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KAPITEL 1
EINLEITUNG

1.1 Allgemeines zur Genomreplikation

Bei der Zellteilung wird die Erbinformation (DNA) von der Mutterzelle in Form von
zwel identischen Kopien auf die beiden Tochterzellen weitergegeben (DNA-Replikation).
In hoéheren Eukaryonten ist dies ein streng kontrollierter Prozess, um zu gewéhrleisten,
dass das Erbgut (Genom) innerhalb eines Zellzykluses fiir genau ein Mal repliziert wird
(Hand, 1978). Der Einleitung (Initiation) der DNA-Replikation wird hierbei eine
zentrale Rolle zugeteilt, da sie Ausgangspunkt fiir die erfolgreiche und préazise
Duplikation des gesamten Genoms ist, welches im Falle des Menschen aus ca. 3
Milliarden Basenpaare besteht. Das Prinzip der DNA-Replikation ist bei Pro- und
Eukaryonten sehr konserviert. Immer sind es bestimmte Sequenzbereiche der DNA (cis-
wirkende Faktoren) welche mit Initiationsfaktoren (¢rans-wirkenden Faktoren)
interagieren. Das Zusammenspiel bewirkt ein Aufschmelzen der DNA am Startpunkt
der Replikation (,,Origin“) und die Etablierung von Replikons, d.h. von
Replikationsstrukturen, an denen die DNA-Replikation eingeleitet wird. Da die DNA-
Replikation innerhalb eines zeitlich eng begrenzten Fensters eines Zellzykluses ablauft,
ist es leicht nachvollziehbar, dass es viele unabhingige Replikationsstartpunkte im
Genom hoherer Eukaryonten geben muss, um diesen Vorgang koordiniert ablaufen zu
lassen. So schitzt man, dass beim Menschen, etwa 30000 dieser Origins iiber das
Genom verteilt sind (Hamlin and Dijkwel, 1995).

An den biochemischen Apparat, der die DNA-Replikation steuert, werden mehrere
Anspriche gestellt. Erstens muss gewihrleistet sein, dass das gesamte Genom

innerhalb einer bestimmten Zeit vollstandig repliziert wird.
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Hierbei ist zu bedenken, dass das Chromatin bei Eukaryonten Aullerst heterogen
organisiert ist. Man unterscheidet transkriptionsaktive Bereiche, in denen das
Chromatin aufgelockert organisiert ist (Euchromatin) von Bereichen mit sehr dicht
gepacktem Chromatin (Heterochromatin) (Berezney et al., 2000). Tatséchlich laufen die
Initiationsereignisse nicht gleichzeitig, sondern vielmehr in kontrollierter Weise
nacheinander ab, wobei das Euchromatin sehr frih, das Heterochromatin dagegen
spater in der DNA-Synthese-Phase repliziert wird (Berezney et al., 2000). Zweitens
muss gewdahrleistet sein, dass eine Re-Replikation von den  selben
Chromatinabschnitten wihrend eines Zellzykluses verhindert wird (Coverley and
Laskey, 1994). Drittens muss die DNA-Replikation mit anderen zellularen Ablaufen,
wie z.B. der Transkription oder der DNA-Reparatur koordiniert werden (Gilbert, 2001a).
SchlieBlich besitzen eukaryontische Zellen zellzyklusspezifische Kontrollmechanismen
(,checkpoints“) um ein Fortlaufen des Zellzykluses z.B. bei Einwirkung von
genotoxischen Ereignissen, welche zu einer Beschddigung der DNA fiihren,
gegebenenfalls zu verdndern bzw. zu verhindern (Kelly and Brown, 2000).

In den letzten Jahrzehnten hat das Verstidndnis der biochemischen Ereignisse bei der
DNA-Replikation zugenommen. Besonders die Elongation, also die Kettenverlidngerung
(Polymerisierung) der beiden DNA-Strange wihrend der Replikation und der daran
beteiligten Proteine sind heute sehr gut verstanden. Weniger bekannt sind die
Verhaltnisse bei der Termination und der Initiation, wobei Letzteres der Bestandteil der
Untersuchungen in dieser Arbeit sein wird.

