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1 Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen

Durchlauft eine eukaryotische Zelle den Zellzyklus, so fuhrt dies zur Verdoppelung
der Zelle. Dieser fundamentale Prozess erfordert das vollstandige und exakte
Kopieren des Erbmaterials sowie eine gleichmaflige Verteilung der Chromatiden
auf die Tochterzellen. Dementsprechend wird der Zellzyklus in vier Phasen
eingeteilt, wobei eine DNA-Synthese-Phase (S-Phase) und eine Mitose-Phase (M-
Phase) durch zwei Ruhephasen (G1 und G2; g, gap; engl. Lucke) getrennt werden.
Die Dauer zwischen Mitose und DNA-Replikation wird als G1-Phase bezeichnet,
der Zeitraum nach der Verdoppelung der DNA als G2-Phase. Wéhrend die S-
Phase und die M-Phase zeitlich relativ begrenzt sind, ist der Zeitraum der einzelnen
G-Phasen abhangig von den Wachstumsbedingungen sowie dem jeweiligen
Zelltyp.

Der Ablauf des Zellzyklus ist ein hochregulierter Prozess, bei dem eine Familie von
Proteinkinasen, die so genannten Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKSs), eine
entscheidende Funktion bei den Ubergangen der einzelnen Zellzyklus-Phasen
einnehmen (Ubersichtsartikel Nigg, 1995). Eine aktive CDK ist ein heterodimerer
Komplex, der sich aus einer regulatorischen Untereinheit - dem Cyclin - und einer
katalytischen Untereinheit - der Kinase (cdk) - zusammensetzt. Sowohl die Aktivitat
als auch die Substratspezifitat der CDKs wird durch die Cycline vermittelt. Diese
Faktoren werden Zellzyklus-abhangig synthetisiert und abgebaut (Amon et al.,
1994; Nurse, 1994; Peeper et al., 1993). Zusatzlich wird die Aktivitdt der cdk/Cyclin-
Komplexe Uber Phosphorylierungs- oder Dephosphorylierungs-Ereignisse
reguliert. So besitzt die Mehrzahl der cdk Untereinheiten konservierte
Aminosaurereste (Tyrosin 15 oder Threonin 161), deren Phosphorylierungsstatus
entscheidend fur die Aktivitat der jeweiligen CDK ist. Demnach kdnnen CDKs zu
bestimmten Phasen des Zellzyklus gebildet und aktiviert werden, wobei ihre
Aktivitaten fur die Steuerung von S-Phase und Mitose essenziell sind.

Die Anzahl an cdk- und Cyclin-Genen variiert unter den Eukaryoten. In Hefen etwa
scheint jeweils nur eine cdk Untereinheit an der Regulation des Zellzyklus beteiligt
zu sein, wéahrend in hoheren Eukaryoten mindestens sieben verschiedene cdks
(cdk1-7) entdeckt wurden. Auch die Cycline bilden eine grofRe Proteinfamilie.
Bisher wurden in Vertebraten elf (Cyclin A-K) und in Hefen neun verschiedene
Cycline (CLN1-3 und CLB1-6) identifiziert, die direkt in die Zellzyklus-Regulation
involviert sind. Durch diese Vielfalt wird das breite Wirkungsspektrum der CDKs
ermoglicht.
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Ein weiterer regulatorischer Effekt bei Cyclin-abhangigen Kinasen wird durch die
Gruppe der CDK-Inhibitoren (CKIs) vermittelt (Elledge & Harper, 1994). Diese
Proteine binden an das Cyclin/cdk-Holoenzym und hemmen dessen Kinase-
Aktivitat. Der erste CDK-Inhibitor, der in Saugerzellen identifiziert wurde, ist p21‘"‘i'°l
(el-Deiry et al.,, 1993; Gu et al.,, 1993). Dieses Protein besitzt mindestens zwei
Funktionen: Einerseits hemmt p21Cipl CDKs und bewirkt so einen Stopp im
Zellzyklus (Gu et al., 1993; Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993), andererseits wirkt
p21Cipl als Inhibitor fir PCNA (‘proliferating cell nuclear antigen’) (Flores-Rozas et
al., 1994; Waga et al., 1994), den Prozessivitats-Faktor fur die DNA-Polymerasen &
und €, was einen unmittelbaren Stopp der laufenden DNA-Replikation zur Folge
hat. Zusammenfassend spielen CKIs eine entscheidende Rolle bei der
Vermittlung negativer Wachstumssignale zur Unterbrechung des Zellzyklus.

Die Substrate aktiver CDKs sind vielfaltig und vor allem an Replikations- oder
Transkriptionsprozessen beteiligt. Die am besten untersuchten G1-Cyclin/cdk-
Substrate in Saugerzellen sind die Produkte der Retinoblastom Tumor Suppressor
Gen-Familie (p130, p107 und pRb). Diese Proteine spielen eine zentrale Rolle bei
der Regulation des Zellzyklus wahrend der G1-Phase und beim G1/S-Ubergang.
Die supprimierende Aktivitit der RB-Proteine basiert auf Protein-Protein
Wechselwirkungen mit Transkriptionsfaktoren wie den E2F/DP-Proteinen. Diese
Interaktionen sind abh&ngig vom Phosphorylierungsgrad der RB-Proteine. In
proliferierenden Zellen wird wahrend der G1-Phase die Bindung zwischen pRb und
E2F1/DP1 durch eine cdk4/6/Cyclin D-vermittelte Phosphorylierung von pRb
aufgehoben, was zur Aktivierung des E2F1/DP1-Komplexes fuhrt (Nevins et al.,
1992a,b). Durch eine E2F1/DP1l-abhangige Transkription werden essenzielle
Replikations-Proteine exprimiert (Ubersichtsartikel Farnham, 1996), wie beispiels-
weise die Dehydrofolat-Reduktase (DHFR) (Means et al., 1992), die Thymidin-
Kinase (TK) (Kim et al., 1991), die DNA-Polymerase a (Pearson et al., 1991) oder
die cdkl (Dalton et al., 1992).
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GO

Cyclin A, B
cdk

cipl
p21 Cyclin D1, D2, D3

cdk2, 4, 6

Rb Phosphorylierung

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Aktivitat der verschiedenen Cyclin-abhangigen Kinasen

innerhalb des Zellzyklus bei Saugern.

(modifiziert aus: www.pb.ipw.biol.ethz.ch/images/cellcycle_0Os.jpg)
Der innere Kreis kennzeichnet die Phasen des Zellzyklus. Das Auftreten der verschiedenen
Cyclin/cdk-Komplexe ist den jeweiligen Zellzyklus-Phasen zugeordnet (Pfeile): Der Eintritt in den
Zellzyklus erfolgt durch die Synthese von D-Typ Cyclinen (D1, D2 und D3), die je nach Zelltyp
entweder an cdk4 oder cdk6 binden (Matsushime et al., 1994; Meyerson & Harlow., 1994). D-Typ
Cycline sind Zielproteine einer durch Wachstumsfaktoren ausgeldsten Signalkaskade und scheinen
den Proliferationsstatus einer Zelle aufrecht zu erhalten. Cyclin E wird nach dem Auftreten der D-Typ
Cycline am Ende der G1-Phase maximal exprimiert und bindet an cdk2 (Koff et al., 1992; Sherr et
al.,1993). Dieser Komplex bewirkt einen Ubergang der Zellen von der G1- in die S-Phase, wobei
Cyclin E mit dem Eintritt in die S-Phase degradiert wird und cdk2 mit Cyclin A assoziiert. Dieser
Komplex wiederum ist fur das Durchlaufen der S-Phase essenziell. Cyclin A wird am Ende der G1-
Phase exprimiert, erreicht maximale Mengen in der spaten G2/M-Phase und wird in der Mitose
degradiert (Ubersichtsartikel Grafia & Reddy, 1995). Der Eintritt in die Mitose wird durch den
‘maturation promoting factor’ (MPF) reguliert, der sich aus cdkl und Cyclin B zusammensetzt. Durch
den Abbau von Cyclin B in der mitotischen Anaphase erfolgt der Ubergang in die G1-Phase
(Ubersichtsartikel King et al., 1994).
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1.2. Origins und DNA-Replikation

Die exakte und vollstandige Replikation der DNA ist essenziell fur die genaue
Weitergabe der Erbinformation einer eukaryotischen Zelle. Dieser Prozess benotigt
die Koordination vieler Initiationsereignisse innerhalb des Zellzyklus (siehe 1.3.)
sowie Regulationsmechanismen, die gewdahrleisten, dass die DNA genau einmal
pro Zellzyklus verdoppelt wird. So findet die eukaryotische DNA-Replikation in einer
Reihe von hintereinander geschalteten Einheiten, so genannten Replikons, statt,
die in einem Abstand von ca. 50 bis 100 kb entlang der Chromosomen angeordnet
sind (Hubermann & Riggs, 1968). Jedes Replikon besitzt eine Startstelle der
Replikation, den Origin, von welchem zwei Replikationsgabeln bidirektional ausge-
hen (Hand et al., 1978).

1.2.1. Origins in Hefen

Die am besten charakterisierten Origins in Eukaryoten sind die ARS-Sequenzen
(ARS fur engl. ‘autonomously replicating sequence’) der Hefe Saccharomyces
cerevisiae. ARS-Elemente wurden aufgrund ihrer Eigenschaft identifiziert,
zirkularen extrachromosomalen Plasmiden die Fahigkeit zur eigenstandigen
Replikation zu verleihen (Sinchcomb et al., 1979). Diese ca. 150 bp langen Origins
bestehen aus einem A-Element und drei B-Elementen (B1-B3) (Marahrens &
Stillman, 1992). Das A-Element enthalt eine konservierte AT-reiche Konsensus-
sequenz, die 11 bp lang ist (*;TTTAYcTTT;) und als ACS (‘ARS consensus
sequence’) bezeichnet wird. Obwohl die B-Elemente nur geringe Sequenzhomolo-
gien aufweisen, sind sie fur die Origin-Aktivitdt essenziell und in definierter
Orientierung und Entfernung zum A-Element angeordnet. Das A-Element und das
B1l-Element bilden eine Bindestelle fur den hexameren Origin Recognition
Complex (ORC) (Bell & Stillman, 1992), wodurch eine Plattform fur die
Rekrutierung weiterer Initiationsfaktoren geschaffen wird (siehe 1.3.). An das B3-
Element, das nicht bei allen ARS-Sequenzen vorhanden ist, bindet der
Transkriptionsfaktor Abfl (Diffley & Stillman, 1988). Zwischen der ORC-Bindestelle
und dem B3-Element ist ein DNA-Entwindungselement (DUE) lokalisiert, welches
das B2-Element beinhaltet (Abb. 1.2).

Bei S. cerevisiae findet sich also ein genau definiertes Sequenzelement, das als
Origin der DNA-Replikation dient. Diese Situation ist aber nicht auf andere
Eukaryoten ubertragbar. In der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe kénnen
wie in der Backerhefe S. cerevisiae autonom replizierende Sequenzen identifiziert
werden. Jedoch weisen ARS-Sequenzen in S. pombe nur geringe Sequenzhomo-
logien untereinander auf. Diese Origins erstrecken sich Uber groR3ere Initiations-
zonen, die durch das Auftreten von 20-50 bp langen AT-reichen-Elementen
gekennzeichnet sind (Clyne & Kelly, 1995; Dubey et al.,, 1994). Zahlreiche
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genetische und biochemische Eigenschaften von S. pombe sind eher mit denen
von mehrzelligen Organismen vergleichbar als mit S. cerevisiae, und somit scheint
die Organisation der beiden Genome und die Regulation der DNA-Replikation
ebenso verschieden zu sein wie ihre evolutionare Abstammung (Francon et al.,
1999).

1.2.2. Origins in hoheren Eukaryoten

Die Identifizierung von Origins in héheren Eukaryoten erweist sich als weitaus
schwieriger als in Hefen. Die Replikation extrachromosomaler DNA st in
menschlichen oder anderen S&augerzellen ineffizient, was eine ldentifizierung von
autonom replizierenden Sequenzen erschwert. Jedoch konnten verschiedene
Methoden entwickelt werden, die eine Kartierung von Origins zulassen
(Ubersichtsartikel DePamphilis, 1997). Inzwischen wurden mindestens 23
Initiationsstellen in verschiedenen Zelltypen von héheren Eukaryoten identifiziert,
die sich jedoch in ihrer GroRe und Organisation unterscheiden. Werden die
Strukturen von Replikationsgabeln und Replikationsblasen mittels zweidimen-
sionaler Gel-Elektrophorese untersucht, so findet man Initiationszonen mit einer
Groél3e von 4 - 55 kb, in welchen kein spezifischer Origin lokalisiert werden kann.
Verschiedene Untersuchungen von neu-synthetisierter DNA oder naszierender
DNA hingegen zeigen, dass die Mehrzahl (85% - 95%) der Initiations-ereignisse an
spezifischen Startstellen in Bereichen von 0,5 — 2 kb stattfinden. Demnach kénnen
auch in hoheren Eukaryoten definierten Regionen Origin-Aktivitaten zugeordnet
werden, wodurch diese Startstellen mit den Origins der Hefe vergleichbar sind
(Ubersichtsartikel DePamphilis, 1999).

Der erste in Saugern charakterisierte Origin wurde im DHFR-Genlocus in
Hamsterzellen identifiziert (Heintz & Hamlin, 1982). Wird dieser Locus mittels 2D-
Gel-Elektrophorese untersucht, so findet man Initiationsereignisse in einer 55 kb
groRen Region zwischen dem DHFR-Gen und dem 2BE2121-Gen (Dijkwel &
Hamlin, 1992; Vaughn et al.,, 1990). Innerhalb dieser Region konnten durch
verschiedene Methoden zur Untersuchung von neu-synthetisierter DNA oder
naszierender DNA, bevorzugte OBRs (‘origins of bidirectional replication’)
charakterisiert werden: ori-3 (Burhans et al., 1986; Burhans et al., 1990; Pelizon et
al., 1996), der 17 kb stromabwarts vom 3’-Endes des DHFR-Gens und ori-y
(Anachkova et al., 1989; Leu et al., 1990), der 23 kb weiter stromabwarts von ori-f3
lokalisiert ist. Beide Origins sind jedoch unterschiedlich aktiv, wobei in einer 0,5 kb
langen Region, die den ori-B umgibt, Initiationsereignisse mit einer zehnfach
hoheren Frequenz stattfinden. Durch quantitative kompetitive PCR-Analysen von
naszierender DNA wurde eine weitere Initiationsstelle (ori-f’) identifiziert, die 5 kb
stromabwarts von ori-f3 lokalisiert ist (Kobayashi et al., 1998). Demnach existieren
im DHFR-Locus mindestens 3 primére Initiationsstellen (ori-3, ori-B’ und ori-y), die
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allerdings unterschiedliche Initiationsfrequenzen aufweisen. Generell scheinen
Initiationszonen aus einer oder mehreren primaren Startstellen zu bestehen, die
von weniger aktiven, sekundaren Origins umgeben sind (Jesuiten-Modell nach
DePamphillis, 1999).

Andere Startstellen der DNA-Replikation, wie der in menschlichen HL-60 Zellen
identifizierte Origin in der Lamin B2 Region, besitzen ausschliel3lich eine
Initiationsstelle. Das genomische Fragment, das den Lamin B2 Origin beinhaltet,
wurde ursprunglich in einer Bibliothek aus naszierender DNA identifiziert (Tribioli et
al., 1987). Spater konnte uber kompetitive PCR-Analysen einer 474 bp langen
Region Origin-Aktivitat zugeordnet werden, die in einem intergenischen Bereich
zwischem dem 3’-Ende des Lamin B2-Gens (LMNB2) und dem Transkriptionsstart
eines weiteren Gens, ppvl, lokalisiert ist (Giacca et al., 1994). Dieser Origin wird in
einem frihen Stadium der S-Phase in HL-60 Zellen aktiviert, und ist in allen bisher
untersuchten Zelltypen aktiv (Kumar et al., 1996). Durch ‘in vivo footprinting’-
Analysen konnte einem Bereich, der die Initiationsstelle umgibt, eine Proteinbinde-
stelle zugeordnet werden. Die Protein-DNA Interaktionen treten ausschlie3lich in
proliferierenden Zellen auf (Dimitrova et al., 1996) und verandern sich Zellzyklus-
abhangig (Abdurashidova et al., 1998). Dieses Verhalten zeigt Parallelen zu den in
S. cerevisiae und Xenopus laevis beschriebenen Verdnderungen zwischen pra-
und postreplikativen Komplexen (Cocker et al., 1996; Diffley et al., 1994; Rowles et
al.,, 1996; Santocanale & Diffley, 1996). Durch die Anwendung der ‘RIP mapping
method’ (replication initiation point mapping) (Bielinsky & Gerbi, 1998) konnte der
Startpunkt der Replikation auf ein Nukleotid genau bestimmt werden (Abdurashi-
dova et al., 2000). Dies macht den Lamin B2 Origin zu dem am besten
charakterisierten Origin in Metazoen.

Die Kartierungen von Origins in Sadugern und deren genetische Analyse zeigen,
dass sich Origins durch eine 0,5 — 2 kb lange DNA-Sequenz definieren. Obwohl
sich keine Homologien oder gar Konsensussequenzen ermitteln lassen, weisen
die einzelnen Regionen doch gewisse Gemeinsamkeiten auf. Zum einen findet
man haufig AT-reiche-Elemente, die vermutlich als Entwindungszonen dienen.
Diese AT-Elemente sind meist von CpG-reichen Abschnitten umgeben, die oft
stark methyliert sind (Araujo et al., 1998; Rein et al., 1997; Ubersichtsartikel Rein et
al., 1997). Sequenzanalysen von klonierter naszierender DNA ergaben, dass CpG-
Inseln innerhalb der naszierenden DNA zehnfach angereichert sind (Delgado et al.,
1998). CpG-Inseln sind DNA-Abschnitte mit einer Lange von mindestens 1 kb, die
sich in Ihrem GC-Gehalt (65%) von anderer genomischer DNA (40%) (Bird et al.,
1985) unterscheiden. Sie repréasentieren 1,5% des Gesamtgenoms (Antequerra &
Bird, 1993) und liegen héaufig (50%) mit Promotoren von Haushaltsgenen
assoziiert vor. Interessanterweise wurden die meisten der untersuchten humanen
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Origins in Promoterregionen von aktiv transkribierten Genen identifiziert (ppvl
(Giacca et al.,1994), B-globin (Kitsberg et al.,1993), c-myc (Vassilev & Johnson,
1990), hsp 70 (Taira et al., 1994), dnmtl (Araujo et al., 1999); rRNA Gene (Little et
al,, 1993; Yoon et al.,, 1995)). Ob eine direkte Verbindung von Replikation und
Transkription besteht, ist unklar.

Ein weiterer Aspekt bei der Identifizierung von Origins ist der Einfluss der
Kernstruktur. So findet die Initiation der DNA-Replikation ausschliel3lich in intakten
Zellkernen statt. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass neu synthetisierte
DNA haufig mit der Kernmatrix assoziiert vorliegt (Ubersichtsartikel Boulikas, 1996;
Laskey & Madine, 1996). Die Kernmatrix ist eine praparativ definierte Struktur, die
entsteht, wenn Chromatin und I6sliche Proteine aus isolierten Zellkernen entfernt
werden. Dieses ‘Kerngerlust’ besteht aus zwei Substrukturen: Der Inneren Kern-
matrix, die sich aus filamentésen und granularen Strukturen zusammensetzt,
sowie der Ausseren Kernmatrix, die einen Komplex aus Kernlamina und Proteinen
der Kernporen darstellt (Ubersichtsartikel Gasser et al., 1989; Verheijen et al.,
1988). Biochemische Analysen zeigen, dass die Innere Kernmatrix Komplexe aus
Enzymen zur Transkription und DNA-Replikation enthalt, so genannte ‘replication’
oder ‘transcription factories’ (Hozak et al., 1993; Hassan & Cook, 1993; Jackson et
al., 1993b). Demnach haben Komponenten der Kernmatrix wichtige Funktionen bei
der DNA-Replikation und sind damit vermutlich auch an Initiationsereignissen
beteiligt. Ebenso relevant scheint die Chromatinstruktur zu sein. Je nach Ver-
packungsgrad der DNA kdnnen sowohl Promoter- als auch Origin-Aktivitaten
blockiert werden, da die Zugéanglichkeit von Replikationsfaktoren an ihre
spezifischen DNA-Bindestellen verringert wird (DePamphilis, 1996). Mdoglicher-
weise ist dies auch die Ursache fur das préaferentielle Auftreten von Origins in
Promoterregionen von aktiv transkribierten Genen, da sich diese Regionen durch
eine aufgelockerte Chromatinstruktur auszeichnen.
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Organismus Origin Struktur Referenzen
(Region)
S. cerevisiae Marahrens u.
(ARS1) Stillman, 1992
ca. 150 bp
Initiationszone
S. pombe 3 —— [ars 3003] [ars 3002] [ars 3004] = Dubey et al., 1995
(ura 4) 4Kkb (0,5 - 1 kb pro ARS-Element)
Tranekint O;B O;B' ori;y Tranekint Heintz u. Hamlin, 1982
) . rans rlptlon rans rlptlon 1 H
Cricetulus griseus - nitiat I — gukxvel u. {—Ia}mlig,g%ggz
(DHFR |OCUS) 3 - nitiationszone = < UI’_ ans et al.,
Pelizon et al., 1996
55 kb Kobayashi et al., 1998
OBR DN
:2\\/\, KK )

) Transkription 1 SREY Transkripton Giacca et al., 1994
H. sapiens lalal Kumar et al., 1996
(Lamin B2 locus) PR 1 N ' Dimitrova et al., 1996

ey Abdurashidova et al., 2000
ca. 540 bp

Abb. 1.2 Struktur eukaryotischer Origins

Darstellung von vier Originregionen, die in Hefe oder Saugerzellen charakterisiert wurden (modifiziert
nach M. L. DePamphilis, 1999 und P. Francon et al., 1999). Dabei steht ORC fiir ‘origin recognition
complex’, ARS fir ‘autonomously replicating sequence’, ACS fir ‘ARS consensus sequence’, OBR fir
‘origin of bidirectional replication’ und OBP fir ‘origin binding protein’.

1.3. Komponenten des Pra-Replikationskomplexes

Jeder Abschnitt des Genoms wird wahrend der S-Phase nur ein einziges Mal
repliziert. Dies setzt voraus, dass jeder Origin durch Initiationsfaktoren gekenn-
zeichnet wird, die ausschlie3lich einmal pro S-Phase aktiv sind und es dem
Replikationsapparat erlauben, zwischen replizierter und noch nicht replizierter DNA
zu unterscheiden. Das Konzept, dass Chromosomen in der Gl1-Phase durch
Faktoren gekennzeichnet werden, die eine DNA-Synthese in der S-Phase
ermoglichen, wurde erstmals mit der Durchfihrung von Zellfusionsexperimenten in
Saugern entwickelt (Rao & Johnson, 1970). 1988 wurde dieses Konzept durch
Julian Blow und Ron Laskey verfeinert, die ein hypothetisches ‘replication-
licencing’ Modell postulierten. Durch die ldentifizierung von potenziellen Initiations-
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faktoren war es moglich, diesen hochregulierten Prozess auf molekularer Ebene
zu préazisieren (Diffley et al., 1994). So ist die Einleitung der DNA-Replikation von
mindestens 20 verschiedenen Initiationsfaktoren abhangig, die in geordneter
Reihenfolge an Origin-Bereiche binden.

Der erste in Eukaryoten identifizierte Proteinkomplex, der spezifisch an Origins
bindet, wurde in S. cervisiae entdeckt und als ‘origin recognition complex’ (ORC)
bezeichnet (Bell & Stillman, 1992). Der ORC-Komplex in Hefe setzt sich aus sechs
Untereinheiten zusammen (ScOrclp - ScOrc6p) und bindet spezifisch an ARS-
Sequenzen (siehe 1.2.). Durch diese Bindung kénnen weitere Initiationsfaktoren,
wie Cdtl, Cdc6 und die MCM-Proteine rekrutiert werden, die zusammen mit ORC
den Pra-Replikationskomplex bilden (Coleman et al., 1996; Donovan et al., 1997;
Hua & Newport, 1998; Liang & Stillman et al., 1997; Maiorano et al., 2000; Nishitani
et al., 2000; Romanowski et al., 1996; Rowles et al., 1996; Tanaka et al., 1997)
(siehe Abb. 1.3).

Da in allen bisher untersuchten Eukaryoten homologe Replikationsfaktoren identi-
fiziert wurden, liegt die Vermutung nahe, dass die Initiation der DNA-Replikation ein
in der Natur konservierter Prozess ist.

1.3.1. ORC-Proteine

Die in S.cerevisiae identifizierten Untereinheiten des ORC-Komplexes werden
durch Gene codiert, deren Deletionen letal sind. (Bell & Stillman, 1992; Bell et al.,
1993; Fox et al., 1993; Micklem et al., 1993). Die sechs Proteine sind strukturell
miteinander verwandt und besitzen ein Molekulargewicht von 120, 72, 62, 56, 53,
und 50 kD.

Durch Analysen der Proteinsequenzen wurden in ScOrclp, ScOrc4p und ScOrc5p
Nukleotidbindestellen identifiziert, die aus konservierten ‘Walker A- und B-Motiven’
bestehen (Koonin, 1993; Walker et al.,, 1982). Diese Motive findet man bei vielen
DNA-Bindeproteinen, die eine Helikase-Aktivitat besitzen. Dabei bindet das A-Motiv,
das aus der hydrophoben Konsensussequenz GXXGXGKT besteht (Koonin, 1993),
spezifisch Purine Gber den Triphosphatrest des Nukleotids. Die ATP- oder GTP-
Hydrolyse wird durch ein Magnesium-lon ermdglicht, das innerhalb des B-Motivs
gebunden wird (Story & Steitz, 1992). Die sequenzspezifische Bindung des ScORC
Komplexes an die A- und B1l-Elemente der ARS-Sequenzen erfolgt ATP-abhéangig
und wird durch ScOrclp vermittelt (Bell & Stillman, 1992; Klemm et al., 1997). Bei
Untersuchungen von vernetzten Protein-DNA Komplexen zeigt sich, dass die Unter-
einheiten ScOrclp, ScOrc2p, ScOrcdp und ScOrcSp direkt mit den ARS-Sequenzen
interagieren, wahrend Uber Protein-Protein Interaktionen vermutlich die Bindung
von ScOrc3p und ScOrc6p vermittelt wird (Lee & Bell, 1997). Der ScCORC-Komplex
bleibt wahrend des gesamten Zellzyklus an den Origin-Sequenzen gebunden
(Diffley & Cocker, 1992; Diffley et al., 1994).
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Abb. 1.3 Modell der Initiation der DNA-Replikation

In der frihen G1-Phase rekrutiert der ‘origin recognition complex’ (ORC) Cdc6 und Cdtl. Dies fuhrt zur
Chromatinbindung von MCM-Proteinen. Die Aktivierung der Cdc7/Dbf4 Kinase induziert eine
Konformationsdnderung des MCM-Komplexes, aus der eine lokale Entwindung des Origin-Bereiches
resultiert. Dadurch kann unter dem Einfluss von CDKs Cdc45 zum Pra-Replikationskomplex rekrutiert
werden. In diesem Zeitraum dissoziieren Cdc6 und Cdtl unabhangig voneinander vom Komplex. Die

Initiation der DNA Replikation erfolgt, wenn RPA und die DNA-Polymerase a-Primase an die entwunde-
ne DNA bindet.
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Eine Funktion des ScORC-Komplexes bei der Entwindung der DNA, wie sie bei
den Initiationsproteinen von Escherichia coli oder dem Simian Virus 40 vorhanden
ist (Kornberg und Baiker, 1992), konnte bisher nicht gezeigt werden. SCORC bindet
jedoch sowohl an doppelstrangige als auch an einzelstrangige DNA und besitzt
unterschiedliche Eigenschaften in Abhéngigkeit von den jeweiligen DNA-
Substraten. Bindet SCORC an doppelstrangige DNA, so erfolgt dies spezifisch an
die ACS-Sequenzen, wobei die ATPase-Aktivitat des Komplexes inhibiert wird. Im
Gegensatz dazu ist die Bindung an einzelstrangige DNA sequenzunspezifisch.
Zusatzlich wird die ATP-Hydrolyse stimuliert (Lee et al., 2000), die durch die ATP-
Bindestelle in ScOrclp katalysiert wird (Klemm et al., 1997). Elektronenmikros-
kopische Aufnahmen zeigen, dass der SCORC-Komplex zwischen zwei Konforma-
tionen pendelt: Einer erweiterten Konformation, wenn der Komplex an doppel-
strangige DNA gebunden ist, und einer eher kompakten Konformation, wenn die
Bindung an einzelstrangige DNA erfolgt (Lee et al., 2000). Diese Untersuchungen
deuten darauf hin, dass ScORC seine Konformation andert, wenn die Origin-DNA
wéahrend der Initiation der DNA-Synthese entwunden wird. Vermutlich kénnen
dadurch die Protein-Protein Interaktionen des Komplexes moduliert werden, so
dass eine Wechselwirkung sowohl mit pra-replikativem als auch post-replikativem
Chromatin mdglich wird.

979

l [ ] Il ] ScSir3
: as T
: P A / - 914/
| | ] | | L] ScOrcl
! | 508
[ [ [ | ScOrc4
: : 479
I | | ScOrc5
| . 514
I [ l | ScCdc6

Abb. 1.4 Struktur von Proteinen, die homologe Bereiche zu ScOrcl aufweisen.

(nach Bell et al., 1995 und Quintana et al., 1997)
Vergleich zwischen ScOrcl, ScOrc4p, ScOrc5p, ScCdc6p und ScSir3p. Schwarze Regionen zeigen
konservierte Bereiche, die Nukleotidbindestellen beinhalten. Die Walker A und B Motive sind durch
Pfeile gekennzeichnet. ScOrc5p besitzt ausschlielich ein Walker A Motiv, wobei die Funktion der
ATP-Bindung noch unklar ist. Graue Regionen weisen auf &hnliche Sequenzfolgen in ScOrclp und
ScSir3p hin.



1 Einleitung 12

Biochemische Untersuchungen zeigen eine direkte Interaktion zwischen ScORC
und dem essenziellen Initiationsfaktor ScCdc6p (Liang et al., 1995; Mizushima et
al., 2000). ScCdc6p (Cdc, fur ‘cell division cycle’) ist mit zwei Untereinheiten des
ScORC Komplexes verwandt und besitzt wie ScOrclp und ScOrcd4p eine
Nukleotidbindestelle des ‘Walker A und B’ Typs (Bell et al., 1995; Quintana et al.,
1997) (Abb. 1.4). Die Walker A und B-Motive von ScCdc6p haben unterschiedliche
Funktionen. Das A-Motiv ist notwendig, um effizient mit Origins zu interagieren, das
B-Motiv ist fur die folgende Rekrutierung der MCM-Proteine essenziell (Ubersichts-
artikel Tye, 1999). Neben ScOrclp und ScOrcdp zeigt ScCdc6p signifikante
Sequenzahnlichkeiten zu einer Superfamilie von so genannten ‘clamp-loaders’, die
ringférmige Faktoren auf die DNA laden, um die Prozessivitat von DNA-
Polymerasen zu stimulieren (Perkins & Diffley, 1998). Zu dieser Superfamilie
gehort beispielsweise auch RF-C (replication factor C), der PCNA (siehe 1.1.) auf
die DNA ladt (Jonsson & Hubscher, 1997). Man vermutet, dass die Rekrutierung
der MCM-Proteine durch ScCdc6p &hnlich verlauft. Durch die extrem Kkurze
Halbwertszeit von ScCdc6p und die Beschrdnkung der Expression auf die G1-
Phase (Detweiler & Li, 1997; Piatti et al., 1995) ist die Rekrutierung der ScMCM-
Proteine zeitlich eingeschrankt (siehe 1.3.2.2.).

Weiterhin kann die Cyclin-abhangige Kinase ScCdc28p mit dem ScORC-Komplex
koprazipitiert werden (Weinreich et al., 2001), was darauf hindeutet, dass die
Bildung des Préa-Replikationskomplexes durch Phosphorylierungsereignisse
Zellzyklus-abhéngig reguliert ist. Hinweise darauf geben auch Untersuchungen in
S. pombe, die zeigen, dass die SpCdc2 Kinase SpOrc2p in vitro und in vivo
phosphorylieren kann (Leatherwood et al., 1996; Vas et al., 2001). Durch diese
Phosphorylierung werden Reinitiationsereignisse unterdriickt, weshalb vermutet
wird, dass die Phosphorylierung von SpOrc2p fur die genetische Stabilitat einer
Zelle (mit-)verantwortlich ist (Vas et al., 2001).

Daruber hinaus ist der SCORC-Komplex an der Unterdriickung der Genexpression,
dem ‘silencing’, bei den ‘mating type’ Genen beteiligt. Das ‘silencing’ resultiert aus
der kombinierten Aktion von mindestens drei Komponenten: ca. 150 bp grol3e
DNA-Elemente, die als ‘silencer’ bezeichnet werden, verschiedene multi-funk-
tionelle DNA-Bindeproteine, die direkt an die ‘silencer’ binden (‘silencer binding
proteins’) und die spezialisierten ‘silencing’-Proteine ScSirlp-Sirdp (SIR fir ‘silent
information regulator’) (Loo et al., 1995). Da ScSirlp und ScORC direkt interagieren
(Triolo & Sternglanz, 1996) wurde vermutet, dass ScORC als ‘silencer binding
protein’ agieren kann. Tatsachlich zeigen unabhangige Untersuchungen (Fox et al.,
1995; Kelly & Brown, 2000; Pak et al., 1997), dass durch die Bindung von ScORC
an eine innerhalb der ‘silencer’ gelegenen ACS-Sequenz (siehe 1.2.1.) ScSirlp
rekrutiert wird. Dadurch kénnen ScSir2-4 binden, was dann zum ‘silencing’ der
Region fuhrt. Diese und vergleichbare Untersuchungen in Drosophila melano-
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gaster (Shareef et al., 2001) lassen vermuten, dass ORC an der Bildung von
Heterochromatin beteiligt ist. Inwiefern diese Funktionen mit den replikativen
Aufgaben des ORC-Komplexes zusammenhangen, ist derzeit noch unklar.

Genetische und biochemische Untersuchungen zeigen, dass ORC-Homologe in
hoheren Eukaryoten ebenso wie in der Hefe fur die Initiation der DNA-Replikation
essenziell sind (Ubersichtsartikel Quintana & Dutta, 1999). Die ORC-Bindung an
Chromatin verandert sich jedoch wahrend des Zellzyklus, wobei das Bindungsver-
halten bei den jeweiligen Organismen unterschiedlich ist. In X. laevis bleibt XIORC
wahrend der S-Phase Chromatin-gebunden, wird wahrend der Mitose vom
Chromatin abgelost und bindet dann erneut in der G1-Phase (Coleman et al.,
1996; Romanowski et al., 1996; Rowles et al., 1996). In Saugerzellen scheint sich
Orclp wahrend der S-Phase vom Chromatin abzulésen und in der G1l-Phase
wieder zu binden, wobei andere Untereinheiten des ORC-Komplexes wéhrend des
gesamten Zellzyklus mit Chromatin assoziiert vorliegen (Kreitz et al., 2000; Natale
et al., 2000).

Die menschlichen Homologe aller sechs ORC Untereinheiten wurden uber ver-
gleichende Sequenzanalysen identifiziert (Dhar & Dutta, 2000; Gavin et al., 1995;
Pinto et al., 1999; Quintana et al., 1997; Quintana et al., 1998; Tugal et al., 1998).
Humane ORC-Proteine bilden spezifische Subkomplexe, wenn sie aus HelLa
Chromatin extrahiert oder gleichzeitig in Baculovirus-infizierten Insektenzellen
exprimiert werden (Dhar et al., 2001; Vashee et al., 2001). Der hORC-Komplex aus
HeLa Zellen scheint sich aus hOrc2p, hOrc3p, hOrc4p und hOrc5p zusammen-
zusetzen, der nur teilweise mit hOrclp assoziiert vorliegt (Vashee et al., 2001).
hOrc6p ist bei endogenem hORC abwesend, bindet jedoch an den hOrc2-5
Komplex, wenn alle hORC-Proteine im Baculovirus-System exprimiert werden.
Unklar ist bisher, an welche Sequenzen hORC im Humangenom bindet und ob
diese Bindestellen wie bei S. cerevisiae mit Startstellen der DNA-Replikation tber-
lappen. Die einzigen Hinweise auf eine solche Bindung sind die ‘in vivo
footprinting’-Analysen im Bereich des humanen Lamin B2 Origins (Dimitrova et al.,
1996; Abdurashidova et al., 1998). Eine Assoziation von ORC-Proteinen mit Origin-
Sequenzen in héheren Eukaryoten konnte bisher ausschlie3lich in D. melanogas-
ter gezeigt werden (Austin et al., 1999).
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1.3.2. MCM-Proteine

MCM-Proteine sind eine hochkonservierte Familie von Proteinen, die eine
Schlusselrolle bei der Bildung des Préa-Replikationskomplexes einnehmen. Die
als hexamerer Komplex vorliegenden Kernproteine sind Komponenten des
hypothetischen ‘replication licencing factor RLF-M (Blow & Laskey, 1988, siehe
1.3.). Verschiedene Untersuchungen lassen vermuten, dass der MCM-Komplex als
replikative Helikase agiert (Ishimi et al., 1997; Labib et al.,, 2000; Lee & Hurwitz,
2000 u. 2001; You et al., 1999).

Entdeckt wurden die MCM-Proteine bei Untersuchungen von Mutanten in
S. cerevisiae, die nicht in der Lage sind, extrachromosomale DNA, so genannte

‘Minichromosomen’, konstant an die Tochterzellen weiterzugeben (Maine et al.,
1984; Sinha et al., 1986). Aufgrund von Sequenzhomologien wurden diese Gene
mit anderen Genen gruppiert, deren Mutanten phanotypische Defekte in der
Zellproliferation aufweisen (Moir & Botstein, 1982). Sie erhielten die Bezeichnung
MCM fur ‘Minichromosome Maintenance’ und wurden in sechs Klassen (MCM2 -
MCMY7) eingeteilt (Chong et al., 1996). Die Sequenzhomologie konzentriert sich auf
eine ca. 200 aa lange zentrale Region, die ein Walker A-Motiv (siehe 1.3.1.) als
Nukleotidbindestelle enthélt (Koonin, 1993). Aullerhalb dieser konservierten
Region sind die einzelnen Klassen der MCM-Proteine divergent strukturiert.
Mutationsanalysen zeigen, dass sich MCM2-7 funktionell nicht ersetzen lassen
(Dalton & Whitbread, 1995; Gibson et al., 1990; Hennessy et al.,, 1990; Yan et al.,
1991). Mcm2, Mcm4, Mcm6 und Mcm7 besitzen jeweils ein Zink-Finger-Motiv vom
Typ CX,CX15.19CX,.4C, das vermutlich fir Protein-Protein Interaktionen verantwortlich
ist (Ubersichtsartikel Kearsey & Labib, 1998).

