk’-Zellen wurden die Fusionsproteine durch Anregung von EGFP mit UV-Licht der Wellen-
lange 488 nm mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop in vivo analysiert. Bei Be-
obachtung von Verteilungsmustern des Fusionsproteins POLA1-EGFP in Ltk™-Zellen zeigten
die transfizierten Zellen ausnahmslos eine fur sterbende Zellen charakteristische abgerun-
dete Form. Daraus wird deutlich, dass die Uberexpression der katalytischen Untereinheit des
DNA-Polymerase a/Primase-Komplexes sich toxisch auf die Zellen auswirkt. POLA1-EGFP
zeigte dariber hinaus keine konkreten Akkumulationen, sondern verteilte sich diffus in der
gesamten abgerundeten Zelle. Dagegen war POLA2-EGFP in Ltk-Zellen in wenigen, stark
fluoreszierenden Foci im Zellkern lokalisiert, die als ,PML nuclear bodies* (PML-NBs) identi-
fiziert werden konnten. Das Protein PRIM1-EGFP zeigte sich sowohl im Zellkern als auch im
Cytoplasma lokalisiert. Im Zellkern waren einzelne Bereiche ausgespart, die perinukleolaren
und heterochromatischen Bereichen entsprechen. Im Cytoplasma war das Fusionsprotein

entweder diffus verteilt oder in unspezifischen Bereichen des Cytoplasmas angehauft.
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Zur Analyse der intrazellularen Lokalisation des Proteins CDT1 wurde die entsprechend ko-
dierende cDNA in den Vektor pEGFP(N1) inseriert. Nach Transfektion des Vektors
PEGFP(N1)-CDT1 und der daraus resultierenden Expression des Fusionsproteins CDT1-
EGFP in Ltk-Zellen wurde die Lokalisation ebenfalls mittels konfokalem Laserscanning-Mik-
roskop analysiert. CDT1 war entweder diffus im Zellkern lokalisiert, wobei die Nucleoli aus-
gespart blieben, oder in groRBen Foci im Kern, die den Nucleoli benachbart waren. Zusatzlich
konnte eine Lokalisation am endoplasmatischen Retikulum (ER) beobachtet werden. Welche
Funktion das Protein CDT1 am ER ausibt, ist bislang nicht geklart. Neben den oben be-
schriebenen Verteilungsmustern zigte das Fusionsprotein CDT1-EGFP auf3erdem eine In-
teraktion mit Centrosomen.

Bei Immunpréazipitationsstudien des ORC in S. cerevisiae konnte das Hefe-Pescadillo Pro-
tein YPH1 identifiziert werden, das neben den ORC-Proteinen auch mit MCM-Proteinen,
Zellzyklus-regulatorischen Proteinen, Checkpoint-Proteinen und 60S-ribosomalen Proteinen
assoziiert gefunden wurde (Du und Stillman, 2002). Pescadillo kbnnte somit eine Verbindung
zwischen Proliferationskontrolle und DNA-Replikation sowie Ribosomen-Biogenese und
Translation an Polysomen darstellen. Um zu untersuchen, ob eine Ubereinstimmung der
Lokalisationen des murinen Pescadillo-Homologen PES1 und Proteinen des prareplikativen
Komplexes besteht, sollte die intrazellulare Lokalisation des Proteins PES1 genauer unter-
sucht werden. Dazu wurde zunéchst die cDNA, die fir PES1 kodiert, mit dem 5°-Ende der fir
EGFP codierenden Sequenz fusioniert. Nach Expression in Ltk-Zellen wurde die Lokalisa-
tion des Fusionsproteins PES1-EGFP durch UV-Anregung in vivo analysiert. Frihere Stu-
dien zeigten, dass MmMPES1 in den Nucleoli lokalisiert ist (Kinoshita et al., 2001). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte die Lokalisation des Proteins PES1 auf die fibrillaren Zentren der Nuc-
leoli eingegrenzt werden. Um zukiinftig Interaktionsstudien des Proteins PES1 mit Proteinen
des preRC mit dem Two-Hybrid-System durchflihren zu kénnen, wurde die PES1-kodierende
Sequenz in die Hefe-Vektoren pEG202 und pJG4-5 inseriert.