Die Initiation der DNA-Replikation wurde bei Modelsystemen von Eukaryonten, wie
den Hefen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe, der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster und dem Frosch Xenopus laevis auf molekularer Basis
untersucht (Benbow et al., 1992; Bielinsky, 2001; DePamphilis, 1999; Gilbert, 2001a;
Mechali, 2001; Stillman, 1989; Todorovic et al., 1999). Trotz der Artunterschiede haben
die Untersuchungen gezeigt, dass der generelle Mechanismus der Initiation sehr
dhnlich sein muss, da homologe Replikationsproteine in den einzelnen Organismen
gefunden wurden. Bei einer genaueren Betrachtung findet man andererseits aber
erhebliche Unterschiede, insbesondere zwischen der einzelligen Hefe Saccharomyces

cerevisiae und den mehrzelligen Eukaryonten. Allen gemeinsam ist die Existenz von
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spezifischen Initiationsfaktoren, welche praktisch in allen untersuchten Organismen
mit starker Homologie zueinander vorhanden sind, und auf welche in diesem Kapitel an

spaterer Stelle genauer eingegangen werden soll.

1.2 Die DNA-Replikation im Zellzyklus

Der eukaryontische Zellzyklus besteht aus vier Phasen, die in einer streng kontrollierter
Reihenfolge ablaufen und auf vielfaltige Weise, wie zum Beispiel iber spezielle
Proteinkinasen (u.a. Cyklin-abhingigen Kinasen, CDK), kontrolliert werden (Fantes
and Brooks, 1993). Die G1-Phase (G = Gap) dient als Vorbereitung der DNA-
Replikation, und stellt die Uberbriickungsphase zwischen der Mitose (Zellteilung) und
der DNA-Synthesephase (S-Phase) dar. Die DNA-Replikation selbst findet in der S-
Phase (S = Synthese) statt (Wuarin and Nurse, 1996). Hier werden
Replikaktionsfaktoren wie zum Beispiel DNA-Polymerasen, DNA-Ligase, DNA-
Primasen, oder Nukleotidvorlaufer zur Verfiigung gestellt, um zu gewéihrleisten, dass
die DNA vollstandig repliziert wird. Neben der Replikation der DNA muss aber auch die
Verpackung in neue Nukleosomen erfolgen, was durch die Neusynthese von Histon-
Proteinen wihrend der S-Phase gewéhrleistet wird (Krude and Keller, 2001). Nach der
S-Phase folgt die G2-Phase, welche in Saugetierzellen als Vorbereitungszeit fiir die
Mitose angesehen wird. Hier wird die Kondensation des Chromatins zu Chromosomen
und der Spindelapparat flir deren Segregation vorbereitet. SchlieBllich folgt die
eigentliche Zellteilung (Mitose), bei der die DNA zu Chromosomen kondensiert und so,
mit Hilfe des Spindelapparates, auf die Tochterzellen weitergegeben wird.

Neue Untersuchungen machen deutlich, dass eine grobe Einteilung des Zellzykluses in
vier Phasen nicht die genauen Verhiltnisse wiederspiegelt (Berezney et al., 2000).
Tatsachlich lassen sich die einzelnen Phasen in ,Unterphasen“ einteilen, in denen
nacheinander Reaktionen ablaufen, um die komplexen zellularen Prozesse im einzelnen
zu koordinieren. So wird die Entscheidung fiir die anstehende Replikation des Genoms
in der S-Phase bereits zu einem frithen Zeitpunkt in der G1-Phase getroffen (TDP,
Timing Decision Point) (Dimitrova and Gilbert, 1999; Li et al., 2001). Dieser Zeitpunkt
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ist ein Kontrollpunkt, bei dem grundsatzlich festgelegt wird, ob die DNA-Replikation im
kommenden Zellzyklus ablaufen soll oder nicht. In der spaten G1-Phase gibt es einen
weiteren Punkt, der beim Passieren die Spezifitat der Initiation der DNA-Replikation
festlegt (ODP, Origin Decision Point) (Wu and Gilbert, 1996). Die molekularen
Mechanismen, denen diese beiden Stellen in der G1-Phase unterliegen, sind noch unklar
(Gilbert, 2001a).