1.3.2.1. Enzymatische Eigenschaften von MCM-Proteinen

Die sechs MCM-Proteine (Mcm2 - Mcm7) interagieren miteinander und bilden
verschiedene Subkomplexe, wobei die am haufigsten gereinigte Form ein hexa-
merer Komplex ist, der sich aus MCM2-7 zusammensetzt (Adachi et al., 1997;
Brown & Kelly, 1998; Kubota et al., 1997; Richter et al., 1997). Elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen zeigen (Adachi et al., 1997), dass der MCM-Komplex prinzipiell
in zwei Konformationen vorliegt. Es kann sowohl eine globulare Struktur als auch
eine planare Struktur mit einem zentralen Kanal nachgewiesen werden. Der
hexamere MCM-Komplex ist relativ stabil, zerféllt jedoch bei Erhéhung der
lonenstarke in zwei Subkomplexe. Einerseits entsteht ein salzstabiles Dimer, das
sich aus Mcm3 und Mcm5 zusammensetzt, andererseits ein Trimer aus Mcm4,
Mcm6 und Mcm7, an das Mcm2 schwach gebunden ist (Burkhart et al., 1995; Fujita
et al., 1997; Kimura et al., 1996; Kubota et al., 1997; Musahl et al., 1995; Thdmmes
et al., 1997).
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Aufgrund des konservierten ATPase-Motivs (Walker A-Motiv) wurde vermutet, dass
der hexamere Komplex eine DNA-abhéangige ATPase- oder Helikase-Aktivitat auf-
weist. Dem gereinigten Komplex konnten jedoch zun&chst keine enzymatischen
Aktivitaten oder DNA-Bindeeigenschaften zugeordnet werden (Adachi et al., 1997,
Brown & Kelly, 1998). 1997 gelang es Ishimi und Mitarbeitern bei einem dimeren
Komplex aus hMcm4p / hMcm6p / hMcm7p Heterotrimeren eine ATPase-Aktivitat
und eine schwache Helikase-Aktivitdt nachzuweisen. Neuere Arbeiten zeigen, dass
sich die Prozessivitat dieser Helikase-Aktivitat in Gegenwart eines DNA-Substrats
drastisch steigern 1aBt, wenn dieses einzelstrangige 5-Uberhénge besitzt und
damit Replikationsgabeln imitiert (Lee & Hurwitz; 2001). Weitere Hinweise auf eine
mdogliche Funktion der MCM-Proteine als replikative Helikase geben Unter-
suchungen, die in S. cerevisiae durchgefihrt wurden. Durch ‘in vivo crosslinking’
Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Lokalisation der MCM-Proteine
wahrend der S-Phase vom Origin hin zu Nicht-Originregionen andert, wobei die
MCM-Proteine wahrscheinlich mit den fortschreitenden Replikationsgabeln koloka-
lisieren (Aparicio et al., 1997). Labib et al. (2000) konstruierten so genannte ‘mcm
degron’ Mutanten, bei denen MCM-Proteine durch eine N-terminale Extension (dem
'degron’) modifiziert wurden, um ein punktuelles Ausschalten der veranderten
Proteine zu ermobglichen. Versuche mit diesen Mutanten zeigen, dass MCM-
Proteine fur das Fortschreiten der Replikationsgabeln essenziell sind und
demnach vermutlich auch eine biochemische Funktion wahrend der Elongations-
phase besitzen (Labib et al.,, 2000). Eine weitere Bestatigung der postulierten
Helikase-Aktivitdt der MCM-Proteine liefern Unter-suchungen mit MCM-Homologen
in Archaeen (Ubersichtsartikel Kearsey & Labib, 1998). Im Gegensatz zu
Eukaryoten besitzen manche Archaeen, wie beispielsweise Methanobacterium
thermoautotrophicum ein einziges MCM-Gen (Smith et al., 1997). Dieses
bakterielle MCM-Protein bildet hexamere Komplexe mit einer Helikase-Aktivitat, die
lange Regionen doppelstrangiger DNA entwinden und als replikative Helikase
agieren kann (Chong et al., 2000; Kelman et al., 1999; Shechter et al., 2000).

Der MCM-Komplex hat zudem eine direkte Funktion bei der Initiation der DNA-
Synthese am Origin (Chong et al., 1995; Kubota et al., 1995; Tanaka et al., 1997;
Yan et al., 1993). Um sicherzustellen, dass Initiationsereignisse an einem Origin
ausschliel3lich einmal pro Zellteilung erfolgen, ist die Rekrutierung des MCM-
Komplexes und seine Aktivierung in eine enzymatisch aktive Helikase zeitlich
getrennt. Diese zeitliche Trennung wird durch verschiedene Faktoren reguliert, die
einerseits fur die Bildung des Pra-Replikationskompexes notwendig sind und
andererseits zur Aktivierung des MCM-Komplexes fiihren (Ubersichtsartikel Lei &
Tye, 2001).
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1.3.2.2. Rekrutierung der MCM-Proteine

Die Rekrutierung des MCM-Komplexes erfolgt in einem definierten Abschnitt des
Zellzyklus. Sie beginnt in der Anaphase, dauert wahrend der Telophase und der
gesamten G1l-Phase an und endet mit der Initiation der DNA-Replikation. In
diesem Zeitraum mussen unter anderem G1-Phase-spezifische Initiationsfaktoren
wie Cdc6 (Cdcl8 in S. pombe) und Cdtl angereichert vorliegen (Blow & Tada,
2000; Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000; Whittaker et al., 2000). Beide
Proteine agieren synergistisch, um MCM-Komplexe an Origins zu rekrutieren.
Cdcl18 und Cdtl wurden urspringlich in S. pombe als essenzielle Faktoren der
DNA-Replikation identifiziert. Ihre periodische Expression wird durch den Tran-
skriptionsfaktor Cdc10 reguliert (Hofmann & Beach, 1994; Nasmyth & Nurse, 1981;
Zhou & Jong, 1990), weshalb Cdtl mit ‘Cdcl0 dependent transcript’ bezeichnet
wurde. Experimente in X. laevis und S. pombe zeigen, dass Cdc6/Cdc18 und Cdtl
physikalisch interagieren und wahrend der G1-Phase ORC-abhéngig mit
Chromatin assoziieren. Die Chromatinbindung der beiden Faktoren scheint jedoch
unabhangig voneinander zu erfolgen (Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000).
Ebenso wie ORC werden beide Faktoren fur die Rekrutierung des MCM-
Komplexes bendtigt, sind aber nicht (wie ORC) fur eine dauerhafte Bindung
notwendig (Hua & Newport, 1998; Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000;
Rowles et al., 1999).

Eine weitere essenzielle Voraussetzung fir die Rekrutierung der MCM-Proteine ist
der proteolytische Abbau von mitotischen Regulatoren, wie den B-Typ Cyclinen
durch den ‘anaphase promoting complex’ (APC, auch als Cyclosom bezeichnet,
Nurse, 1990; Zachariae & Nasmyth, 1999). Dabei gibt es bei Eukaryoten Unter-
schiede: In Hefen ist der Abbau von mitotischen Cyclinen (CLB1-6 in S. cerevisiae;
cdcl3 in S. pombe) durch den APC ausreichend, um die Mitose zu beenden und
den Pra-Replikationskomplex zu bilden (Kearsey et al., 2000; Noton & Diffley,
2000). In Metazoen missen zusatzliche Regulatoren, wie beispielsweise das
Geminin (McGarry & Kirschner, 1998), durch den APC abgebaut werden. Geminin
ist ein negativer Regulator von Cdtl, der spezifisch Cdtl bindet und dadurch die
Rekrutierung von MCM-Komplexen an Origins wahrend der Anaphase verhindert
(Tada et al., 2001; Wohlschlegel et al., 2000).

1.3.2.3. Aktivierung der MCM-Proteine

Die Aktivierung des MCM-Komplexes wird durch Cyclin-abhéangige Kinasen (CDKSs)
(Nasmyth, 1993) und die Dbf4-abhdngige Cdc7 Kinase (DDK; Jackson et al.,
1993a) reguliert. Wahrend die Funktionen von Cdc7/Dbf4 bei der MCM-Aktivierung
weitgehend verstanden werden, sind die Prozesse, die Uber CDKs gesteuert
werden, noch relativ unklar. Ein experimentelles Problem stellt sich dadurch, dass
sich CDKs funktionell ersetzen kdnnen. Zudem unterscheidet sich das Spektrum
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an CDKs bei verschiedenen Eukaryoten. So werden die Ereignisse, die mit der
Aktivierung des MCM-Komplexes einhergehen, ausgesprochen kontrovers disku-
tiert.

Cdc7/Dbf4 ist eine Serin/Threonin Proteinkinase, deren Aktivitat Gber die peri-
odische Synthese und den Abbau ihrer regulatorischen Untereinheit, Dbf4,
gesteuert wird. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass Cdc7/Dbf4 bei der
Initiation an Replikations-Origins beteiligt ist (Kihara et al., 2000; Pasero et al.,
1999; Santocanale & Diffley, 1998), wobei die Rekrutierung der Kinase an
Chromatin vermutlich MCM-abhéangig erfolgt (Jares & Blow, 2000; Walter, 2000).
Jedoch gibt es hierzu auch kontroverse Daten, die zeigen, dass Cdc7/Dbf4 unab-
hangig von Cdc6 und dem MCM-Komplex mit Chromatin assoziiert (Pasero et al.,
1999; Weinreich & Stillman, 1999). Die Substrate der Kinase sind genauer
definiert: So kann Cdc7/Dbf4 MCM-Proteine in vitro phosphorylieren, wobei das
bevorzugte Substrat des MCM-Hexamers die Mcm2 Untereinheit ist (Brown & Kelly,
1998; Jiang et al., 1999a; Lei et al., 1997). Vermutlich erfolgt durch diese Phospho-
rylierung eine Konformationsanderung des MCM-Komplexes, wodurch die globu-
lare Struktur des Hexamers in eine ringférmige Helikase Uberfuhrt wird (Adachi et
al., 1997; Sato et al., 2000; Tye & Sawyer, 2000). Untersuchungen zeigen, dass die
Phosphorylierung von Mcm2 mit einer lokalen Entwindung des Origin-Bereiches
einhergeht (Geraghty et al., 2000).

Untersuchungen in Hefe und X. laevis zeigen, dass sich parallel zu diesen
Ereignissen (s.0.) die Lokalisation der Initiationsfaktoren Cdc6 und Cdtl andert.
Man vermutet, dass durch die Rekrutierung der Cdc7/Dbf4 Kinase Cdc6 vom
Chromatin abgelést wird (Ubersichtsartikel Lei & Tye, 2001). In dieser Zeit wird
Cdc6 von CDKs phosphoryliert (in S. cerevisiae vermutlich durch Cdc28/CLB5 oder
Cdc28/CLB6 (Elsasser et al. 1996; Zou & Stillman, 1998); in X. laevis (Findeisen et
al., 1999; Hua & Newport, 1998) und in Saugerzellen (Jiang et al., 1999b; Petersen
et al., 1999) durch cdk2/Cyclin A). Die Funktionen dieser Phosphorylierung sind
derzeit noch unklar. Sie kénnte fur die Dissoziation von Cdc6 vom Chromatin (mit-—)
verantwortlich sein (Findeisen et al., 1999), und/oder das Protein fir das Ubiquitin-
abhangige Degradations-System oder den Transport ins Cytoplasma kennzeich-
nen (Hua & Newport, 1998; Petersen et al.,, 1999). Unabhé&ngig davon wird durch
die Chromatin-Ablésung von ScCdc6 wahrscheinlich eine erneute Rekrutierung
von MCM-Proteinen ausgeschlossen, wodurch eine Re-Replikation verhindert wird.
Untersuchungen in X. laevis und S. pombe zeigen, dass Cdtl zu einem spateren
Zeitpunkt als Cdc6/Cdc18 vom Chromatin zu dissoziieren scheint, und es wird
vermutet, dass dies mit der lokalen Entwindung des Origin-Bereichs einhergeht
(Ubersichtsartikel Lei & Tye, 2001).

Fur die Initiation der DNA-Replikation, oder das ‘Feuern’ von Origins, ist min-
destens noch ein weiterer Faktor, das Cdc45, notwendig. Die Rekrutierung von
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Cdc45 an Chromatin ist sowohl von phosphoryliertem Mcm2 als auch von aktiven
CDKs abhingig (Ubersichtartikel Lei & Tye, 2001). Untersuchungen zeigen, dass
Cdc45 mit Mcm2, Mcm5 und Mcm7 kopréazipitiert werden kann (Hopwood & Dalton,
1996; Zou & Stillman, 1998; Zou et al., 1997). Zudem gibt es Hinweise, dass
Cdc45 direkt mit der DNA-Polymerase o interagiert (Ubersichtsartikel Tye, 1999).
Deshalb wird vermutet, dass die Phosphorylierung von Cdc45 durch CDKs eine
Rekrutierung der DNA-Polymerase a ermoglicht und dies zur Initiation der DNA-
Replikation fuhrt.

1.3.2.4. Regulation von humanen MCM-Proteinen

Die menschlichen Homologe aller sechs MCM-Proteine wurden aufgrund von cha-
rakteristischen Homologiebereichen sowie Uber vergleichende Sequenzanalysen
identifiziert (Burkhart et al., 1995; Holthoff et al., 1996; Hu et al., 1993; Musahl et al.,
1995; Schulte et al., 1996; Thommes et al.,1992; Todorov et al., 1994). Mindestens
drei verschiedene Mechanismen sind an ihrer Regulation beteiligt:

(i) Die Chromatinbindung der hMCM-Proteine erfolgt Zellzyklus-abhangig (siehe
1.3.2.2.). hMCM-Proteine sind in &quimolaren Mengen von 10° - 10° Molekiilen im
Kern von HelLa Zellen vorhanden (Burkhart 1995, Dissertation; Schulte et al., 1995;
Schulte et al., 1996; Todorov et al., 1994). Sie liegen teilweise geldst und teilweise
Chromatin-gebunden vor. Bei konstanter Gesamtmenge verandern sich die Anteile
an strukturgebundenen und l8slichen hMCM-Proteinen wéahrend des Zellzyklus.
Chromatin-gebundene hMCM-Proteine |6sen sich im Verlauf der S-Phase ab und
binden nach der Mitose wieder an Chromatin. Der Anteil strukturgebundener
hMCM-Proteine nimmt wé&hrend der G1 Phase zu und ist wahrend des G1/S-
Ubergangs maximal (Todorov et al., 1995; Krude et al., 1996).

(i) Ein weiterer Mechanismus ist die posttranslationale Modifikation der Proteine.
Neben der Acetylierung und der Ubiquitinierung sind bisher Phosphorylierungser-
eignisse bei verschiedenen Untereinheiten der MCM-Proteine am besten unter-
sucht: hMcm2p (Todorov et al., 1995), hMcm3p (Schulte et al., 1995), hMcm4p
(Musahl et al., 1995) und hMcm7p (Tsuruga et al., 1997a) werden im Verlauf der S-
Phase phosphoryliert und liegen in der Mitose hyperphosphoryliert vor. Mit dem
Austritt aus der Mitose erfolgt eine Dephosphorylierung der Proteine. Die struktur-
gebundenen MCM-Proteine der G1-Phase sind wenig oder nicht phosophoryliert
(Musahl et al., 1995; Richter et al., 1997).

(i) Die Regulation der MCM-Genexpression stellt den dritten Mechanismus dar.
Die mRNA Menge ist in ruhenden Zellen gering, steigert sich jedoch in proliferie-
renden Zellen um ein Vielfaches. Die Transkription erfolgt dann periodisch in
Abhangigkeit vom Zellzyklus, wobei die maximale Expression beim Ubergang von
der G1-Phase in die S-Phase stattfindet (Fujita et al., 1997; Schulte et al., 1995,
1996; Stoeber et al., 2001; Tsuruga et al., 1997b).
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2. Zielsetzung

Die Genexpression der humanen MCM-Proteine ist auf proliferierende Zellen
beschrankt und erfolgt periodisch mit einem Maximum beim Ubergang von der G1-
in die S-Phase (Tsuruga et al., 1997b). Um Hinweise auf die Mechanismen der
Expression von MCM-Genen zu erhalten, isolierte und sequenzierte ich im Rahmen
meiner Diplomarbeit (1996) ein genomisches Fragment, das den Promoter des
MCM4-Gens enthélt.

Charakteristische Kennzeichen der Promoterregion sind zahlreiche GC-Boxen, die
Bindemotive fir den ubiquitaren Transkriptionsfaktor Spl darstellen. Da zudem
keine TATA-Box existiert und das Gen von multiplen Transkriptionsstartstellen aus
transkribiert wird (Diplomarbeit, 1996), besitzt der MCM4-Genpromoter die
typischen Merkmale konstitutiv exprimierter Promotoren von Haushaltsgenen.
Neben den GC-Boxen existieren zahlreiche Bindemotive fur weitere Transkriptions-
faktoren, unter anderem fur E2F (siehe 1.1.).

In der vorliegenden Dissertation sollten durch DNase-I-Schutz-Experimente
Binderegionen fir Proteine innerhalb des MCM4-Promoters ermittelt werden.
Weitere Untersuchungen sollten zeigen, ob diese Proteinbinderegionen im MCM4-
Promoter bei der Regulation der MCM4-Transkription beteiligt sind. Dabei sollte
das E2F-Bindemotiv in Hinblick auf die Zellzyklus-abhangige Expression der MCM-
Gene besondere Beachtung finden.

Hauptgegenstand dieser Arbeit ist die ldentifizierung einer Binderegion fir die
Initiationsfaktoren hOrclp und hOrc2p im MCM4-Genpromoter. Innerhalb dieser
Binderegion wurden zwei DNase-l-geschiitzte Bereiche als potenzielle Binde-
stellen fur hOrclp und hOrc2p vermutet. Experimentell sollte der Nachweis einer
ORC-Bindung im MCM4-Genpromoter sowohl durch in vitro als auch durch in vivo
Studien belegt werden. In S. cerevisiae werden die Startstellen der DNA-Replika-
tion durch ORC markiert. Deshalb sollte weiterhin untersucht werden, ob innerhalb
der MCM4-Promoterregion ein aktiver Origin lokalisiert ist.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

Chemikalien Sofern nicht anders angegeben, stammten alle verwendeten
Chemikalien (Reinheitsgrad p. A) von den Firmen Fluka, Gibco BRL, Merck,
Pharmacia, Riedel-de Haen, Serva, Sigma und Roth. Radiochemikalien wurden
von ICN Biomedicals, Inc. und Amersham Pharmacia bezogen.

Enzyme Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme wurden von den
Firmen New England Biolabs und MBI Fermentas bezogen. T4 DNA-Ligase,
DNase-l und RNase A lieferte Roche Diagnostics. Benzonase stammte von Merck.
Sawady Taq Polymerasen wurden von Genaxis oder Peqglab Biotechnologie GmbH
bezogen. RED Taq'" Polymerase lieferte Sigma.

Antikdrper Die polyklonalen Antikbrper gegen hMcm3p, hMcm5p, hOrclp und
hOrc2p, sowie der a-DEFD-Antikorper stammten aus eigener Herstellung. Sie
wurden fur die Experimente Uber entsprechende Antigensaulen aufgereinigt. Ein
weiterer polyklonaler Antikérper gegen hOrc2p wurde von P. Romanowski, Cam-
bridge, zur Verfugung gestellt. Der monoklonale hOrc2p-Antikdrper wurde von der
Arbeitsgruppe Gerdes, Borstel produziert. Der monoklonale hOrc3p-Antikérper
stammte von P. Schepers, GSF Minchen. Der polyklonale Antikdrper gegen
hSAF-A wurde von Dr. F. O. Fackelmayer zur Verfigung gestellt. Der polyklonale
Antikérper gegen RNA —Pol Il wurde von der Firma Santa Cruz Biotechnology
bezogen. Die Peroxidase-gekoppelten sekundéren anti-Kaninchen - und anti-Maus
- Antikorper wurden von der Firma Jackson ImmunoResearch bezogen.

Zellkultur ~ Nahrmedien fir Zellen wie DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium) wurde von der Firma Gibco bezogen, RPMI (Bezeichnung nach
Entdeckungsort: Roswely Park Memorial Institute (1966)) von der Firma Seromed
Biochrom KG. FCS (fotales Kalberserum) stammte von Boehringer Mannheim. Die
Kulturschalen stammten von der Firma Greiner. Die menschlichen Cervixcarzinom-
Zellen HeLa S3 wurden von der Firma Gibco BRL bezogen. Die menschlichen
primaren Fibroblasten (NHDF) wurden von der Firma PromoCell bezogen. Die
menschlichen promyeoliden HL60 Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Wendel
zur Verfiigung gestellt.

Bakterienstamme Die E. coli Stamme XL-1 blue, BL21(DE3)-RIL und Sol R
stammten von Stratagene. Der Stamm TOP10 wurde von Invitrogen bezogen.
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Nukleinsauren Poly(dldC):poly(didC) wurde von der Firma Pharmacia bezogen,
E.coli DNA stammte von Sigma. Oligonukleotide fur Sequenzierungen, PCR und
Gel-Retardierungs-Experimente wurden von den Firmen MWG Biotech oder
Gibco BRL synthetisiert. Der Klonierungsvektor pBluescript Il SK- stammte von
Stratagene und der Vektor pEGFP-C1 von Invitrogen. Die Vektoren pCR Blunt Il
Topo sowie pRSET-C wurden von Clontech bezogen.

Verwendete Oligonukleotide

(A) Komplementare Oligonukleotide fur Gel-Retardierungs-Experimente

Primer Sequenz Position / a
fp6 5 - GTCCTTAATT TTTTTTAATA AAAAAAATCT TTAAGIGAGA- 3° -587/-548
3’ - CAGGAATTAA AAAAAATTAT TTTTTTTAGA AATTCACTCT- 5’ -548/-587
fp5 5 - CCTTATTAAC CAAAAACGCC TAAGGGATAA AGA- 3’ -531/-499
3’ - GGAATAATTG GITTTTGCGG ATTCCCTATT TCT-5° -499/-531
E2F 5 - CCAGTTTTCC CGCGAAAACG CT- 3’ -439/-418
(MCM4) 3’ - GGTCAAAAGG GCGCTTTTGC GA-5’ -418/-439
Position / d
E2F 5’ - CACAATTTCG CGCCAAACTT GA- 3’ -51/-72
(DHFR) 3’ - GTGTTAAAGC GCGGITTGAA CT- 5 -72/-52
m-E2F 5’ - CCAGTTTTCC ATGCAAAACG TT- 3’
3’ - GGTCAAAAGG TACGTTTTGC AA-5°

a, Position relativ zu dem Translationsstart des MCM4-Gens in bp;
d, Position relativ zum Translationsstart des DHFR-Gens (Accession No X00855)

(B) Oligonukleotide zur Herstellung einseitig markierter PCR-Produkte

Primer Sequenz (5’ - 3’) Position / a | Lange | Annealing
(bp) | Temp.(°C)

f01(5) CGCAGGAGT TCGAGACCAGTCTGG -643/-620

pi(3) AATCACAGCGGCGCTCGTACGTGG -262/-285 382

DNA-PK2 | GBCCAGTAAGCGCGCCTCTTTGG -893/-871

N3 AAACCAGCCGTAGGCCTCGCTCGG -357/-380 537

a, Position relativ zu dem Translationsstart des MCM4-Gens in bp

(C) Oligonukleotide fur ‘in vivo footprinting’ Experimente

Primer Sequenz (5’ - 3") Position / a | Annealing
Temp.(°C)

IVEP1 CCGAATCAACATGGAAACCTAAGG -869/-846 60
GTGTGACCTGCGGAGGTAGTTTGG

IVFP2 AGTTTGGGTGGCTACTTGGTGTTGG -839/-816 65

IVFP3 -822/-798 68

N31 TGCGTAAACCAGCCGTAGGCCTCG -352/-375 60
AAACCAGCCGTAGGCCTCGCTCGG

N3 ACCAGCCGTAGGCCTCGCTCGGCC -357/-380 62

N33 -359/-382 65

Linker 11 | GAATTCAGATC

Linker 25 GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC 65/62

a, Position relativ zu dem Translationsstart des MCM4-Gens in bp
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(D) Oligonukleotide fur PCR-Reaktionen mit genomischer DNA

Annealing Temp.(°C)

Primer Sequenz (5’ - 3) Postion / b | Lange Standart  Quantitative
(bp) PCR PCR

Ex9-F ATGTCTTCCGGAGACTCCTGAAGC 6342-6365

Ex9-R GGCCTCCTATTCTCAGAATCATGC 6705-6728 387 52 57

Ex7-F TAATCCGTCACCTTGACTACCACC 8901-8924

Ex7-R ACAGCACGT GCATGATTCTGTAGG 9277-9300 400 66

Ex6-F TACCTGTGGGTAAGAGATGAGT TG 10691-10704

Ex6-R TGCCTGTTCCCAAATGCTATATGC 10998-11021| 331 65

Ex2-F TCTGCACTCCGTTCAGCTCCTCTG 11894-11917

Ex2-R GAGTGAGGATGCCAGGTCATCTCC 12191-12214| 321 68

UPR-F AAACCAGAAGTAGGCCTCGCTCGG 12946-12969

UPR-R1 GGCCAGTAAGCGCGCCTCTTTGG 13460-13482| 537 62

UPR-R2 GTCTGACCT GCGGAGGTAGTTTGG 13405-13428| 483 66

In1-F ATCTCGCCTAATCCCACCAGTACC 14364-14387

In1-R CATATTCACTACTAGACCCTCCGG 14633-14656| 293 62

In6-F GACATTCTGCTTCCATAGCTGTGG 19943-19966

In6-R GT TGGGAAAGATGT CATCATCAGG 20265-20288| 346 55

In7-F GAGGAATGCCAGAATTTCCAGAGG 26412-26435

In7-R TTCCATCTGGAATGAGATCCCAGC 26118-26743| 327 58
Position / ¢

LB2C1-F | GTTAACAGTCAGGCGCATGGGCC 1-23

LB2C2-R | CCATCAGGGTCACCTCTGGTTCC 217-240 240 64

LB2-F GGCTGGCATGGACTTTCATTTCAG 3839-3862

LB2-R GTGGAGGGATCTTTGTTCGACATC 4047-4070 232 66

LB2C2-F | CACAGCATGCGGCTGCTGATCTG 6648-6670

LB2C2-R | CCTGGTGCGTCCCATCTGCCTGC 6910-6932 285 68

b, Position wie unter der Accession No U63630 angegeben; ¢, Position wie unter der Accession No M94363 angegeben

3.2. Methoden

3.2.1. Allgemeine Methoden

- Elektrophorese von DNA in Agarosegelen (Sambrook et al., 1989)

- Elektrophorese von DNA in nativen Polyacrylamidgelen (Baur & Knippers, 1988)

- Auftrennung von Sequenz- und Footprint-Reaktionen (Protokoll der Firma LKB)

- Elektrophorese von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970)

- Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen durch Coomassie Brilliant-

Blau-Farbung (Bramhall et al., 1969) oder durch Silberfarbung (Wray et al., 1981)

- Semi-Dry Immunblot (Towbin et al., 1979)

- Western Blot Analyse mit monospezifischen oder monoklonalen Antikdrpern
(Harlow & Lane, 1988) mittels Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikérpern

(ECL Western Blotting protocols, Amersham Life Science, 1994)

- Fallung von Proteinen durch Methanol / Chloroformextraktion (Wessel & Fligge,

1984)

- Quantifizierung von Proteinldsungen (Bradford, 1976)
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- Plasmidpraparationen durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) und
Reinigung der DNA mittels Gleichgewichtszentrifugation in Anwesenheit von
Casiumchlorid und Ethidiumbromid (Sambrook et al., 1989)

- Klonierung von DNA in Plasmid-Vektoren und Transformation in TSS-kompetente
E. coli Bakterien (Chung et al., 1989)

- Elektroporation von Plasmiden in kompetente E. coli Bakterien im ‘Gene Pulser’
(Biorad) nach Angaben des Herstellers

- Klonierung von ‘blunt end’ PCR-Produkten (Zero Blunt™TOPO™PCR Cloning Kit,
Invitrogen)

- DNA-Reinigung uber Phenol-, Chloroform / Isoamylalkohol-Extraktion (Sambrook
et al., 1989)

- Ethanol- bzw. Isopropanolfallung von DNA (Sambrook et al., 1989)

3.2.2 Zellkultur

Kultivierung Adhérente Zellen werden als Monolayer auf beschichteten
Zellkulturschalen (Greiner) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert.
HelLa S3 Zellen werden in DMEM mit 5% FCS und NHDF-Zellen in DMEM mit 10%
FCS gezogen. Zur Subkultivierung werden die Zellen mit Trypsin (8 g NaCl, 0,4 g
KCI; 0,35 g NaHCO3; 1 g Trypsin; 1 g EDTA; 1 g Glucose /) abgeldst, in Medium
resuspendiert und entsprechend verdinnt auf neue Petrischalen verteilt. Die
Suspensionszellinie HL60 wurde in RPMI 1640 mit 10% FCS bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden durch entsprechende
Verdlinnung in serumhaltigem Kulturmedium bei 1 - 2 x 10° Zellen / ml gezogen.
Allen verwendeten Kulturmedien wurden 40 mg /| Penicillin und 80 mg /| Strepto-
mycin zugesetzt.

Synchronisation  Zur Synchronisation von HeLa S3 Zellen in der S-Phase werden
die Zellen zunachst mit einem doppelten Thymidinblock behandelt (Johnson, 1993;
Ritzi et al., 1998) und anschliel3end flir 4 h in die S-Phase entlassen.

Zur Synchronisation in der G1-Phase werden HelLa S3 Zellen mit einem einfachen
Thymidinblock (16 h / 2,25 mM Thymidin) vorsynchronisiert, anschlieRend fur 9 h
aus dem Block entlassen und dann fir 2 — 3 h mit Nocodazol (40 ng/ ml) behan-
delt. Die mitotischen Zellen werden gesammelt und fir 4 h in die G1-Phase
entlassen.
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Transfektion HeLa S3 Zellen werden unter Verwendung von SuperFectT'\’I
(Qiagen) nach Vorschrift transfiziert.

Differenzierung von HL60 Zellen Proliferierende HL60 Zellen werden bei
einer Dichte von 1x10° Zellen/ml Medium mit PMA (Phorbol-12-Myristate-13-
Acetat) bei einer Endkonzentration von 2 x 10°® M fur den angegebenen Zeitraum
inkubiert.

3.2.3. Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1. Affinitatsreinigung von Antikérpern

Zur Reinigung von Antikérpern wird rekombinantes Antigen nach Vorschrift an
SulfoLink Saulenmaterial der Firma Pierce gekoppelt (0,4 mg/ ml). 3 ml Anti-
Serum wird fir 10 min bei 15000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird
anschliel3end fur 4 h mit dem Saulenmaterial (0,5 ml) bei RT gerollt. Nach erfolgter
Antikdrperbindung wird die Saule mit 20 SV NET (150 mM NacCl; 50 mM Tris-HCI
pH 8; 5 mM EDTA; 0,5% NP40), 20 SV NET mit 1 M NaCl, 10 SV NET ohne NP40
und mit 5 SV TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA) gewaschen. Die gebundenen
Antikdrper werden in zehn Schritten zu je 0,5 SV mit 0,1 M Na-Citrat pH 3,0 eluiert.
Zur Neutralisierung werden entsprechende Mengen 1M Tris-HCI pH 8 vorgelegt
und sofort mit den Eluaten gemischt. Die Proteinkonzentration der einzelnen
Fraktionen wird photometrisch bei 280 nm bestimmt.

3.2.3.2. Kernextrakte (nach Dynan, 1987)

Adhéarente Zellen werden auf der Zellkulturschale dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und bei 4°C abgeschabt. Suspensionszellen werden direkt fir 5 min
bei 600 g im HB4-Rotor abzentrifugiert. Alle folgenden Schritte werden auf Eis bzw.
bei 4°C durchgefiihrt. Zur Entfernung des Kulturmediums werden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen, anschliel3end im vierfachen pcv (packed cell volume)
in hypotonem Lysispuffer (10 mM NaCl: 10 mM Hepes pH 7,5; 1,5 mM MgCl,, 1 mM
DTT) resuspendiert und fur 10 min auf Eis inkubiert. Dann werden die Zellen
mittels eines Dounce-Homogenisators aufgeschlossen. Die Kerne werden
abzentrifugiert, nochmals mit hypotonem Lysispuffer gewaschen und dann in
Kernextraktionspuffer (420 mM NaCl; 50 mM Hepes pH 7,8; 5mM MgCl,; 2 mM
DTT; 10% Glycerin; 10% Sucrose) aufgenommen. Die Suspension wird 15 min auf
Eis inkubiert und anschlieBend fir 30 min bei 50000 g abzentrifugiert. Der
Uberstand (nuklearer Extrakt, Kernprotein) wird aliquotiert und bei -70°C aufbe-
wabhrt.
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3.2.3.3. Glycerin-Dichtegradient

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Sedimentationswert erfolgt tber 5 -
25%ige lineare Glycerin-Dichtegradienten. Die Gradienten werden mit einem
Gradientenmischer in SWA40-Ultrazentrifugenrohrchen gegossen. 750 pl Probe
wird in Gradientenpuffer (420 mM oder 150 mM NaCl; 50 mM Hepes pH 7,8;
0,5 mM MgCl,; 2 mM DTT; 10 mM Na,S,0s) aufgetragen und fur 22 h bei 4°C mit
40000 rpm zentrifugiert. Jeder Gradient wird in 13 Aliquote a 1 ml fraktioniert. Ein
Teil jeder Fraktion (3 ul) wird im Gel-Retardierungs-Experiment eingesetzt, der
Rest wird gefallt (nach Wessel & Fliigge, 1984) und in zwei SDS-Gelen aufgetrennt.
Eines dieser Gele wird im Immunblot analysiert, das andere wird je nach
Proteinmenge entweder mit Silber (nach Wray et al., 1981), oder mit Coomassie
(nach Bramhall, 1969) gefarbt.

3.2.3.4. Immunfallungen

Nuklearer Extrakt von ca. 2 x 10° HelLa S3 Zellen (enspricht dem Zehntel einer
145 mm Platte) wird in Gegenwart austitrierter Mengen Antikoérper (2 ug hOrc2p-
Antikdrper; 3 ug hOrclp-Antikérper) fur 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend werden
40 ul einer &aquilibrierten 50%igen Protein A-Sepharose-Suspension zugegeben
und bei 4°C fur 1 h gerollt. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt wird der
Uberstand abgenommen und aufbewahrt. Die Prazipitate werden finfmal mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit 2% SDS fir 10 min bei 37°C von der Sepharose
eluiert. Die Eluate und ein Aliquot der Uberstande werden gefallt (Wessel & Fligge,
1984), in Laemmli-Aufragspuffer aufgenommen und in einem 7,5%igen SDS-Gel
aufgetrennt. Weitere Aliquote der Uberstande werden in Gel-Retardierungs-
Experimenten untersucht.

3.2.3.5. Expression und Reinigung von rekombinantem hOrclp

Zunéchst erfolgt eine TSS-Transformation von 1 ng pRSET-C1-hOrclp in E. coli
BL21(DE3)-RIL Zellen (Stratagene). Die Transformanten werden bei RT aufbe-
wahrt. Fur die Expression wird 1 Kolonie pro 50 ml LB amp/chl (ce(Ampicillin) =
50 ug / ml; cg(Chloramphenicol) = 40 ug / ml) angeimpft und UGN bei RT inkubiert.
AnschlieRend wird die Kultur bei 37°C geschittelt und bei einer ODs7g von 0,4 mit
1 mM IPTG induziert. Nach 3 h werden die Bakterien geerntet und fur 10 min bei
6000 rpm im GSA-Rotor abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wird in 1/5 des
Ausgangsvolumens in ddH,O aufgenommen, mit Lysozym (cg = 0,2 ug/ mi)
versetzt und UGN bei -20°C aufbewahrt. Nach dem Auftauen wird die Suspension auf
0,5% Triton X 100 eingestellt und 1 min bei 50 W sonifiziert. Die ‘inclusion bodies’
werden 10 min bei 15000 rpm im SS34-Rotor abzentrifugiert, in 10 ml ddH,O
aufgenommen und nochmals sonifiziert. Nach einem weiteren Zentrifugationschritt
(10 min / 15000 rpm / SS34-Rotor) wird das Pellet in 0,2% SDS aufgenommen und
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fur 10 min bei 80°C geldst. Ein Aliquot wird mit Laemmli-Auftragspuffer versetzt, auf
einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie (nach Bramhall, 1969) gefarbt.

3.2.3.6. Aufreinigung von ‘inclusion bodies’ Gilber NiINTA-Agarose

0,2mg in 0,2% SDS geloste ‘inclusion bodies’ (s.0., wobei 200 pl ca. 200 ug
rekombinantem Protein ensprechen) werden mit 10 ml Bindungspuffer (50 mM
NaH,PO, pH 8; 250 mM NaCl; 10 mM Imidazol) verdinnt und so auf eine SDS-
Endkonzentration von 4 x 10° % eingestellt. Die Proteinldsung wird mit 500 pl
aquilibrierter 50%iger NiINTA-Agarose 1 h bei 4°C in einer Minisdule (Biorad Poly-
Prep) gerollt. Nach dem Austropfen des Uberstands wird die Saule zweimal mit
4 ml Waschpuffer (50 mM NaH,PO, pH8; 250 mM NaCl; 20 mM Imidazol)
gewaschen, anschlieRend viermal mit 250 pl Elutionspuffer A (50 mM NaH,PO,
pH 8; 250 mM NaCl; 250 mM Imidazol) und danach zweimal mit 250 ul Elutions-
puffer B (50 mM NaH,PO, pH 8; 250 mM NaCl; 500 mM Imidazol) eluiert. Aliquote
der einzelnen Fraktionen werden nach Wessel & Fligge (1984) gefallt, anschlie-
Rend mit Laemmli-Auftragspuffer versetzt und im SDS-Gel aufgetrennt.

Bevor die Fraktionen im Gel-Retardierungs-Experiment (vgl. 3.2.5.3.) eingesetzt
werden, erfolgt eine Dialyse fir 30 min bei 4°C in Gegenwart von 0,1 mg/ ml BSA
gegen Kernextraktionspuffer (vgl. 3.2.3.2.) unter Verwendung von Schwimmfiltern
(Schleicher & Schuell).

3.2.4. Analyse von DNA

3.2.4.1. Herstellung doppelstrangiger Oligonukleotide

Zwei komplementare Oligonukleotide (je 100 pmol / ul) werden 10 min bei 70°C in
einem Thermoblock erhitzt. Anschlie3end wird der Thermoblock ausgeschaltet und
langsam auf RT abgekihlt. Der Ansatz wird in einem 10%igen nativen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Unter Verwendung einer DC-Plastikfolie (PEI-
Cellulose F der Firma Merck) wird die DNA bei 300 nm sichtbar gemacht und die
entsprechende Bande ausgeschnitten. Nach mechanischer Zerkleinerung des
Polyacrylamidstiickes wird die DNA mit 300 pl 0,3 M Ammoniumacetat; 10 mM
EDTA UN bei RT eluiert. Anschlieend wird das Acrylamid durch Zentrifugation
(10 min / 14000 g) pelletiert. Der Uberstand wird mit Phenol-Chloroform extrahiert
und mit Ethanol gefallt. Das Pellet wird in TE aufgenommen und die Konzentration
der DNA photometrisch bei 260 nm bestimmt.