Die vorliegende Arbeit hatte weiterhin die Untersuchung der intrazellularen Lokalisation der
sechs murinen MCM-Proteine in Fibroblasten-Zellen der Maus zum Ziel. Die EGFP-Kon-
strukte von MCM2 und MCM3 waren, wie erwartet, im Nukleus lokalisiert, wobei die Nucleoli
ausgespart blieben. Im Gegensatz dazu waren die Proteine MCM4, 5, 6 und 7 ausschlief3lich
im Cytoplasma gegenwartig. Jedoch konnten diese MCM-EGFP-Proteine nach Einbau eines
Kernlokalisationssignals ebenfalls im Zellkern detektiert werden. Durch Immunfluoreszenz-
experimente konnte gezeigt werden, dass bei der Kernlokalisation aller MCM-Proteine die
Bereiche der Nucleoli sowie perinukleolare und heterochromatische Bereiche ausgespart
blieben. Bei MCM2-EGFP exprimierenden Zellen liegen haufig Zellen mit mehreren Zellker-

nen vor. Das deutet auf eine durch Uberexpression des Proteins EGFP-MCM?2 verursachte
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Stérung der Zellteilung hin und impliziert eine mogliche Rolle des Proteins MCM2 in der Mi-
tose.

Lokalisationsstudien der EGFP-gekoppelten MCM-Proteine zeigten weiterhin, dass die Pro-
teine EGFP-MCM4, MCM4-EGFP, MCM4-NLS-EGFP, EGFP-MCM5, MCM5-EGFP, MCM5-
NLS-EGFP, und EGFP-MCM7 u.a. am Centrosom lokalisiert sind. Die Proteine MCM2-
EGFP, EGFP-MCM2, MCM3-EGFP, EGFP-MCM3, MCM6-EGFP, MCM6-NLS-EGFP,
MCM7-EGFP und MCM7-NLS-EGFP waren hingegen nicht mit dem Centrosom assoziiert.
Durch Koexpression des Proteins MCM4 mit MCM6-EGFP konnte auch das Fusionsprotein
MCM6-EGFP am Centrosom nachgewiesen werden. Diese Beobachtung deutet darauf hin,
dass MCM6 mit dem Protein MCM4 interagiert und hierdurch beide Proteine am Centrosom
gebunden werden kénnen. Nach Koexpression von MCM4 mit MCM7-EGFP konnte auch
MCM7-EGFP am Centrosom nachgewiesen werden. Die centrosomale Lokalisation zeigte
sich aber auch bei Koexpression von MCM7-EGFP mit MCM5. Diese Ergebnisse implizieren,
dass MCM7 sowohl mit MCM4, als auch mit MCM5 interagiert und dadurch am Centrosom
detektiert werden kann. Das Protein MCM4 konnte die Bindung sowohl von MCM2-EGFP als
auch von MCM3-EGFP an das Centrosom vermitteln.

Durch Immunfluoreszenz-Farbung mit Antikérpern gegen eine konservierte Domane aller
sechs MCM-Untereinheiten sowie mit spezifischen MCM3- und MCM6-Antikérpern konnte
eine centrosomale Lokalisation auch fur die endogenen Proteine nachgewiesen werden.
Zuséatzlich zu den Lokalisationsanalysen konnte Uber Immunprazipitationsstudien gezeigt
werden, dass MCM3 und MCM6 mit dem centrosomalen Protein g Tubulin prézipitierbar sind.
Die Tatsache, dass alle Untereinheiten des MCM-Komplexes mit dem Centrosom assoziiert
sind, deutet darauf hin, dass die MCM-Proteine am Centrosom als Multiproteinkomplex
gebunden sind. Da MCM3 und MCM6 auch in allen Mitose-Stadien an das Centrosom
gebunden sind, kann von einer funktionellen Aufgabe dieser Proteine wahrend der Zelltei-
lung ausgegangen werden. FRAP-Studien mit MCM4-EGFP und MCM5-EGFP belegten zu-
dem eine starke Assoziation dieser Proteine mit dem Centrosom. So sind 79 % der Proteine
MCM4-EGFP und 63 % der Proteine MCM5-EGFP fest mit dem Centrosom assoziiert. Dies
lasst eine unspezifische Akkumulation von MCM4 und MCM5 aufgrund der Uberexpression
wenig wahrscheinlich erscheinen.