Am Ende der Gl-Phase kommt es an den Origins zum Aufbau von Pra-
Replikationskomplexen, die aus Initiationsfaktoren (siehe unten) bestehen. In der
frihen S-Phase kommt es schlieBlich zur Aktivierung von ,frithen“ Origins in
euchromatischen Bereichen. Origins, welche in dem dichter gepackten Heterochromatin
lokalisiert sind, werden erst im Verlauf der S-Phase aktiviert (,spate” Origins). Am
Ende der S-Phase ist die Replikation des gesamten Genoms schlieBlich beendet.
Befindet sich eine Zelle in der G2-Phase, kann keine neue Runde der DNA-Replikation
eingeleitet werden, auch wenn Initiationsfaktoren exogen dazugegeben werden. Der
Vollstandigkeit halber muss erwdhnt werden, dass es in Saugetierzellen eine fiinfte
Phase gibt (GO-Phase), in der die Zellen keinen Zellzyklus mehr durchlaufen, sondern in

der sich in einer Ruhephase befinden.

1.3 Startstellen der DNA-Replikation (Origins)

Startstellen der bidirektionalen DNA-Replikation (Origins) sind durch drei wesentliche
Merkmale gekennzeichnet: Erstens befinden sich an diesen Stellen die Urspriinge der
kontinuierlichen Vorwiartsstrang- sowie der diskontinuierlichen Rickwéartsstrang-
Synthese an der Replikationsgabel. Zweitens sind in diesen Bereichen die
Replikationsblasen lokalisiert und drittens sind solche Regionen durch das Auftreten
von primiren Replikationsprodukten (,nascent DNA®) gekennzeichnet. Mehrere Origins
(5 — 10) findet man innerhalb von groleren Replikationszonen, und werden dann als
,Replikons® bezeichnet (Berezney et al., 2000). Solche Replikons sind extrem heterogen

in ihrer Struktur und GroéBe. In Zellkernen koénnen Replikons durch Einbau von
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markierten Nukleotidvorldufern in der Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht

werden, und werden dann als Replikationsfoci (engl.: ,replication foci“) bezeichnet.

1.3.1 Origins in niederen Eukaryonten

Im vorherigen Kapitel wurde aufgefiithrt, dass die DNA-Replikation innerhalb der
zeitlich begrenzten S-Phase vollstandig ablaufen muss. Diese zeitliche Limitation ist
beinahe fir jeden Organismus gegeben, der einen regulierten Zyklus durchlauft. Die
DNA-Replikation wird daher bei samtlichen Eukaryonten, als auch bei Bakterien und
Viren, an spezifischen Stellen, den Origins, eingeleitet. Origin-Sequenzen binden
Initiator-Proteine, welche dafiir sorgen, dass Replikationsgabeln in der frithen S-Phase
etabliert werden. Dies schliel3t die Entwindung der DNA sowie die Rekrutierung von
weiteren Faktoren ein, welche fiir die bidirektionale Wanderung der Replikationsgabel
bzw. fir die DNA-Synthese benodtigt werden. Die am besten charakterisierten
eukaryontischen Origins sind die sogenannten ARS (ARS = Autonomously Replicating
Sequences) in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (Abb. 1) (Brewer and Fangman,
1987; Heinzel et al., 1991; Newlon, 1996). Der Name leitet sich hierbei von der Fahigkeit
dieser Sequenzen ab, die autonome (episomale) Replikation von DNA-Plasmiden zu
bewirken (Brewer and Fangman, 1987). Mit Hilfe dieses ,ARS-Assays“ gelang die
Identifizierung von Sequenzen, die als Origin wirksam sind.