3 Material und Methoden 27

3.2.4.2. Praparation von genomischer DNA (modifiziert nach Becker et al., 1993)
2 x 10" Hela S3 Zellen (entspricht einer 145 mm Platte) werden zweimal mit
warmen PBS (37°C) gewaschen und anschlielend trypsiniert. Alle folgenden
Schritte werden bei 4°C oder auf Eis durchgefiihrt. Die Zellen werden gesammelt,
abzentrifugiert (5 min / 600 g / HB4-Rotor), dreimal mit kaltem PBS und anschlie-
Rend mit 10 ml Puffer A (0,3 M Sucrose; 60 mM KCI, 15 mM NaCl; 60 mM Tris-HCL
pH8; 0,5mM Spermidin; 0,15mM Spermin; 0,5mM EGTA; 2mM EDTA)
gewaschen. Dann werden die Zellen in 5 ml Puffer A aufgenommen, mit 5 ml
Puffer A (+ 1% NP40) gemischt und 10 min auf Eis inkubiert, was zur Lyse der
Zellen fuhrt. Die Kerne werden mit 10 ml Puffer A (+ 0,5% NP40) gewaschen,
vorsichtig in 2,5 ml Puffer B (150 mM NaCl; 5 mM EDTA pH 8) resuspendiert und
mit 2,5 ml Puffer C (20 mM Tris-HCI pH 8; 20 mM NaCl; 20 mM EDTA; 1% SDS)
versetzt. Dann wird der Ansatz mit RNase A (100 u/ ml) fur 1h bei 37°C inkubiert
und anschlieBend UN bei 37°C mit Proteinase K (500 ug / ml) verdaut. Die DNA
wird durch eine Phenol-Chloroform Extraktion gereinigt, mit Ethanol préazipitiert und
UN bei RT in TE geldst. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wird ein Aliquot
sonifiziert und photometrisch bei 260 nm vermessen.

3.2.4.3. Radioaktive Markierung von DNA

5’-Endmarkierung mittels T4-Polynukleotidkinase (PNK)

Die zu markierende DNA wird mit einem zehnfachen Uberschuss y(32P)ATP, 3ul
10 x PNK-Puffer (700 mM Tris-HCI pH 7,6; 100 mM MgCl,; 50 mM DTT) und 1 u T4-
PNK in einem Reaktionsvolumen von 30 pl 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Bend werden die freien Nukleotide Uber eine G25-Sephadex - oder G50-Sephadex
Quick Spin™ Column (Roche Diagnostics) nach Angaben des Herstellers abge-
trennt.

Herstellung einseitig markierter DNA-Fragmente

(A) Markierung tber ‘Polymerase chain reaction’

Einer der in der PCR eingesetzten Primer (13 pmol) wird in einem Reaktionsvolu-
men von 20 pl mittels T4-Polynukleotidkinase 5’-endmarkiert. 15 pl des PNK-
Ansatzes werden in die PCR-Reaktion (Reaktionsvolumen =100 ul) eingesetzt,
wobei die Zugabe von MgCl, im PCR-Ansatz entféllt. Die Bedingungen der PCR flr
die einzelnen Primerpaare sind in Tabelle 3.1.B aufgelistet. Zur Kontrolle wird 1 pl
des PCR-Ansatzes auf einem 8%igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt, das
Gel 1 h bei 80°C getrocknet und fur 30 min autoradiographiert. AnschlieR3end
werden im restlichen Ansatz Primer und freie Nukleotide Uber eine G-50 Sephadex
Quick Spin™ Column (Roche Diagnostics) abgetrennt oder es erfolgt eine
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Aufreinigung des Ansatzes unter Anwendung des QIAquick PCR Purification Kits
(Qiagen).

(B) Markierung Uber einen sequenziellen Restriktionsverdau

5 ug Plasmid-DNA (pSK(-)2,8) wird mit Nsil oder Miul (New England Biolabs)
verdaut, anschlieBend wird der Ansatz 1 h mit alkalischer Phosphatase (Roche
Diagnostics) behandelt. Nach einer Phenol-Chloroform Extraktion wird die DNA mit
Ethanol gefallt und dann mittels T4-PNK (vgl. 3.2.4.3.) endmarkiert. Die markierte
DNA wird nun erneut verdaut (der Nsi | Ansatz mit Mlu I; der Mlu | Ansatz mit Nsi I)
und anschlielend in einem Agarosegel, welches 0,2 ug/ ml Ethidiumbromid
enthalt, aufgetrennt. Die entsprechende Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten
und unter Anwendung des DNA purification Kits (Machery & Nagel) nach Anleitung
des Herstellers aufgereinigt.

3.2.4.4. 'Polymerase chain reaction’ (PCR)

Standard PCR-Reaktionen werden in Gegenwart von 200 ng genomischer DNA, je
25 pmol Primer, 0,2 mM dNTPs und 2,5 u RedTAQ™ Polymerase (Sigma) in einem
Reaktionsvolumen von 50 pl durchgefuhrt. Die Template-DNA wird vor der PCR flr
4 min bei 94°C denaturiert. AnschlieRend erfolgt die Reaktion in 30 Zyklen, die
jeweils aus einem Denaturierungs- (1 min/94°C), einem Hybridisierungs-
(1 min/ Temp. siehe Tab. 3.1.D) und einem Synthese-Schritt (1 min/ 72°C) beste-
hen. Nach Beendigung des Programms erfolgt ein weiterer Extensionsschritt fur
5 min. Die erhaltenen Produkte werden in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt.
Werden Plasmid-DNA oder A-DNA als Template verwendet, werden je 10 pmol
Primer, 0,2mM dNTPs, 1u Sawady Tag-Polymerase (Genaxis) oder 2,5u
RedTAQTM-Ponmerase (Sigma) und 1 — 2 ng Template-DNA eingesetzt. Die Dena-
turierungs- und Hybridisierungsschritte der einzelnen PCR-Zyklen werden auf 20 s
verkurzt. Die Dauer der Syntheseschritte ist abhéangig von der Grol3e des jeweiligen
Produktes (100 bp / 4 s).

Wird im Ansatz Pfu-Polymerase (Stratagene) verwendet, ergibt sich die Dauer der
Elongationsphase aus der Syntheserate der Polymerase, welche bei 400 bp pro
min liegt.

3.2.4.5. Quantitative PCR

Quantitative PCR wird im LightCycler Instrument (Roche Diagnostics) durchgefthrt.
Die Reaktionen werden exakt nach der Bedienungsanleitung (FastStart DNA
Master SYBR Green I) ausgefihrt. Die Hybridisierungstemperaturen der einzelnen
Primerpaare sind in Tabelle 3.1.D angegeben.
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3.2.4.6. Sequenzierung von DNA

Doppelstrangige DNA wird mit dem ‘Cycle sequencing’-Kit (GATC) nach Anleitung
des Herstellers sequenziert. Kontrollreaktionen fur DNase-lI- oder Benzonase-
Schutz-Experimente werden nach dem Protokoll des ‘Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit' der Firma USB-Amersham entsprechend den Angaben des
Herstellers ausgefiuhrt. Beide Protokolle basieren auf dem von Sanger et al. (1977)
entwickelten Kettenabbruchverfahren.

3.2.4.7. Praparation von Plasmid-DNA aus Zellen (nach Hirt, 1969)

Zur Praparation extrachromosomal vorliegender Plasmid DNA aus HelLa Zellen
wird eine modifizierte Methode nach Hirt angewendet. Die Zellen werden zweimal
mit PBS gewaschen, trocken gezogen und anschlieRend mit 1 ml Hirt-Lésung
(10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,6% SDS) / 100 mm Platte fir 20 min bei
RT inkubiert. Das Zellysat wird in ein Eppendorffgefall dberfihrt, auf eine
Endkonzentration von 1M NaCl eingestellt und UGN bei 4°C aufbewahrt.
AnschlieRend werden ausgefallene Proteine und zellulare DNA bei 40000 g fur 1 h
bei 4°C abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand 3 h bei 37°C mit Proteinase K
(50 pg / ml) verdaut wurde, erfolgt eine Phenol/Chloroform Extraktion mit anschlie-
Bender Ethanolfallung bei minimaler SDS-Konzentration. Das DNA/RNA Pellet wird
in 100 ul TE resuspendiert, mit RNase A verdaut, noch einmal geféllt und in 10 pl
ddH,O aufgenommen. Mit der DNA werden E. coli XL1 blue mittels Elektroporation
transformiert.

3.2.5. Analyse von Protein-DNA Wechselwirkungen

3.2.5.1. DNase-I-Schutz-Experiment

Ein Aliquot einer an einem 5"-Ende markierten DNA (1 —5ng mit 1 — 2 x 10° cpm;
vgl. 3.2.4.3.) wird mit nuklearem Extrakt (vgl. 3.2.3.2.) in einem Ansatzvolumen von
80 ul unter Bindungsbedingungen (150 mM NaCl; 125 ng BSA / ml; 25 mM Hepes
pH7,8; 1,25mM MgCl,; 0,125% Glycerin; 0,125% Sucrose; 2mM DTT) in
Gegenwart von unspezifischer Kompetitor-DNA (32 ng / ul poly(dil-dC):poly(dI-dC))
30 min auf Eis inkubiert. Ein Ansatz ohne nuklearen Extrakt dient als Kontrolle.

Fir die Reaktion wird DNase-I (Roche Diagnostics) (1,5 u fur den Kontrollansatz;
3,5 u fiur Ansatze mit Kernextrakt werden in 50 mM MgCl,; 10 mM Hepes pH 7,8
verdinnt) in 1/10 des Ansatzvolumens (8 pl) vorgelegt. Durch Zugabe des
prainkubierten Ansatzes wird die Reaktion gemischt und gestartet. Der Verdau
erfolgt fur exakt 5 min auf Eis und wird unter Zugabe von 88 pl EDTA - Puffer
(20 mM EDTA; 0,6 M Natriumacetat pH 5,2) in flissigem Stickstoff abgestoppt. Zur
Aufreinigung der DNA erfolgt eine Phenol-Chloroform Extraktion. Anschlie3end wird
die DNA zweimal mit Ethanol gefallt, wobei bei der letzten Féallung mit 70% Ethanol
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gewaschen wird. Das DNA-Pellet wird in 3 pl Footprint-Auftragspuffer (3 x H,O : 5 x
SP (95% Formamid, 20 mM EDTA; 0,05% Bromphenolblau; 0,05% Xylene Cyanol
FF) resuspendiert und Uber ein Sequenzgel (vgl. 3.2.1.) aufgetrennt. Als
GroRenmarker wird parallel eine Sequenzreaktion unter Verwendung entspre-
chender Oligonukleotide aufgetragen.

3.2.5.2. Benzonase-Schutz-Experiment

Prinzipiell werden die Reaktionen analog dem DNase-I-Schutz-Experiment durch-
gefuhrt. Die Benzonase (Merck) wird fur den Kontrollansatz auf 0,75 u / Reaktion, fur
Ansatze mit nuklearem Extrakt auf 1,5 u / Reaktion eingestellt.

3.2.5.3. Gel-Retardierungs-Experiment

Als DNA-Substrate werden entweder 5’-endmarkierte komplementare Oligonukleo-
tide oder aufgereinigte PCR-Produkte verwendet. Ein Aliquot der markierten DNA
(0,1 pmol mit 2—5x 10* cpm) wird mit 1 pg nuklearem Extrakt unter Bindungs-
bedingungen (120 mM NaCl; 25 mM Hepes pH 7,8; 1,25 mM MgCl,; 2,5% Glycerin;
2,5% Sucrose; 0,5 mM DTT; 125 ng BSA / ul; 50 ng / ul poly(dI-dC): poly(dldC)) in
einem Ansatzvolumen von 30 pl inkubiert. Fir Kompetitions-experimente wird ein
entsprechender Uberschuss an nicht markierter DNA (10 — 200 fach) eingesetzt.
Als unspezifische Kompetitor-DNA wird ein PCR-Produkt Gber die ‘multiple cloning
site’ von pSK (-) Bluescript verwendet, welches je nach Ladnge des DNA-Substrats
mit Restriktionsenzymen auf die ensprechenden Gré3en verdaut wird.

Die Bindungsreaktion erfolgt fir 30 min auf Eis und wird nach Zugabe von 3 ul 10 x
‘Band shift’ Puffer (30% Gycerin; 10 mM Hepes pH 7,8; 0,05% Bromphenolblau;
0,05% Xylene Cyanol FF) Gber ein 10%iges natives Polyacrylamidgel (vgl. 3.2.1.)
aufgetrennt. Werden als DNA-Substrat PCR-Produkte groRer 100 bp verwendet,
erfolgt die Auftrennung Uber ein 5% Polyacrylamid : 4% Bisacrylamid - Gel. Nach
dem Lauf (20 min 150V dann 300V) wird das Gel getrocknet und autoradio-
graphiert.

3.2.5.4. Bindungsexperimente mit Membran-fixierten Proteinen
(‘South-Western’ Experiment)

(A) Identifizierung von fp6-bindenden Proteinen

150 pg nukleare Proteine werden in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt und UN
auf eine PVDF-Membran transferiert (20V, Biorad Transblot Cell). Als Transfer-
puffer wird 25 mM Tris-HCI; 190 mM Glycin; 10% Methanol verwendet. Zur
Kennzeichnung der Molekulargewichtsmarker wird die Membran mit Ponceau-S
(0,2% in 5% Essigsaure) angefarbt. Fir eine partielle Renaturierung der fixierten
Proteine wird die Membran in Bindungspuffer (80 mM NacCl; 20 mM Hepes pH 7,8;
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1 mM EDTA; 10 mM [-Mercaptoethanol; 10% Glycerin) gewaschen und anschlie-
Rend zur Absattigung unspezifischer Proteinbindestellen fir 1 h in Bindungspuffer
mit 5% Milchpulver inkubiert. Die Protein-DNA-Bindung erfolgt fur 1,5 h bei RT unter
leichtem Schutteln in Bindungspuffer mit 0,5% Milchpulver unter Zugabe von
0,2 pmol 5’-endmarkiertem doppelstrangigem fp6-Oligonukleotid / ml (0,5 x 10°
cpm/ ml). Um unspezifische Protein-DNA-Bindungen abzusattigen wird E. coli-
Kompetitor-DNA in 1000-fachem Uberschuss verwendet.

Kompetitionsexperimente werden mit einem Uberschuss an nicht markierter DNA
durchgefihrt, wobei doppelstrangiges fp5-Oligonukleotid als unspezifischer Kom-
petitor dient.

Nach erfolgter Bindung wird die Membran mehrmals mit dem gleichen Puffer
gewaschen, bis keine Hintergrundstrahlung mehr nachweisbar ist. Signale werden
auf der getrockneten Membran Uber eine Autoradiographie sichtbar gemacht.

(B) Bindestudien mit rekombinantem hOrclp

0,5 pg his-hOrclp, his-hMcm5p sowie BSA werden auf einem 7,5%igen SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert (Towbin et al., 1979). Die
Molekulargewichtsmarker werden mittels einer Ponceau-S Farbung sichtbar
gemacht und gekennzeichnet. AnschlielRend wird die Membran mit TNT (150 mM
NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,05% Tween 20) entfarbt und in ‘South-Western’-
Puffer (50 mM NacCl; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM EDTA) gewaschen. Nun wird die
Membran fur 10 min in ‘South-Western’-Puffer mit 6 M Guanidinum Hydrochlorid
inkubiert. Anschlieend werden die fixierten Proteine durch zehnmalige Zugabe
eines gleichen Volumens an ‘South-Western’-Puffer renaturiert, wobei jeder
Verdlunnungsschritt far 10 min unter Schutteln erfolgt. Nachdem unspezifische
Proteinbindestellen durch Inkubation der Membran fir 1h in ‘South-Western’-Puffer
mit 5% Milchpulver abgesattigt wurden, erfolgt die Protein-DNA-Bindung. Dazu wird
die Membran fur 1 h mit 1 ng (0,2 x 10° cpm) 5’-endmarkierter DNA / ml und ggf. mit
einem Uberschuss an E. coli-Kompetitor-DNA in ‘South-Western’-Puffer mit 0,5%
Milchpulver unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Membran wird mehrmals mit
dem gleichen Puffer gewaschen, getrocknet und dann autoradiographiert.

3.2.5.5. ‘'Screenen’ einer A-Expressionsbibliothek tber eine spezifische
Protein-DNA Wechselwirkung

Ca. 3x10° Plagues einer HelLa-cDNA-Bibliothek (Lambda Uni-Zap™ XR / Strata-
gene) wurden auf die Expression eines spezifischen fp6-bindenden Proteins hin
untersucht. Das Ausplattieren sowie die Bestimmung des Titers der Phagen-
Bibliothek erfolgt nach Angaben des Herstellers. Nach dem Ausplattieren der mit A-
Phagen infizierten Bakterien (2,5 x 10* pfu / 145 mm Agarplatte) werden nach einer
Infektionsphase (4 h/42°C) Filterabdriicke hergestellt. Die in 10 mM IPTG
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getrankten Nitrozellulosefilter (NC-Filter, BA85, Schleicher und Schuell) werden fur
4 h bei 37°C aufgelegt, anschlieRend wird ein weiterer deckungsgleicher Abdruck
(4 h / 37°C) erstellt. Die Filter werden dann wie im ‘South-Western’-Experiment
beschrieben (3.2.5.4.A) weiterbehandelt. Als spezifische DNA-Probe wird doppel-
strangiges 5'-endmarkiertes fp6-Oligonukleotid (2 pmol / ml; 1x 10° cpm / ml) in
Gegenwart von E. coli-Kompetitor DNA (1 pg / ml) eingesetzt.

Positive Plaques werden Uuber weitere ‘Screening’-Runden gereinigt und in
Kompetitionsexperimenten auf Spezifitdt getestet. Dazu werden die Filter geteilt,
wobei in der Bindungsreaktion entweder nicht markierte DNA als spezifischer
Kompetitor oder doppelstrangiges fp5-Oligonukleotid als unspezifische Kompe-
titor-DNA in 5-, 10- oder 20-fachem Uberschuss eingesetzt wird.

Die spezifischen pBluescript-Phagemide werden nach Angaben des Herstellers
Uber das Ex-Assist/SolR-System (Stratagene) aus den gereinigten A-Phagen aus-
geschnitten. Die nun als pBluescript-Plasmid DNA vorliegende HelLa-cDNA wird
prapariert, sequenziert (vgl. 3.2.4.6.) und Uber einen Sequenzvergleich (BLASTN
nach Altschul et al., 1990) mit ensprechenden Datenbanken (NCBI Datenbank)
identifiziert.

3.2.5.5.‘in vivo-crosslinking’ (hach Géhring et al., 1997)

HelLa S3 Zellen werden auf 145 mm Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von
ca. 90% kultiviert. Die Zellen werden auf der Petrischale zweimal mit PBS (37°C)
gewaschen und anschlieRend fur 4 min bei 37°C mit 1% Formaldehyd, das kurz
zuvor in Medium verdinnt wurde, behandelt. Nachdem das Formaldehyd durch
dreimaliges Waschen mit eiskaltem PBS entfernt wurde, werden die Zellen von
den Platten abgeschabt und 5 min bei 600 g im HB4-Rotor abzentrifugiert. Die
Zellen werden weitere zweimal mit kaltem PBS gewaschen, dann in RSB Puffer
(10 mM Tris-HCI pH 8; 3 mM MgCl,) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBRend werden die Zellen mittels eines Dounce-Homogenisators
aufgeschlossen. Die Kerne werden abzentrifugiert und zweimal mit RSB Puffer und
einmal mit SNSB Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 M NaCl, 1 mM EDTA; 0,1% NP40)
gewaschen. Die Nukleoproteine werden in NSB Puffer (10 mM Tris-HCI; 150 mM
NaCl;, 1 mM EDTA; 0,1% NP40) resuspendiert und Uber einen CsClI-
Stufengradienten (1,75 g CsCl/ ml; 1,5g CsCl / ml; 1,3 g CsCl / ml in 20 mM Tris-
HCI pH 8; 1 mM EDTA; 0,5% Na-Sarcosyl) aufgereinigt. Nach der Zentrifugation
(24 h / 18°C / 37000 rpm / SW40-Rotor) wird die Nukleoproteinfraktion bei einer
Dichte von etwa 1,35g CsCl / ml gesammelt, UN gegen TE dialysiert und
anschlieBend sonifiziert (6 x 10 Pulse a 50 W). Die Konzentration des praparierten
Nukleoproteins wird photometrisch bei 260 nm bestimmt, auf 2 ug/ul TE, 3 mM
CaCl, eingestellt und mit Micrococcus Nuklease (MNase) verdaut. Der Verdau
erfolgt fur 15 min bei 37°C, wobei 1 u MNase fur 100 ug Nukleoprotein eingesetzt
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wird. Die Reaktion wird durch Zugabe von EDTA (cg = 20 mM) abgestoppt. Alle
Puffer enthalten 10 mM Na,S,0s. als Proteaseinhibitor.

3.2.5.6. Chromatin-Immunprézipitation (ChIP-Assay)

Samtliche Immunpréazipitationen werden in NET Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,4;
150 mM NaCl; 5mM EDTA; 0,5% NP40) durchgeflhrt. Zur Abtrennung von
ausgefallenem Material werden die Ansatze 10 min bei 15000 g abzentrifugiert. Die
Uberstande (1 mg pro Ansatz) werden fir 2 h mit entsprechenden Antikorpern
(15 pg hOrclp-Antikorper, 10 pg hOrc2p-Antikdrper, 10 pg hMcm3p-Antikorper oder
15 pug Kontroll IgG) bei RT inkubiert und anschlie3end fir 2 h mit 40 ul 50%iger
Protein A-Sepharose (Amersham Pharmacia) gerollt. Die Immunkomplexe werden
achtmal mit RIPA (10 mM Tris-HCI pH 8; 140 mM NaCl; 1% NP40; 0,1% SDS; 0,5%
DOC), dreimal mit LiCl - Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8; 250 mM LiCl; 0,5% NP40;
0,5% DOC; 1 mM EDTA) und funfmal mit TE gewaschen. Bei jedem Wechsel der
Waschpuffer wird die Protein A-Sepharose in ein neues Eppendorffreaktionsgefald
Uberflhrt.

Fur die Praparation von Proteinen (Western-Blot-Analyse) und DNA (PCR-Analyse)
werden die Prazipitate aufgeteilt. Ein Teil wird mit 200 pl 2% SDS von der Protein A-
Sepharose eluiert (10 min / 37°C), 30 min bei 65°C inkubiert und anschliel3end
wird eine Proteinfallung nach Wessel und Fligge (1984) durchgefiihrt. Die
gefallten Proteine werden 20 min bei 65°C in 22,5 ul 2% SDS gel6st, dann mit
2,5yl 10 x Laemmli-Ergadnzungspuffer (100 mM Tris-HCI; 50% Mercaptoethanol;
0,05% Bromphenolblau) versetzt, weitere 10 min bei 80°C inkubiert und
anschlielend im SDS-Gel aufgetrennt.

Zur Praparation von DNA erfolgt eine weitere Aufreinigung der Immunkomplexe.
Die Protein A-Sepharose wird UN bei 4°C in TE inkubiert und anschlielBend werden
alle oben beschriebenen Waschschritte wiederholt. Die Immunkomplexe werden
durch zweimalige Inkubation mit 50 pl TE; 1% SDS eluiert (10 min / 37°C) und UGN
mit Proteinase K (200 pug / ml) bei 37°C verdaut. Aufgereinigt wird die DNA Uber
eine Phenol-Chloroform Extraktion und anschlieBend mit Ethanol bei minimaler
SDS Konzentration prazipitiert. Das Pellet (ca. 5 — 10 ng DNA) wird in 40 pl ddH,O
aufgenommen. 1/5 der Probe wird fur Standard-PCR-Reaktionen, 1/20 in Reak-
tionen fur die Quantifizierung im LightCycler (Roche Diagnostics) eingesetzt.

3.2.5.7.'in vivo footprinting’-Experimente

2 x 10" HeLa S3 Zellen oder 3 x 10° NHDF Zellen (entspricht jeweils einer 145 mm
Platte) werden mit 0,1% DMS (Fluka) in gepuffertem Medium fir 5 min inkubiert.
Die Methylierungsreaktion wird durch dreimaliges Waschen mit PBS abgestoppt.
AnschlieRend wird die genomische DNA unter Vermeidung von Scherkréaften, wie
in 3.2.4.2. beschrieben, prapariert. Fir die Kontrollreaktionen wird eine G-Reaktion
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nach Maxam & Gilbert (1977) mit genomischer DNA aus unbehandelten Zellen
durchgefuhrt. Die Spaltung der DNA an den methylierten Basen erfolgt durch
Inkubation mit Piperidin (ce = 1 M) fur 30 min bei 90°C. AnschlieBend wird die
gespaltene DNA mit Ethanol prazipitiert. Das Pellet wird in 50 pl ddH,O aufge-
nommen, in ein frisches Eppenfdorffreaktionsgefal3 dberfihrt und 1h in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur vollstandigen Abtrennung des Piperidins wird
dieser Vorgang dreimal wiederholt, wobei der letzte Zentrifugationsschritt UGN
durchgefiihrt wird. Das Pellet wird in TE resuspendiert und auf eine DNA-
Konzentration von 2 ug/pul eingestellt. Da Piperidin die Aktivitat von DNA-
Polymerasen hemmt, wird ein Aliquot der DNA (200 ng) in einer PCR-Reaktion
getestet.

Die DNA wird nun mittels ‘ligation-mediated’-PCR (LM-PCR) nach einem modifi-
zierten Protokoll von Quivy & Becker (1993) analysiert. Modifiziert deshalb, da auf
die Verwendung von magnetischen Beads (Dynal) verzichtet wurde. Der Ablauf der
einzelnen Schritte ist in Abb. 3.1. dargestellt. Die verwendeten Oligonukleotide und
die jeweiligen Hybridisierungstemperaturen sind in Tabelle 3.1.C angegeben.
Sequenzreaktionen wurden mit den entsprechenden Primern wie in 3.2.4.6.
beschrieben durchgefuhrt und analysiert.

Abb. 3.1. Schematische Darstellung der LM-PCR bei
'in vivo footprinting’-Experimenten
An denaturierte genomische DNA (0,5 pg) wird bei

genomische DNA

) ) einer geeigneten Hybridisierungstemperatur ein Primer
annealing von Primer 1 . i exo.
l mit Primer Extension A annealt und anschlieBend mit der Vent™-

Polymerase eine ‘Primer Extension’-Reaktion durch-

e ——

Primer 1 .
gefuihrt. An die so entstehenden ‘blunt ends’ werden
doppelstrangige ‘Linker’-DNAs ligiert. Zur Amplifikation
l Ligation von Linker DNA des modifizierten Templates wird eine PCR-Reaktion
. (14 Zyklen) unter Verwendung von einem Linker-
Linker DNA ) . . . .
Primer und einem Primer B durchgefiihrt. Die
Markierung der amplifizierten DNA erfolgt nun durch
l PCR mit Primer 2 eine erneute ‘Primer Extension’ Reaktion mit einem 5'-
| und Linker Primer endmarkierten radioaktiven Primer C. Um eine
I — = Primer 2 spezifische Amplifikation der jeweiligen Sequenzen zu
- erreichen, sollten die Primer A, B und C so gewahlt
l Markierung durch sel.n, dass sie im 3'-Bereich ({berlappen und
| Primer 3 steigende Hybridisierungstemperaturen besitzen.
D e—————— .
T = Primer 3

Y
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4. Ergebnisse
4.1. Protein-DNA Interaktionen am MCM4-Genpromoter

4.1.1. Sequenzierung und Struktur des MCM4-Promoters

Um Hinweise auf die transkriptionelle Regulation der humanen MCM-Gene zu
erhalten, sollte im Rahmen dieser Arbeit der Promoter des MCM4-Gens untersucht
werden. Wahrend meiner Diplomarbeit isolierte ich einen Phagenklon, der
homologe Bereiche zu codierenden Abschnitten des MCM4-Gens enthalt. Das
genomische Fragment dieses Klons wurde durch eine Restriktionskartierung
naher charakterisiert (siehe Abb. 4.1A oben). Weitere Analysen ergaben, dass ein
zentrales Kpn | - Xba | Subfragment die codierende Sequenz des 5-Bereichs des
MCM4-Gens enthélt. Die in der Diplomarbeit bestimmte Sequenz reprasentiert
574 bp des 5’-nichttranslatierten Bereichs und das Initiationscodon mit einem
70 bp langen offenen Leseraster, dem ein Intron folgt.

In dieser Arbeit wurde die Sequenz des Kpn | - Xba | Subfragmentes zwischen dem
Initiationscodon und der Kpn | Schnittstelle vervollstandigt (Abb. 4.1A). Durch einen
Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank zeigte sich, dass 1027 bp
stromaufwarts vom Translationsstart des MCM4-Gens der Translationsstart eines
weiteren Gens (PRKDC, Abb. 4.1) lokalisiert ist, das fur die katalytische
Untereinheit der DNA-abhangigen Protein Kinase (DNA-PKcs) codiert. Demnach
handelt es sich um zwei divergent transkribierte Gene, die Kopf an Kopf
angeordnet sind.

Die gesamte intergenische Region ist sehr GC-reich (63%), wobei der zentrale
Bereich durch eine 86 bp lange AT-reiche Sequenz (Nukleotid -498 bis -583) und
ein Teilfragment eines Alu-Jo repetitiven Elementes gekennzeichnet ist (Nukleotid
—604 bis —704) (Abb. 4.1B).

Das MCM4- und das PRKDC-Gen besitzen die typischen Merkmale von Haushalts-
genen (nach Dynan, 1986), da die Promotoren keine funktionellen TATA-Boxen
aufweisen (siehe 4.1.2.) und, bedingt durch den hohen GC-Gehalt, zahlreiche
Bindestellen fir den ubiquitaren Transkriptionsfaktor Spl haben. Unterstiutzt wird
diese These durch Arbeiten von Connelly et al. (1998), die zeigen, dass beide
Gene von multiplen Transkriptionsstartstellen (Abb. 4.1B) transkribiert werden.
Zudem zeigten die Autoren (Connelly et al. ,1998), dass beide Gene divergent
transkribiert werden und unabhangig voneinander reguliert sind.

Weitere Sequenzanalysen ergaben, dass beide Promotoren Bindemotive fur E2F-
Proteine besitzen. In Hinblick auf die Zellzyklus-abhéangige Regulation der MCM-
Genexpression ist das identifizierte E2F-Bindemotiv im MCM4-Promoter (Nukleotid
-423 bis -434) von besonderem Interesse.
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A

-1030
-950
-870
-790
-710
-630
-550
-470
-390
-310
-230
-150

PRKDC _ 6 5 4 3 2 1
CAT! GCCGCCGA GT'CCCGCTCCCGOGOGTGOG COCGCT CGGCCCGGACCORG AAAT GCCCCTACGCGCGGAG

GCGGGEECTGCCEEECCCEEC. GECAGGAACTTTCCCGEGGA CCCCTGOGGEGAAGBCCTGEC CAGTAAGCGCGCCTCTTTGG

CCCGAATCAACATGGAAACC TAAGGAAAAACGTCTGACCT GCGGAGGTAGITTGGEGTGEC TACTTGGTGITGGACTTGGEC
TAAATAAATACCAGAGGCAG ATAAAACAAGCGAGGGGECCT AGGTCAAGAGTTCCAAGTTT GTTCCTCGATAAAAAACGAC
AAACGCGGT CGEEEECEETG ATGCCCGCCTGCAGICCCAA CACTTTAGGAAGCTGAGECG GGGGGATCGCAGGAGT TCGA

Alu-Jo
GACCAGTCTGGGCAACATAA TGAGACCATCCCCACCACCT CCOGTCCTTAATTTTTTTTA ATAAAAAAAATCTTTAAGTG
AT-rich
AGAAATGCATCTGTAATGTC CTTATTAACCAAAAACGCCT AAGGGATAAAGAAGCACACG CTCCCTAGCCAACGCTAGAG

GAACACACCCCGAGAGCTGG TGCTGTAGGACCCAGITTTC CCGCGAAAACGCT GCOGOGC AGGGEGT CAGACCATCTGGA

CCAAGGGEGEEECCGAGCGAGG CCTACTTCTGGTTTACGCAC GGGECGCT G?.AAGAAGZCGGCA CTGT CBCCCCCC;I; GCCGA%'GC

GAGTGEOGOCTCOCGRAGE CGGAGCCACGTACGAGOGIC GCTGTGATTGGTGAGECCCC GCCAGRGGECGGAGACGACCT

GCCGCCGGECEEGAACTCTG GGTCTCGCGGT TTGEGAGCG CTACTCGCCAGGTGGACTCG GAGT CCGCGAGCGT CGTCGG

CAAGCGGCCGCCTTTCCACG GTAACCGCGCGCCGECEEEEG AGGGCGT GGCGCGGEAGCCGA  CGEGAACGT CCGCGCTGCGG

AGCAGGECAGCGAAGCCGEG AGGCGEECCCGECCCGAGCT TGTCCTTGTCGCGCAGGTAC TCCGAGCACT | ATG
MCM4

Abb. 4.1 Die Struktur des MCM4-Genpromoters

(A) Oben: Restriktionskarte eines genomischen Fragmentes eines A-Phagen DASH Il Vektors (Klon6,
siehe Diplomarbeit, 1996). B, BamH [; E, EcoR [; H,Hind Ill; K, Kpn I; S, Sma |; X, Xba l.

Unten: Sequenzierte Bereiche (Accession No U90415). Schwarze Boxen reprasentieren codierende
Bereiche: Die mit ATG (Initiationscodon) gekennzeichnete Box zeigt die Codons 1 - 23 des MCM4-
Gens, die rechte Box reprasentiert ein Exon mit den Codons 166 - 199. Die Sequenz zwischen den
beiden Exons wurde nicht bestimmt. Sequenzvergleiche wurden mit der MCM4-cDNA (Accession No
X74794) oder mit der cDNA der DNA-PKcs (Accession No U47077) durchgefihrt. Die Pfeile geben die
Richtung der Transkription an.

(B) Die intergenische Region zwischen dem MCM4-Gen und dem Gen der DNA-PKcs.

Die translationalen Startcodons der beiden divergenten Gene sind durch graue Pfeile hervorgehoben.
Die multiplen Transkriptionsstartpunkte (schwarze, horizontale Pfeile mit Nummern) wurden von
Connelly et al. (1998) bestimmt. Grau schattiert ist ein Teil eines Alu-Jo repetitiven Elementes sowie
eine zentrale AT-reiche Region. Unterstrichene Bereiche zeichnen sich durch einen hohen GC-Anteil
aus. Eingerahmte Sequenzen stellen Bindemotive fiir den Tanskriptionsfaktor E2F dar.
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4.1.2. ldentifizierung von Proteinbindestellen durch DNase-I-Schutz-Experimente
Zur Identifizierung von Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren im MCM4-Promoter
wurden zur ndheren Charakterisierung DNase-I-Schutz-Experimente durchgefihrt.
Dabei wurde nuklearer Extrakt von proliferierenden Hela S3 Zellen unter
Bindungsbedingungen (vgl. 3.2.5.1.) in Gegenwart von radioaktiv markierten
Promoter DNA-Fragmenten inkubiert. Zur Vermeidung unspezifischer Protein-DNA
Wechselwirkungen wurde die Reaktion in Gegenwart von poly(dl-dC):poly(dl-dC)
durchgefihrt. Um die gesamte Promoterregion im DNase-I-Schutz-Experiment zu
untersuchen, wurden drei verschiedene einseitig markierte DNA-Fragmente
verwendet, die wie in Abb. 4.2 dargestellt prapariert wurden.

T T T T T T T
-1000 -800 -600 -400 -200 +1

PRKDC ~Nsi | Mliu |
«——; DNAPK2 FP1(S) y N3 _FP1(3) Arc ¥
ATG ! ! ! = = L
L 573bp : % | MCM4
-893 | | -357 | |
> | 382bp X }
-643 | -285
> 622bp %
-541 +67

Abb. 4.2 Schematische Darstellung der markierten Promoter-DNA-Fragmente.

Zur Markierung des transkribierten Stranges wurde das Plasmid pSK-/6/2,8 (siehe Diplomarbeit, 1996)
mit Mlul an der Position +67 (relativ  zum Adenosinrest im Initiationscodon ATG) geschnitten,
5'—endmarkiert und anschlieBend mit Nsi | (-541) verdaut. Zur Markierung des komplementéaren Strangs
wurde der Plasmid-Klon zunéachst mit Nsi | geschnitten, markiert und dann mit Mlu | behandelt. Zwei
weitere Promoterfragmente wurden tUber PCR hergestellt (vgl. 3.2.4.3.). Das eine Primerpaar (Fp1(5’);
Fp1(3’)) deckt einen Bereich zwischen -643 und -262 ab, das andere Primerpaar (DNA-PK2; N3) liegt
weiter stromaufwérts zwischen den Nukleotiden -893 und -357. Auch hier wurde sowohl der codogene
als auch der nicht-codogene Strang markiert.

Die Protein-DNA Komplexe, welche sich unter diesen Bedingungen ausbilden,
wurden mit DNase-l behandelt und auf einem Sequenzgel analysiert. Wie in
Abb. 4.3 und Abb. 4.4 gezeigt, enthalten nukleare Extrakte aus HelLa Zellen
Proteine, die an sechs DNA-Bereiche im MCM4-Promoter binden und diese vor
DNase-I-Abbau schitzen. Diese Regionen sind mit fp (footprint) 1 bis 6
gekennzeichnet. Funf der geschutzten Sequenzen (fpl, fp2, fp3, fp4 und fp5)
weisen charakteristische DNase-I-hypersensitive Bereiche in den Randregionen
auf (Pfeile).
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Abb. 4.3 Der codogene Strang des MCM4-Genpromoters im DNase-I-Schutz-Experiment.

Links: Markierte Promoter Fragmente +67*/-541, -357*/-893 und -643*/-262 (Bezeichnung entspricht
dem Abstand zum Translationsstart des MCM4-Gens) wurden mit oder ohne Kernproteine inkubiert und
mit DNase-l behandelt. Die Auftrennung auf einem Sequenzgel ergab sechs geschitzte Regionen die
mit fpl - fp6 gekennzeichnet sind. DNase-I-hypersensitive Sequenzen sind durch Pfeile markiert. Die
Positionen der geschiitzten Regionen wurden durch paralleles Auftragen einer Sequenzreaktion (nicht

gezeigt) bestimmt.

Die Ergebnisse der DNase-I-Schutz-Experimente sind in Abb. 4.5A zusammen-
gefaldt. Die sechs identifizierten Binderegionen (fpl - fp6) im MCM4-Genpromoter
sind durch Boxen hervorgehoben. Aufgrund der Gro6f3e der untersuchten DNA-
Fragmente war es nicht moglich, die exakten Sequenzabschnitte der geschutzten
Regionen auf beiden DNA-Strdngen zu bestimmen. So entsprechen die Boxen flr
fpl, fp2, fp5 und fp6 den ‘footprints’ auf dem codogenen Strang, die Regionen fp3
und fp4 wurden aus dem nicht-codogenen Strang ermittelt.
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Abb. 4.4 Der nicht-codogene Strang des MCM4-Genpromoters im DNase-I-Schutz-Experiment.

Die Experimente wurden wie in Fig.2 beschrieben durchgefuhrt. Links: DNase-I-Schutz-Experiment
unter Verwendung eines DNA-Fragmentes von -541* bis +64. Mitte: Dasselbe Experiment mit einem
PCR-amplifizierten, markierten DNA Fragment, welches der Sequenz -643* bis -262 des MCM4-
Genpromoters entspricht. Rechts: ‘Footprint’-Experiment mit einem markierten DNA-Fragment von -893*
bis -357.