Da die Anwesenheit von CDKs essentiell fir die Regulierung der Centrosomen-Funktion ist
(Winey, 1999; Okuda et al., 2000), sollte die Wirkung der Phosphorylierung von MCM5 auf
die Lokalisation des Fusionsproteins am Centrosom durch Mutationen der CDK-Phosphory-
lierungsstellen untersucht werden. Es wurden alle 15 méglichen MCM5-Mutanten durch
Mutation der vier Serin-Phosphorylierungsstellen zu Alanin hergestellt. Eine Analyse, ob die
Mutanten von MCM5-EGFP durch fehlende CDK-Phosphorylierungsstellen eine veréanderte

Assoziation zum Centrosom zeigen, fiihrte zu einem negativen Resultat. Es zeigte sich, dass
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die Mutationen der CDK-Phophorylierungsstellen von MCM5 keinen Einfluss auf die As-
semblierung des Proteins am Centrosom haben.

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte die Funktion der MCM-Proteine am Centrosom durch
.knock-down* des Proteins MCM3 mittels RNA-Interferenz-Studien untersucht werden. Ziel
war, ein induzierbares MCM3-siRNA-exprimierendes System zu etablieren. Das gezielte An-
und Abschalten der MCM3siRNA-Transkription sollte durch das TetOn-System ermdglicht
werden. Bei diesem System wird durch Zugabe von Doxycyclin die Transkription aktiviert, bei
Abwesenheit von Doxycyclin wird sie abgeschaltet.

Auf dieser Basis wurde der Einfluss von Doxycyclin auf das Wachstumsverhalten der
MCM3siRNA-exprimierenden Zelllinie untersucht. Im Vergleich zu NIH/3T3-Zellen und
NIH/3T3-TetOn-Zellen konnte eine deutlich reduzierte Proliferation bei Behandlung der Zel-
len mit Doxycyclin beobachtet werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine durch Produktion
von MCMS3siRNA verursachte Storung des Zellwachstums hin. Zusatzlich beeinflusst die
durch Doxycyclin induzierte Synthese von MCM3siRNA die Zellzyklusverteilung. So befinden
sich nach Doxycyclinbehandlung mehr Zellen in der G,/M-Phase als in unbehandelten, asyn-
chronen NIH/3T3-Zellen. Die MCM3-Proteinmenge wurde nach 19 Tagen Doxycyclinbe-
handlung fast vollstandig durch die produzierte MCM3siRNA herunterreguliert. Um einen
moglichen Einfluss der MCM3siRNA auf andere MCM-Proteine zu untersuchen, wurde der
Protein-Level von MCM6 analysiert. Dabei wurde eine vermehrte MCM6-Expression nach-
gewiesen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass durch Bildung von MCM3siRNA der
Expressions-Level von MCM6 beeinflusst wird. Auffallig haufig lagen in MCM3-,knock-
down“-Zellen mehrere Zellkerne vor. Neben Zellen mit zwei Zellkernen finden sich auch Zel-
len mit einer ungeraden Anzahl an Zellkernen. Demnach durchlaufen die Zellkerne in einer
Zelle unterschiedliche Zellzyklusstadien. Die Phanotypen, die nach Transkription der
MCM3siRNA beobachtet wurden, sind komplex und zeigen Defekte in zahlreichen Mitose-
Stadien. Das Auftreten multinuklearer Zellen ist auf eine fehlende Cytokinese zurtickzufuh-
ren. Die Mikrotubuli waren in den MCM3-,knock-down“-Zellen nur unzureichend organisiert,
wobei sie kaum mit der Zellperipherie verankert waren.

Diese Resultate weisen darauf hin, dass die MCM-Proteine neben ihrer essentiellen Rolle in
der Ausbildung des préreplikativen Komplexes eine zusétzliche Funktion in der Mitose aus-

uben.
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7. SUMMARY

The initiation of DNA replication is a highly conserved process which is subdivided into three
steps. The first step is the binding of the “origin recognition complex” (ORC) to the replication
origins in chromosomal DNA which triggers the assembly of the prereplicative complex at the
origins. Subsequently the proteins CDC6 and the RLF-B/CDT1 bind to ORC which are both
responsible for the recruitment of the heterohexameric MCM-complex to the prereplicative
complex (preRC). The kinase CDC7/DBF4 licenses the origin after completion of the preRC
by binding of the CDCA45 protein.

One task of this work was to dissolve the complex network of protein-protein interactions
between the different initiator proteins using the method of FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer).