Die ARS sind 100 — 200 bp lang und bestehen aus insgesamt vier Sequenzelementen, die
zum Teil sehr konserviert unter den einzelnen ARS sind (Marahrens and Stillman,
1992). Das am meisten konservierte und fir die Origin-Funktion wichtigste Element ist
das A-Element, welches eine 11 bp lange A/T-reiche Konsensus-Sequenz (ACS = ARS
Consensus Sequence; Abb. 1) einschlieft (Newlon, 1996). Die weniger konservierten
Elemente sind die drei B-Elemente, B1 — B3, welche jedoch fiir die Origin-Funktion
notwendig sind (Marahrens and Stillman, 1992). Das A-Element und das Bl-Element
dienen zusammen als Bindestelle eines hexameren Initiator-Proteinkomplexes, dem
Origin Recognition Complex (ORC) (Diffley and Stillman, 1988; Rowley et al., 1995). Die

Bindung des Komplexes findet in Saccharomyces cerevisiae spezifisch an ARS-
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Sequenzen statt und markiert dadurch den Replikationsorigin. Das B2-Element wirkt
hochstwahrscheinlich als ein DNA-Entwindungselement (DUE = DNA Unwinding
Element; Abb. 1), um das Aufschmelzen der DNA fiir die Einleitung der Replikation zu
ermoglichen (Rowley et al., 1994). Das B3-Element ist eine Bindestelle fir den
Transkriptionsfaktor Abfl, der die Initiation der DNA-Replikation stimuliert (Diffley
and Stillman, 1988). Fiir die Funktion als Origin ist das A-Element essentiell, wihrend
die B-Elemente die Effizienz der Aktivierung steuern (Marahrens and Stillman, 1992).
Obwohl ARS-Sequenzen in regelmilliger Reihenfolge im Hefegenom vorkommen,
werden nur etwa 15% davon benutzt (DePamphilis, 1996). Moglicherweise spielen noch
weitere Faktoren, wie zum Beispiel eine bestimmte Chromatinstruktur eine Rolle, um
die Funktion von ARS als Origin zu definieren (Melendy and Li, 2001).

Es stellt sich an dieser Stelle die Frage, wie sehr die Spezifitat von ARS unter den
Eukaryonten verbreitet ist. Schon in der multizellularen Spalthefe Schizosaccharomyces
pombe sieht die Situation dramatisch anders aus. Auch hier sind mit Hilfe des ARS-
Assays Origin-Sequenzen identifiziert worden. Jedoch findet man oft mehrere ARS-
Sequenzen tandemartig innerhalb einer 500 — 1000 bp groBen Initiationszone
angeordnet (Gomez and Antequera, 1999). Auch besitzen diese ARS-Sequenzen zwar ein
20 — 50 bp groBBes A/T-reiches Element, das wichtig fir die Origin-Funktion ist, jedoch
lasst sich keine mit der ACS vergleichbare Konsensus-Sequenz feststellen. Die
Initiationszonen kommen sehr wahrscheinlich dadurch zustande, dass mehrere klar
definierte Origins in proximaler Ndhe zueinander angeordnet sind (Abb. 1)(Brewer et
al., 1993). Bei der Aktivierung des Origins werden bestimmte Sequenzen bevorzugt, was
moglicherweise mit dem Vorkommen distaler Sequenzen oder der Chromatinstruktur

zusammenhéngt (Newlon, 1996).