Unter Verwendung der Programme Matinspector V2.2 und HUSAR/EMBL/
GenBank wurden die geschitzten Sequenzen mit Konsensussequenzen bekann-
ter Transkriptionsfaktoren verglichen. Die GC-reichen Bereiche fpl, fp3 und fp4
beinhalten Bindemotive fir den Transkriptionsfaktor Spl, wobei die fp4-Sequenz
um ein Nukleotid von der Konsensussequenz (°/+°/,GGC®°/,%1,%/7) (Kadonaga et
al., 1987) abweicht. fp2 enthalt das Sequenzmotiv 5-GCCNNNGGC-3’ und kdnnte
somit als Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor AP2 (Mitchell et al., 1987) dienen.
Die AT-reichen geschitzten Sequenzen fp5 und fp6 weisen keine signifikanten
Homologien zu Bindemotiven bekannter Transkriptionsfaktoren auf. Innerhalb des
Sequenzmotivs von fp6 findet sich die Konsensussequenz des TATA-
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Bindeproteins, jedoch ist eine Bindung aufgrund des Abstands (310 bp) zum
Transkriptionsstart unwahrscheinlich. fp5 hat Ahnlichkeiten mit Promotersequen-
zen, die eine Affinitdt zu dem Transkriptionsfaktor GATA-1 aufweisen.

A

-650 GGGGGATCGCAGGAGTTCGA GAOff:AGGT CTGGGCAACATAA TGAGACCATCCCCACCACCT
P!
-590 CCCGTCOTTAATTTTTTTTA ATAAAAAAAATCTTTAAGTG AGAAATGCATCTGTAATGTC
fp5
-530 CTTATTAACCAAAAACGCCT AAGGGATAAAGAAGCACACG CTCCCTAGCCAACGCTAGAG

E2F
-470  GAACACACCCOGAGAGCTGG TGCTGTAGGACCCAGTTTTC CCGOGAAAACGCT GOOGCGC
-410 AGGGGGTCAGACCATCTGGA CCAAGGGGGEGECCGAGCGAGG CCTACTTCTGGITTACGCAC
fp4 / SP1 fp3/ SP1
-350 GGGOGCTGAAAGAAGCGGCA CTGTCCCCCCCTGOCGATGC GCAGT GGCGCCTCCCGGAGT

fp2 [ AP2
-230 [TGCCGCCGGCGGAAACTCTG GGTCTCGCGGT TTGGGAGCG CTACTCGCCAGGT GGACTCG

-170  GAGTCCGCGAGCGTCGTCGG CAAGCGGCCGCCTTTCCACG GTAACCGCGCGCCGECEEET
fpl/SP1

-110 |AGGGCGTGGCGCGGAGCCGA CAGGAACGTCCGCGCTGOGG AGCAGGGCAGGGAAGCCGGG
+1
-50 AGGCGGECCCGECCCGAGCT TGTCCTTGTCGCGCAGGTAC TCCGAGCACT ATG

-600 -500 -400 -300 -200 -100 +1
fp6 fp5 E2F: fp4fp3 fp2

' fpl ATG  transkriptionelle
| : Aktivitat (%)

11 ' nach Connelly et al. (1998)

685 — . 1-140 1100 +/- 32
371 } L 1-140 L 80 +/- 33
312 1140 .| 50+-16
-220———1-140 P 2+/-1,8
-1030 £ j —i+19 93 +/-18
2224 i-4 2+/-1

Abb. 4.5 DNase-I-Schutz-Experimente ergeben sechs geschitzte Bereiche im MCM4-Promoter.

(A) Sequenz des MCM4-Promoters. Das Initiationscodon ist in Fettdruck hervorgehoben. DNase-I-
geschitzte Regionen sind durch Boxen gekennzeichnet. Bindemotive fiir den Transkriptionsfaktor E2F
sind unterstrichen.

(B) Transfektionsstudien nach Connelly et al. (1998). Der Promoter ist als dicke Linie dargestellt. Die
weillen Boxen zeigen Bereiche geschitzter Sequenzen, die graue Box stellt die mdgliche E2F-
Bindestelle dar. Die horizontalen Linien unterhalb des Promoters zeigen verkirzte Promoter-Konstrukte
(Connelly et al., 1998). Die Zahlen geben die Promoteraktivitdt der jeweiligen Konstrukte an, welche
durch Transfektionsstudien ermittelt wurden. Zur Bestimmung der Aktivitdt wurden die Promoter-
sequenzen an ein Luciferase-Reportergen fusioniert und anschlieBend transfiziert (Connelly et al.,
1998).

Connelly et al. (1998) fuhrten Transfektionsstudien mit Konstrukten aus verkirzten
Promotersequenzen und dem Reportergen Luciferase in asynchron proliferieren-
den Hela Zellen durch. Die bei diesen Arbeiten ermittelten Daten ermdglichen
einen direkten Vergleich zwischen den Aktivitdtsraten verschiedener Promoter-
fragmente und den identifizierten Binderegionen, weshalb eine Einschrankung auf
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wichtige regulatorische Bereiche erfolgen kann. Aufgrund der Untersuchungen von
Connelly et al. (1998) kann gezeigt werden, dass Regionen, welche fp2, fp3 und
fp4 einschlie3en, essenziell fur die MCM4-Genexpression sind, da entsprechende
Deletionen zu einer drastischen Abnahme der Promoteraktivitat fuhren (Abb. 4.5B).
Konstrukte, die sowohl das potenzielle E2F-Bindemotiv als auch die fp5 / fp6
Regionen tragen, zeigen eine um ca. 20 Prozent geringere Aktivitat gegeniber den
maximalen Expressionsraten. Somit scheinen die AT-reichen Regionen fp5 und
fp6 keinen signifikanten Einfluss auf die transkriptionelle Regulation des MCM4-
Promoters zu besitzen (Abb. 4.5B).

Die Arbeiten von Connelly et al. (1998) bestitigen jedoch die Relevanz der
identifizierten Binderegionen fp2, fp3 und fp4 in Hinblick auf die Regulation der
MCM4-Genexpression in HelLa Zellen. Demnach scheint diese weitgehend von
den Transkriptionsfaktoren Spl und AP2 abhangig zu sein.

4.1.3. Benzonase-Schutz-Experimente zum Nachweis einer Bindung von
E2F-Proteinen an den MCM4-Promoter

Da durch die unter 3.1.2. beschriebenen Experimente keine Proteinbindung an die
E2F-Sequenz im MCM4-Promoter nachgewiesen werden konnte, wurden die
Schutz-Experimente unter Verwendung der extrazellularen Endonuklease von
Serratia marcescens (kommerziell unter dem Namen ‘Benzonase’ erhaltlich)
wiederholt. Dieser Ansatz resultierte aus der Beobachtung, dass das GC-reiche
E2F-Bindemotiv DNase-I-resistent zu sein scheint (siehe Abb. 4.3 und Abb. 4.4).
Demnach ware eine Bindung von Proteinen an diesen Bereich nicht nachweisbar,
da keine Schnittstellen innerhalb der Region vorliegen. Dieses Problem sollte
unter Verwendung von Benzonase vermieden werden, da diese Endonuklease
eine Schnittpraferenz fir GC-Nukleotide besitzt (Meiss et al., 1995). Tatséachlich
tauchen im Versuch Schnittstellen innerhalb des E2F-Motivs auf, jedoch zeigt der
limitierte Verdau mit Benzonase keinen geschitzten Bereich Uber der E2F-Sequenz
(Abb. 4.6). Allerdings ist anzumerken, dass die fp5 Region einen weniger
ausgepragten ‘footprint’ zeigt, als bei den DNase-I-Schutz-Experimenten. Dies
kénnte auf die Behandlung mit der Nuklease Benzonase zuriickzufihren sein.
Deshalb sollte die aus diesem Experiment resultierende Feststellung, dass keine
Interaktionen von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie mit dem MCM4-Promoter
stattfinden, durch weitere Versuche belegt werden.
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Abb. 4.6 Benzonase-Schutz-Experimente zum Nachweis der E2F-Bindung im MCM4-Promoter.

Der limitierte Verdau von markierter MCM4-Promoter-DNA (-643 bis -262) mit Benzonase zeigt weder
auf dem codogenen (A) noch auf dem nicht-codogenen Strang (B) einen ‘footprint’ Uber der
potenziellen E2F-Bindestelle.

4.1.4. Nachweis von spezifischen Protein-DNA Interaktionen im
Gel-Retardierungs-Experiment

Da weder durch DNase-I- noch durch Benzonase-Schutz-Experimente eine
Proteinbindung an die potenzielle E2F-Bindestelle nachgewiesen werden konnte
wurden Gel-Retardierungs-Experimente durchgeftihrt. Dabei wurde nuklearer
Extrakt aus HelLa S3 Zellen mit markierten doppelstrangigen Oligonukleotiden in
Gegenwart von Kompetitor-DNA inkubiert. Um methodische Probleme auszu-
schliel3en, wurden zunachst Oligonukleotide untersucht, die komplementar zu den
fp5- (Abb. 4.7A) oder fp6- (Abb. 4.7B) Sequenzen sind. Im Gel-Retardierungs-
Experiment werden in beiden Fallen spezifische Protein-DNA Komplexe gebildet,
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da mit steigenden Mengen nicht-markierter fp5-DNA (Abb. 4.7A) oder fp6-DNA (Abb.
4.7B) die Bildung der Komplexe mit radioaktiver DNA unterdrtickt wird, nicht aber
wenn ein Uberschuss an unspezifischer Kompetitor-DNA derselben GroRe
eingesetzt wird.

A

Poly (dI-dC) ‘ spezifisch o unspezifisch ‘ Kompetitor
— ] - 2x20x100x - 2x20x100x DNA
— el el =

——— e W

. fP5 DNA
———— (-531/-499)

- + | - | + | - | + | KE
Poly (dI-dC) ‘ spezifisch o unspezifisch ‘ Kompetitor
] - 2x20x100x - 2x20x100x DNA
T ) o g R o w

SeEes WE- aeee

fP6 DNA
(-587/-548)

il + I + I + , KE

Abb. 4.7 Die Proteinbindung an fp5- oder fp6-Sequenzen ist spezifisch.

(A) 5-[*?P]-markiertes, doppelstrangiges fp5-Oligonukleotid wurde mit oder ohne nuklearen Extrakt in
An- oder Abwesenheit von Kompetitor-DNA inkubiert. Die Ansatze wurden anschlieBend auf einem
nativen 10%igen Polyacrylamidgel analysiert. Im linken Experiment wurde poly(dl-dC):poly(dl-dC) in
1000-, 2000-, 3000-, 4000- oder 5000-fachem Uberschuss im Verhaltnis zur markierten DNA
eingesetzt. Rechts wurde als spezifischer Kompetitor nicht-markiertes fp5-Oligonukleotid verwendet.
Unspezifische Kompetitor-DNA wurde durch einen Xho |/ Pstl Restriktionsverdau eines PCR-
Produktes, das Uber die ‘multiple cloning site’ von pBluescript SK- gebildet wurde, prapariert. Die
resultierenden DNA-Fragmente besitzen eine unterschiedliche Lange von 32 bp und 74 bp.

(B) Die Experimente wurden wie unter (A) beschrieben durchgefuhrt. Die eingesetzten markierten
Oligonukleotide entsprechen der fp6-Sequenz des MCM4-Promoters.
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In den folgenden Experimenten wurde das E2F-Bindemotiv des MCM4-Promoters
als doppelstrangiges Oligonukleotid markiert und unter denselben Bedingungen,
wie in Abb. 4.7 beschrieben, inkubiert. Dabei zeigt sich, dass in nuklearen
Extrakten von HelLa Zellen Proteine vorhanden sind, die mit der E2F-DNA
interagieren und spezifische Protein-DNA-Komplexe bilden (Abb. 4.8A).

Poly (dI-dC) ‘ spezifisch . unspezifisch ‘ Kompetitor
- 1x 10x 50x - 1x 10x 50x DNA
A ——— ——
By =
eyl 4
¥ <_EZF-DNA
(-439/-418)
i + I + I + , KE
QAW & B @ S
S G
&S & &S S 9 Fkompetitor
- Y - < & DNA
-— - —-— -

-+ + + + -+ + + + KE
E2F(DHFR) E2F(MCM4)

5' - CACAATTTCGCGCCAAACTTGA
GTGTTAAA(IIIII; TTGAACT- 5' EZF(DHFR)

5' - CCAGTTTTCOCGCGAAAACGCT
C-IBTCAAAAC-IEGCGCTTTTGCGA 5' E2F(MCM4)

Abb. 4.8 In nuklearen Extrakten aus HelLa S3 Zellen sind E2F-&hnliche Proteine vorhanden.

(A) Die Experimente wurden, wie in Abb. 4.7 beschrieben, durchgefiihrt. Als markierte DNA diente das
E2F-Bindemotiv des MCM4-Promoters.

(B) Vergleich der E2F-Bindestellen aus dem DHFR-Genpromoter und dem MCM4-Promoter. Fur
Kompetitionsexperimente wurde ein funfzigfacher Uberschuss an nicht-markierter E2F-DNA oder
unspezifischer Kompetitor-DNA dem Bindungsansatz beigefiigt.
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Weiterhin wurden als Positiv-Kontrolle E2F-Bindestellen aus dem DHFR- und dem
MCM4-Promoter verglichen (Abb. 4.8B). Das Promoterelement des DHFR-Gens
wurde verwendet, da frihere Experimente zeigten, dass E2F-Proteine aus HelLa
Zellen effizient mit diesem Motiv interagieren (Wade et al., 1995). Die in Abb. 4.8B
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass unter den gewd&hlten Versuchsbedin-
gungen eine spezifische Interaktion zwischen Kernproteinen aus HelLa Zellen und
beiden E2F-Motiven nachweisbar ist. Die Spezifitdt ist dadurch nachgewiesen,
dass ein Uberschuss an nicht-markierten E2F-Sequenzen aus dem DHFR- und
dem MCM4-Promoter die Komplexbildung unterdrtickt, nicht aber unspezifische
Kompetitor-DNAs gleicher Grol3e. Zudem zeigen beide Protein-DNA Komplexe ein
identisches Laufverhalten im Gel und scheinen in vergleichbaren Mengen bebildet
zu werden. Demnach kann unter diesen Versuchsbedingungen dem E2F-
Bindemotiv im MCM4-Genpromoter eine ahnliche Affinitat zu E2F-Proteinen wie
dem entsprechenden Bindemotiv im DHFR-Promoter zugeordnet werden. Dies ist
ein Hinweis auf eine mogliche Beteiligung von E2F-Proteinen an der Regulation
der MCM4-Genexpression.

4.1.5. Gel-Retardierungs-Experimente mit Extrakten aus synchronisierten

HelLa S3 Zellen
Da die Expression von MCM-Proteinen Zellzyklus-abhéngig reguliert ist (Schulte et
al., 1995, 1996; Tsuruga et al.,1997), wurde nuklearer Extrakt aus unterschied-
lichen Zellzyklus-Phasen préapariert und in Gel-Retardierungs-Experimenten unter-
sucht. Dazu wurden Hela S3 Zellen mittels eines doppelten Thymidinblocks am
G1/S-Ubergang arretiert und anschlieRend aus dem Block entlassen. Uber einen
Zeitraum von 14 h wurden alle 2 h I6ésliche und Chromatin-gebundene Proteine
(nuklearer Extrakt) prapariert.
Als Kontrolle fur eine effiziente Synchronisation wurde ein Aliquot der léslichen
Proteine in einem SDS-Gel aufgetrennt und im Immunblot mit hMcm4p-
spezifischen Antikorpern analysiert (Abb. 4.9A). Frihere Experimente zeigten, dass
hMcm4p Zellzyklus-abhéngig phosphoryliert wird. Das Protein wird wahrend der S-
Phase phosphoryliert, am Ende der Mitose dephosphoryliert und liegt wahrend der
G1-Phase hypophosphoryliert vor (Musahl et al., 1995). Wie aus Abb. 4.9A hervor-
geht, zeigt der Immunblot verschiedene phosphorylierte Formen von hMcm4p, was
Ruckschlisse auf die unterschiedlichen Zellzyklus-Phasen, in welchen die Extrakte
prapariert wurden, zulasst. So befindet sich die Mehrzahl der Zellen 8 - 10 Stunden
nach dem ‘release’ in der Mitose, da zu diesen Zeitwerten das im Gel langsamer
laufende hyperphosphorylierte hMcm4p nachgewiesen werden kann. Den
Ubergang von der Mitose in die G1-Phase wird durch das Verschwinden dieser
hyperphosphorylierten Formen angezeigt (12 h nach ‘release’).
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Abb. 4.9 Gel-Retardierungs-Experimente mit Extrakten aus synchronisierten HeLa S3 Zellen.

HelLa S3 Zellen wurden durch einen doppelten Thymidinblock arretiert und in die S-Phase entlassen.
Nach den angegebenen Zeiten wurden I6sliche- und Chromatin-gebundene Proteine prépariert. Aliquote
der l6slichen Fraktionen wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt und im Immunblot mit hMcm4p-
Antikérpern analysiert (A). (B) Die praparierten Kernextrakte der synchronisierten Zellen (1 ug pro
Ansatz) wurden im ‘Band-Shift’ Experiment unter Verwendung von markierter E2F- (oben), fp5- (Mitte)
oder fp6-DNA (unten) untersucht.

Aus den Zellen der verschiedenen Zellzyklus-Phasen wurde nuklearer Extrakt
prapariert und, wie in 3.2.5.3. beschrieben, mit markierter fp5-, fp6- oder mit E2F-
DNA inkubiert (Abb. 4.9B). In jeder Zellzyklusphase sind Proteine enthalten, die mit
allen untersuchten DNA-Substraten Protein-DNA Komplexe bilden. Wird markierte
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fp5- und fp6-DNA untersucht, unterscheiden sich die Nukleoprotein-Komplexe der
Extrakte aus den verschiedenen Zellzyklusstadien nicht. Wird das E2F-Bindemotiv
als DNA-Substrat verwendet, bilden Kernproteine aus S-Phase Zellen (2 — 8 h nach
dem doppelten Thymidinblock) einen zusatzlichen Protein-DNA Komplex, der ein
verzogertes Laufverhalten im Gel aufweist (Abb. 4.9B). Dieser zusatzliche Komplex
konnte ein mdoglicher Hinweis auf den Mechanismus der Zellzyklus-abhangigen
Regulation der MCM4-Genexpression sein, da sich die Interaktionen von
Kernproteinen mit dem E2F-Bindemotiv Zellzyklus-abhangig verandern.

Die in Abb. 4.8 und Abb. 4.9 gezeigten Daten weisen auf eine spezifische
Interaktion zwischen Proteinen aus nuklearen Extrakten und der E2F-Bindestelle
des MCM4-Promoters hin. Dies steht im Widerspruch zu den Daten der DNase-I-
oder Benzonase-Schutz-Experimente. Fur weitere Untersuchungen wurde ein
markiertes PCR-Produkt, welches die MCM4-Promoterregion zwischen den
Nukleotiden -357 und -643 reprasentiert, hergestellt. Wie aus Abb. 4.5A hervorgeht,
beinhaltet diese Region die mogliche E2F-Bindestelle und die DNase-l
geschutzten Bereiche fp5 und fp6. Das 287 bp lange Fragment wurde als DNA-
Substrat in Gel-Retardierungs-Experimenten mit nuklearem Extrakt aus HelLa S3
Zellen untersucht. Es kdnnen mindestens vier Protein-DNA Komplexe (siehe Abb.
4.10, Banden w, x, y und 2z) aufgrund ihrer verschiedenen elektrophoretischen
Mobilitat unterschieden werden (Abb. 4.10 Spur 2, 5 und 9). Die beiden Banden mit
der geringsten Mobilitat (Abb. 4.10; z und w) verschwinden in Anwesenheit eines
funfzigfachen Uberschusses an unspezifischer Kompetitor-DNA, was darauf
hindeutet, dass es sich bei beiden Komplexen um unspezifische Protein-DNA
Wechselwirkungen handelt (vergleiche Spur 2 mit Spur 3). Die Protein-DNA
Komplexe der Banden x und y sind durch die Anwesenheit von unspezifischem
Kompetitor nicht beeintrachtigt, kdnnen aber durch Kompetitionen mit fp6-DNA
unterdriickt werden (Spur 4, 6, 8 und 10). Entscheidend ist jedoch, dass ein
Uberschuss an E2F-DNA keine Anderung des Bandenmusters bewirkt, was eine
Bindung von E2F an das 287 bp lange Promoterfragment unter diesen Versuchs-
bedingungen ausschliet. Da die Daten von Abb. 4.8 und Abb. 4.9 klar zeigen,
dass nukleare Extrakte aus HelLa Zellen Proteine enthalten, die dieselbe
Bindungsspezifitat wie E2F-Proteine besitzen, scheinen madglicherweise die
Faktoren, die an die benachbarten Regionen fp5 und fp6 binden, E2F von seiner
Bindestelle zu verdrangen. Dies ware auch eine Erklarung fur die Abwesenheit
eines ‘footprints’ tber dem E2F-Motiv. Ubereinstimmend mit den Daten der von
Connelly et al. (1998) durchgefiihrten Transfektionsstudien (siehe Abb. 4.5B),
scheint die Regulation der MCM4-Genexpression in HeLa Zellen nur bedingt von
E2F-Proteinen beeinflusst zu sein.
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Abb. 4.10 Kompetitionsexperimente zeigen, dass keine Proteine an das E2F-Bindemotiv eines 287 bp
Promoterfragmentes binden.

Die eingesetzte markierte DNA umfasst die MCM4-Promoter Region zwischen Nukleotid -643 und -357
(siehe Abb. 4.5). Die Bindungsreaktionen wurden ohne (Spur 2, 5 und 9) Kompetitor-DNA, oder mit
einem fiinfzigfachen Uberschuss an unspezifischer Kompetitor-DNA (Spur3), die wie in Abb. 4.7
beschrieben préapariert wurde, durchgefiihrt. Die anderen Reaktionen wurden mit einem zehnfachen
Uberschuss der Oligonukleotide entweder allein oder in den angegebenen Kombinationen durchgefiihrt.
Die Protein-DNA Komplexe wurden wie in Abb. 4.7 beschrieben analysiert.

4.1.6. Vergleich der Bindungseigenschaften von Proteinen aus proliferierenden
und differenzierten HL60 Zellen an DNA-Fragmente des MCM4-Promoters
Ein weiterer Aspekt der Genregulation von MCM-Proteinen ist die Beschrankung
ihrer Expression auf proliferierende Zellen (Schulte et al., 1996). Die Autoren
zeigten, dass bei einer in vitro Differenzierung von HL60 Zellen ein drastischer
Ruckgang der mRNA Menge von MCM3 und MCM7 zu beobachten ist. Da MCM-
Proteine eine hochkonservierte Proteinfamilie bilden, liegt die Vermutung nahe,
dass die MCM4 mRNA Mengen ahnlich reguliert werden. Deshalb sollten nukleare
Extrakte aus proliferierenden und differenzierten HL60 Zellen prapariert und im Gel-
Retardierungs-Experiment bzw. DNase-I-Schutz-Experiment untersucht wer-den,
um festzustellen, ob sich wahrend der Differenzierung das Bindungsverhalten der

Proteine, die mit den DNase-l-geschitzten Regionen (fpl bis fp6) interagieren,
veréndert.
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Abb. 4.11A zeigt eine Phasenkontrastaufnahme von HL60 Zellen vor und nach
Zugabe von PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat). Bereits nach 24 h ist eine
deutliche Veradnderung der Zellmorphologie zu beobachten. Die Zellen weisen
verstarkte Adhasionseigenschaften auf und bilden Pseudopodien aus. Werden von
beiden Zellpopulationen Kernproteine préapariert und gleiche Mengen in Gel-
Retardierungs-Experimenten mit markierter fp5-, fp6- und E2F-DNA inkubiert (Abb.
4.11B), bilden sich in beiden Fallen Protein-DNA Komplexe, die ein identisches
Laufverhalten im Gel aufweisen. Im Vergleich zu Reaktionen mit Extrakten aus
HelLa Zellen zeigen die Komplexe dieselbe Mobilitat und verhalten sich in Kompeti-
tionsexperimenten identisch.

Demnach scheint die Differenzierung der HL60 Zellen keinen Einfluss auf Proteine
zu besitzen, die an die fp5-, fp6- und E2F-DNA im Gel-Retardierungs-Experiment
binden. Zudem konnte gezeigt werden, dass sowohl in HeLa- als auch in HL60
Zellen Proteine vorhanden sind, die in identischer Weise mit der fp5-, fp6- und der
E2F-DNA interagieren.

Zur Untersuchung der Proteinbinderegionen fpl bis fp4 wurden DNase-I-Schutz-
Experimente durchgefiuhrt, wobei ein Promoterfragment von Nukleotid -541 bis +67
als DNA Substrat verwendet wurde. Uber einen sequenziellen Restriktionsverdau
(siehe Abb. 4.2) wurde sowohl der codogene als auch der nicht-codogene Strang
dieses Fragmentes einseitig markiert und mit steigenden Mengen Kernprotein aus
HelLa-, proliferierenden HL60- und differenzierten HL60 Zellen inkubiert. Nach
erfolgter Bindung wurden die Anséatze mit DNase-l behandelt und auf einem
Sequenzgel analysiert.

Wie aus Abb. 4.12 hervorgeht, enthalten nukleare Extrakte aus HL60 und HelLa
Zellen Proteine, welche in gleichen Regionen des MCM4-Promoters binden. Die
DNase-l-geschutzten Bereiche fpl, fp3 und fp4 zeigen mit allen Extrakten
identische DNase-I-hypersensitive Stellen (Abb. 4.12, Pfeile) und haben die gleiche
Grofe. Im Fall von fp2 ist der geschutzte Bereich unter Verwendung von Extrakten
aus HL60 Zellen ausgedehnt (von Nukleotid -230(-241)/-217 bei HelLa Zellen auf -
241/-200 bei HL60 Zellen). Vergleicht man die Bindungsreaktionen von
Kernproteinen aus proliferierenden und differenzierten HL60 Zellen, ergeben sich
identische DNase-l-geschitzte Bereiche. Somit scheinen die Bindungseigen-
schaften der fpl1-, fp2-, fp3- und fp4- bindenden Faktoren durch die Differenzierung
der Zellen nicht verédndert zu werden. Demnach bleiben die Protein-DNA
Interaktionen im MCM4-Promoter, die fur proliferierende Zellen charakteristisch
sind, in differenzierten Zellen erhalten. Fraglich bleibt, ob die MCM4 mRNA Menge,
ebenso wie die MCM7 und MCM3 mRNA Menge, im Verlauf der Differenzierung
abnimmt.
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Abb. 4.11 in vitro Differenzierung von HL60 Zellen.

(A) Phasenkontrastaufnahme von HL60 Zellen vor und nach Inkubation mit PMA. (B) Kernextrakte von
proliferierenden und differenzierten Zellen (30 h nach Zugabe von PMA) wurden im ‘Band-Shift’
Experiment unter Verwendung von markierter fp5- (oben), fp6- (Mitte) oder E2F-DNA (unten)
untersucht. Kompetitionen wurden mit einem zwanzigfachen Uberschuss an spezifischer- oder
unspezifischer Kompetitor-DNA durchgefiihrt. Parallel wurde eine Reaktion mit nuklearem Extrakt aus
HelLa Zellen aufgetragen (Spur 2).
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Abb. 4.12 Proteine aus Extrakten von proliferierenden und differenzierten HL60 Zellen zeigen keine
unterschiedliche Bindung im DNase-I-Schutz-Experiment.
Uber einen sequenziellen Restriktionsverdau wurde der codogene Strang (A) und der nicht-codogene

Strang (B)

des Mlul/Nsil

Promoterfragmentes (+67 bis -541) einseitig markiert.

Die Fragmente

wurden ohne (-) oder mit steigenden Mengen an Kernprotein aus Hela -, proliferierenden HL60 - oder
differenzierten HL60 Zellen inkubiert und mit limitierenden Mengen DNase-lI behandelt. Gezeigt ist die
Autoradiographie des Sequenzgels; DNase-I-geschitzte Bereiche sind mit Klammern gekennzeichnet;
Pfeile markieren hypersensitive Stellen.
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4.1.7. ldentifizierung eines fp6-bindenden Proteins

Durch DNase-I-Schutz-Experimente wurden die Binderegionen fp5 und fp6 identifi-
ziert, welche keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitat der MCM4- oder der DNA-
PKcs-Genexpression (Connelly et al., 1998) zeigen. Zudem weisen die Sequenzen
keine Homologien zu Bindemotiven bekannter Transkriptionsfaktoren auf.
Demnach war es von Interesse, die fp5- und fp6-bindenden Proteine genauer zu
untersuchen. Zunachst sollte tber ‘South-Western’ Experimente das Molekularge-
wicht des fp6-bindenden Proteins ermittelt werden. Dazu wurden 150 pg Kern-
protein aus HelLa Zellen auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Damit eine sequenzspezifische DNA-Bindung an den
gesuchten Faktor erfolgen kann, wurden die Proteine auf der Membran renaturiert
und anschlieBend mit markierter fp6-DNA (-587/-548) in Gegenwart unterschied-
licher Mengen Kompetitor-DNA inkubiert. Wie aus Abb. 4.13 hervorgeht, zeigt ein
Protein mit einem ungefdhren Molekulargewicht von 68 kD eine kompetitorstabile
Bindung.

spezifisch unspezifisch Kompetitor
f 1T ! DNA
- - 2x 20x 200x 2x 20x 200x
kD - + + + + + + + E.coli-DNA
— - s -
116 T - e —_—
97 7
66 | w— — . - <
43
30

Abb. 4.13 Die fp6-DNA bindet im 'South-Western’ Experiment an ein 68 kD Protein.

Je Spur wurden 150 pg nuklearer Extrakt aus Hela Zellen in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Bindungsreaktionen erfolgten, bis auf Spurl,
in Anwesenheit eines 2000 fachen Uberschusses an E. coli-DNA mit 2ng markierter fp6-DNA
(-587/-548). Zusatzlich wurde mit nicht-markierter fp6-DNA spezifisch und mit fp5-DNA (-531/-499)
unspezifisch kompetitiert. Das Laufverhalten der Molekulargewichtsmarker ist am linken Bildrand
eingezeichnet, ein Pfeil markiert die Position des fp6-bindenden Proteins.
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Zur Identifizierung dieses Proteins wurde im Folgenden eine A-Expressionsbiblio-
thek (Lambda Uni-zap™ XR / Stratagene) auf eine sequenzspezifische Protein-
DNA-Wechselwirkung in Anwesenheit kompetitierender E. coli-DNA untersucht.
Aus 2 x 10° Plaques wurden zwei positive Phagenklone isoliert und zur Homo-
genitat gereinigt. Das von einem dieser Phagen exprimierte Fusionsprotein
erkennt spezifisch die fp6-Sequenz (Abb. 4.14). Die Spezifitdt dieser Bindung wurde
durch Kompetitions-Experimente Uberprift, die wie in Abb. 4.13 beschrieben
durchgefihrt wurden.

5% Kompetitor

Kontrolle 'unspezifisch spezifisch | DNA

|
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unspezifisch spezifisch | unspezifisch spezifisch | Kompetitor
10x 20x DNA
7 3 ;e
ATG (64) TAA (3321)
Bubl mRNA = : : 'ﬁPoly-A (3494)
KlonS.3.1. = !
947 1293

Abb. 4.14 Identifizierung eines fp6-bindenden Proteins.

(A) Nachweis der Spezifitdt eines isolierten A-Expressionsklons (KlonS.3.1.). Der gereinigte Phage
wurde auf 4 verschiedene Platten ausplattiert, die Proteinexpression mit IPTG induziert und ein
Filterabdruck je Platte hergestellt. Die Filter wurden mit 10 ng markierter fp6-DNA in Gegenwart von
E. coli-DNA (1 mg/ ml) inkubiert. Fur Kompetitionsexperimente wurde nicht-markierte fp6-DNA als
spezifischer -, sowie fp5-DNA als unspezifischer Kompetitor eingesetzt.

(B) Vergleich der publizierten cDNA Sequenz von hBubl (Taylor et al.,1998) und der HeLa cDNA, die
aus dem A-Klon S.3.1. préapariert wurde. Die Nummerierung der Nukleotide erfolgte nach Taylor et al.
(1998). Die HeLa cDNA codiert fiir ein p-Galaktosidase-Fusionsprotein von 827 Aminosauren, das die
C-terminalen Aminosauren 299 bis 1085 von hBublp umfaB3t. Der in dieser Arbeit sequenzierte Bereich,
zwischen den Nukleotiden 947 und 1293, ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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Die cDNA dieses Phagenklons (S.3.1.) wurde als pBluescript Phagemid in den
E. coli Stamm Sol R (bertragen, prapariert und sequenziert. Uber einen Sequenz-
vergleich (BLASTN der NCBI Datenbank; nach Altschul et al., 1990) ergaben sich
Homologien zu der cDNA der ‘mitotic checkpoint kinase Bubl' (BUB1) (Taylor et
al.,1998) (Abb. 4.14B). Damit umfasst das exprimierte Polypeptid ein 2374 bp
langes cDNA Fragment, das fur die C-terminalen Aminosauren 294 bis 1085 von
hBublp codiert. Als B-Galaktosidase-Fusionsprotein besteht es aus insgesamt
827 Aminosauren.

Das BUB1 Gen wurde ursprunglich in S. cerevisiae entdeckt (Hoyt et al., 1991) und
codiert fur eine Proteinkinase, deren Funktion essenziell fir den mitotischen
‘spindle checkpoint’ ist (Roberts et al., 1994). Eine DNA-Bindung von Bublp wurde
bisher nicht nachgewiesen. Da das menschliche Homolog, hBublp, ein
apparentes Molekulargewicht von 122 kD besitzt (Taylor et al., 2001), bleibt zu
untersuchen, warum im ‘South-Western’ Experiment ein Protein von ca. 68 kD
spezifisch mit der fp6-DNA interagiert.

4.2. Identifizierung einer ORC-Bindestelle im MCM4-Genpromoter

Im ersten Teil der Arbeit wurden durch DNase-I-Schutz-Experimente sechs Protein-
bindestellen (fpl bis fp6) im MCM4-Genpromoter identifiziert. Von besonderem
Interesse sind die geschitzten Regionen fp5 und fp6, da sie weder einen
signifikanten Effekt auf die MCM4- oder DNA-PKcs-Genexpression zeigen (Con-
nelly et al., 1998) noch Homologien zu Bindemotiven bekannter Transkriptionsfak-
toren aufweisen. Betrachtet man die Sequenzen genauer, so zeigt sich, dass
dieser Bereich (-587 bis -499) Ahnlichkeiten zu Origins aufweist, die aus Hefen
oder dem SV40 Virus bekannt sind. Untersuchungen in hdheren Eukaryoten
ergaben, dass Startpunkte der DNA-Replikation haufig in der N&ahe aktiv
transkribierter Gene lokalisiert sind (DePamphilis, 1993). Weitere Arbeiten zeigten,
dass sich frih replizierende Sequenzen durch einen hohen Anteil an nicht-
methylierten CpG-Nukleotiden auszeichnen (Delgado et al., 1998). Da die fp5 / fp6
Region zwischen zwei aktiv transkribierten Genen liegt, deren Promotoren einen
hohen GC-Gehalt aufweisen, kdnnte dieser Bereich eine Bindestelle fir ORC-
Proteine im humanen Genom darstellen.
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4.2.1. Interaktionen zwischen ORC-Proteinen aus nuklearen Extrakten und der
fp6-DNA

Um festzustellen ob ORC-Proteine in nuklearen Extrakten spezifisch an die fp6-
DNA binden, wurden Gel-Retardierungs-Experimente in Anwesenheit von hOrc2p-
spezifischen Antikérpern durchgefiihrt. Dazu wurde, wie in Abb. 4.7B beschrieben,
nuklearer Extrakt aus HelLa Zellen mit markierter fp6-DNA inkubiert. Die Antikdrper
wurden entweder vor (Abb. 4.15B) oder nach der Bindungsreaktion (Abb. 4.15A)
zugegeben. Wie aus Abb. 4.15B hervorgeht, zeigt sich ein verandertes Banden-
muster, wenn der Extrakt mit hOrc2p-spezifischen Antikérpern prainkubiert wurde,
nicht aber wenn der Versuch mit unspezifischen Kontroll-Antikérpern (IgG) durch-
gefuhrt wird. Derselbe Effekt zeigt sich, wenn ein markiertes PCR-Produkt, das die
MCM4-Promoterregion zwischen den Nukleotiden -357 und -643 reprasentiert
(vergl. Abb. 4.10), als DNA-Substrat untersucht wird (Abb. 4.15C).

A v B v C v
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bood et
THRE |
il -«
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Abb. 4.15 Ein hOrc2p-spezifischer Antikérper verandert das Bandenmuster des fp6-Protein-Komplexes
im Gel-Retardierungs-Experiment.

Markiertes fp6 Oligonukleotid wurde, wie in Abb. 4.7 beschreiben, mit nuklearem Extrakt aus Hela
Zellen inkubiert. (A) Nach erfolgter Protein-DNA Bindung wurden 1 pug hOrc2p-spezifischer Antikdrper
(a-ORC2) oder Kontroll-Antikdrper (1gG) fur 20 min zugegeben. Der gesamte Ansatz wurde auf einem
nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt, das Gel getrocknet und eine Autoradiographie angefertigt. (B)
Der Extrakt wurde vor der Bindungsreaktion mit 1ug hOrc2p-spezifischen Antikdrpern oder Kontroll-
Antikérpern (IgG) fur 20 min inkubiert. (C) Die Experimente wurden wie unter (B) beschrieben durch-
gefuhrt. Als DNA-Substrat wurde ein Promoterfragment von Nukleotid -357 bis -643 verwendet.

Der bei diesen Experimenten verwendete hOrc2p-spezifische Antikdrper wurde von
P. Romanowski (Cambridge) zur Verfugung gestellt. Dieser Antikoérper (a-hOrc2Cb)
ist gegen ein ca. 40aa langes Teilfragment gerichtet und erkennt
dementsprechend nur ein bestimmtes Epitop im hOrc2 Protein. Moglicherweise ist
dieses Epitop in einer Doméane lokalisiert, die Protein-Protein Interaktionen vermit-
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telt, so dass durch den Antikorper eine Assemblierung des ORC-Komplexes
unterdriickt wird. Dadurch kdnnte man die durch den Antikérper verursachte héhere
Mobilitdt des Protein-DNA Komplexes erklaren. Weder die aus eigener Herstellung
stammenden polyklonalen monospezifischen Antikérper gegen hOrclp und
hOrc2p, noch monoklonale hOrc2p- und hOrc3p-spezifische Antikdrper zeigten
einen Effekt (Daten nicht gezeigt). Eine Erklarung hierfir wére, dass bei diesen
Antikdrpern die entsprechende Epitopspezifitat nicht ausreichend reprasentiert ist,
oder dass der durch den a-hOrc2Cb verursachte veranderte ‘band shift’ ein Artefakt
ist.

Unabhangig davon deutet die durch diesen Antikoérper (a-hOrc2Cb) verursachte
hohere Mobilitat der Protein-DNA Komplexe auf eine Interaktion von ORC-Proteinen
mit der fp6-DNA hin.

Der in Abb. 4.15 gezeigte Effekt lasst sich nur erklaren, wenn der Protein-DNA
Komplex, der bei der Inkubation von fp6-DNA mit nuklearem Extrakt entsteht, durch
ORC-Proteine verursacht wird. Um weitere Hinweise auf eine solche Interaktion zu
erhalten, wurde nuklearer Extrakt aus HelLa S3 Zellen tber einen linearen Glycerin-
Dichtegradienten aufgetrennt und fraktioniert. Verschiedene Aliquote der Frakti-
onen wurden entweder im Immunblot mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen
Antikdrpern analysiert (Abb. 4.16B) oder im Gel-Retardierungs-Experiment (Abb.
4.16C) untersucht. Abb. 4.16A zeigt eine Silberfarbung der Proteine der einzelnen
Fraktionen nach Auftrennung im SDS-Gel.