Several protein interactions were examined which have been described already in other spe-
cies and were already confirmed for the mouse system with the method of the two-hybrid
system. Some paradigmatically chosen protein-protein interactions obtained in the two-hybrid
studies should be analyzed in vivo with the FRET technique. Interactions were found be-
tween MCM5 and MCM3, MCM5 and MCM7, ORC5 and MCM7 as well as between CDT1
and MCM6.

A further task was to analyze the localization of murine replication proteins in murine fibro-
blasts.

Therefore the cDNAs encoding the subunits POLAL, POLA2 and PRIM1 of the DNA-poly-
merase a/primase complex were linked to the 5™-end of the “enhanced green fluorescent
protein” (EGFP) encoding sequence. After expression in Lcells the fusion proteins were
analyzed in vivo by UV irradiation with a confocal laser scanning microscope. Inspecting the
distribution pattern of POLA1-EGFP in L cells, the transfected cells showed a globular form
characteristic for dying cells. Thus, the overexpression of the catalytic subunit of DNA-poly-
merase a/primase has a toxic effect to cells. POLA1-EGFP revealed no concrete accumula-
tions, but was diffusely distributed throughout the cells. In contrast to POLA1-EGFP, POLA2-
EGFP was localized in few distinct foci within the nucleus which could be identified as “PML
nuclear bodies” (PML-NBs). PRIM1-EGFP was localized both in the nucleus and the cyto-
plasm. In the nucleus perinucleolar and heterochromatic regions are excepted from nuclear
localization of PRIM1-EGFP. The fusion proteins in the cytoplasm were freely distributed.

To analyse the intracellular localization of protein CDT1, the coding sequence of CDT1 was
inserted into pEGFP(N1). After transfection of pEGFP(N1)-CDT1 and resulting expression of
CDT1-EGFP in Lcells, the localization was analyzed with a confocal laser scanning micro-
scope. CDT1-EGFP was either freely distributed in the nucleus, whereas nucleolar regions

are excepted from nuclear localization or accumulates in large foci adjacent to nucleoli. Addi-
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tionally, localization of CDT1 at the endoplasmatic reticulum and in the centrosomes could be
demonstrated. The function which the protein CDT1 exercises at the endoplasmatic reticu-
lum is unclear.

Immunoprecipitation of the ORC from S. cerevisiae extracts identified the yeast Pescadillo
protein YPH1. This was found to be associated besides the ORC proteins also with MCM
proteins, cell cycle regulatory proteins, checkpoint proteins and 60S ribosomal proteins.
Pescadillo may link cell proliferation control to DNA replication, ribosome biogenesis and
translation on polysomes. To examine the connection between localization of the murine
homologue Pescadillo protein PES1 and proteins of the prereplicative complex, the intracel-
lular localization of PES1 was analyzed. Therefore, the coding sequence of PES1 was fused
to the 5"-end of EGFP-coding sequence. After expression of PES1-EGFP in L cells the fu-
sion proteins were analyzed in vivo by UV irradiation with a confocal laser scanning micro-
scope. PES1-EGFP was localized in the fibrillar centers of the nucleoli. To study interactions
with the method of the two-hybrid system in future, the coding sequence of PES1 was in-
serted into yeast vectors pEG202 and pEG4-5.

A further task of this work was to study the intracellular localization of the six murine MCM
proteins in murine fibroblasts. As expected, the EGFP fusion proteins of MCM2 and MCM3
localized in the nucleus, whereas nucleolar regions are excepted from nuclear localization. In
contrast, the proteins MCM4, 5, 6 and 7 localized predominantly in the cytoplasm. To ana-
lyse the nuclear localization of this proteins, the coding sequence of a nuclear localisation
signal was inserted into the MCM-EGFP coding sequences of the appropriate pEGFP plas-
mids. Consequently, the proteins MCM4-NLS-EGFP, MCM5-NLS-EGFP, MCM6-NLS-EGFP
as well as MCM7-NLS-EGFP were localized in the nucleoplasm, whereas nucleolar regions
as well as perinucleolar and heterochromatic regions are excepted from nuclear localization
of these proteins. In a MCM2-EGFP expressing cell population multinucleated cells occurred
frequently. This indicates an incorrect cell division caused by overexpression of MCM2-
EGFP and to a possible role of MCM2 in mitosis.