Um das Sedimentationsverhalten von hOrclp und hOrc2p bei physiologischen
Salzkonzentrationen zu bestimmen, wurde der Extrakt auf 140 mM NaCl eingestellt,
wobei durch Zugabe von 0,5% NP40 ein Ausfallen von Kernproteinen weitgehend
vermieden wurde (Abb. 4.16A, Spur ‘P’). Die Daten der Western Blot Analysen
zeigen (Abb. 4.16B), dass hOrclp und hOrc2p gleich weit sedimentieren (Fraktion
5, 6 und 7), wobei ein Teil der hOrc2p-Population ein von hOrclp unabh&ngiges
Sedimentationsverhalten aufweist (Fraktion 4). Die Daten scheinen mit neueren
Untersuchungen von humanen ORC-Proteinen Uubereinzustimmen, die zeigen,
dass diese Proteine spezifische Subkomplexe bilden, wenn sie aus HelLa Zellen
prapariert werden (Dhar et al., 2001; Vashee et al., 2001). Der Komplex scheint aus
hOrc2p, hOrc3p, hOrcdp und hOrc5p zusammengesetzt zu sein, der nur teilweise
mit hOrclp assoziiert vorliegt (Vashee et al., 2001).

In Abb. 4.16C wurde fp6-DNA mit nuklearem Extrakt sowie mit Aliquoten der
einzelnen Fraktionen inkubiert und im Gel-Retardierungs-Experiment untersucht.
Die durch Inkubation mit nuklearem Extrakt entstehende Doppelbande besteht aus
zwei unterschiedlichen Protein-DNA-Komplexen (Abb. 4.16C, x und y), wobei die
Bande (x) mit der geringeren Mobilitat im Gel-Retardierungs-Experiment Proteinen
mit einem hoheren Sedimentationswert zugeordnet werden kann. Vergleicht man
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das Auftreten von Protein-DNA Komplexen mit den Fraktionen, die hOrclp und
hOrc2p enthalten, so zeigt sich trotz einer Ubereinstimmung, dass Proteine, die
spezifisch mit der fp6-DNA interagieren, langsamer sedimentieren als hOrclp und
hOrc2p. Dies kann auch beobachtet werden, wenn das in Abb. 4.10 beschriebene
PCR-Produkt als DNA-Substrat verwendet wird (Daten nicht gezeigt). Demnach
liefert dieser Versuch keinen eindeutigen Nachweis auf eine Interaktion von ORC-
Proteinen mit der fp6-DNA.
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Abb. 4.16 Sedimentation von ORC-Proteinen im Gycerin-Dichtegradient.

Nuklearer Extrakt wurde in Anwesenheit von 0,5% NP40 auf 140 mM NacCl eingestellt, in einem 5% bis
25% Gycerin-Dichtegradienten aufgetrennt und anschlieBend fraktioniert. Zur Bestimmung der
Sedimentationskoeffizienten wurden in einem separaten Gradienten die Markerproteine BSA (4,2 S),
B-Amylase (8,9 S) und Apoferritin (17,6 S) aufgetrennt und nach erfolgter Fraktionierung im
Coomassie-gefarbten SDS-Gel analysiert.

Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden (A) durch Silberfarbung nach Auftrennung im SDS-Gel
dargestellt; (B) im Immunblot mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen Antikdrpern analysiert; oder (C) im
Gel-Retardierungs-Experiment mit markiertem fp6 Oligonukleotid (-587/-548) als DNA-Substrat unter-
sucht.
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Um eine solche Interaktion nachzuweisen, wurden im Folgenden nukleare Extrakte
mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen Antikorpern immundepletiert und anschlie-
Bend im Gel-Retardierungs-Experiment untersucht (Abb. 4.17). Als Kontrolle
wurden die Extrakte mit gleichen Mengen unspezifischer Antikdrper (I1gG)
behandelt. Der Auftrag (1), ein Aliquot der Uberstande (S) und die Prazipitate (P)
wurden im Immunblot mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen Antikdrpern analysiert.

Kontroll IgG a-ORC1 a-ORC2
"1 s "'t s Pt s p!
kD
ORC1 - s — o e = o
ORC25 g e B9 = -
B NN C
o &
O ¢
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<fP6 DNA “ PCR Produkt
(-587/-548) < (-357/-653)

Abb. 4.17 Immunfallung von ORC-Proteinen durch hOrclp- und hOrc2p-spezifische Antikdrper.
Nuklearer Extrakt von 2 x 10° HelLa Zellen wurde mit 2 ug hOrc2p- (a-ORC2) und 3 ug hOrclp-
Antikérpern (a-ORC1) sowie 3 pug unspezifischer Kontroll-Antikérper (IgG) immundepletiert. (A) Auftrag
(), Uberstande (S) und Préazipitate (P) wurden im Immunblot mit hOrclp- und hOrc2p-Antik6rpern
analysiert. Ein Aliquot der Uberstande wurde im Gel-Retardierungs-Experiment mit markiertem fp6
Oligonukleotid (B) oder mit einem 278 bp langen PCR-Produkt (C) als DNA-Substrat untersucht.

Wie in Abb. 4.17A dargestellt, konnte der Extrakt mit den entsprechenden
Antikdrpern depletiert werden. Die Préazipitate zeigen, dass mit hOrclp-spezifischen
Antikdrpern hOrc2p und mit hOrc2p-spezifischen Antikdrpern hOrclp koprazipitiert
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werden kann. Vergleicht man die Mengen an hOrclp und hOrc2p in den
Uberstanden (S) mit denen in den Auftragen (I), so wird bei einer vollstandigen
Fallung von hOrclp nur ein Teil von hOrc2p koprazipitiert und umgekehrt. Demnach
werden beide Proteine nicht in stéchiometrischen Mengen gefallt, was auf unter-
schiedliche Populationen von hOrclp und hOrc2p hindeutet. Die gezeigten
Verhéaltnisse entsprechen den von Kreitz et al. (2000) publizierten Daten (Fig. 4).
Untersucht man ein Aliquot der Uberstande (S) im Gel-Retardierungs-Experiment
mit markierter fp6-DNA (Abb. 4.17B) oder dem in Abb. 4.10 beschriebenen PCR-
Produkt (Abb. 4.17C), so findet man keinen Unterschied der Bandenmuster der
einzelnen Ansatze. Somit sprechen auch diese Daten gegen eine Interaktion von
ORC-Proteinen mit der fp6-DNA.

4.2.2. Untersuchungen zur DNA-Bindung von rekombinantem his-hOrc1p

Die in Abb. 4.16 und 17 gezeigten Daten liefern keinen Nachweis fur eine direkte
Interaktion von hORC-Proteinen mit der fp6-DNA. Deshalb sollte tberprift werden,
ob rekombinantes hOrclp im Gel-Retardierungs-Experiment an die fp6-DNA
bindet. Als Ausgangsmaterial fur die Expression von hOrclp diente die in einen
pPpRSET-B-Expressionsvektor klonierte cDNA, welche von Martina Baack (Uni
Konstanz) zur Verfligung gestellt wurde. Da hOrclp ausschlief3lich als unlésliches
Protein (‘inclusion bodies’) in Bakterien exprimiert wird, konnte es nur in denatu-
riertem Zustand in Losung gebracht werden. Fur eine Renaturierung wurde das
Protein Uber seinen aus dem Vektorsystem stammenden aminoterminalen
Histidin-Anteil, wie in 3.2.3.6. beschrieben, isoliert und renaturiert (Abb. 4.18A). Abb.
4.18B zeigt ein Gel-Retardierungs-Experiment, das mit his-hOrclp und markierter
fp6-DNA durchgefuhrt wurde. In der parallel aufgetragenen Reaktion mit nuklearem
Extrakt, die wie in Abb. 4.7B durchgefihrt wurde, kbnnen nach langerer Exposition
mindestens 4 Nukleoprotein-Komplexe unterschieden werden. Die bereits in Abb.
4.16 beschriebene Doppelbande (xy) ist entsprechend gekenn-zeichnet. Die
Mobilitdt der beiden schneller laufenden Banden entspricht dem Laufverhalten des
his-Orc1p/fp6-DNA Komplexes. Dies ist ein Hinweis darauf, dass in nuklearen
Extrakten Proteine vorhanden sind, die mit der fp6-DNA einen &ahnlichen Protein-
DNA Komplex bilden wie his-hOrcl1p.

Zum Nachweis einer spezifischen Protein-DNA Interaktion zwischen his-hOrclp
und der fp6-DNA wurde ein Ansatz nach erfolgter Komplexbildung zusatzlich mit
hOrclp-spezifischen Antikdrpern inkubiert. Nach langerer Exposition der
Autoradiographie (Abb. 4.18C) lasst sich ein weiterer Protein-DNA Komplex
darstellen, der oberhalb der Doppelbande auftaucht. Demnach scheint sich der in
Abb. 4.18B beschriebene Nukleoprotein-Komplex tatsachlich aus fp6-DNA und his-
Orclp zusammenzusetzen. Allerdings kann dies nur bedingt als Beweis gewertet
werden, da in Gegenwart von Kontroll-Antikorpern (IgG) keine Protein-DNA
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Komplexe gebildet werden. Wahrscheinlich wirden Versuche mit rekombinantem
hOrclp, das Uber das Baculovirus System in Insektenzellen exprimiert wird, eine
eindeutigere Aussage zulassen.
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Abb. 4.18 Nukleare Extrakte enthalten Proteine, die mit der fp6-DNA einen identischen
Protein-DNA Komplex bilden wie rekombinantes his-hOrc1p.

(A) Das Coomassie-gefarbte SDS-Gel dokumentiert die (partielle) Renaturierung von his-hOrclp Uber
NiNTA-Agarose, wobei der Auftrag mit ‘I', der letzte Waschschritt vor dem Eluieren mit ‘W’ und die
Eluate mit ‘E1 - E5’ bezeichnet sind. (B) Gel-Retardierungsexperiment mit his-hOrclp und markierter
fp6-DNA. Parallel wurde ein Ansatz mit nuklearem Extrakt aufgetragen (Spur?2). (C) Supershift-
Experiment. Nach erfolgter Bindungsreaktion wurden die Ansdtze mit 300 ng hOrclp-spezifischen
Antikérpern (a-ORC1, Spur 4) oder mit Kontroll-Antikérpern (IgG, Spur 5) inkubiert.

Eine andere Mdglichkeit, Protein-DNA Wechselwirkungen zu untersuchen, ist das
‘South-Western’ Experiment. Mit dieser Technik sollte im Folgenden eine
spezifische Interaktion zwischen Membran-gebundenem his-hOrclp und einem
markierten PCR-Produkt, das die MCM4-Promoterregion zwischen den Nukleo-
tiden -357 und -643 repréasentiert (vgl. Abb. 4.10), nachgewiesen werden. Dazu
wurde rekombinantes, gereinigtes his-hOrclp und his-hMcm5p verwendet (Abb.
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4.19A). his-hMcm5p sollte neben BSA als Negativ-Kontolle dienen, da frihere
Experimente zeigten, dass das Protein im ‘South-Western’ Experiment keine DNA
bindet (Esther Biermann, Diplomarbeit 1999). Das im Versuch verwendete
rekombinante his-hMcm5p wurde von Esther Biermann (Uni Konstanz) zur Verfu-

gung gestellt.
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Abb. 4.19 Bindung von his-hOrclp an den MCM4-Genpromoter im ‘South-Western’ Experiment.

(A) Verdinnungsreihe der angereinigten ‘inclusion bodies’ his-hOrclp und his-Mcm5p im Coomassie-
gefarbten 10%igen SDS-Gel. (B) Die aufgereinigten PCR-Produkte der MCM4-Promoter-DNA (1) sowie
der Kontroll-DNA (2) im Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel. (C) ‘South-Western’ Experiment. Je
0,5 pg his-hOrclp, his-hMcm5p und BSA wurden pro Spur in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran Ubertragen. AnschlieRend wurden die Membran-gebundenen Proteine bei
3.2.5.4.). Die
Bindung erfolgte in Ab- und Anwesenheit eines 1000fachen Uberschusses an E. coli-Kompetitor-DNA
mit 2,5 ng markierter Promoter DNA. Wie angegeben wurde der Ansatz in Gegenwart von ATP (ceg =
1 mM) und / oder MgCl; (ce = 5 mM) inkubiert. (D) Die Bindung im ‘South-Western’ Experiment erfolgte,
wie unter Abb. 4.19C beschrieben, in Gegenwart von ATP (ce = 1 mM) und MgCl, (ce = 5 mM) und
wurde mit steigenden Mengen E. coli-Kompetitor-DNA durchgefiihrt. Als markiertes DNA-Substrat wurde
entweder MCM4-Promoter-DNA (oben), oder Kontroll-DNA verwendet (unten).

sinkenden Guanidinum Hydrochlorid Konzentrationen schrittweise renaturiert (vgl.

Da aus S. cerevisiae bekannt ist, dass die spezifische Bindung von ORC-Proteinen
an ARS-Sequenzen ATP-abhéangig erfolgt (Bell & Stillman, 1992), wurde zunachst
der Einfluss von ATP und MgCl, auf die Bindungsreaktion untersucht (Abb. 4.19C).
Das Experiment wurde in Ab- und Anwesenheit eines 1000-fachen Uberschusses
an nicht-markierter E. coli-Kompetitor-DNA mit dem in Abb. 4.10 beschriebenen
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markierten 287 bp langen Promoterfragment durchgefuhrt. Wie aus Abb. 4.19C
hervorgeht, bindet his-hOrclp die DNA in Anwesenheit von MgCl, und Kompetitor-
DNA (Abb. 4.19C, Spur 3, 4, 5 und 6). Die Bindung wird durch Zugabe von ATP
verstarkt (vgl. Spur 4 und Spur 6). Darum wurden weitere Versuche in Anwesenheit
von ATP und MgCI, durchgefihrt.

Um zu zeigen, dass eine sequenzspezifische Bindung vorliegt, wurde das
Bindungsverhalten des MCM4-Promoterfragmentes in Gegenwart steigender
Mengen E. coli-Kompetitor-DNA untersucht. Als Kontrolle wurde eine markierte
DNA, die ein 387 bp langes genomisches Fragment, das 6 kb stromabwarts im
MCM4-Gen lokalisiert ist, prapariert. Die Reinheit der verwendeten DNA-Fragmente
wurde im Agarosegel uberpruft (Abb. 4.19B). Wie aus Abb. 4.19D (oben) hervor-
geht, bleibt die Bindung des MCM4-Promoterfragmentes ab einem 1000 fachen
Uberschuss an E. coli-Kompetitor-DNA konstant (Abb. 4.19B oben, Spur 4 bis 7),
wéhrend die Bindung der Kontroll-DNA mit zunehmender Kompetitor-Menge unter-
drickt wird (Abb. 4.19D, unten). Das Ergebnis zeigt, dass hOrclp spezifisch mit
dem 287 bp langen DNA-Fragment aus dem MCM4-Genpromoter interagiert.

In einem weiterfihrenden Experiment sollte die Bindung der in Abb. 4.19 verwen-
deten MCM4-Promoter- und Kontroll-DNA an Proteine aus nuklearen Extrakten im
‘South-Western’ Experiment untersucht werden. Zunéchst wurde nuklearer Extrakt
auf einem 5% bis 25%igen Glycerin-Dichtegradienten aufgetrennt und fraktioniert.
Im Gegensatz zu Abb. 4.16 wurde der Extrakt direkt auf einen Gradienten mit
420 mM NacCl aufgetragen. Abb. 4.20A zeigt eine Coomassie-Farbung der Proteine
in den einzelnen Fraktionen (oben) und einen Immunblot, der mit hOrclp- und
hOrc2p-spezifischen Antikdrpern analysiert wurde (unten). Die Proteine zeigen ein
identisches Sedimentationsverhalten wie in einem Gradienten mit physiolo-
gischen Salzkonzentrationen (vgl. Abb. 4.16B).

Fur ‘South-Western’ Analysen (Abb. 4.20B) wurden Proteine der einzelnen
Fraktionen auf einem 10%igen SDS Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran-gebundenen Proteine wurden, wie in 3.2.5.4. beschrie-
ben, schrittweise renaturiert und mit markierter Promoter-DNA oder Kontroll-DNA
(siehe Abb. 4.19) in Gegenwart von E. coli-Kompetitor-DNA (5ug / ml) inkubiert. Die
Ansatze wurden in An- und Abwesenheit von ATP und MgCl, durchgefuhrt. Das in
Abb. 4.20B dargestellte Ergebnis zeigt, dass unter den beschriebenen Bedin-
gungen beide DNA-Substrate an zahlreiche Proteine binden. In Anwesenheit von
ATP und MgCI, treten weniger markierte Proteinbanden auf als in Ansatzen ohne
ATP und MgCl,. Beide DNA-Substrate unterscheiden sich in ihrer Bindungsspe-
zifitat nicht wesentlich, was auf die geringen Mengen an eingesetzter E. coli-
Kompetitor-DNA zuriickzufuihren ist. Es ist fraglich, ob in diesem System eine
Spezifitat der MCM4-Promoter-DNA fir hORC-Proteine bei optimierten Kompetitor-
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DNA Mengen nachzuweisen wéare. Deshalb wurde dieser Versuchsansatz nicht
weiter verfolgt.
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Abb. 4.20 Bindung des MCM4-Promoterfragmentes und einer Kontroll-DNA an Proteine aus

nuklearen Extrakten im ‘South-Western’ Experiment.
Nuklearer Extrakt wurde Uber einen 5% bis 25%igen Glycerin-Dichtegradienten aufgetrennt und
fraktioniert. (A) Proteine der einzelnen Fraktionen wurden in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt und
mit Coomassie gefarbt (oben) oder im Immunblot mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen Antikérpern
analysiert (unten). (B) ‘South-Western’ Experiment. Der Versuch wurde wie in Abb. 4.19C beschrieben
durchgefuhrt. Als markierte DNA-Substrate dienten die in Abb. 4.19B dargestellten PCR-Produkte.
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4.2.3. Analyse von a-Orc2p-prazipitiertem Chromatin im ChlP-Assay

Da bei den bisher gezeigten Experimenten keine tberzeugenden Interaktionen von
ORC-Proteinen mit Bereichen des MCM4-Genpromoters nachzuweisen waren,
sollten durch 'in vivo-crosslinking’ Methoden ORC-Bindestellen im humanen
Genom identifiziert werden. Diese Technik ist eine in Eukaryoten géangige
biochemische Methode um Interaktionen zwischen Proteinen und DNA zu untersu-
chen (Gohring et al., 1997; Crane-Robinson et al., 1999; Orlando et al., 2000).
Dabei werden proliferierende Zellen Uber einen bestimmten Zeitraum mit
Formaldehyd behandelt, was zu einer kovalenten Vernetzung von Proteinen und
DNA fuhrt. Das vernetzte Nukleoprotein wird durch mehrfache Waschschritte sowie
Uber einen CsCI-Stufengradient gereinigt und so von freien nicht-vernetzten
Proteinen bzw. Protein-freier DNA und RNA abgetrennt (vgl. 3.2.5.6.). Wird das
gereinigte Nukleoprotein durch Sonifizierung oder Behandlung mit Nukleasen in
Losung gebracht, so kbnnen durch Immunprazipitationen mit geeigneten Antikor-
pern Protein-DNA Komplexe gefallt werden. Dies ermoglicht zwei analytische
Ansétze: Zum einen konnen die gefallten Proteine im Immunblot dargestellt
werden, andererseits kann die koprazipitierte DNA Uber PCR-Techniken untersucht
werden.

Da die Dauer der Behandlung der Zellen mit Formaldehyd auschlaggebend flr
eine effektive Immunprézipitation ist, wurde zunachst eine Zeitreihe mit steigender
crosslinking Dauer durchgefiihrt. Die gereinigten Nukleoprotein-Komplexe wurden
im Coomassie-gefarbten Gel dargestellt und im Immunblot auf die Anwesenheit
von hOrclp und hOrc2p untersucht (Abb. 4.21). Wie erwartet nimmt die DNA-
assoziierte Proteinmenge bei langerer Behandlung mit Formaldehyd zu, wobei
sich der Anteil an Histon-Proteinen schon bei kurzen crosslinking-Zeiten (2 min) im
sattigenden Bereich befindet. Sowohl hMCM-Proteine als auch hORC-Proteine
werden bei kurzen crosslinking Zeiten effektiv mit der DNA vernetzt (siehe Ritzi et
al., 1998). Bei langeren crosslinking Zeiten taucht eine Abbaubande von hOrclp
auf, was darauf hindeutet, dass entweder hOrclp durch langere Formaldehydbe-
handlung degradiert wird oder endogenes partiell abgebautes hOrclp nur durch
langere Formaldehydfixierung vernetzt wird.

Die in Abb. 4.21 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine 2-4 mintige
Behandlung der Zellen mit Formaldehyd ausreicht, um hORC-Proteine effizient mit
genomischer DNA zu vernetzen.



4 Ergebnisse 65

time of crosslinking

kD‘ 2’ 4’ 61 87 ‘

coomassie g7+ ==

stain 66-
43
30
20
] histones
western blot
- MCM3
97 - MCM5
66- 0 ORC2
97 - ORC1
66

e e = - ORC1*

Abb. 4.21 ORC-Proteine werden durch eine kurze Behandlung mit Formaldehyd mit
genomischer DNA vernetzt.

Hela Zellen wurden in vivo fiur 2, 4, 6 und 8 min mit 1% Formaldehyd vernetzt. Die Nukleoproteine
wurden Uber mehrere Waschschritte und einen CsCl-Stufengradienten aufgereinigt. Aliquote (je 100 pg
DNA) wurden in Laemmli-Puffer resuspendiert und in SDS-Gelen aufgetrennt. Die Proteine wurden mit
Coomassie gefarbt (oben) oder im Immunblot mit polyklonalen mono-spezifischen Antikdrpern gegen
hMcm3p, hMcm5p sowie hOrclp und hOrc2p analysiert. Bei der mit * gekennzeichneten Bande handelt
es sich um ein Abbauprodukt von hOrc1p.

Im Folgenden sollte sonifiziertes Nukleoprotein mit hOrclp- und hOrc2p-
spezifischen Antikdrpern immunprazipitiert und die geféllten Proteine sowie die ko-
préazipitierte DNA analysiert werden.

Wie aus Abb. 4.22B hervorgeht, prazipitieren hOrc2p-Antikdrper spezifisch und
effizient Chromatin, an welches hOrc2p gebunden ist. Im Prazipitat kann auch
hOrclp nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass beide Proteine auf
denselben Chromatinfragmenten lokalisiert sind. Ebenso wird mit hOrclp-
Antikdrpern Chromatin gefallt, an das hOrclp und hOrc2p gebunden sind. Wird der
Immunblot mit SAF-A-spezifischen Antikdrpern analysiert, so kann eine schwache
Kopréazipitation mit hOrclp und hOrc2p nachgewiesen werden. Dies ist insofern
interessant, da frihere Untersuchungen zeigten, dass Origin-Regionen haufig mit
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SAR/MAR-Elementen assoziiert vorliegen (Boulikas et al., 1996). Um auszuschlie-
Ben, dass bei der Vernetzung unspezifische Proteinaggregate entstanden sind,
wurden Antikorper gegen die Untereinheiten der RNA Polymerase Il (Santa Cruz
Laboratories) verwendet. RNA-Pol Il konnte im Nukleoprotein nachgewiesen
werden, wurde jedoch nicht mit hOrclp- oder hOrc2p-spezifischen AntikGrpern
koprazipitiert. Daraus kann gefolgert werden, dass hORC-Proteine und die RNA
Polymerase Il nicht auf denselben Chromatinfragmenten lokalisiert sind.

Weiterhin sollte tber konventionelle PCR-Methoden gezeigt werden, ob Bereiche
des MCM4-Promoters in der mit hOrc2p-spezifischen Antikdrpern koprazipitierten
DNA angereichert sind. Dabei wurden zwei Primerpaare getestet. Ein Paar ist
komplementar zu Sequenzen der MCM4-Promoterregion (UPR), ein weiteres
Primerpaar ist homolog zu Sequenzen, die 6 kb stromabwarts bei ExonIX des
MCM4-Gens lokalisiert sind (Abb. 4.22C). Durch das Sonifizieren des Nukleopro-
teins entstehen DNA-Fragmente die bis zu 8 kb lang sind. Um auszusschliel3en,
dass beide Amplikons auf identischen Chromatinfragmenten vorliegen, wurde das
Nukleoprotein mit der Restriktionsendonuklease Nci | verdaut (Abb. 4.22A). Dieses
Enzym schneidet mehrfach zwischen, nicht aber in den Amplikons und garantiert
so eine Trennung der beiden Sequenzen ohne dabei das DNA-Template zu zer-
storen. Da durch die Pufferbedingungen des Enzyms 50% des Nukleoproteins
ausfallt, wurden die an Protein A-Sepharose-gebundenen Nukleoproteine mit Nci |
verdaut und die freigewordene DNA durch weitere Waschschritte abgetrennt. Die
mit ORC vernetzte restliche DNA bleibt wahrend des Waschens an der Protein A-
Sepharose gebunden und konnte anschlielRend prépariert und analysiert werden.
Die Ergebnisse der PCR-Reaktionen sind in Abb. 4.22D dargestellt. Die Kontrolle
zeigt, dass genomische DNA durch beide Primerpaare mit derselben Effizienz
amplifiziert wird. Wird Template-DNA eingesetzt, die aus Chromatin prapariert
wurde, das mit hOrc2p-spezifischen Antikbrpern prazipitiert wurde, so erhéalt man
nur unter Verwendung des UPR Primerpaars ein positives Signal, nicht aber bei
den Exon 9 Primern. Daraus ergibt sich, dass hOrc2p spezifisch mit DNA aus dem
MCM4-Promoter vernetzt wird, nicht aber mit DNA der Exon 9 Region des MCM4-
Gens.
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Abb. 4.22 hOrc2p assoziiert spezifisch mit der Promoterregion (UPR) des MCM4-Gens.

(A) Genomische Organisation. Doppellinie: Exons sind als schwarze Boxen hervorgehoben; Pfeile
geben den Startpunkt und die Richtung der Transkription an. Einfache Linie: Die Boxen geben die Lage
der amplifizierten PCR-Produkte an, vertikale Linien zeigen Schnittstellen des Restriktionsenzyms
Ncil. (B) DNA aus sonifiziertem Nukleoprotein vor (-) und nach (+) Verdau mit Ncil. (C)
Immunpréazipitation von Nci l-verdautem Nukleoprotein mit hOrc2p-spezifischen (a-ORC2), hOrclp-
spezifischen (a-ORC1) und Kontroll (IgG) -Antikérpern. Die Auftrage (1), Uberstande (S) und die
Préazipitate (P) wurden im Immunblot mit hOrclp- und hOrc2p- spezifischen Antikdrpern sowie mit
Antikdrpern gegen den Scaffold Attachment Factor-A (SAF-A) und die grof3en Untereinheiten der RNA
Polymerase Il analysiert. (D) PCR-Analyse. UPR, Primerpaar komplementar zu Sequenzen des MCM4-
Promoters. Exon 9, Primer komplementér zu Exon IX. HeLa DNA, PCR mit genomischer DNA als
Template (+) oder ohne (-) DNA. a-ORC2 ppt, Template-DNA prapariert aus Chromatin, das mit hOrc2p-
spezifischen Antikdrpern prazipitiert wurde. Kontroll-ppt, DNA prapariert aus Ansdtzen mit
unspezifischen Kontroll-Antikérpern (1gG).
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4.2.4. Standardisierung des ChlP-Assays durch Verdau des Nukleoproteins
mit Nuklease S7 (MNase).

Die in Abb. 4.22 gezeigten Daten bilden die Grundlage fiir weitere Experimente.
Dabei sollte ein groRerer genomischer Bereich um den MCM4-Genpromoter durch
unterschiedliche Amplikons im ChlIP-Assay analysiert werden. Das gereinigte
Nukleoprotein sollte nun mit einer unspezifischen Nuklease auf geeignete DNA-
Fragmentlangen reduziert werden, da sequenzspezifisch schneidende Restrik-
tionsendonukleasen, wie beispielsweise Nci |, unterschiedliche Schnittfrequenzen
zwischen und in den Amplikons aufweisen kdnnten. In Abb. 4.23 ist eine Titration
dargestellt, bei der gereinigtes Nukleoprotein mit steigenden Mengen S7 Nuklease
(MNase) verdaut und im Agarosegel analysiert wurde. Wird das verdaute Material
mit dem UPR Primerpaar amplifiziert, zeigt sich mit zunehmender Reduktion der
DNA-Fragmentlangen eine Abnahme der Effizienz der PCR-Reaktionen (Abb.
4.23B). Fur weitere Versuche wurde 1 mg Nukleoprotein mit 10 u MNase bei einer
Konzentration von 2 pug DNA / pl verdaut.
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Abb. 4.23 Die Effizienz von PCR-Reaktionen mit dem UPR Primerpaar ist abhéngig von der DNA-
Fragmentlange des Nukleoproteins.

(A) Titration: 100 pg Nukleoprotein (NP) wurde bei einer Konzentration von 2 pg DNA / yl mit steigen-

den Mengen MNase (0,2 u; 0,5u; 1u; 1,5u; 2 u) verdaut. Jeweils 15 pg des Proteinase K verdauten

Ansatzes wurde im Agarosegel aufgetrennt und analysiert. (B) Je 100 ng aufgereinigte DNA des

verdauten Materials wurden mit dem UPR Primerpaar in 30 PCR-Zyklen amplifiziert.
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Der in Abb. 4.22 beschriebene Versuch wurde mit MNase-verdautem Nukleoprote-
in wiederholt, wobei die DNA-Fragmente des Chromatins auf eine Lange zwischen
0,25 und 1 kb reduziert wurden (Abb. 4.24A). Zusatzlich zu den hOrclp- und
hOrc2p-Antikérpern wurde das MNase-behandelte Material mit hMcm3p-spezifi-
schen Antikérpern und unspezifischen Kontroll-Antikbrpern inkubiert. Frihere
Arbeiten zeigten, dass hMcm3p-spezifische Antikbrper Chromatin prazipitieren,
welches mit MCM-Proteinen vernetzt ist (Ritzi et al.,, 1998). Wie aus Abb. 4.24B
hervorgeht, prazipitieren hMcm3p-spezifische Antikoérper, nicht aber die Kontroll-
Antikorper, Chromatin-Fragmente, an denen alle sechs MCM-Proteine assoziiert
vorliegen. Zudem kann ein geringer Anteil hOrc2p koprazipitiert werden.

Wird MNase-verdautes Nukleoprotein mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen
Antikdrpern prazipitiert und das geféallte Chromatin im Immunblot mit hOrclp- und
hOrc2p-Antikdrpern analysiert (Abb. 4.24C), so konnen auch unter diesen Ver-
suchsbedingungen Koprazipitationen beider Proteine gezeigt werden. hMcmbp ist
in keinem der beiden Prazipitate nachweisbar.

Analysiert man die mit hOrclp- und hOrc2p-Antikdrpern kopréazipitierte DNA mit den
in Abb. 4.22C beschriebenen Primerpaaren, so erhédlt man nur mit dem UPR
Primerpaar positive Signale, nicht aber bei den Exon 9 Primern (Abb. 4.24D). DNA,
welche aus Chromatin prapariert wurde, das mit hMcm3p-spezifischen AntikGrpern
gefallt wurde, gibt bei beiden Primerpaaren ein positives Signal. Da nur ein Funftel
der PCR-Ansatze im Gel aufgetrennt wurde, ist die Intensitdt der Banden
schwécher als bei dem in Abb. 4.22 beschriebenen Versuch. Das Experiment zeigt,
dass unabhangig von der eingesetzen Nuklease, eine spezifische Assoziation von
hOrclp und hOrc2p mit den UPR-Sequenzen des MCM4-Promoters nachgewiesen
werden kann. Im Gegensatz dazu scheint hMcm3p mit beiden untersuchten DNA-
Regionen zu interagieren.

4.2.5. Bestimmung von ChIP-DNA-Mengen durch quantitative ‘real time’ PCR

Um eine Aussage Uber die genaue Verteilung von Proteinen Uber einen grof3eren
genomischen Bereich treffen zu kdnnen, war es notwendig die Mengen der im
ChlP-Assay koprazipitierten DNA in den einzelnen PCR-Ansatzen zu bestimmen. In
fruheren Untersuchungen wurden zur Bestimmung von Template-DNA-Mengen
kompetitive PCR-Techniken angewendet (Giacca et al., 1994). In dieser Arbeit
wurden solche Quantifizierungen im sogenannten ‘Light Cycler’ (LightCycler instru-
ment, Roche Diagnostics) Uber ‘real time’ PCR durchgefuhrt. Die Vorteile dieser
Technik beruhen darauf, dass keine spezifischen Kompetitor-DNA Sequenzen
hergestellt werden mussen. Zudem konnen verschiedene Amplikons in relativ
kurzer Zeit mit hoher Sensitivitat quantifiziert werden.
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Abb. 4.24 hOrc2p und hOrclp assoziieren spezifisch mit der Promoterregion (UPR) des MCM4-Gens.
(A) DNA aus Nukleoprotein vor (-) oder nach (+) Behandlung mit MNase. (B) Immunpréazipitation von
MNase-behandeltem Nukleoprotein mit hMcm3p-spezifischen Antikérpern (a-MCM3) und mit unspezi-
fischen Kontroll-Antikérpern (IgG). Auftrag (1), Uberstiande (S) und Prézipitate wurden mit DEFD-
Antikdrpern und hOrc2p-spezifischen Antikérpern im Immunblot analysiert. Der DEFD-Antikdrper ist
gegen ein konserviertes Polypeptid gerichtet, das in allen MCM-Proteinen vorkommt. (C) MNase-
verdautes Nukleoprotein wurde mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen Antikbrpern sowie mit
unspezifischen Kontroll-Antikdrpern (IgG) immunprazipitiert und im Immunblot mit den entsprechenden
Antikdrpern analysiert. (D) Die koprazipitierte DNA wurde unter Verwendung der in Abb. 4.22
beschriebenen Primerpaare mit konventioneller PCR anlaysiert. HeLa DNA, PCR-Reaktionen ohne (-)
oder mit (+) genomischer DNA als Template dienten als Kontrolle. Mit folgenden Antikdrpern wurde
prazipitiert: Kontroll-Antikorper (IgG), a-ORC1, a-ORC2 und a-MCM3.
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Eine PCR-Reaktion zeichnet sich durch ein typisches Reaktionsprofil aus (Abb.
4.25A). Die Menge der PCR-Produkte nimmt nach den ersten Zyklen logarithmisch
zu und erreicht dann ein Plateau. Dabei beginnt die logarithmische Phase der
Reaktion in Abhéangigkeit von der eingesetzten Menge an Template-DNA. Der
methodische Ansatz der ‘real time’ PCR besteht darin, dass das Reaktionsprofil
einer PCR-Reaktion Uber einen fluoreszierenden Farbstoff dokumentiert wird. In
dieser Arbeit wurde das ‘FastStart DNA Master SYBR Green |’ System (Roche
Diagnostics) verwendet. Der fluoreszierende Farbstoff SYBR Green | bindet an die
kleine Rinne der DNA-Doppelhelix und fluoresziert in gebundenem Zustand, wobei
die Intensitat der Fluoreszenz mit der DNA-Menge im Ansatz korreliert.

Fur quantitative Analysen wird eine Verdinnungsreihe von genomischer DNA mit
bekannten Konzentrationen erstellt und mit entsprechenden Primerpaaren amplifi-
ziert. Nach der PCR berechnet die Light Cycler Software die Kopienanzahl der
Proben, indem fur jede Standardreaktion der Schnittpunkt der logarithmischen
Fluoreszenz mit der Baseline gebildet wird. Diese Schnittpunkte werden gegen die
logarithmischen Konzentrationen der Standards aufgetragen, wodurch eine lineare
Regressionsgerade als Standardkurve berechnet wird. Parallel werden identische
PCR-Ansatze mit DNA aus immunprazipitiertem Chromatin als Template durch-
gefuhrt. Die Konzentrationen der spezifischen DNA-Sequenzen werden durch
Extrapolation mit der Standardkurve bestimmt.

Um auszuschlieBen, dass unspezifisch amplifizierte Produkte bei Quantifizie-
rungen bericksichtigt werden, erfolgt nach jeder PCR-Reaktion eine Schmelzkur-
ven-Anayse. Dabei wird zunachst in einem Test-Ansatz der spezifische Schmelz-
punkt eines PCR-Produktes bestimmt (Abb. 4.25). Abb. 4.25A zeigt exemplarisch
das Reaktionsprofil von zwei ‘real time’ PCR-Reaktionen, die mit Primern, welche
komplementar zu Sequenzen im Intron VIl des PRKDC-Gens sind (In7; vgl. Tab
3.1.D), in Gegenwart von genomischer DNA (durchgezogene Linie) oder H,O
(gestrichelte Linie) durchgefuhrt wurden. Beide Reaktionen zeigen ab einer
bestimmten Zyklenzahl eine DNA-Amplifikation, wobei die Produkte mit H,O bei
spateren Zyklen entstehen. Fur die Schmelzkurven-Analyse werden die Proben auf
65°C abgekihlt, so dass die doppelstrangig vorliegende DNA maximal fluoresziert.
Durch allmahliches Erhitzen wird die DNA denaturiert und schmilzt bei einer fir das
Produkt charakteristischen Temperatur. Die Abnahme der Fluoreszenz beim
Schmelzpunkt kann tGber das SYBR Green | dokumentiert werden (Abb. 4.25B).
Bildet man die erste Ableitung der Schmelzkurve, so konnen die exakten
Schmelzpunkte der Produkte bestimmt werden (Abb. 4.25C). Es zeigt sich, dass
bei der Reaktion mit H,O ein deutlich niedrigerer Schmelzpunkt vorliegt, was
typisch flr so genannte Primerdimere ist. Solche Produkte sollten bei Quantifizie-
rungen nicht bericksichtigt werden. Abb. 4.25D zeigt das Schmelzprofil einer
Quantifizierung mit denselben Primerpaaren (In 7) die in Abb. 4.25A, B und C unter-
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sucht wurden. Bei der Bestimmung der Kopienanzahl wurden nur Produkte
beriicksichtigt, die einen fur das Amplikon charakteristischen Schmelzpunkt besit-
zen.
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Abb. 4.25 Schmelzkurven-Analyse von PCR-Produkten mit dem LightCycler System.

(A) Reaktionsprofil von zwei ‘real time’ PCR-Reaktionen, die mit In7 Primern (vgl. Tab. 3.1.D) in
Gegenwart von genomischer DNA (durchgezogene Linie) oder mit H,O (gestrichelte Linie) durchgefihrt
wurden. (B) Schmelzkurve der entstandenen PCR-Produkte. (C) Bestimmung der Schmelztemperatur
der Produkte, indem die erste Ableitung der Schmelzkurve gebildet wurde. (D) Schmelzprofil einer
Quantifizierungsreaktion mit dem unter (A), (B) und (C) beschriebenen Primerpaar.
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In Abb. 4.26 ist das Reaktionsprofil von zwei quantitativen ‘realtime’ PCR-
Reaktionen dargestellt. Dabei wurden ca. 0,1 ng DNA aus immunprazipitiertem
Chromatin einerseits mit dem Primerpaar UPR (UPR fir ‘upstream promoter
region’), das homolog zu Sequenzen des MCM4-Promoters ist (Abb. 4.26A),
andererseits mit einem Primerpaar das komplementéar zu Sequenzen des Exon Vi
des MCM4-Gens ist, amplifiziert und quantifiziert (Fig.26B). In der mit hOrc2p-
spezifischen Antikdrpern préazipitierten Probe wurden fur das UPR Primerpaar
ungefahr 2000 Kopien bestimmt und weniger als 10 Kopien mit dem Exon7
Primerpaar. Demnach sind in der mit hOrc2p-Antikdrpern koprazipitierten DNA die
MCM4-Promoter-Sequenzen gegeniber einer Kontroll-Region, die bei Exon VIl im
MCM4-Gen lokalisiert ist, stark angereichert.
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Abb. 4.26 Quantitative PCR.

Gestrichelte Linien, zwei Verdinnungsreihen genomischer HelLa DNA. Die Verdinnungen basieren
darauf, dass 30 ng DNA 10* Genomaquivalenten entsprechen. Die x-Achse gibt die Anzahl der PCR-
Zyklen an, die y-Achse entspricht der gemessenen Fluoreszenz. Dicke Linien: Template-DNA, die aus
Chromatin prapariert wurde, das mit hOrc2p-spezifischen Antikbrpern prazipitiert wurde. (A) PCR-Primer
komplementar zur MCM4-Promoterregion (UPR). (B) PCR-Primer (Ex 7) komplementar zu Exon VII
Sequenzen des MCM4-Gens.
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Im Folgenden sollte untersucht werden, ob hOrclp-spezifische Antikdrper ebenso
wie hOrc2p-Antikorper Chromatinfragmente prazipitieren, in welchen die MCM4-
Promotersequenz angereichert vorliegt. Zudem sollte die mit hMcm3p-spezifischen
Antikdrpern koprazipitierte DNA analysiert werden. In diesen Experimenten wurden
zusatzlich zu denen in Abb. 4.26 beschriebenen Primerpaaren weitere Primer
verwendet, die komplementar zu Sequenzen der benachbarten Gene sind (Abb.
4.27A).

Die Ergebnisse von zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten
zeigen (Abb. 4.27B), dass hOrclp-Antikérper und hOrc2p-Antikdrper bevorzugt
Chromatinfragmente prazipitierten, welche DNA der MCM4-Promoterregion enthal-
ten. Die mit hMcm3p-Antikorpern koprazipitierte DNA scheint in derselben Region
angereichert zu sein. Demnach kann aus den gezeigten Daten geschlossen
werden, dass sowohl hOrclp und hOrc2p als auch hMcm3p spezifisch mit der
UPR-Region zwischen den divergent transkribierten Genen MCM4 und PRKDC
assoziiert vorliegen.
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Abb. 4.27 Die MCM4-Promoterregion ist in hOrclp- und hOrc2p-prazipitiertem Chromatin angereichert.
(A) Schematische Darstellung der genomischen Organisation der divergent transkribierten Gene
PRKDC und MCM4. Schwarze Boxen: Exons; graue Boxen: repetitive Elemente; Doppelpfeile:
Sequenzen, die komplementadr zu den verwendeten Primerpaaren sind (siehe Tab.3.1.D). (B)
Quantitative ‘real time’ PCR bei der aus Chromatin praparierte Template-DNA verwendet wurde, die mit
unspezifischen Kontroll-Antikérpern (IgG) oder mit hOrclp-, hOrc2p-, und hMcm3p-spezifischen
Antikdrpern prazipitiert wurde.
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4.2.6. ChlP-Assay mit Nukleoprotein aus synchronisierten Zellen

Die bisherigen Versuche wurden mit asynchron proliferierenden HelLa S3 Zellen
durchgefuhrt. Frihere Arbeiten zeigten, dass sich die Zusammensetzung des
ORC-Komplexes wahrend der S-Phase verandert, da hOrclp vom Chromatin
dissoziiert (Kreitz et al., 2000). Deshalb war es von Interesse, Chromatinpréapa-
rationen aus Zellen der G1-Phase und S-Phase zu vergleichen, um festzustellen,
ob sich die Lokalisation von hOrclp und hOrc2p in den verschiedenen Zellzyklus-
Phasen unterscheidet. Dazu wurde Nukleoprotein aus G1l-Phase Zellen und S-
Phase Zellen prapariert und mit hOrclp- und hOrc2p-spezifischen Antikérpern
prazipitiert.

Die im Immunblot dargestellten Daten zeigen (Abb. 4.28A), dass hOrclp und
hOrc2p effizient mit Chromatin aus G1-Phase Zellen prazipitiert werden konnen.
Untersuchungen mit Chromatin aus S-Phase Zellen ergaben, dass hOrclp nicht
im Nukleoprotein nachweisbar ist und somit auch nicht gefallt werden kann.
hOrc2p ist jedoch sowohl in Immunprazipitaten von Chromatin aus G1-Phase
Zellen als auch aus S-Phase Zellen nachweisbar.

Weiterhin wurde die koprazipitierte DNA Uber quantitative ‘real time’ PCR analy-
siert. Dabei wurden drei zusatzliche Primerpaare verwendet, die komplementar zu
Sequenzen sind, die ndher bei der MCM4-Promoterregion lokalisiert sind und
somit eine genauere Eingrenzung der Binderegion zulassen (Abb. 4.28B). Die
Ergebnisse von zwei unabhangigen Experimenten zeigen, dass in G1-Phase
Chromatin hOrclp und hOrc2p an die MCM4-Promoterregion binden, wohingegen
in S-Phase Chromatin ausschliel3lich hOrc2p mit der Promoter-DNA assoziiert
vorliegt (Abb. 4.28C). Ein weiterer Aspekt der in Abb. 4.28C gezeigten Daten sind
die Ergebnisse der Quantifizierungen mit den Primerpaaren Inl und Ex2. Beide
Amplikons weisen eine kurze Distanz (0,7 und 1 kb) zu der UPR Region auf. So
prazipitieren hOrclp- und hOrc2p-Antikdrper Chromatinfragmente aus G1-Zellen
die UPR- und Ex2-Sequenzen enthalten. In S-Phase Chromatin, das mit hOrc2p-
spezifischen Antikdrpern préazipitiert wurde, sind jedoch UPR- und zusatzlich Inl-
Sequenzen angereichert. Demnach scheint sich die Lokalisation von hOrc2p
wahrend der S-Phase geringfigig zu verédndern. Unabhangig davon zeigen die
Experimente, dass bei einem Amplikonabstand von 0,7 — 1 kb eine fur die ChIP-
Technik limitierende Auflésung erreicht wird. Die Binderegion von hOrclp und
hOrc2p konnte somit eindeutig auf die UPR-Sequenzen eingegrenzt werden.
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Abb. 4.28 S-Phase Chromatin enthalt kein hOrclp.

(A) MNase-verdautes Nukleoprotein aus G1-Phase Zellen und S-Phase Zellen wurde mit hOrclp-
Antikérpern oder mit hOrc2p-Antikérpern immunprazipitiert. Auftrag (), Uberstande (S) und Préazipitate
hOrc1p- B)
Schematische Darstellung der untersuchten genomischen Region. Die Positionen der Amplikons sind
durch schwarze Boxen hervorgehoben. (C) Quantifizierung der DNA, die aus immunprézipitiertem

(P) wurden im Immunblot mit und hOrc2p-spezifischen Antikdrpern analysiert.

Chromatin prapariert wurde, das einerseits aus G1-Phase Zellen (oben) oder S-Phase Zellen (unten)
gewonnen wurde. Die Abbildung zeigt zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente.
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Die Bindung der MCM-Proteine an Chromatin ist &hnlich wie die Chromatinbindung
von hOrclp Zellzyklus-abhangig reguliert (siehe 1.3.2.4.). Deshalb wurde
Nukleoprotein aus G1-Phase Zellen und S-Phase Zellen prapariert und mit
hMcm3p-spezifischen Antikorpern sowie mit Kontroll-Antikbrpern (1gG) prazipitiert
(Abb. 4.29).

Bei der Untersuchung im Immunblot mit hOrclp-, hOrc2p- und hMcmb5p-
spezifischen Antikdrpern (Abb. 4.29A) ergab sich folgendes Ergebnis: Werden die
Mengen an vernetztem hOrc2p und hMcm5p miteinander verglichen, so ist bei
Nukleoproteinpraparationen von G1-Phase Zellen mehr hMcm5p an die DNA
gebunden als hOrc2p, wohingegen bei S-Phase Chromatin gleiche Mengen
vernetzt vorliegen. Demnach scheinen in S-Phase Zellen geringere Anteile von
MCM-Proteinen Chromatin-gebunden vorzuliegen als in G1-Phase Zellen. Dieses
Ergebnis ist aufgrund friherer Arbeiten zu erwarten, die zeigten, dass sich hMCM-
Proteine wahrend der S-Phase vom Chromatin ablésen (Todorov et al., 1995;
Krude et al.,, 1996). Analysiert man die Préazipitate im Immunblot mit hMcm5p-
spezifischen Antikorpern, so zeigt sich, dass sowohl in S-Phase Chromatin als
auch in G1l-Phase Chromatin hMcm5p mit hMcm3p-Antikorpern koprézipitiert
werden kann. Die Menge an koprazipitiertem hMcmb5p ist bei Fallungen mit S-
Phase Chromatin geringer als bei Nukleoprotein aus G1-Phase Zellen.

In Abb. 4.29B sind die Ergebnisse der quantitativen ‘real-time’ PCR dargestellt, bei
der die mit hMcm3p-Antikdrpern oder Kontroll-Antikdrpern (IgG) koprazipitierte DNA
als Template-DNA eingesetzt wurde. Bei Praparationen aus G1-Phase Zellen
ergab sich, dass in Chromatin, das mit hMcm3p-Antikdrpern préazipitiert wurde,
DNA-Sequenzen der UPR-Region und der Ex2-Region gegeniber benachbarten
Regionen angereichert sind. Die Daten zeigen, dass in G1-Phase Zellen hMcm3p
ebenso wie hOrclp und hOrc2p spezifisch mit der MCMA4-Promoterregion
assoziiert vorliegt. Dies deutet auf eine Kolokalisation von ORC-Proteinen und
MCM-Proteinen wéhrend der G1-Phase hin. Entsprechend der im Immunblot
dargestellten Mengen an koprazipitiertem hMcm5p ist bei Praparationen aus S-
Phase Zellen die Menge an koprazipitierter DNA geringer als bei Experimenten mit
G1-Phase Zellen. Zudem scheinen die Sequenzen Uber einen grof3eren genomi-
schen Bereich angereichert zu sein, was auf eine Veranderung der Lokalisation
von hMcm3p wéhrend der S-Phase hindeutet.
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Abb. 4.29 Die Lokalisation von hMcm3p verandert sich wahrend der S-Phase.

(A) MNase verdautes Nukleoprotein aus G1-Phase und S-Phase Zellen wurde mit hMcm3p-spezifischen
Antikorpern (a-MCM3) oder unspezifischen Kontroll-Antikérpern (IgG) prazipitiert. Auftrag (1) Uberstand
(S) und die Prazipitate (P) wurden im Immunblot mit hMcm5p-, hOrclp- und hOrc2-spezifischen
Antikdrpern analysiert. (B) Quantifizierung der DNA, die aus immunprazipitiertem Chromatin prapariert
wurde, das einerseits aus G1-Phase Zellen (oben) oder S-Phase Zellen (unten) gewonnen wurde. Es
sind zwei unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente dargestellt.

4.2.7. Nachweis einer Origin-Aktivitat im MCM4-Genpromoter

Da aus S. cerevisiae bekannt ist, dass ORC an die Startstellen der DNA
Replikation bindet, sollte im Folgenden untersucht werden ob die hOrclp/hOrc2p-
Bindestelle im MCM4-Genpromoter auch als Origin aktiv ist. Dazu wurde der
sogenannte ‘nascent strand abundance assay’ durchgefuhrt (Giacca et al., 1997).
Der Versuch basiert auf der Annahme, dass einzelstrangige DNA-Fragmente mit
einer Lange von ca. 1 kb vorzugsweise in der Nahe von Replikationsstartstellen
auftreten, da Vorwarts-Strange von fortgeschritteneren Replikationsgabeln wesent-
lich langer sind und Ruckwarts-Strange aus Okazaki-Fragmenten bestehen, die
eine Lange von 100 — 200 bp aufweisen.

Die untersuchte ‘nascent DNA’ wurde von Christian Keller (Uni Konstanz) zur
Verfigung gestellt, wobei der Versuchsablauf schematisch in Abb. 4.30A darge-
stellt ist. Zunéchst wird genomische DNA aus proliferierenden HelLa S3 Zellen
prapariert, anschlieend durch Erhitzen denaturiert und dann tber einen Sucrose
Gradienten fraktioniert. Durch das parallele Auftrennen eines Grélienmarkers in
einem identischen Gradienten wird die durchschnittiche Lange der DNA der
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einzelnen Fraktionen bestimmt und die 1 — 2 kb Fraktion als Template in quantita-
tiven PCR-Reaktionen eingesetzt.

A origin

nascent strands

Extraction of total genomic DNA from asynchronously proliferating HeLa cells
Denaturation at 85°C for 10 min
Loading onto 5-30% neutral sucrose gradients

Selection and isolation of nascent DNA with 1-2kb of length

Quantification by the Light Cycler System
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Abb. 4.30 Die MCM4-Promoterregion (UPR) ist in Praparationen von naszierender DNA
stark angereichert.

(A) Schematische Darstellung der Praparation von naszierender DNA. (B) Links, Quantifizierung von
DNA Sequenzen in der 1-2kb Fraktion der naszierenden DNA. Die Primerpaare UPR, In7, In6, Inl, Ex2,
Ex6, Ex7 und Ex9 (Tab.3.1.D) wurden in zwei unabhangigen PCR-Reaktionen eingesetzt. Rechts, LB2
entspricht einem Primerpaar das homolog zu Sequenzen des Lamin B2 Origins ist, LB2C1 ist ein
Kontroll-Primerpaar, komplementér zu einer genomischen Region die 3,5 kb stromaufwérts des
Lamin B2 Origins lokalisiert ist.



4 Ergebnisse 80

Um festzustellen, ob in dieser Fraktion tatsachlich Origin-Sequenzen angereichert
vorliegen, wurden zunachst Kontrollversuche mit einer bereits bekannten Start-
stelle der DNA-Replikation, dem Lamin B2 Origin, durchgefuhrt (siehe 1.2.2.).
Dabei wurden zwei verschiedene Primerpaare verwendet: Ein Primerpaar (LB2),
das komplementar zu den Lamin B2 Origin-Sequenzen ist, sowie ein zweites
Primerpaar (LB2C1) das homolog zu einer nichtcodierenden Region ist, die 3,5 kb
stromaufwarts vom Origin liegt. Die in Abb. 4.30B dargestellten Ergebnisse zeigen
eine deutliche Anreicherung von Lamin B2 Origin-Sequenzen in der 1 kb Fraktion,
die genau den von Giacca et al. (1994) publizierten Daten entsprechen.

Daraufhin wurden die in Abb. 4.28B beschriebenen Primerpaare der MCM4-
Genregion fur quantitative ‘real time’ PCR-Analysen verwendet. Es zeigt sich, dass
die UPR-Region des MCM4-Genpromoters gegeniber den benachbarten genomi-
schen Bereichen deutlich angereichert vorliegt (Abb. 4.30). Wie zu erwarten, nimmt
diese Anreicherung der UPR-Region in Fraktionen mit grof3eren DNA-Fragment-
langen ab (Daten nicht gezeigt). Demnach ist der MCM4-Genpromoter als Origin
aktiv. Zudem liegt diese neu identifizierte Startstelle der DNA-Replikation in dersel-
ben genomischen Region wie die Bindestelle fir hOrclp und hOrc2p.

4.2.8. ‘in vivo footprinting’ Studien zur Eingrenzung der ORC-Binderegion

Die Durchfthrung von ‘in vivo footprinting’-Experimenten am Lamin B2 Origin sind
wichtige Arbeiten, da erstmals Protein-DNA Interaktionen Uber einer Startstelle der
DNA-Replikation in hoheren Eukaryoten nachgewiesen werden konnten (Dimitrova
et al., 1996; Abdurashidova et al., 1998). Diese Interaktionen beschranken sich auf
proliferierende Zellen und verandern sich in Abhangigkeit vom Zellzyklus. Durch
ChlP-Assays konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich zwischen den
beiden divergent transkribierten Genen PRKDC und MCM4 eine ORC-Binderegion
befindet. Nun sollte diese Region durch ‘in vivo footprinting’-Experimente genauer
definiert werden. Durch DNase-I-Schutz-Experimente konnte ein relativ kleiner
Bereich, der fur eine solche Bindung in Frage kommt, eingegrenzt werden. Da die
geschitzten Bereiche fpl, fp2, fp3 und fp4 Konsensussequenzen bekannter
Transkriptionsfaktoren darstellen, sollte die untersuchte Region die DNase-I-
geschitzten Bereiche fp5 und fp6 umfassen (siehe Abb. 4.32A).

Bei ‘genomischen footprints’ werden Zellen zunachst in vivo mit Dimethylsulfat
(DMS) behandelt, was zu einer spezifischen Methylierung von proteinfreien
Guanosin-Resten in der DNA fihrt. AnschlieBend wird die genomische DNA
prapariert und an ihren methylierten Resten durch Behandlung mit Piperidin
gespalten. In einem Kontrollansatz wird proteinfreie genomische DNA in vitro mit
DMS behandelt und ebenfalls gespalten. Nach Entfernung des Piperidins kann die
modifizierte DNA Uber ‘ligation-mediated’ PCR (LM-PCR) analysiert werden (Quivy
& Becker, 1993)(siehe 3.2.5.8.).
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Abb. 4.31 ‘in vivo footprinting’-Studien.

(A) Sequenz des zu untersuchenden Bereichs zwischen den beiden Genen PRKDC und MCM4. Die fiir
die LM-PCR verwendeten Primer sind durch Pfeile gekennzeichnet. (B) ‘in vivo footprinting’ Experiment,
wobei fir die LM-PCR die Primer IVFP1, IVFP2 sowie IVFP3 verwendet wurden. Der Primer IVFP3
wurde 5’-endmarkiert. x, y, z bezeichnen identische Regionen der ‘footprinting’-Reaktion (Spur 1, 2)
und der C-Spur der Sequenzreaktion (Spur 6).

Abb. 4.31B zeigt exemplarisch eine Autoradiographie eines solchen Versuchs.
Vergleicht man die C-Spur der Sequenzreaktion (Spur 6) mit der ‘footprinting’-
Reaktion (Spur 1, 2), so kann eine gewisse Ubereinstimmung der Nukleotidfolgen
beobachtet werden, wobei die Banden der ‘footprinting’-Reaktionen aus langeren
DNA-Fragmenten resultieren. Bei einem korrekten Versuchsablauf sollte aller-
dings die ‘footprint’ Reaktion mit der G-Reaktion (Spur 3) Ubereinstimmen, was
nicht der Fall ist. Das Ergebnis la3t sich erklaren, wenn man bertcksichtigt, dass
die bei den ‘footprint’-Reaktionen auftretende C-Spur eine Sequenzfolge eines
repetitiven ALU-Elementes reprasentiert. Die MCM4-Genregion mit 23% und vor
allem das PRKDC-Gen mit 57% besitzen einen extrem hohen SINE-Anteil (‘short
interspersed repetitive element’), der sich grof3teils Uber repetitive ALU-Elemente
definiert (Connelly et al., 1998, siehe Abb. 4.27A). Demnach wéare es denkbar, dass
die bei dem Versuch gewahiten Oligonukleotide unspezifisch an solche repetitiven
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Elemente hybridisieren. Fraglich ist, ob diese unspezifische Interaktion vermieden
werden kann, da die Auswahl an mdglichen Primern durch den hohen GC-Gehalt
der intergenischen Sequenz (63%), extrem eingeschrankt ist (siehe Abb. 4.32A).
Demnach konnte Uber diesen Versuch keine Kartierung der ORC-Binderegion
erfolgen.

4.2.9. Untersuchungen zur episomalen Replikation von Plasmiden mit MCM4-
Promoterfragmenten
Ein wichtiger biotechnischer Aspekt ist die Entwicklung von eukaryotischen Vektor-
systemen, die unabhangig von viralen Komponenten arbeiten. Da es sich bei der
MCM4-Promoterregion um einen genomischen Bereich handelt, der sowohl Origin-
Aktivitdt besitzt als auch eine Bindestelle fir essenzielle Proteine der DNA-
Replikation beinhaltet, sollte im Folgenden ein sogenannter ARS-Assay durchge-
fuhrt werden. Dieses Experiment basiert auf Versuchen, welche in S. cerevisiae zur
Identifizierung von Startstellen der DNA-Replikation, so genannter ARS-Sequenzen
(autonomously replicating sequences), gefuhrt haben (Stinchcomb et al., 1979)
(siehe 1.2.1.). Bisher gab es in hoheren Eukaryoten keine Hinweise auf eine
effiziente Replikation extrachromosomaler Plasmid-DNA. Neuere Arbeiten zeigen
allerdings, dass bestimmte SAR/MAR-Elemente episomal in CHO-Zellen repli-
zieren (Baiker et al., 2000; Piechaczek et al., 1998). Deshalb wurde ein 537 bp
langes MCM4-Promoterfragment (-893 bis -357; pEGFP-MCM4), sowie das in Abb.
4.19 beschriebene 387 bp lange Kontroll-Fragment (pEGFP-K) in einen pEGFP-C1
Vektor kloniert und in HeLa S3 Zellen transfiziert (vgl. 3.2.2.). Abb. 4.32A zeigt die
Zellen 24 h nach der Transfektion. Die Transfektionsrate, die in allen Zellen ver-
gleichbar ist, konnte tUber die Fluoreszenz des GFP-Proteins, das durch den Vektor
exprimiert wird, bestimmt werden (Abb. 4.32A unten).
Die transfizierten Zellen wurden Uber einen langeren Zeitraum passagiert, wobei
bei jeder Passage extrachromosomale DNA mittels der HIRT-Methode (vgl.
3.2.4.7.) prapariert und anschlieBend durch Elektroporation in E. coli XL1-blue
transformiert wurde. In Abb. 4.32B ist die Anzahl der erhaltenen Transformanten in
einem Schaubild dargestellt. Es zeigt sich, dass der peEGFP-MCM4 Vektor eine
etwas stabilere Anzahl von Transformanten in den ersten Passagen aufweist, die
jedoch nach 4 bis 8 Passagen, wie die Kontroll-Plasmide, gegen Null tendieren.
Dasselbe Ergebnis wurde erhalten, wenn Plasmide (wie z.B. pSK-/6/2,8; siehe
Diplomarbeit, 1996) mit groReren Promoterfragmenten untersucht wurden (Daten
nicht gezeigt). Demnach sind Plasmide mit MCM4-Promoterfragmenten nicht in der
Lage episomal in HeLa S3 Zellen zu replizieren. Es scheint, dass neben Origins
weitere cis-wirkende DNA-Elemente, wie beispielsweise die beschriebenen
SAR/MAR-Elemente (Baiker et al., 2000; Piechaczek et al., 1998), notwendig sind,
um diesen Effekt zu erzielen.
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Abb. 4.32 Plasmide mit MCM4-Promoteranteilen zeigen keine episomale Replikation in HeLa S3 Zellen.
(A) 1x10° HelLa S3 Zellen wurden mit pEGFP-C1, pEGFP-MCM4 sowie pEGFP-K mit Superfect™
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers transfiziert. 24h nach der Transfektion wurde die Rate Uber
den GFP-Anteil des Vektors bestimmt (unten). (B) Anzahl der Klone, die durch Transformation der
praparierten HIRT-Uberstande erhalten wurden (Y-Achse), wobei ‘p’ die Zellpassage angibt in welchen
extrachromosomale DNA prapariert wurde (X-Achse).

4.2.10. Assoziation von ORC-Proteinen mit der Lamin B2 Origin Region

Es stellte sich die Frage, ob die ChIP-Technik, die die Identifizierung einer ORC-
Binderegion im MCM4-Genpromoter ermdglichte, auch dazu geeignet ist andere
ORC-Bindestellen im menschlichen Genom zu lokalisieren. Deshalb sollte im
ChIP-Assay untersucht werden, ob bekannte Origin-Sequenzen ebenso mit ORC-
Proteinen assoziiert vorliegen. Da der Lamin B2 Origin die am besten
charakterisierte Startstelle der DNA-Replikation darstellt (Abdurashidova et al.,
2000, Giacca et al., 1994), wurde der ChiP-Assay bei dieser Region angewendet.
Fur quantitative Analysen wurden entsprechende Primerpaare hergestellt. Ein
Primerpaar, das homolog zu Sequenzen der kartierten Replikationsstartstelle
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(LB2) ist, sowie zwei angrenzende Kontroll-Primerpaare, die 3,6 kb (LB2C1; siehe
Tab. 3.1.D) und 2,6 kb (LB2C2) entfernt lokalisiert sind. Zunachst wurde die
amplifizierbare DNA-Menge von MNase-verdautem Material vor der Immunprazi-
pitation bestimmt. Es zeigt sich (Abb. 4.33A), dass Fragmente, die LB2C1-
Sequenzen enthalten, eine 6 - 8 fach héhere Amplifikationsrate aufweisen als die
anderen untersuchten Regionen. Vermutlich handelt es sich bei der LB2C1-
Sequenz um eine Region, die sehr resistent gegen die MNase-Behandlung ist und
deshalb im Verhdaltnis zu den anderen untersuchten Regionen effizienter
amplifiziert werden kann.
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Abb. 4.33 Sequenzen der Replikationsstartstelle des Lamin B2 Origins sind in

ORC-Prazipitaten angereichert.
(A) Die Kopienanzahl der Sequenzen wurde durch quantitative ‘real-time’ PCR in MNase behandeltem
Chromatin (input DNA) bestimmt. (B) Das MNase behandelte Chromatin wurde mit hOrc2p-spezifischen
Antikdrpern sowie mit unspezifischen Kontroll-Antikérpern (IgG) prazipitiert. Die Kopienanzahl der
amplifizierbaren Sequenzen in den Prazipitaten wurde bestimmt. (C) Die Anreicherung der Sequenzen
ergibt sich aus dem Verhéltnis zwischen Auftragsprobe und prazipitierter DNA.

Obwohl Sequenzen, welche die Lamin B2 Origin Region enthalten, keine htheren
Kopienanzahlen gegenuber der benachbarten Kontrollregion LB2C1 aufweisen
(Abb. 4.33B), findet man im Vergleich mit der Auftragsprobe eine deutliche
Anreicherung. Demnach ist in der mit hOrc2p-Antikbrpern koprazipitierten DNA ein
hoherer Prozentsatz von Chromatinfragmenten vorhanden, die Lamin B2 Origin-
Sequenzen enthalten, als in den angrenzenden Kontrollregionen (Abb. 4.33C).
Aufgrund der variablen Amplifikationsraten der einzelnen Amplikons (Abb. 4.33A/B),
die vermutlich aus dem MNase-Verdau resultieren, scheint der ChlP-Assay keine
allgemein brauchbare Methode zur direkten ldentifizierung von ORC-Bindestellen
zu sein. Jedoch kann die Technik hilfreich sein, um bekannte Sequenzabschnitte
auf ORC-Bindestellen zu untersuchen, da spezifische Primerpaare hergestellt
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werden konnen, die es ermdglichen, Anreicherungen in dem préazipitierten
Chromatin abzugleichen (siehe Abb. 4.33C).

Unabhangig davon scheint der Lamin B2 Origin, wie auch der in dieser Arbeit
identifizierte Origin im MCM4-Promoter mit ORC-Proteinen assoziiert vorzuliegen.
Dies unterstitzt die These, dass im humanen System, ahnlich wie in Hefe, Origins
durch eine Bindung von ORC markiert werden.
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5. Diskussion
5.1. Die Struktur des MCM4-Genpromoters

MCM-Proteine bilden eine hochkonservierte Proteinfamilie, die eine direkte
Funktion bei der Initiation der DNA-Replikation einnehmen (Chong et al., 1995;
Kubota et al., 1995; Tanaka et al., 1997; Yan et al., 1993). Bei Untersuchungen zur
Regulation der humanen MCM-Proteine zeigte sich, dass die Expression ihrer
Gene in Abhéngigkeit vom Zellzyklus und der Zellproliferation gesteuert wird. MCM-
Gene werden nur in proliferierenden Zellen exprimiert und es wurde nachge-
wiesen, dass die MCM-mRNA Menge wihrend des Ubergangs von der G1-Phase
in die S-Phase ansteigt (Ohtani et al., 1999; Schulte et al., 1995, 1996; Tsuruga et
al., 1997b).

Um Hinweise auf die transkriptionelle Regulation der MCM4-Genexpression zu
erlangen, wurde ein genomisches Fragment, das den Promoter des MCM4-Gens
enthalt, isoliert und partiell sequenziert (Diplomarbeit, 1996). In dieser Arbeit wurde
die bereits bekannte 570 bp lange Promotersequenz um 700 bp 5’-warts erweitert.
Durch eine vergleichende Sequenzanalyse mit der NCBI Datenbank (BLASTN nach
Altschul et al., 1990) ergab sich, dass 1027 bp stromaufwarts des MCM4-Gens ein
weiteres Gen (PRKDC, Abb. 4.1), welches fir die katalytische Untereinheit der
DNA-abhangigen Protein Kinase (DNA-PKcs) codiert (siehe 5.2.), lokalisiert ist. Es
handelt sich um zwei divergent transkribierte Gene, die Kopf an Kopf angeordnet
sind. Weitere Datenbankrecherchen ergaben, dass diese Anordnung zumindest
unter hoheren Eukaryoten konserviert ist (siehe Abb. 5.1.). Demnach scheint die
genomische Organisation des MCM4-Genpromoters evolutiondr ebenso konser-
viert zu sein, wie die Aminosauresequenzen der MCM4-Proteine verschiedener
Spezies.

Divergent angeordnete Gene sind keine Seltenheit im humanen Genom. In einigen
Fallen scheinen solche Genpaare voneinander abhangige Funktionen zu besitzen
und die Promotoren weisen gemeinsame Kontrollelemente auf, die moglicherwei-
se eine koordinierte Expression der Gene erleichtern. Beispiele dafir sind die
Promotoren der divergent angeordneten Histon-Gene H2A und H2B (Hentschel &
Birnstiel, 1981) oder der Typ IV Kollagen-Gene COL4A1 (a1(lV)) und COL4A2
(a2(1V)) (Schmidt et al., 1993). Die meisten Genpaare besitzen jedoch unterschied-
liche Funktionen, und ihre Expression scheint unabhangig voneinander reguliert zu
sein. So zeigen Transfektionsstudien von Connelly et al., (1998), dass die PRKDC-
und MCM4-Gene (ber getrennte, unabhangig voneinander regulierte Promotoren
transkribiert werden. Interessant ist, dass das mit der DNA-PKcs verwandte Gen
ATM (siehe 5.2.) und das Gen E14/NPAT ebenfalls divergent transkribiert werden,
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da die 5’-Enden beider Transkripte 513 bp voneinander entfernt sind (Imai et al.,
1996).

Sequenzanalysen ergaben, dass die intergenische Region zwischen dem MCM4-
und dem PRKDC-Gen einen GC-Gehalt von 63% besitzt, so dass eine typische
CpG-Insel vorliegt. CpG Dinukleotide sind selten in der humanen DNA und liegen
haufig mit Promotoren der Klasse Il assoziiert vor (Gardiner et al.,, 1995), welche
die konstitutive Expression von Haushaltsgenen regulieren. Da beide Promotoren
zudem keine funktionelle TATA-Box besitzen und von multiplen Transkriptions-
startstellen aus transkribiert werden (Connelly et al.,, 1998), weisen sie die
typischen Merkmale von konstitutiv exprimierten Genen auf (Dynan, 1986).

Struktur Organismus
(Accession No)
HsPRKDC 1027bp  Thsvcma Homo sapiens
«— U90415 / U63630
MmDNA-PKcs 706bP  Mymmicma Mus musculus
«— AB000629
XIDNA-PKcs XIMCM4  Xenopus laevis
«— 7 AB016729
705bp [—> D .
DmDIDUM DmDPA rosophila melanogaster
< AE002787

Abb.5.1 Die genomische Organisation der Promotoren der MCM4-Gene ist evolutionar konserviert

Die Anordnung der MCM4-Gene bei Mensch, Maus, Krallenfrosch und Fruchtfliege ist ahnlich. Bis auf
MCM4/Didum in D. melanogaster, sind die MCM4-Gene Kopf an Kopf mit dem Gen der DNA-PKcs
orientiert. DPA (‘disc proliferation abnormal’) bezeichnet das MCM4-Homolog in D. melanogaster. Die
Langen der intergenischen Regionen ergeben sich aus den Abstdnden zwischen den Startstellen der
Translation der Genpaare.

5.2. Die DNA-PK

Die DNA-abhangige Protein Kinase (DNA-PK) ist eine Serin/Threonin Kinase, die
sowohl an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen (DSBs) als auch an der
Rekombination der V, D und J-Segmente der Immunglobulin- und T-Zell-Rezeptor-
Gene bei der Entwicklung von Lymphozyten beteiligt ist (Ubersichtsartikel Anderson
& Carter, 1996; Anderson & Lees-Miller, 1992; Jackson & Jeggo, 1995; Jeggo,
1998). Neuere Arbeiten zeigen, dass die DNA-PK bei verschiedenen weiteren
Prozessen involviert ist, unter anderem bei der Modulierung der Chromatinstruktur
sowie bei der Aufrechterhaltung von Telomerbereichen der Chromosomen (Gilley
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et al.,, 2001; Smith & Jackson, 1999). Das Enzym besteht aus drei Untereinheiten:
Der katalytischen Untereinheit (DNA-PKcs), die mit 4127 aa ein apparentes
Molekulargewicht von ca. 470 kD besitzt (Connelly et al., 1996), sowie zwei weiteren
Untereinheiten mit ca. 70 und 80 kD, die mit Ku70 und Ku80 bezeichnet werden. Im
Gegensatz zu der katalytischen Untereinheit sind die Ku Untereinheiten, deren
Gene konstitutiv exprimiert werden, in grol3en Mengen im Zellkern vorhanden und
binden als stabiles Heterodimer unspezifisch an DNA. Sie wurden als
Autoantigene in Seren von Patienten identifiziert, die unter der Autoimmunkrankheit
Polymyositis-Scleroderma leiden (Mimori et al., 1981). Die Aktivierung der DNA-PK
erfolgt vermutlich Gber die Ku Untereinheiten. Diese binden an DSBs, wodurch die
DNA-PKcs rekrutiert und deren Kinase-Aktivitat stimuliert wird (Gottlieb & Jackson,
1993; Singleton et al., 1999; Smith & Jackson, 1999).

Die carboxyterminalen 400 aa der DNA-PKcs sind homolog zu Sequenzen der
Phosphatidylinositol-3 (Pl 3)-Kinasen (Hartley et al., 1995; Poltoratsky et al., 1995),
was die DNA-PK zum Mitglied einer Familie von DNA-Reparatur- und Zellzyklus-
Genen macht, die in sdmtlichen Organismen vertreten sind (Carpenter & Cantley,
1996). Die DNA-PKcs scheint jedoch auf héhere Eukaryoten beschrankt zu sein:
Homologe wurden bisher in der Maus Mus musculus (Araki et al., 1997), dem Pferd
Equus caballus (Shin et al., 1997) und dem Krallenfrosch X. laevis (Labhart, 1997)
identifiziert, nicht aber in der Hefe S. cerevisiae oder dem Wurm Caenorhabditis
elegans. Neben der DNA-PKcs ist das derzeit am meisten beachtete Mitglied der
Pl 3—Kinasen das ATM-Protein, das bei der humanen Krankheit Ataxia telangiecta-
sia defekt ist. Die Patienten leiden unter neurodegenerativen Stérungen und
besitzen eine akute Pradisposition fiir Krebserkrankungen (Ubersichtsartikel
Jeggo et al., 1998; Lavin & Shiloh, 1997). ATM ist ein hochkonserviertes Protein,
das eine Verbindung zwischen dem Erkennen von DNA-Schaden und dem
Vermitteln von Signalen an entsprechende regulatorische Zellzyklus-Proteine
darstellt (Rotman & Shiloh, 1998). Damit steht dieses Protein im Zentrum der
Forschung, die einerseits zur Aufklarung von Reparaturmechanismen beitragt, die
in Folge von DNA-Schaden aktiviert werden, und andererseits ‘checkpoint’ Kon-
trollmechanismen untersucht (Ubersichtsartikel Durocher & Jackson, 2001).

Die Beteiligung der DNA-PK an der Reparatur von DSBs wurde bei der
Untersuchung von mutierten Nagerzellen nachgewiesen. Diese Zelllinien zeigten
eine Hypersensitivitat gegentber ionisierender Strahlung, nicht aber gegeniber
anderen DNA-schéadigenden Substanzen, wobei gezeigt wurde, dass diese
Mutanten Defekte bei der Reparatur von chromosomalen DSBs besitzen
(Ubersichtsartikel Zdzienicka, 1995). Bei Zellfusionsexperimenten konnten diese
phé&notypischen Defekte durch eine Gruppe von Genen, den sogenannten XRCC
Genen (X-ray cross-complementing), komplementiert werden. Weitere Untersu-
chungen zeigten, dass XRCC5 mit Ku80 (Boubnov et al., 1995; Getts & Stamato,
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1994), XRCC6 mit Ku70 (Gu et al., 1997) und XRCC7 mit der DNA-PKcs (Blunt et
al., 1995) identisch ist.

Der Hauptmechanismus, tUber welchen DSBs in Saugerzellen repariert werden, ist
die nichthomologe oder integrative Rekombination (NHEJ fur ‘non-homologues
end-joining’). Unabhangig von Reparaturereignissen ist dieser Mechanismus fur
die Bildung von Immunglobulinen bei der Reifung von B- oder T-Lymphozyten
verantwortlich. So sind ‘knockout’-Mause, die keine funktionelle DNA-PKcs besitzen
sensitiv gegenuber ionisierender Strahlung und zudem nicht in der Lage
Immunglobuline zu bilden, da sie keine korrekte V(D)J-Rekombination durchfuhren
konnen. Dieser Phanotyp wird deshalb als SCID (‘severe combined immuno-
deficiency’) (Bosma & Carroll, 1991) bezeichnet.

Obwohl die DNA-PK vor tber 10 Jahren entdeckt wurde, sind ihre physiologischen
Substrate noch weitgehend unbekannt. Zu den zahlreichen in vitro Substraten der
DNA-PK gehdren unter anderen auch Transkriptionsfaktoren wie das p53 (Lees-
Miller et al., 1990, 1992; Shieh et al., 1997; Woo et al., 1998), die grol3e Untereinheit
der RNA-Polymerase Il, die 34 kD Untereinheit des Replikationspro-teins RPA
(Brush et al., 1994), die Ku Untereinheiten (Chan & Lees-Miller, 1996) sowie
zahlreiche Chromatin-Komponenten (Ubersichtsartikel Anderson & Lees-Miller,
1992). Allerdings ist es umstritten, ob diese Proteine auch in vivo DNA-PK-
abhangig phosphoryliert werden (Rathmell et al., 1997; Burma et al., 1999). Andere
potenzielle Substrate sind Faktoren, die bei der nichthomologen Rekombination
beteiligt sind. Ein Beispiel ist das Phosphoprotein XRCC4, ein Cofaktor der DNA
Ligase 1V, die entscheidende Funktionen bei dem NHEJ einnimmt (Critchlow et al.,
1997; Leber et al.,, 1998). Zudem scheint sich die katalytische Untereinheit der
DNA-PK ber Autophosphorylierung selbst zu regulieren (Chan & Lees-Miller,
1996).