Inspecting the intracellular localization of EGFP-fused MCM-proteins was shown, that EGFP-
MCM4, MCM4-EGFP, MCM4-NLS-EGFP, EGFP-MCM5, MCM5-EGFP, MCM5-NLS-EGFP,
and EGFP-MCM7 were localized in the centrosomes. In contrast, the proteins MCM2-EGFP,
EGFP-MCM2, MCM3-EGFP, EGFP-MCM3, MCM6-EGFP, MCM6-NLS-EGFP, MCM7-EGFP
and MCM7-NLS-EGFP are not associated with centrosomes.

By coexpression of MCM4 with MCM6-EGFP, the fusion protein MCM6-EGFP was also
found in association with the centrosome. This suggests an interaction of MCM6 with MCM4.
Coexpression of MCM4 with MCM7-EGFP revealed that the fusion protein MCM7-EGFP is
also associated with the centrosome. The centrosomal localization was also found in the
case of coexpression of MCM7-EGFP with MCMS5. This indicates, that MCM7 interacts with
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both, MCM4 and MCM5 resulting in the localization at the centrosome. Thus, the protein
MCM4 could probably mediate the binding of MCM2-EGFP as well as that of MCM3-EGFP
to the centrosome.

The localization of endogeneous MCM proteins was analyzed by immunostaining using anti-
bodies against a conserved region among all MCM proteins and also with specific antibodies
against MCM3 and MCM6. Centrosomal localization was observed for the MCM proteins and
in particular for MCM3 and MCM6. In addition to localization studies, immunoprecipitations
showed that MCM3 and MCM6 precipitate with the centrosomal protein gtubulin. The fact
that all MCM proteins assemble at the centrosome, indicates that the MCM proteins act as a
multiprotein complex at the centrosome. Since MCM3 and MCM6 are bound to centrosomes
in all stages of mitosis these proteins may play a role in the progression of cell division.

FRAP studies with MCM4-EGFP and MCM5-EGFP documented an extremely strong asso-
ciation of these proteins with the centrosome. Thus, an unspecific binding of MCM4 and
MCM5 to the centrosomes caused by overexpression seems to be unlikely.

Since the presence of CDKs is essential for regulation of centrosome function, the effect of
MCM5 phosphorylation to centrosomal localization was analyzed by mutation of CDK phos-
phorylation sites. All 15 possible mutants were generated by mutation of the four serine
phosphorylation sites to alanine. Inspecting the centrosomal localization of these CDK-phos-
phorylation mutants revealed that unphosphorylated MCM5 is still associated with centro-
somes. Thus, the mutation of the CDK phosphorylation sites of MCM5 did not influence the
centrosomal binding of MCMS5.

In the last part of this work, the function of MCM3 at the centrosome was analyzed by protein
knock-down using the method of RNA interference. To approach this, an inducible
MCM3siRNA-expressing system was established. Switching the transcription of MCM3siRNA
on and off was made feasible using the TetOn-System. In this system the transcription is
activated by addition of doxycycline, without doxycycline the transcription is switched-off.

The influence of doxycycline on cell growth of the MCM3siRNA-expressing cell line was
analyzed. By comparison to NIH/3T3 cells and NIH/3T3-TetOn cells a significantly reduced
proliferation rate was observed after treatment with doxycycline. These results suggest a
disturbance of cell growth by MCM3siRNA production. After treatment with doxycycline more
cells are accumulated in G,/M phase compared to untreated cells. The expression of MCM3
was almost completely knocked-down by treatment of cells with doxycycline for 19 days. To
analyze the influence of MCM3siRNA on other MCM proteins, the protein level of MCM6 was
examined. An increased MCM®6 expression was observed. This implies that MCM3siRNA
influences the expression level of MCM6. More nuclei were frequently observed in MCM3
knocked-down cells. Cells with two nuclei as well as cells with an impaired nhumber of nuclei

were observed, indicating that probably the nuclei pass thruogh different cell cycle stages.
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Phenotypes observed after expression of MCM3siRNA showed defects in multiple stages of
mitosis. The presence of multinucleated cells is apparently due to a blocked cytokinesis. Mi-
crotubuli were insufficiently organized and were deficiently bound to the cellular periphery.

These results indicate an essential role of the MCM proteins in mitosis besides its described

role in the establishment of the prereplicative complex.
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