Ubereinstimmend mit der wichtigen Funktion dieses Enzyms bei der Reparatur von
DSBs ist die DNA-PK in hohen Mengen im Kern von HelLa Zellen vorhanden und
bildet ca. 1% des gesamten Kernproteins. Diese Konzentration scheint
unabhangig von DNA-schadigenden Einflissen zu bestehen (Lee et al.,, 1997).
Obwohl die DNA-PK-Proteinmenge wahrend des Zellzyklus gleich bleibt, scheint
die DNA-PK-Aktivitat zu variieren und Maxima wéahrend der G1-, der frihen S-Phase
und der G2-Phase zu haben (Lee et al.,, 1997). Allerdings besitzen Nager ein
weitaus geringeres Niveau an DNA-PKcs- und Ku-Proteinmengen sowie an DNA-
PK-Aktivitat als Primatenzellen (Anderson & Lees-Miller, 1992; Finnie et al., 1995).
Tatséchlich scheinen die DNA-PK-Proteinmengen mit der Lebensdauer der
jeweiligen Spezies Ubereinzustimmen. Vermutlich stellen die erhdéhten DNA-PK-
Konzentrationen einen Mechanismus dar, der die genomische Stabilitat bei
Organismen, die eine groRere Lebenserwartung besitzen, aufrechterhalt (Uber-
sichtsartikel Smith & Jackson, 1999).
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5.3. Proteinbindestellen im MCM4-Genpromoter

Bedingt durch den hohen GC-Gehalt (63%) der intergenischen Region zwischen
dem MCM4- und dem PRKDC-Gen besitzen beide Promotoren potenzielle
Bindestellen fir den ubiquitaren Transkriptionsfaktor Spl (siehe 5.3.). Durch
DNase-I-Schutz-Experimente wurden im MCM4-Promoter drei geschuitzte Bereiche
identifiziert (fpl, fp3 und fp4), welche Homologien zur Konsensussequenz
©1:°%1,GGCC%1, 81,81+ von Spl (Kadonaga et al., 1986) aufweisen. Vergleichende
Analysen mit Daten der von Connelly et al. (1998) durchgefihrten Transfektions-
studien zeigen, dass die fp3- und fp4-Regionen essenziell fur die MCM4-
Genexpression in HeLa Zellen sind. Somit scheint die Proteinbindung von Spl an
die entsprechenden Binderegionen eine funktionelle Bedeutung fir die konstitutive
Expression des MCM4-Gens in proliferierenden Zellen zu haben.

Das humane Spl-Protein besteht aus 778 aa und kann sowohl phosphoryliert
(Jackson et al., 1990) als auch glykosyliert (Jackson & Tjian, 1988) werden. Das
Protein interagiert mit sich selbst, wodurch multimere Komplexe entstehen
(Mastrangelo et al., 1991; Pascal & Tjian, 1991; Su et al., 1991). Weiterhin konnten
Interaktionen mit verschiedenen Kernproteinen nachgewiesen werden, wie z.B.
dem TATA-Bindeprotein (TBP) (Emili et al., 1994) oder regulatorischen Zellzyklus-
Proteinen, wie dem zur RB-Familie gehtérenden pl107 (Datta et al., 1995) oder dem
Transkriptionsfaktor E2F (Karlseder et al., 1996; Lin et al., 1996) (siehe 1.1.). Spl
ist ein Transkriptionsaktivator, der zudem den unmethylierten Status von CpG-
Dinukleotiden im 5’-Bereich von Haushaltsgenen aufrecht erhalt, indem er den
Angriff von Methyltransferasen verhindert (Brandeis et al., 1994; Macleod et al.,
1994). Dies ist eine wichtige Voraussetzung fir Transkriptionsereignisse, da die
Methylierung von CpG-Dinukleotiden als ein Mechanismus der transkriptionellen
Repression bei der Entwicklung von Vertebraten gilt (Ubersichtsartikel Bird et al.,
1995).

Spl bildet mit drei weiteren Faktoren (Sp2, Sp3 und Sp4) eine Proteinfamilie
(Ubersichtsartikel Suske, 1999). Diese Proteine besitzen eine charakteristische
Domanenstruktur mit zwei Glutamin-reichen transaktivierenden Domé&nen und drei
C-terminalen C2-H2-Zinkfingermotiven, Uber welche die DNA-Bindung der Fakto-
ren vermittelt wird. Sp1, Sp3 und Sp4 sind in diesem Bereich hochkonserviert und
erkennen deshalb die Spl-Konsensussequenz mit identischer Affinitat (Hagen et
al., 1992, 1994). Wahrend Spl (Courey & Tjian, 1988; Pascal & Tjian; 1991) und
Sp4 (Hagen et al.,, 1994, 1995) ausschlief3lich als transkriptionelle Aktivatoren
agieren, scheint Sp3 zudem einen reprimierenden Effekt auf Spl-vermittelte
Transkriptionsereignisse auszuiben (Birnbaum et al., 1995; Dennig et al., 1996;
Hagen et al., 1994). Die Funktionen von Sp2 sind bisher unbekannt (Ubersichts-
artikel Suske, 1999). Sp3 ist wie Spl ubiquitar vorhanden, wohingegen die
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Expression von Sp4 auf wenige Gewebetypen beschrankt ist und vorzugsweise in
neuronalen Zelllinien exprimiert wird (Hagen et al., 1992; Supp et al., 1996). Man
geht davon aus, dass Spl und Sp3 in vivo um identische Bindestellen
kompetieren und die durch Spl und Sp3 vermittelte transkriptionelle Aktivierung
Uber die Proteinkonzentration der beiden Faktoren reguliert wird. Hinweise darauf
geben verschiedene Untersuchungen, die zeigen, dass sich die Mengenver-
haltnisse von Spl und Sp3 in Abhangigkeit vom physiologischen Zustand der
Zellen drastisch verandern (Apt et al., 1996; Discher et al., 1998; Hata et al., 1998;
Prowse et al., 1997; Ye et al., 1996). In primaren Keratinozyten liegt beispielsweise
mehr Sp3 als Spl vor. Bei einer Calzium-abhangigen in vitro Differenzierung der
Zellen invertiert sich dieses Verhéltnis, was vermutlich zu einer Veranderung der
Transkription von verschiedenen Genen fuhrt (Apt et al., 1996). Dies ist ein
wichtiger Aspekt in Hinblick auf die MCM4-Genexpression wahrend der Differenzie-
rung von HL-60 Zellen. Moglicherweise kann die damit einhergehende Reprimie-
rung der Expression durch eine modulierte Bindung von Spl oder Sp3 erfolgen.
Der Befund, dass Spl und Sp3 identische DNA-Bindungseigenschaften besitzen
(Hagen et al., 1994), konnte erklaren, dass keine Veranderungen der DNase-I-
geschitzten Bereiche fp3 und fp4 im MCM4-Promoter vor oder nach der
Differenzierung der Zellen nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 4.12).

Neben den DNase-I-geschiitzten Regionen fp3 und fp4 wurde im MCM4-Promoter
eine weitere Proteinbindestelle (fp2) identifiziert, die nach den von Connelly et al.
(1998) durchgefiihrten Transfektionsstudien von regulatorischer Bedeutung fur die
MCM4-Expression ist. Diese Binderegion entspricht der Konsensussequenz
(GCCN3GGC) des Transkriptionsfaktors AP2 (Mitchell et al., 1987). AP2 bildet eine
Proteinfamilie, die sich aus AP2-a, AP2- und AP2-y zusammensetzt. Entspre-
chend der palindromischen Konsensussequenz binden die drei Proteine als
Homo- oder Heterodimere an DNA (Ubersichtsartikel Hilger-Eversheim et al.,
2000). Die Dimerisierung wird Uber eine hochkonservierte C-terminale Helix-span-
Helix-Domé&ne vermittelt, der sich ein basisches DNA-Bindemotiv anschliel3t
(Williams & Tjian, 1991a, b). Im N-Terminus der Proteine befindet sich eine
weniger konservierte Prolin-reiche Transaktivierungsdoméane (Williams & Tjian,
1991a).

Wie Spl liegt AP2 in hohen Konzentrationen im Kern von HelLa Zellen vor (Williams
et al., 1988) und konnte somit wichtig fur die MCM4-Genexpression sein. Im
Gegensatz zu Spl scheint die Expression von AP2 vorzugsweise auf Zelllinien
beschrankt zu sein, die ektodermalen Urprungs sind (Byrne et al., 1994; Creaser et
al., 1996; Meier et al., 1995; Mitchell et al., 1991). Ektodermale Gewebe sind
beispielsweise das zentrale und das periphere Nervensystem oder auch die
Epidermis. Die promyeloide Zelllinie HL60 ist mesodermalen Ursprungs, da sie
von hdmatopoetischen Stammzellen abstammt, die Vorlaufer der Lympho- oder
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Myelopoese sind. Dies konnte mdglicherweise eine Erklarung fur die
unterschiedliche Protektierung der DNase-l-geschiitzten Region fp2 sein, wenn
Extrakte aus HelLa - oder HL60 Zellen verwendet werden (siehe Abb. 4.12).
Entsprechend der Gewebe-spezifischen Expression hat AP2 eine wichtige
Funktion bei der Entwicklung von Saugern (Byrne et al., 1994; Zhang et al., 1996).
Diese Funktionen werden Uber externe Signale reguliert, die im Verlauf der
Embryogenese auftreten (Williams & Tjian, 1991b). Weitere Untersuchungen
deuten darauf hin, dass AP2 als Tumorsuppressor agiert, da dieser Faktor bei der
Regulation der Expression von verschiedenen wichtigen Zellzyklus-Genen beteiligt
ist. So wird beispielsweise bei der Differenzierung von K562-Zellen (‘human
leukaemia cells’) durch Phorbol-Ester (TPA) der Promoter des CDK-Inhibitors
p21°"! (siehe 1.1.) AP2-abhangig aktiviert (Zeng et al., 1997), was zu einer
Hemmung der Proliferation der Zellen fuhrt (el-Deiry et al., 1995; Michieli et al.,
1994). Zudem ist AP2 ein negativer Regulator von c-myc (Gaubatz et al., 1995). c-
myc bindet und transaktiviert die Expression von Genen Uber E-Box Elemente, die
eine zentrale CAG®/,TG Sequenz enthalten. Ein solches Gen ist beispielsweise
Cyclin D2, dessen Expression c-myc-abhangig Uber ein kombiniertes E-Box/AP2
Promoterelement in der frihen G1-Phase aktiviert wird (Bouchard et al., 1999). In
Abhangigkeit von den Konzentrationen der beiden Faktoren kompetieren sowohl c-
myc als auch AP2 um diese Bindestelle. Bei einem Uberschuss von AP2 wird die
Expression von Cyclin D2 reprimiert, was wiederum Auswirkungen auf die Zellpro-
liferation hat (Hilger-Eversheim et al., 2000).

Zusammenfassend spielt AP2 sowohl bei der Embryonalentwicklung als auch bei
der Kontrolle der Zellproliferation eine wichtige Rolle. Jedoch geben die bisher
publizierten Daten keinen unmittelbaren Hinweis darauf, dass AP2 fur die gestei-
gerte MCM4-Genexpression von Zellen verantwortlich ist, wenn diese von der GO-
in den proliferativen Status der G1-Phase Ubergehen (Leone et al., 1998; Ohtani et
al., 1999; Tsuruga et al., 1997a,b). Diese Funktion kdnnte Uber das in der MCM4-
Promoterregion identifizierte palindromische E2F-Motiv vermittelt werden.

5.4. E2F als moglicher Regulator fur die Zellzyklus-abhangige
Expression des MCM4-Gens.

Der Transkriptionsfaktor E2F spielt eine zentrale Rolle bei der Einleitung der S-
Phase in Saugerzellen, indem er die Transkription von Genen reguliert, die fir den
Zellzyklus essenziell sind (siehe 1.1.).

E2F bildet Heterodimere bestehend aus Mitgliedern der E2F- und der DP-
Proteinfamilie. Bisher wurden in Saugern sechs Mitglieder der E2F-Familie (E2F1
bis E2F6) und zwei Mitglieder der DP-Familie (DP1 und DP2) identifiziert
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(Ubersichtsartikel Black & Azizkhan-Clifford, 1999) (siehe Abb. 5.2.). Alle sechs
E2F-Proteine besitzen N-terminal eine basische Helix-loop-Helix DNA-
Bindedoméne, welche die Konsensussequenz TTTC/GCIGCGG erkennt. Die
Bindung wird verstarkt, wenn diese Sequenz zweifach invertiert und tberlappend
als Palindrom vorliegt (Wade et al.,, 1995). C-terminal der DNA-Bindedomane
befindet sich eine hochkonservierte Dimerisierungsdomane mit einem Leucin-
Zipper Motiv (Helin et al., 1993). AuRer E2F6 besitzen alle Familienmitglieder eine
C-terminale Transaktivierungsdomane, die unter anderem fir Interaktionen mit
Mitgliedern der pRB-Familie (pRb, pl107, p130) verantwortlich ist (Shan et al.,
1992). E2F1-3 unterscheiden sich von E2F4-5 durch eine N-terminal gelegene
Domane, an die Cyclin A binden kann (Xu et al, 1994). Da E2F6 keine
Transaktivierungsdomane besitzt, kann E2F6 nicht mit pRB-Proteinen interagieren,
was sich reprimierend auf E2F-abhangige Transkriptionsereignisse auswirkt
(Gaubatz et al., 1998; Morkel et al., 1997; Trimarchi et al., 1998).
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Abb. 5.2 Struktur der humanen E2F-Transkriptionsfaktoren (nach Black & Azizkhan-Clifford, 1999).

Die transkriptionelle Aktivitat von E2F ist Zellzyklus-abhangig reguliert. In ruhenden
Zellen (GO) wird diese durch die Interaktion mit hypophosphorylierten Mitgliedern
der pRB-Proteinfamilie (pRb, p107, p130) reprimiert (Ubersichtsartikel Dyson,
1998). Dabei bindet pRb bevorzugt an E2F1, E2F2 und E2F3 (Lees et al., 1993),
pl07 an E2F4 und p300 an E2F4 und E2F5 (Beijersbergen et al., 1994; Vairo et al.,
1995). Die pRB-E2F Bindung wird durch eine cdk2/Cyclin D- oder cdk2/Cyclin E-
abhangige Phosphorylierung der pRB-Proteine aufgehoben, was zur Expression
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von E2F-abhangigen Genen in der spaten G1-Phase fuhrt (Chellappan et al., 1991,
Dyson, 1998; Ubersichtsartikel Weinberg, 1995). Beim Austritt aus der S-Phase
geht die Expression der E2F-abhéngigen Gene zuriick, was mit einer Inaktivierung
von E2F einhergeht. Dabei wird die E2F1/DP1-DNA-Bindung durch eine
cdk2/Cyclin A-abhangige Phosphorylierung von E2F1 und DP1 inhibiert (Krek et al.,
1994, 1995; Dynlacht et al., 1997). Freies E2F wird Ubiquitin-abhangig im
Proteasom abgebaut (Campanero et al., 1997; Hateboer et al., 1996; Hofman et al.,
1996).

Gene, die E2F-abhéngig transkribiert werden, kdénnen prinzipiell in drei Gruppen
eingeteilt werden (Ubersichtsartikel Ohtani, 1999): Eine Gruppe von Genen sind
regulatorische Zellzyklus-Proteine wie E2F1, E2F2, Cyclin D1, D2, E und A, cdkl,
pRb und p107 sowie Proteine der c-myc-Proteinfamilie. Eine weitere Gruppe von
E2F-abhangigen Genen codieren fur Proteine, die direkte enzymatische Funktionen
bei der DNA-Synthese besitzen, wie die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), die DNA-
Polymerase a, PCNA, die Thymidin-Kinase oder die Ribonukleotid-Reduktase. Die
dritte Gruppe wurde im Entstehungszeitraum dieser Arbeit (1996 - 1999)
identifiziert und umfaldt Proteine, die regulatorisch auf die DNA-Replikation wirken,
wie hOrclp (Ohtani et al.,1996), hCdc6p (Hateboer et al., 1998; Leone et al., 1998;
Ohtani et al., 1998; Williams et al., 1997; Yan et al., 1998), hCdc45p (Saha et al.,
1998) sowie hMcmb5p (Ohtani et al., 1999; Tsuruga et al., 1997a), hMcm6p (Ohtani
et al., 1999; Tsuruga et al., 1997b) und hMcm7p (Suzuki et al., 1998).

Fir die sechs humanen MCM-Proteine wurde ein drastischer Anstieg der mRNA
Mengen nachgewiesen, wenn primare Fibroblasten durch Serumzugabe von der
GO-Phase in die G1-Phase entlassen werden (Leone et al., 1998; Tsuruga et al.,
1997). Durch eine Uberexpression von E2F1 in REF52 Zellen (‘rat embryonic
fibroblast’), konnte die Expression aller MCM-Gene induziert werden (Leone et al.,
1998; Ohtani et al., 1999). Weiterhin konnte eine periodische Zellzyklus-abhangige
Expression mit einem Maximum beim G1/S-Ubergang der hMCM2-, 4-, 5-, und
hMCM®6-Gene in HeLa Zellen nachgewiesen werden (Tsuruga et al., 1997b). In den
Promotoren von hMCM5 (Tsuruga et al., 1997a), hMCM6 (Tsuruga et al., 1997b)
und hMCM7 (Suzuki et al. 1998), wurden wie bei dem hMCM4-Gen EZ2F-
Bindestellen identifiziert. Durch das humane Genom Projekt war es im Rahmen
dieser Arbeit mdglich, die Sequenzen der Promotoren der hMCM2- und hMCMS3-
Gene aus entsprechenden Datenbanken zu ermitteln und auf E2F-Bindemotive zu
untersuchen. Wie in Abb. 5.3. dargestellt, enthalten alle humanen MCM-Gene in
ihren Promotoren E2F-Bindemotive. Diese Sequenzanalysen unterstitzen die
These, dass die Expression der hMCM-Gene einheitlich tber E2F reguliert wird.
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Abb. 5.3 Alle Promotoren der hMCM-Gene enthalten Bindemotive fiir den Transkriptionsfaktor E2F.

Bei Sequenzanalysen der Promotoren wurden AT-reiche- (graue Boxen) und GC-reiche- (gestreifte
Boxen) Regionen bericksichtigt. E2F-Bindemotive sind als schwarze Boxen dargestellt. Die
Sequenzen der MCM2- und MCM3-Promotoren wurden Uber das ‘Human Genome Project’ ermittelt und
besitzen die Accession No NT005673 (MCM2) und NT019428 (MCM3).Die Sequenzen der MCM4-7-
Promotoren wurden von folgenden Autoren (Accession No) bestimmt: MCM5: Tsuruga et al., 1997a
(AB003469); MCM6: Tsuruga et al., 1997b (D89335); MCM7: Suzuki et al., 1998 (AB004270); MCM4:
Connelly et al., 1998 (U63630), diese Arbeit (U90415).

In dieser Arbeit wurden nukleare Extrakte aus HelLa S3 Zellen verwendet, um
Interaktionen zwischen dem palindromischen E2F-Bindemotiv im MCM4-Promoter
und entsprechenden Kernproteinen nachzuweisen. Obwohl gezeigt wurde, dass in
den Extrakten Proteine vorhanden sind, die dieselbe Bindungsspezifitat wie E2F-
Proteine besitzen (Abb. 4.8), konnte bei Promoterfragmenten, die neben dem E2F-
Bindemotiv auch die Proteinbinderegionen fp5 und fp6 enthalten, keine
Proteinbindung an das E2F-Motiv nachgewiesen werden. Dies zeigte sich sowohl
bei DNase-I- (Abb. 4.3 und 4.4) oder Benzonase-Schutz-Experimenten (Abb. 4.6),
als auch bei Gel-Retardierungs-Experimenten (Abb. 4.10). Eine Erklarung waére,
dass Proteine, die an die benachbarten fp5- und fp6-Regionen binden, E2F-
Proteine von ihrer Bindestelle verdrangen. Die von Connelly et al. (1998)
durchgefuhrten Transfektionsstudien mit verkirzten Promoterkonstrukten zeigen,
dass das E2F-Bindemotiv keine signifikanten Auswirkungen auf die MCM4-
Promoteraktivitat in asynchron proliferierenden HelLa Zellen besitzt. Vergleichbare
Resultate ergeben Transfektionsstudien mit MCM6- (Tsuruga et al., 1997b) oder
MCM7-Promoterkonstrukten (Suzuki et al., 1998) die in HeLa Zellen durchgefihrt
wurden. Dabei zeigte sich, dass die im MCM6-Promoter vorhandenen E2F-
Bindemotive zwar einen Einfluss auf die Promoteraktivitat besitzen, jedoch wird
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diese Aktivitat hauptséchlich von anderen Promoter-Elementen vermittelt (Tsuruga
et al.,, 1997b). Auch im MCM7-Promoter scheinen die E2F-Motive nur eine
sekundare Rolle in Hinblick auf die MCM7-Genexpression in HelLa Zellen zu
besitzen (Suzuki et al., 1998). Demnach scheint die Zellzyklus-abhangige
Regulation der MCM-Genexpression in HeLa Zellen nur bedingt von E2F abhangig
zu sein. Eine Erklarung dafir ist die Tatsache, dass es sich bei HeLa Zellen um
Cervix-Carzinom-Zellen handelt, die mit dem DNA-Tumorvirus HPV18 (‘human
papillomavirus’) transformiert sind (zur Hausen, 1991). Die onkogene Eigenschaft
dieses Virus beruht auf der Expression der viralen Proteine E6 und E7. Das E6
Onkoprotein ist in der Lage mit dem Tumorsuppressor p53 Uber eine zellulare
Ubiquitin-Ligase (E6-AP) zu interagieren, was zur Degradierung von p53 fuhrt
(Scheffner et al.,, 1993). Das E7 Protein hingegen bildet unter anderem mit pRb
Komplexe und setzt so E2F/DP Heterodimere frei, was dann zur transkriptionellen
Aktivierung von S-Phase Genen fuhrt (Dyson et al., 1989; Minger et al., 1989;
Nevins et al, 1992). Demnach findet man in HelLa Zellen keine E2F/pRb-
Komplexe, was eine Erklarung fir die Daten von Tsuruga et al. (1997b), Suzuki et
al. (1998), Connelly et al. (1998) und dieser Arbeit (Abb. 4.3, Abb. 4.4, Abb. 4.6, Abb.
4.10) sein konnte. Tatsachlich unterscheidet sich das Spektrum an Protein-DNA
Komplexen, wenn nukleare Extrakte aus Hela Zellen oder aus priméren
Fibroblasten mit dem E2F-Bindemotiv als DNA-Substrat im Gel-Retardierungs-
Experiment untersucht werden. Extrakte aus primaren Fibroblasten bilden
mindestens zwei Protein-DNA Komplexe mehr aus als Extrakte aus HelLa Zellen
(Daten nicht gezeigt). Dieser Ansatz wurde allerdings nicht weiter verfolgt, da durch
die Arbeiten von Tsuruga et al. (1997a, b), Suzuki et al. (1998), Leone et al. (1998)
und Ohtani et al. (1999) sowie die Untersuchungen der Promotoren der hORC1-
und hCDC6-Gene eine E2F-abhéngige Regulation der Zellzyklus-abhangigen
MCM-Genexpression und somit auch des hMCM4-Gens als wahrscheinlich gilt.

5.5. Identifizierung einer cDNA, die fur die ‘mitotic checkpoint
kinase’ Bubl codiert

Zur ldentifizierung eines fp6-bindenden Proteins wurde in dieser Arbeit eine A-
Expressionsbibliothek auf eine spezifische Protein-DNA Wechselwirkung
untersucht. Dabei wurde ein Phagenklon isoliert, der ein spezifisch mit der fp6-
Sequenz interagierendes Fusionsprotein exprimiert (Abb. 4.14). Datenbankana-
lysen ergaben, dass es sich um ein Polypeptid handelt, das den C-terminalen
Aminosauren 294 bis 1085 von hBublp entspricht. Das BUB1-Gen wurde
urspringlich in S. cerevisiae bei Untersuchungen von Mutanten entdeckt, die
sensitiv gegenuber Mikrotubuli-Antagonisten sind (Hoyt et al., 1991). Die
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Bezeichnung BUB1 steht daher fur ‘budding uninhibited by benzimidazole’.
ScBublp ist eine Serin/Threonin Proteinkinase, deren Funktion essenziell flr den
mitotischen ‘spindle checkpoint’ in S. cerevisiae ist (Roberts et al., 1994). Dieser
Kontrollmechanismus ist fur die gleichmallige Verteilung der Chromatiden durch
den Spindelapparat in der Mitose notwendig. Dabei wird sowohl die Assoziation
der Mikrotubuli an die Kinetochoren der Chromosomen als auch die Spannung von
bereits assoziierten Mikrotubuli Gberwacht. Tritt ein Fehler auf, werden durch den
Checkpoint Inhibitoren stabilisiert, die einen Eintritt in die mitotische Anaphase und
damit eine Segregation der Chromatiden verhindern (Ubersichtsartikel Clarke &
Giménez-Abian, 2000; Shah & Cleveland, 2000).

Ein Modell fir hoéhere Eukaryoten besagt, dass Kinetochore, die nicht mit
Mikrotubuli assoziiert vorliegen, spezifisch von einem Protein, dem Mad2 (mad fur
‘mitotic arrest defect’; Li & Murray, 1991), erkannt werden (Waters et al., 1999).
Dadurch wird ein aktiver Checkpoint-Komplex gebildet, der sich aus Mad2 und
hyperphosphoryliertem Madl zusammensetzt (Hardwick et al., 1996; Weiss &
Winey, 1996) Die Phosphorylierung von Mad1 ist abhangig von der Mspl Kinase,
Mad2, Bubl und Bub3 (Hardwick et al., 1995, 1996). Der Zellzyklus wird durch
Inhibition des APC (‘anaphase promoting complex’) unterbrochen. Die Verbindung
zum APC wurde durch Studien in Hefe belegt, die zeigen, dass Mad2 an Cdc20,
einer Komponente des APC, binden kann (Li et al., 1997; Hwang et al., 1998). Es
scheint, dass durch diese Bindung mdoglicherweise die APC-abhéngige
Ubiquitinierung von APC-Substraten verhindert wird.

Das menschliche Homolog zu ScBUB1 wurde aufgrund vergleichender Sequenz-
analysen identifiziert (Pangilinan et al.,, 1997; Taylor et al., 1998). Das Protein
hBublp wird Zellzyklus-abhangig exprimiert (Taylor et al., 2001). Beim G1/S
Ubergang in HelLa Zellen ist die Menge an hBublp gering, nimmt dann wahrend
der S- und G2-Phase um das Zehnfache zu, um dann nach der Mitose in der friihen
G1-Phase abgebaut zu werden. Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen, dass
hBublp, entsprechend seiner Funktion als ‘spindle checkpoint’-Komponente,
wahrend der Mitose mit den Kinetochoren kolokalisiert (Chan et al. 1999; Sharp-
Baker & Chen, 2001; Skoufias et al., 2001; Taylor et al., 1998). In Interphase-Zellen
findet man hBublp in Foci im Nukleus konzentriert, wo hBublp mit dem
Kinetochor-Antigen CREST kolokalisiert. Dies deutet darauf hin, dass hBublp in
Interphase Zellen mit den Centromeren interagiert (Ouyang et al., 1998). Eine DNA-
Bindung wurde bisher weder untersucht noch nachgewiesen. Die cDNA von hBubl
wurde jedoch in dieser Arbeit Uber einen Versuch identifiziert, der eine Protein-DNA
Bindung vorraussetzt. Es ware von Interesse, diese ersten Hinweise auf eine DNA-
Bindung durch weitere Untersuchungen zu Uberprufen.

Eine Bindung von hBublp an die AT-reiche fp6-DNA ware aufgrund der ebenfalls
AT-reichen Centromerbereiche von Chromosomen (Ubersichtsartikel Sunkel &
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Coelho, 1995) denkbar. Datenbankanalysen (‘Human Genome Project’) ergaben,
dass das MCM4-Gen ca. 3 Mb vom Centromer auf Chromosom 8 in der Region
8012-g13 (Diplomarbeit, 1996) lokalisiert ist und sich somit in unmittelbarer Nahe
des Centromers befindet. Diese Region konnte mit der durch Floureszenzauf-
nahmen ermittelten Lokalisation von hBublp Uberlappen.

Ein Argument gegen eine Bindung von hBublp an die fp6-DNA im MCM4-Promoter
ist die Zellzyklus-abhéngige Expression dieses Proteins (s.0.). In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass sich die Protein-DNA Komplexe von Proteinen aus Extrakten
verschiedener Zellzyklus-Phasen mit der fp6-DNA im Gel-Retardierungs-
Experiment nicht unterscheiden (siehe Abb. 4.9.). Zudem besitzt hBublp ein
apparentes Molekulargewicht von 122 kD (Taylor et al., 2001), was im Widerspruch
zu den Resultaten der ‘South-Western’ Experimente steht, wonach ein Protein von
ca. 68 kD mit der fp6-DNA interagiert (siehe Abb. 4.13). Unabhéangig davon, dass
dieses 68 kD Protein moglicherweise ein Abbauprodukt von hBublp sein kdnnte,
ist zu beachten, dass die angewendete ‘Screening’ Methode eine kritische Technik
zur Identifizierung von spezifischen DNA-bindenden Faktoren ist, da Potein-DNA
Interaktionen von vielleicht unvollstandig gefalteten Proteinen, die zusatzlich an
einen Trager gebunden sind, untersucht werden. Weiterhin wurde in dieser Arbeit
nachgewiesen, dass in einer Region des MCM4-Promoters, die die fp6-DNA
einschliel3t, eine Bindestelle fur hOrclp und hOrc2p vorliegt (siehe 5.6.). Somit ist
es unwahrscheinlich, dass hBublp an die fp6-DNA im MCM4-Promoter bindet.
Maoglicherweise ist die in Abb. 4.14 gezeigte DNA-Bindung von hBublp eher durch
den hohen AT-Gehalt der fp6-DNA definiert als durch die DNA-Sequenz.

5.6. Identifizierung einer ORC-Bindestelle im MCM4-Genpromoter

Durch die Anwendung einer modifizierten in vivo Crosslinking Methode (3.2.5.6.)
konnten Sequenzen identifiziert werden, die sowohl mit hOrclp als auch mit
hOrc2p assoziiert vorliegen. Eine dieser Bindestellen ist zwischen den beiden
divergent transkribierten Genen MCM4 und PRKDC lokalisiert. Diese Region
Uberlappt zudem mit einer Startstelle der DNA Replikation. Damit konnte erstmals
eine Binderegion fur ORC-Proteine im humanen Genom beschrieben werden.
Neben einer in D. melanogaster identifizierten ORC-Bindestelle im Chorion Gen
Locus (Austin et al.,, 1999) ist dies die zweite identifizierte ORC-Bindestelle in
Metazoen.



5 Diskussion 99

Crosslinking und Immunprazipitation

Die ChIP-Technik wurde bei einer Vielzahl von Untersuchungen erfolgreich
angewendet, bei welchen Protein-DNA Interaktionen in Eukaryoten analysiert
wurden (Orlando, 2000). Mittels dieser Methode werden DNA-gebundene Proteine
durch Formaldehyd kovalent mit der DNA und benachbarten Proteinen in vivo
vernetzt. Die Protein-DNA Komplexe werden durch verschiedene Reinigungs-
schritte von nicht-vernetzten Proteinen sowie Protein-freier DNA und RNA
abgetrennt. Das so gereinigte Nukleoprotein wird durch Sonifizieren in Losung
gebracht und kann dann mit entsprechenden Antikérpern immunprazipitiert
werden.

Technische Aspekte

Die ChIP-Technik hat innerhalb der Arbeitsgruppe (LS Knippers) eine langjahrige
Tradition. Die Methode wurde 1997 von Dr. F. O. Fackelmayer und Frank Géhring
etabliert und dann von Marion Ritzi wahrend ihrer Dissertation (2000) verfeinert.
Diese Untersuchungen bildeten die Grundlage fir die hier diskutierten Resultate.
In dieser Arbeit sollten mittels der ChIP-Technik neben den gefallten Proteinen vor
allem die koprazipitierten DNA-Fragmente mittels PCR-Techniken auf eine
Anreicherung von spezifischen Sequenzen hin untersucht werden. Dazu war es
notwendig, verschiedene technische Details des ChIP-Assays fiur eine erfolgreiche
Anwendung zu optimieren.

Ein wichtiger Aspekt bei der Bildung von Protein-DNA Komplexen ist die Dauer der
Formaldehydbehandlung. Einerseits sollten die zu untersuchenden Proteine mit
der DNA vernetzt vorliegen, andererseits fuhren langere Behandlungen mit
Formaldehyd zur Bildung von grof3en Protein-DNA Aggregaten, was wiederum die
Zuganglichkeit der Antikdrper zu den Zielproteinen beeintrachtigt. Bei einer
Fixierungsdauer von 4 min werden sowohl hOrclp, hOrc2p als auch die hMCM-
Proteine mit der genomischen DNA vernetzt (Abb. 4.21), und zudem kann bei
diesem Vernetzungsgrad erfolgreich mit den entsprechenden Antikérpern immun-
prazipitiert werden.

Ein weiterer Punkt ist die Lange der DNA-Fragmente im Nukleoprotein. Fir eine
genaue Kartierung ist es sinnvoll, mit moglichst kurzen DNA-Fragmenten zu
arbeiten. Da die Effizienz von PCR-Reaktionen sowohl von der Menge als auch von
der Lange der jeweiligen DNA-Templates abhéangig ist, wurde das Nukleoprotein
mittels MNase so verdaut, dass die Fragmentlangen zwischen 0,25 und 1 kb
liegen. Mit diesen Fragmentlangen kann eine relativ genaue Kartierung erfolgen
und die DNA effizient amplifiziert werden (Abb. 4.23).

Eine grundsatzliche Voraussetzung fir eine erfolgreiche Anwendung des ChlP-
Assays ist die Qualitat der Antikorper, mit denen immunprazipitiert wird. Durch die
Affinitatsreinigung der Antikorper Uber spezifische Antigen-Saulen wurde in dieser
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Arbeit, wie bereits bei Ritzi et al. (1998) beschrieben, eine Anreicherung von
prazipitationskompetenten Immunglobulinen gewéhrleistet.

Ein weiterer kritischer Schritt ist das extensive Waschen der Immunprazipitate mit
verschiedenen Puffern. Um eine hohe Anreicherung von spezifischen DNA-
Sequenzen im immunprazipitierten Chromatin zu erreichen, wurde ein
aufwendiges Protokoll etabliert. Dabei werden die Proben 16 mal mit Puffern
gewaschen, die verschiedene Detergenzien und teilweise hohe Salzkonzen-
trationen enthalten (siehe 3.2.5.7.), um dann im Western Blot analysiert zu werden.
Bevor die DNA fir PCR-Reaktionen prapariert wird, werden diese stringenten
Waschschritte wiederholt. Dadurch konnten unspezifische Signale drastisch
reduziert werden, was eine sinnvolle Analyse der koprazipitierten DNA ermdglichte.
Durch die Anwendung der quantitativen ‘real-time’ PCR konnte nachgewiesen
werden, dass bestimmte genomische DNA-Fragmente gegeniiber benachbarten
Regionen angereichert vorliegen. Die hohe Sensitivitat der Light Cycler Analysen
ermoglichte es, die DNA einer Fallung derart zu verdinnen, dass dieselbe Probe in
mehreren Reaktionen mit jeweils unterschiedlichen Primerpaaren quantifiziert
werden konnte. Dies ist eine wichtige Voraussetzung, um die einzelnen Werte der
Quantifizierungen miteinander vergleichen zu kénnen. So war die Menge an
eingesetzer Template-DNA, die im Light Cycler System reproduzierbare Daten
ergab, viermal geringer als die Template-DNA-Menge, die bei konventionellen
PCR-Reaktionen im Agarosegel ein nachweisbares Ergebnis lieferte. Eine
guantitative Analyse der immunprazipitierten DNA mittels kompetitiver PCR waére
aufgrund der geringen DNA-Menge deshalb nicht mdglich. Da bei der ‘real-time’
PCR zudem die Praparation von Kompetitor-DNA entfallt, ist diese Technik eine
relativ einfache und zeitsparende Methode, um die Kopienanzahl einer spezi-
fischen DNA-Sequenz in einer Probe zu bestimmen.

hOrclp und hOrc2p im Nukleoprotein

In dieser Arbeit wurden Antikdrper gegen hOrclp und hOrc2p verwendet um
Chromatin mit spezifischen DNA-Sequenzen zu préazipitieren. Bei den hier
durchgefiihrten Experimenten konnten mit hOrc2p-Antikbrpern nahezu alle
Chromatinfragmente gefallt werden, die hOrc2p tragen, wohingegen mit hOrclp-
Antikdrpern nur ein Bruchteil des vernetzten hOrclp immunprazipitiert werden
konnte (Abb. 4.22C, Abb. 4.24C). Da die verwendeten hOrclp-Antikorper I6sliches
hOrclp effizient immunprazipitieren (Abb. 4.17; Kreitz et al., 2000), scheint ein
groBer Anteil des vernetzten Proteins fur die Antikérper nicht zuganglich zu sein,
oder, bedingt durch die Formaldehydbehandlung, strukturell verandert vorzuliegen.
Vergleichbar mit Untersuchungen in anderen Eukaryoten (Chesnokov et al., 1999;
Lee & Bell, 1997; Tugal et al., 1998) konnten in Extrakten aus HelLa Zellen hOrclp
und hOrc2p als Komponenten des ORC-Komplexes nachgewiesen werden
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(Vashee et al.,, 2001), so dass man davon ausgehen kann, dass hOrclp und
hOrc2p auch in vivo Bestandteile eines multimeren ORC-Komplexes sind.
Demzufolge scheinen hOrclp und hOrc2p nicht unabhangig voneinander an
Chromatin gebunden zu sein. In den ChIP Assays zeigte sich, dass nur ein
geringer Anteil der Chromatinfragmente, die mit hOrclp-spezifischen Antikérpern
prazipitiert wurden, auch mit hOrc2p vernetzt vorliegen und umgekehrt. Der Grund
dafur konnte sein, dass durch die kurze Behandlung mit Formaldehyd
verschiedene Varianten des ORC-Komplexes fixiert werden, die dann von den
Antikdrpern je nach Zuganglichkeit des jeweiligen Antigens selektiv erkannt
werden. Ein Hinweis darauf, dass hOrclp und hOrc2p Bestandteile eines
Chromatin-gebundenen ORC-Komplexes sind, ist der Untersuchungsbefund (Abb.
4.27, Abb. 4.28), dass sowohl hOrclp-Antikorper als auch hOrc2p-Antikorper
Chromatinfragmente mit identischen DNA-Sequenzen prazipitieren.

Frihere Experimente zeigten, dass sich in Saugerzellen die Zusammensetzung
des ORC-Komplexes wéhrend des Zellzyklus verandert, wohingegen in Hefe der
ORC Komplex tuber den gesamten Zellzyklus intakt bleibt. In hoheren Eukaryoten
verandern sich die Interaktionen zwischen Orclp und anderen Komponenten des
ORC-Komplexes wahrend der S-Phase (Hua et al., 1997; Natale et al., 2000;
Rowles et al., 1999; Sun et al, 2000). Dieser Vorgang konnte auch in
proliferierenden HelLa Zellen nachgewiesen werden, wo sich hOrclp wahrend der
S-Phase vom Chromatin abldst (Kreitz et al., 2001). Das Verhalten von hOrclp
wurde untersucht, indem Zellen fir vier Stunden aus einem doppelten Thymidin-
block in die S-Phase entlassen wurden. In der S-Phase préapariertes Chromatin
konnte nicht mit hOrclp-spezifischen AntikOrpern prazipitiert werden und enthalt
dementsprechend auch kein hOrclp (Abb. 4.28A). Jedoch bindet hOrc2p wahrend
der S-Phase innerhalb derselben Region wie in der G1l-Phase, was darauf
hindeutet, dass eine S-Phase-abhangige Dissoziation von hOrclp vom Chromatin
keine wesentliche Verdnderung der Lokalisation von hOrc2p und vermutlich
anderer ORC-Untereinheiten wahrend des Zellzyklus bewirkt.

ORC und die Kernmatrix

Interessant sind die in Abb. 4.22C dargestellten Daten, die zeigen, dass ein
geringer Anteil des ‘Scaffold Attachment Factors A (SAF-A) mit hOrclp- und
hOrc2p-spezifischen Antikbrpern koprazipitiert werden kann. SAF-A ist ein typisches
Protein der Kernmatrix, das eine hohe SAR/MAR-spezifische DNA-Bindeaktivitat
besitzt (Fackelmayer et al., 1994; Kipp et al, 2000; Romig et al, 1992).
Untersuchungen zeigen, dass die Kernmatrix haufig mit naszierender DNA
assoziiert vorliegt. Deshalb geht man davon aus, dass die DNA-Abschnitte, an
denen die Initiation der DNA-Replikation stattfindet, moglicherweise innerhalb der
MAR-Elemente liegen (Ubersichtsartikel Berezney et al., 2000; Cook, 1999; Dijkwel
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& Hamlin, 1988; Dijkwel et al., 1991; Gilbert, 2001;). Untersuchungen von
SAR/MAR-Elementen im Topoisomerase 1-Gen zeigen jedoch weder eine ORC-
Bindung noch eine Origin-Aktivitat (Keller et al., submitted). Dagegen konnte mittels
der ChIP-Technik und dem ‘nascent strand abundance assay’ gezeigt werden,
dass ORC im Promoterbereich des TOP1-Gens, der ca. 5 kb stromaufwarts eines
MAR-Elements lokalisiert ist, bindet und diese Region Origin-Aktivitat besitzt (Keller
et al., submitted). Diese Ergebnisse schlieBen jedoch nicht aus, dass MAR-
Elemente wichtige replikative Funktionen einnehmen. Neuere Arbeiten zeigen,
dass ein MAR-Element den essenziellen Bestandteil eines Plasmides bildet, das
in der Lage ist, extrachromosomal zu replizieren (Piechaczeck et al.,, 1999). Das
MAR-Element in diesem Vektor vermittelt die Interaktion zwischen dem Plasmid
und dem Chromatin. Im Fall einer Deletion dieses Elements wird die Fahigkeit des
Plasmides episomal zu replizieren zerstort (Baiker et al., 2000). Méglicherweise
sind MAR-Elemente notwendig, um uber ihre Interaktion mit der Kernmatrix
Replikons raumlich zu strukturieren. So scheint eine Verbindung zwischen
replikativen Elementen und der chromosomalen Architektur wichtig zu sein, da in
dieser Arbeit gezeigt wurde, dass Plasmide, die MCM4-Promoterfragmente
enthalten und somit eine ORC-Bindestelle und einen Origin besitzen, nicht in der
Lage sind, episomal zu replizieren (Abb. 4.32).

Eine Binderegion fur hOrc1p und hOrc2p

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass in Chromatin, das mit
hOrclp- und mit hOrc2p-spezifischen Antikérpern prazipitiert wurde, spezifische
DNA-Sequenzen angereichert vorliegen. Durch konventionelle und quantitative
‘real-time’ PCR konnte einem Bereich, der zwischen den beiden divergent
transkribierten Genen MCM4 und PRKDC lokalisiert ist, eine Binderegion fur
hOrclp und hOrc2p zugeordnet werden. Zudem Uberlappt dieser Bereich mit einer
Startstelle der DNA-Replikation. Die untersuchte Sequenz (UPR flur ‘upstream
promoter region’) zeichnet sich durch eine 84 bp lange, AT-reiche Region aus, die
von GC-reichen Abschnitten umgeben ist. Vergleicht man die Region mit bereits
bekannten humanen Origins, die mit Ausnahme von AT-reichen DNA-
Entwindungs-Elementen keine konservierten Sequenz-Elemente besitzen, so sind
im MCM4-Genpromoter weitere Merkmale vorhanden, die fur eine Originaktivitat
sprechen: Die UPR-Region uberlappt mit transkriptionellen Kontrollelementen und
ist zudem sehr GC-reich.

Viele der bisher in hoheren Eukaryoten kartierten Origins sind haufig in Promoter-
oder Enhancer-Bereichen von aktiv transkribierten Genen lokalisiert (Ubersichts-
artikel Antequerra & Bird, 1999). Eine Korrelation zwischen Transkription und
Replikation wurde auch fiur verschiedene virale Systeme beschrieben
(Guggenheimer et el., 1984; Ubersichtsartikel Van der Vliet, 1996). So erinnert die
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molekulare Architektur des MCM4-Genpromoters an die Replikationsstartstelle im
Genom des Simian Virus 40. Dieser ca. 100 bp grof3e Origin enthalt neben einigen
GC-Elementen, die als Bindestelle fur das Initiatorprotein (T-Antigen) der viralen
Replikation dienen, sowohl Folgen von essenziellen AT Nukleotiden als auch
Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren. Untersuchungen zeigen, dass der Tran-
skriptionsfaktor Spl die Funktion des T-Antigens und somit die Aktivitat des viralen
Origins um ein Vielfaches steigert (Guo et al., 1989; Guo & DePamphilis, 1992;
Simmons, 2000; Turner & Woodworth, 2001). In Hefe vermitteln die B3-Elemente
der ARS-Sequenzen eine Bindung des Transkriptionsfaktors Abfl. Durch diese
Bindung an den Origin bewirkt Abfl eine Stimulation der DNA-Replikation (Diffley &
Stillman, 1988). Vergleichbare Effekte sind zu beobachten, wenn die RNA-
Polymerase Il an ARS Sequenzen rekrutiert wird (Stagljar et al., 1999). Neuere
Untersuchungen in D. melanogaster zeigen, dass die Lokalisation des ORC-
Komplexes an das ACE3-Element (amplification control element) des Origins im
Chorion-Genlocus durch eine direkte Interaktion zwischen dem E2F-Transkrip-
tionskomplex und dem ORC-Komplex reguliert wird (Bosco et al., 2001).

Weiterhin sind viele Origins, die in der frihen S-Phase aktiviert werden, haufig
durch Folgen von CpG Dinukleotiden gekennzeichnet (Delgado et al., 1998).
Solche Motive sind charakterische Elemente in Promotoren von Haushaltsgenen,
da sie mogliche Bindemotive fur den Transkriptionsfaktor Spl darstellen. Viele
Untersuchungen zeigen, dass genomische Bereiche, die Haushaltsgene
enthalten, tatsachlich frih in der S-Phase replizieren (z.B. Lamin B2 Origin, Kumar
et al., 1996), ebenso wie so genannte ‘regulierte Gene’, die in den Zellen exprimiert
werden. Interessant ist, dass solche ‘regulierte Gene’ erst in der spaten S-Phase
repliziert werden, wenn die Zellen differenziert sind und die entsprechenden Gene
nicht mehr exprimiert werden (Hatton et al., 1988; Simon et al., 2001). Diese enge
Korrelation zwischen Transkription und DNA-Replikation a3t vermuten, dass
moglicherweise in vielen Promotoren von Haushaltsgenen ORC gebunden
vorliegt. Weitere Beispiele hierfur sind die im Promoter des TOP1-Gens (Keller et
al., submitted) oder des ppv1l-Gens (Abb. 4.33) identifizierten ORC-Binderegionen.
Daraus ergibt sich die Frage, warum ORC-Komplexe bevorzugt in Promoter-
regionen mit DNA assoziieren. Tatsache ist, dass diese Bereiche eine aufge-
lockerte Chromatinstruktur besitzen, was maoglicherweise die Zugénglichkeit des
ORC-Komplexes an die DNA erleichtert. Dass die Chromatinstruktur einen
Einfluss auf die Effizienz der DNA-Replikation hat, zeigen Experimente mit dem
‘Chromatin Accessibility Complex’ (CHRAC) im Simian Virus 40 System. Dieser
Faktor bewirkt eine Verschiebung von Nukleosomen am SV 40 Origin, so dass
dieser frei von Nukleosomen vorliegt. Dadurch wird die Interaktion von dem T-
Antigen mit dem Origin erleichtert, was die Effizienz der DNA-Replikation steigert
(Alexiadis et al., 1998). Ahnliche Effekte zeigen Untersuchungen mit dem
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Tumorsuppressor BRCA 1, der uber seine saure transkriptionelle Aktivierungs-
doméane die Chromatinstruktur lokal verandert und dadurch die chromosomale
DNA-Replikation stimuliert (Hu et al., 1999).

Die Initiation der Replikation kann mit hoher Wahrscheinlichkeit an vielen Stellen in
Genomen von hoheren Eukaryoten stattfinden, jedoch scheinen sich diese
Ereignisse eher auf euchromatische promotornahe Bereiche zu konzentrieren, wo
die ORC-Bindung mdglicherweise durch Transkriptionsfaktoren stabilisiert wird.
Deshalb ware es von Interesse zu klaren, inwiefern benachbarte transkriptionelle
Kontrollelemente im MCM4-Genpromoter sowohl die Origin-Aktivitdt als auch die
ORC-Bindung beeinflussen. Ein wichtiger Schritt ware eine genauere Eingrenzung
der ORC-Binderegion im MCM4-Genpromoter.

5.7. Eingrenzung der ORC-Binderegion im MCM4-Genpromoter

Hinweise darauf, welche Sequenzen im MCM4-Genpromoter fir eine ORC-
Bindung in Frage kommen, geben die unter 4.1.2. beschriebenen ‘in vitro
footprinting’ Experimente. Dabei sind die DNase-l-geschitzten Bereiche fp5 und
fp6 insofern interessant, da sie weder einen signifikanten Einfluss auf die
Transkription der beiden Gene besitzen (Connelly et al., 1998) noch Bindemotive
fur bekannte Transkriptionsfaktoren darstellen. Ingesamt decken beide Motive
einen Bereich von 85 bp ab und erinnern, aufgrund ihrer Grél3e und Sequenz,
sowohl an die in S. cerevisiae beschriebenen Protein-DNA Interaktionen von ORC
mit den ARS1-Elementen (Bell & Stillman, 1992) als auch an die geschitzten
Regionen, die durch ‘in vivo footprinting’-Analysen im Lamin B2 Locus Uber der
OBR-Region nachgewiesen wurden (siehe 1.2.) (Abdurashidova et al., 1998;
Dimitrova et al., 1996).

Ahnliche DNase-I-geschiitzte Bereiche, wie die im MCM4-Genpromoter identifizier-
ten Regionen fp5 und fp6, finden sich auch im Promoter des TOP1-Gens, der
ebenfalls eine ORC-Binderegion enthalt (Keller et al., submitted). Die geschitzten
Bereiche sind 519 bis 604 bp stromaufwarts vom Transkriptionsstart lokalisiert
und mit Fpll und Fpl2 bezeichnet (Heiland et al., 1993; 1996 Dissertation).
Vergleichbar mit den fp5 / fp6 Regionen des MCM4-Promoters sind diese Bereiche
fur die Regulation der TOP1-Genexpression nicht relevant (Heiland et al., 1995),
besitzen keine Sequenzhomologien zu Bindemotiven bekannter Transkriptions-
faktoren und liegen, da das TOP1-Gen ein Haushaltsgen ist, im Kontext mit
Bindestellen fur den Transkriptionsfaktor Spl vor. Vergleicht man die Sequenzen
von Fpll des TOP1l-Genpromoters mit denen von fp6 des MCM4-Genpromoters,
so findet man, dass beide Motive durch eine Folge von AT-Nukleotiden
gekennzeichnet sind, die eine palindromische Sequenzfolge (AAAATAATTIT)
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bilden. Zudem protektieren Fpl1l und Fpl2 gemeinsam eine Region von 86 bp, die
damit der ermittelten Lange des fp5 / fp6 Bereichs von 85 bp in etwa entspricht.
Welche Proteine genau mit den DNase-l-geschiutzten Bereichen fp5 und fp6
interagieren, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Hinweise auf
eine Interaktion von ORC-Proteinen mit der fp5/fjp6-DNA geben sowohl Gel-
Retardierungs- und ‘South-Western’ Experimente mit rekombinatem hOrclp (siehe
Abb. 4.18 und Abb. 4.19) als auch Supershift-Experimente mit hOrc2p-spezifischen
Antikdrpern (siehe Abb. 4.15). So verandert sich die Mobilitdt der Protein-DNA
Komplexe im Gel-Retardierungs-Experiment, wenn fp6- oder fp5/fp6-DNA als
Substrate verwendet und mit nuklearem Extrakt aus HelLa S3 Zellen inkubiert
werden, der zuvor mit einem hOrc2p-spezifischen Antikorper behandelt wurde (Abb.
4.15). Eine mdgliche Erklarung fur diesen Effekt ware, dass durch den Antikorper
eine vollstdndige Assemblierung des ORC-Komplexes unterdriickt wird, was eine
Ursache fur die hohere Mobilitat des Komplexes sein konnte. Dies wiurde
allerdings voraussetzen, dass ORC-Proteine mit der fp6-DNA interagieren und bei
der Bildung der unter Abb. 4.16 beschriebenen Doppelbande (x)y) direkt involviert
sind.

Jedoch gibt es auch verschiedene Hinweise gegen eine Interaktion von ORC-
Proteinen und der fp6-DNA. Sowohl aus S. cerevisiae als auch aus D. melano-
gaster ist bekannt, dass eine spezifische Bindung von ORC an Origin-Sequenzen
nur in Anwesenheit von ATP erfolgt (Austin et al., 1999; Bell & Stillman, 1992; Lee et
al., 2000). Die Bildung der in Abb. 4.7 oder Abb. 4.16 beschriebenen Protein-DNA
Komplexe wird durch ATP nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Zudem befinden
sich hOrc1p und hOrc2p im Glycerindichtegradient teilweise in anderen Fraktionen
als die fp6-bindenden Proteine (Abb. 4.16). Demnach scheinen unter den hier
gegebenen Versuchsbedingungen andere Faktoren mit der fp6-DNA zu inter-
agieren. Ein weiteres Argument gegen eine direkte Interaktion von ORC mit der fp6-
DNA liefern die Daten der Abb. 4.17, die zeigen, dass Extrakte, die mit hOrclp- oder
hOrc2p-spezifischen Antikérpern immundepletiert wurden, denselben Protein-DNA
Komplex bilden wie unbehandelte Extrakte. So scheint der Ansatz, DNA in
Kernextrakten zu inkubieren, ungeeignet zu sein, um eine spezifische ORC-
Bindung an eine DNA-Sequenz nachzuweisen. Da in solchen Extrakten zahlreiche
DNA-bindende Faktoren vorhanden sind, die mit hoher Affinitdt entweder Sequenz-
spezifisch (z.B. Transkriptionsfaktoren) oder auch Sequenz-unspezifisch (z.B. DNA-
Polymerasen) an DNA binden, ist es denkbar, dass ORC-Proteine von ihrer
Bindestelle verdrangt werden. Beispielsweise wurden Uuber einen ‘one-hybrid
screen’ Faktoren identifiziert, die spezifisch mit der OBP-Region im Lamin B2
Origin (siehe Abb. 1.2) interagieren. Die Untersuchungen zeigten, dass an diese
Sequenz die Transkriptionsfaktoren HOXA13, HOXC10 und HOXC13 aus der
Familie der Homeoproteine binden (de Stanchina et al., 2000) und nicht - wie
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vermutet - Komponenten der Replikationsmaschinerie, wie ORC oder Cdc6. Auch
bei dieser Methode des ‘one-hybrid screens’ ist eine Selektion fir Proteine
begtinstigt, die per se an DNA binden und nicht als Bestandteil eines heteromeren
Komplexes wie beispielsweise ORC.

Weiterhin stellt sich die Frage, welche Faktoren die Spezifitdt der DNA-Bindung des
hORC-Komplexes vermitteln. Untersuchungen in S. cerevisiae zeigen, dass die
ScOrcl-5-Untereinheiten, nicht aber ScOrc6p, fur eine spezifische DNA-Bindung
notwendig sind (Lee & Bell, 1997), wobei die ATP-abhangige Bindung uber
ScOrclp vermittelt wird (Klemm et al., 1997). Die Spezifitit der DNA-Bindung des
ScORC-Komplexes wird durch ScCdc6p gesteigert (Mizushima et al., 2000). In
D. melanogaster ist DmOrclp, ahnlich wie in S.cerevisiae beschrieben, sowohl flr
die ATP-Bindung als auch fir eine stabile DNA-Bindung notwendig und
ausreichend (Chesnokov et al., 2001). Allerdings wird die Spezifitat der DNA-
Bindung tber DmOrc6p vermittelt (Chesnokov et al., 2001). In S. pombe wiederum
ist SpOrc4p fur eine spezifische DNA-Bindung essenziell (Kong & DePamphilis,
2001). Demnach unterscheidet sich das Bindungsverhalten von ORC bei
Eukaryoten. In Saugerzellen verdndert sich die Zusammensetzung von ORC
wahrend des Zellzyklus, da sich hOrclp wéhrend der S-Phase vom Chromatin
ablost (Kreitz et al., 2000; Natale et al., 2000). So kénnte es durchaus sein, dass in
Saugerzellen die Bindungsspezifitdt von ORC Uber hOrclp definiert wird. Ein
Hinweis darauf sind die in Abb. 4.19 dargestellten ‘South-Western’ Experimente,
die zeigen, dass rekombinantes his-hOrclp allein spezifisch mit einem 280 bp
langen MCM4-Promoterfragment interagiert.

Aufgrund der variablen Zusammensetzung des hORC-Komplexes (Kreitz et al.,
2000) ist es eher unwahrscheinlich, dass sich intakte hexamere hORC-Komplexe
aus nuklearen Extrakten reinigen lassen. Jedoch konnten die von Vashee et al.
(2001) oder Dhar et al. (2001) beschriebenen, im Baculo Virus System
exprimierten, isolierten humanen ORC-Komplexe Aufschluss tuber den Mechanis-
mus der DNA-Bindung geben. Es ware interessant festzustellen, ob solche
Komplexe spezifisch mit der fp5 / fp6 DNA des MCM4-Genpromoters interagieren.
Hinweise geben Untersuchungen, die zeigen, dass rekombinantes his-hOrclp im
Gel-Retardierungs-Experiment mit der fp6-DNA als Substrat einen &hnlichen
Protein-DNA Komplex bildet wie Proteine aus nuklearen Extrakten (Abb. 4.18).
Demzufolge scheinen die in den Extrakten vorhandenen ORC-Proteine, oder
zumindest hOrclp - neben anderen Faktoren - mit der fp6-DNA zu interagieren.
Vergleicht man allerdings die Sequenzen der Uber den ChIP-Assay identifizierten
ORC-Binderegionen in den TOP1- (Keller et al., submitted), ppvl- oder MCM4-
Genpromotoren, so finden sich neben den AT-reichen Bereichen kaum Sequenz-
homologien, die auf ein konserviertes DNA-Bindemotiv fir ORC hindeuten. Die
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Bindung von hORC an DNA scheint daher eher durch die Chromatinstruktur
definiert zu sein, als tUber spezifische Sequenzelemente.

5.8. Kolokalisation von MCM-Proteinen und ORC-Proteinen

Untersuchungen in Hefe und in X. laevis zeigen, dass Pra-Replikationskomplexe in
einer geordneten Reihenfolge gebildet werden. Dabei wird Gber ORC Cdc6 und
Cdtl an den Origin rekrutiert, was dann zur Chromatinbindung von MCM-Proteinen
fuhrt (siehe 1.3.2.2.). Da alle bisher identifizierten Initiationsfaktoren hochkon-
servierte Proteine sind, liegt die Vermutung nahe, dass in allen Eukaryoten
ahnliche Mechanismen vorliegen. Um Erkenntnisse uUber die Zusammensetzung
des Pra-Replikationskomplexes in humanen Zellen zu gewinnen, wurde in dieser
Arbeit mittels der ChIP-Technik Chromatin untersucht, das mit hMcm3p-
spezifischen Antikdrpern prazipitiert wurde. Durch quantitative ‘real time’ PCR
konnte gezeigt werden, dass in a-hMcm3p-immungefalltem Chromatin, das aus
G1-Phase Zellen prapariert wurde, spezifische DNA-Sequenzen angereichert sind.
Diese Sequenzen uberlappen mit der identifizierten ORC-Binderegion im MCM4-
Genpromoter (Abb. 4.29). Somit scheinen in humanen Zellen MCM- und ORC-
Proteine an identische DNA-Bereiche zu binden und gemeinsam Startstellen der
DNA-Replikation in der G1-Phase zu markieren.

Die Daten der quantitativen ‘real time’ PCR (siehe Abb. 4.29) widersprechen der
bisherigen Annahme, dass hMCM-Proteine gleichmalig tber das Genom verteilt
sind, wahrend hORC-Komplexe an bestimmten Stellen lokalisiert sind (Ritzi et al.,
1998). Dieses Modell basiert unter anderem auf Western Blot Analysen von in vivo-
vernetztem Nukleoprotein, das mit hMCM- oder hOrc2p-spezifischen Antikérpern
prazipitiert wurde. In Western Blot Analysen konnen, &hnlich wie in Abb. 4.24B
dargestellt, nur geringe Mengen an koprazipitiertem hOrc2p in a-Mcm3p-
prazipitiertem Chromatin nachgewiesen werden. Die geringe Koprazipitation von
hOrc2p und hMCM-Proteinen im ChIP-Assay sprechen tatsachlich gegen eine
Kolokalisation von hMCM-Proteinen und hORC-Proteinen.

Eine mdgliche Erklarung fur diesen Befund kdnnten jedoch die unterschiedlichen
Mengenverhéltnisse von Chromatin-gebundenen hORC- und hMCM-Proteinen
sein. Fruhere Arbeiten zeigten, dass die Anzahl an gebundenen hMCM-Proteinen
die Anzahl an Origins und somit vermutlich auch an gebundenem hORC Ubersteigt
(Burkhart, 1995, Dissertation; Fujita et al., 1997). So kann, selbst wenn hORC- und
hMCM-Proteine in unmittelbarer Nachbarschaft am Chromatin lokalisiert sind, nur
ein Bruchteil der mit hMcm3-spezifischen Antikérpern geféllten Proteine hORC
sein. Allerdings missten die so koprazipitierten ORC-Proteine anteilsmaliig
mitgefallt werden, was unterschiedliche ORC-Proteinmengen in den Auftragspro-
ben und den Uberstanden zur Folge hatte. Die in Abb. 4.24B und Abb. 4.29A
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gezeigten Daten sind jedoch schwer interpretierbar, da weder die hOrc2p- noch die
hMCM-Proteinmengen signifikante Unterschiede zwischen den Auftagsproben und
den Uberstanden zeigen.

Eine weitere Ursache fur die geringe Koprazipitation beider Proteinkomplexe
konnte in der Natur des ChIP-Assays begrindet liegen. Geht man theoretisch
davon aus, dass der hORC-Komplex aus hOrc2-5(6) besteht, der nur teilweise mit
hOrclp assoziiert vorliegt, so missten zumindest die mit a-hOrclp-préazipitierten
Chromatinfragmente gleiche Mengen an hOrc2p und hOrclp enthalten, was, wie
bereits in 5.5. beschrieben, nicht der Fall ist. Somit ist es denkbar, dass der
Nachweis einer Koprazipitation von unterschiedlichen Proteinkomplexen (wie ORC
und MCM) im Western Blot weitaus schwieriger sein kénnte.

Vergleicht man Immunfallungen von hMCM3-spezifischen Antikérpern aus Nukleo-
protein mit denen von loslichen Extrakten, so findet man auch hier drastische
Unterschiede. Werden beispielsweise |0sliche Extrakte mit entsprechenden
Mengen a-hMcm3p-Antikorpern geféllt, so kdnnen diese effizient immundepletiert
werden (Daten nicht gezeigt). Beim Vergleich der Mengen an hMCM-Proteinen in
den Uberstanden des mit hMcm3p-Antikdrpern prazipitierten Nukleoproteins mit
denen im Auftrag zeigt sich jedoch, dass nur ein geringer Anteil der hMCM-Proteine
geféllt werden kann (Abb. 4.24, Abb. 4.29). Demnach ist die Zuganglichkeit der
Antikdrper durch die Fixierung der Proteine mit Formaldehyd stark beeintrachtigt
und man kann davon ausgehen, dass bei den Immunféallungen gezielt Nukleopro-
teine selektiert werden, die fur die Antikdrper zuganglich sind. So sind in a-
hOrc1/2p-prazipitiertem Chromatin keine hMCM-Proteine nachweisbar (siehe Abb.
4.24, Abb. 4.29). Da der ORC-Komplex als Plattform fir die Rekrutierung von
Initiationsfaktoren dient, ist er wahrscheinlich im zentralen Bereich des Pra-
Replikationskomplexes lokalisiert. Deshalb scheint es plausibel, dass durch die
Chromatinbindung von MCM-Proteinen der Zugang zu ORC-Proteinen erschwert
wird.

Die Tatsache, dass es uberhaupt mdoglich ist ORC-Proteine zu préazipitieren, zeigt,
dass im Nukleoprotein verschiedene Varianten von Protein-DNA Komplexen
vorhanden sind. Diese Varianten ergeben sich aus unterschiedlichen Vernet-
zungen mit Formaldehyd, die von Zelle zu Zelle variieren kénnen. Dabei ist es
wahrscheinlich, dass der Vernetzungsgrad bei unterschiedlichen genomischen
Regionen innerhalb der Kernkompartimente einer Zelle verschieden ist. Deshalb
bleiben die Verhaltnisse der koprazipitierten DNA-Sequenzen, unabhangig von den
praferenziell gefallten Varianten von Nukleoprotein, erhalten. Da bei der Prapara-
tion des Nukleoproteins nur die Proteine gereinigt werden, die mit ihrer ‘in vivo’
DNA-Binderegion vernetzt vorliegen, reprasentieren die kopréazipitierten DNA-
Sequenzen eine statistische Auswabhl, die die in vivo Lokalisation der prazipitierten
Proteine widerspiegeln. Dies zeigt sich sowohl bei Analysen von a-hOrclp- und a-
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hOrc2p-koprazipitierter DNA, als auch bei Vergleichen von a-hMcm3p-
prazipitiertem Nukleoprotein aus verschiedenen Zellzyklus-Phasen.

Der Chromatin-gebundene Anteil von MCM-Proteinen verandert sich in Abh&ngig-
keit vom Zellzyklus. In Saugerzellen ist der Struktur-gebundene Anteil zu Beginn der
S-Phase maximal und nimmt dann mit dem Fortschreiten der Replikation graduell
ab (Kimura et al., 1996; Krude et al., 1996; Todorov et al., 1995). Dieses Verhalten
wurde durch die Praparation von S-Phase Chromatin untersucht (Abb. 4.29). Es
zeigt sich, dass in Chromatinpraparationen aus S-Phase Zellen weniger hMcm5p
mit hMcm3p-spezifischen Antikorpern prazipitiert werden kann als in Nukleo-
protein, das aus G1l-Phase Zellen stammt. Diese Verhéltnisse spiegeln sich in
den absoluten Mengen an koprazipitierter DNA wieder (Abb. 4.29B). Zudem scheint
sich die Lokalisation von hMcm3p wahrend der S-Phase zu verandern, da tber den
gesamten Locus verstarkte Amplifikationsraten zu beobachten sind, wohingegen
bei G1-Phase Chromatin eine Konzentration auf die den UPR-Locus umgebenden
Amplikons stattfindet. Diese Beobachtungen scheinen mit den von Aparicio et al.
(1997) publizierten Daten tbereinzustimmen, die zeigen, dass sich die Lokalisa-
tion von ScMCM-Proteinen wéhrend der S-Phase vom Origin hin zu Nicht-
Originregionen andert.

Studien in S. cerevisiae zeigen, dass ScCdc6p essenziell fur die Bindung der MCM-
Proteine an Chromatin ist (Donovan et al., 1997). Depletionsstudien mit Xenopus-
Eiextrakten liefern einen funktionellen Zusammenhang zwischen dem XIORC-
Komplex, dem XIMCM-Komplex und den Initiationsfaktoren XICdc6p und XICdtlp
(Maiorano et al., 2000; Romanowski et al., 1996; Rowles et al., 1996). Nach diesen
Studien ist die Bindung des XIORC-Komplexes eine notwendige Vorraussetzung
fur die Bindung von XICdc6p und XICdtlp, wodurch eine Rekrutierung von XIMCM2-
7 an Chromatin ermoéglicht wird. Allerdings setzten diese Untersuchungen nicht
notwendigerweise voraus, dass ORC- und MCM-Proteine an identischen
Bereichen am Chromatin lokalisiert sein missen. So zeigten Donovan et al.
(1997), dass in Hefe sowohl ScORC-Proteine als auch ScCdc6p durch
Salzbehandlung vom Chromatin abgelést werden koénnen, ohne die ScMCM-
Chromatinbindung zu beeinflussen. Im Xenopus System konnten Hua & Newport
(1998) durch die cdc2/Cyclin A Kinase XIORC und XICdc6p, nicht aber die XIMCM-
Proteine, vom Chromatin dissoziieren. Demnach scheinen ORC und Cdc6p als
Lade-Faktoren fir MCM-Proteine zu dienen, sind aber nicht fir eine dauerhafte
Bindung der MCM-Proteine an Chromatin notwendig.

Hinweise auf eine Kolokalisation von MCM-Proteinen mit ORC in der G1-Phase
geben Untersuchungen in der Spalthefe S. pombe, bei denen eine direkte
Interaktion zwischen SpMcm4p und SpOrclp sowohl genetisch als auch
biochemisch nachgewiesen werden konnte (Grallert & Nurse, 1996). Genetische
Interaktionen wurden zudem fir die MCM5- und ORC6-Gene beschrieben (Li et al.,



5 Diskussion 110

1993). Dariiberhinaus konnten ORC- und MCM-Proteine indirekt tber andere
Faktoren interagieren. So ist bekannt, dass MCM-Proteine mit der Cdc7-Dbf4
Kinase (Lei et al.,, 1997) und mindestens zwei weiteren Proteinen, Mcm10p
(Merchant et al., 1997) und Cdc45p (Hopwood & Dalton, 1996) physikalisch
interagieren. Zou & Stillman (1998) zeigten, dass Cdc45p wahrend der S-Phase,
nach der Bildung des Pra-Replikationskomplexes, mit dem MCM-Komplex
interagiert. Weiterhin zeigen ‘in vivo crosslinking’ Studien, dass Cdc45p seine
Lokalisation von Origins in der spaten G1-Phase hin zu Nicht-Originregionen in der
S-Phase mit ahnlichen Kinetiken wie die DNA-Polymerase € verandert und somit,
wie die MCM-Proteine, mit der Elongations-Maschinerie assoziiert vorzuliegen
scheint (Aparichio et al., 1997). Ob Cdc45p eine Vermittlerrolle zwischen ORC-
Proteinen und MCM-Proteinen in der spaten G1-Phase einnimmt, ist derzeit unklar.
Allerdings interagieren beide Faktoren zumindest genetisch miteinander (Zou et
al., 1997; Hardy, 1997).

Untersuchungen, die deutlich auf eine indirekte Interaktion von MCM-Proteinen und
ORC-Proteinen wahrend der G1-Phase hinweisen, wurden in Hefe mit dem
Initiationsfaktor ScMcm10p durchgefihrt. ScMcm10p liegt Chromatin-gebunden vor
und kann mit allen sechs Untereinheiten des ScMcm2-7 Komplexes direkt
interagieren (Homesley et al., 2000; Izumi et al., 2000; Merchant et al., 1997). Durch
ChlP-Assays konnte gezeigt werden, dass ScMcml1Op an Origins lokalisiert ist
(Homesley et al., 2000). Eine Entfernung von ScMcm10p nach der Bildung des Pra-
Replikationskomplexes wahrend der G1-Phase bewirkt eine Dissoziation von
ScMCM-Proteinen vom Chromatin, ohne dass die ScORC-Bindung beeinflusst
wird. Jedoch hat eine Entfernung von SCORC vom Pra-Replikationskomplex keinen
Einfluss auf die ScMcm10p-Bindung an Chromatin. Diese Untersuchungen lassen
vermuten, dass die Assoziation des ScMCM-Komplexes mit Origins wahrend der
G1-Phase Uber ScMcm10p vermittelt wird (Homesley et al.,, 2000). Entscheidend
ist, dass diese Studien auf eine gemeinsame Lokalisation von ScMCM- und
ScORC-Proteine am Origin wahrend der G1-Phase hindeuten. Neuere Arbeiten von
Labib et al. (2001) beweisen, dass sowohl die Bildung des Pré&-Replikations-
komplexes als auch dessen Aufrechterhaltung von ScMCM-Proteinen abhangig ist.
Unter Verwendung von ‘mcm degron’ Mutanten (siehe 1.3.2.1.) konnten die Autoren
zeigen, dass fur das Bestehen des durch den Préa-Replikationskomplex verur-
sachten ‘in vivo footprints’ tiber dem ARS305 Origin die Anwesenheit von ScMcm2-
7 Proteinen wahrend der gesamten G1-Phase essenziell ist.

Ob sich die in S. cerevisiae beschriebenen Zusammenhédnge auch auf humane
Systeme uUbertragen lassen, werden zuktinftige Arbeiten zeigen. Hinweise auf eine
indirekte Interaktion zwischen dem humanen ORC-Komplex und MCM-Proteinen
geben Untersuchungen mit der Histon-Acetyltransferase HBO1l. HBO1l wurde
ursprunglich als Protein beschrieben, das mit Orclp interagiert, weshalb es mit
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Histon-Acetyltransferase binding to Orcl (HBO1l) bezeichnet wurde (lizuka &
Stillman, 1999). Neuere Arbeiten zeigen, dass dieses aus 611 aa bestehende
Protein Uber ein zentral gelegenes C,HC-Zinkfingermotiv in vitro und in vivo mit
hMcm2 interagiert (Burke et al., 2001). Diese Interaktionen konnten auf eine
Kolokalisation von ORC- und MCM-Proteinen hindeuten. Zumindest zeigen sie,
dass eine physikalische Interaktion zwischen einer Histon-Acetyltransferase-
Aktivitat und Initiationsfaktoren besteht.

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten deuten darauf hin, dass in humanen Zellen
eine vergleichbare Situation vorliegt wie fur S. cerevisiae beschrieben. In HelLa
Zellen scheinen demnach ORC-Proteine und MCM-Proteine gemeinsam Startstel-
len der Replikation wahrend der G1-Phase zu markieren. Vermutlich verandert sich
die Lokalisation des MCM-Komplexes auf der DNA mit dem Eintritt in die S-Phase,
wobei der MCM-Komplex maoglicherweise in seine enzymatisch aktive Form als
replikative Helikase Uberfuhrt wird und mit der Replikationsgabel kolokalisiert.

Die uber den ChIP-Assay ermittelten Daten sollten durch weitere Untersuchungen
erganzt werden. Dabei ware von Interesse, ob die im MCM4-Genpromoter
beschriebene Situation auch auf andere Origins Ubertragbar ist. Weiterhin wére es
sinnvoll zusétzliche Antikorper einzusetzen, die beispielsweise gegen die DNA-
Polymerasen & oder ¢ gerichtet sind. Die so prazipitierten DNA-Fragmente sollten
dann ein vergleichbares Anreicherungsprofil in der S-Phase aufweisen, wie es mit
hMcm3p-spezifischen Antikérpern gefunden wurde.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden durch in vivo und in vitro Studien Protein-
DNA Interaktionen im humanen MCM4-Genpromoter nachgewiesen und dessen
Struktur aufgeklart.

Durch DNase-I-Schutz-Experimente wurden sechs Proteinbindestellen im MCM4-
Promoter identifiziert. Die vier proximalen Binderegionen sind GC-reich und
konnten somit als Bindestellen fir die Transkriptionsfaktoren Spl und AP2 dienen.
Die beiden eher distal gelegenen Regionen zeichnen sich durch einen hohen
Anteil an AT-Nukleotiden aus und zeigen keine signifikanten Homologien zu
Konsensussequenzen bekannter Transkriptionsfaktoren. Wie alle humanen MCM-
Genpromotoren besitzt auch der MCM4-Promoter ein E2F-Bindemotiv. Obwohl in
dieser Arbeit gezeigt wurde, dass in nuklearen Extrakten aus HelLa Zellen E2F-
Proteine vorhanden sind, binden diese Proteine nicht an MCM4-Promoter DNA-
Fragmente. Folglich ist der Transkriptionsfaktor E2F nach meinen Untersuchungen
nicht an der Regulation der MCM4-Genexpression in HeLa Zellen beteiligt.
Weiterhin konnten Sequenzen identifiziert werden, die sowohl mit hOrclp als auch
mit hOrc2p assoziiert vorliegen. Fur diese Fragestellung wurde eine modifizierte in
vivo Crosslinking Methode etabliert und angewendet. Eine der hOrclp/hOrc2p-
Bindestellen ist zwischen den beiden divergent transkribierten Genen MCM4 und
PRKDC lokalisiert. Damit konnte erstmals eine Binderegion fir ORC-Proteine im
humanen Genom beschrieben werden. Zudem wurde gezeigt, dass hOrc2p an
den gut charakterisierten Origin der Lamin B2 Region bindet. Bei Praparationen
von naszierender DNA sind die Sequenzen des MCM4-Promoters und der
Lamin B2 Originregion ebenfalls angereichert. Daraus folgt, dass in diesen
speziellen Regionen der ORC-Komplex Startstellen der DNA-Replikation im
humanen Genom markiert.

Bei Untersuchungen von vernetzten Protein-DNA Komplexen, die mit hMcm3p-
spezifischen AntikOrpern prazipitiert wurden, zeigte sich, dass hMcm3p in G1-
Phase Zellen - ebenso wie hOrclp und hOrc2p - spezifisch mit der MCM4-
Promoterregion assoziiert vorliegt. Bei Praparationen aus S-Phase Zellen
hingegen ist die MCM4-Promotersequenz deutlich weniger angereichert. Dies ist
der erste Hinweis darauf, dass in HeLa Zellen MCM-Proteine wahrend der G1-
Phase ausschlie3lich am Origin lokalisiert sind. Wahrend der S-Phase scheint
sich die Lokalisation des MCM-Komplexes zu verandern, wobei er sich vermutlich
zusammen mit der Replikationsgabel vom Origin fortbewegt.

Aufgrund der Daten dieser Arbeit kann der MCM4-Promoter als Grundlage fur
weitere Forschungen zur Aufklarung der Struktur des Pré&-Replikationskomplexes
und der Zusammenhange zwischen Transkription und Replikation dienen, da er
sowohl replikative als auch transkriptionelle Kontrollelemente in sich vereinigt.
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