1.3.2 Origins in héheren Eukaryonten

Durch das Fehlen von ARS-Sequenzen stellte sich die Identifizierung von
Replikationsstartstellen in multizellularen Organismen als sehr schwierig heraus.
In Xenopus laevis Eiextrakten und Drosophila melanogaster Zellkulturzellen scheint

beinahe jede beliebige DNA-Sequenz unspezifisch an verschiedenen Stellen zu
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replizieren (Coverley and Laskey, 1994; Gilbert, 1998). So glaubte man fiir lange Zeit,
dass die Initiation der DNA-Replikation in Saugetierzellen unabhéngig von cis-
wirkenden Faktoren, wie einer bestimmten DNA-Sequenz ist. Dieses Bild wurde jedoch
durch die Etablierung von modernen Origin-Kartierungsmethoden tiberarbeitet. Diese
schlielen zum einen die 2D-Gel-Elektrophorese ein, mit der
Replikationszwischenprodukte wie Replikationsgabeln und das Vorhandensein von
Replikationsblasen nachgewiesen werden kénnen (DePamphilis, 1993; Dijkwel et al.,
1991; Gencheva et al., 1996). Die Replikationszwischenprodukte werden aus den Zellen
isoliert, aufgereinigt und in zwei Dimensionen entsprechend der Gréfe und Masse tiber
Gel-Elektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Produkte mit radioaktiv
markierten Hybridisierungsproben, welche fiir die Origin-Region spezifisch sind,
sichtbar gemacht. Die zweite Methode umfasst die Analyse von neusynthetisierter
einzelstrangiger DNA (,nascent DNA strands®), welche spezifisch als Folge der DNA-
Strangverlangerung an Replikationsblasen der Origins entstehen (,Nascent Strand
Abundance Assay”) (Giacca et al., 1997; Yoon et al., 1995). Nascent DNA sind primére
Replikationsprodukte mit zunehmender Linge, die nach der Etablierung und als Folge
der bidirektionalen Wanderung von Replikationsgabeln, ausgehend von der
Initiationsstelle, entstehen. Die Grundidee besteht bei diesem Assay darin, dass Origin-
Sequenzen gegeniiber Nicht-Origin-Sequenzen bzw. benachbarten Sequenzen in der
nascent DNA Préparation angereichert sind. Dadurch ist es zum Beispiel mit
quantitativen PCR-Methoden moglich, die Stelle des Origins und damit die
Initiationsstelle anhand der Sequenzinformation genau zu kartieren. Hierbei sind
bereits die Vor- und Nachteile beider Methoden ersichtlich: Wahrend die 2D-Gel-
Elektrophorese eine grobe Kartierung des Origins liefert, miissen beim , Nascent Strand
Abundance Assay“ schon recht genaue Sequenz-Informationen uber die Lokalisierung
des Origins vorliegen, um das Maximum der Anreicherung quantitativ zu erfassen.

Immerhin ist es mit Hilfe dieser beiden Techniken gelungen, ein paar wenige Origins in
mehrzelligen Organismen, u.a. auch in menschlichen Zellen zu identifizieren, von denen
die wichtigsten hier vorgestellt werden sollen. Der wohl am meisten untersuchte Origin
befindet sich innerhalb einer intergenischen Region am 3°- Ende des

Dehydrofolatreduktase Gens (DHFR) bzw. stromaufwéarts des 2BE2121 Genes in CHO
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Fibroblasten Zellen (CHO = Chinese Hamster Ovary) (reviewed: (Todorovic et al.,
1999)). 2D-Gel-Elektrophoresenmethoden fiihrten hier zu der Identifizierung einer etwa
55 kbp groflen Initiationsregion (Abb.1). Die Analyse von nascent DNA mit
quantitativen PCR-Methoden, fihrte zur Identifizierung von drei konkreten
Initiationsstellen (ori-B, ori-f° und ori-y) innerhalb eines 28 kbp grolen Locus
(zusammengefasst in: (DePamphilis, 1999)). Die zum Teil uneinheitlichen Ergebnisse
dieser beiden Methoden bilden Bestandteil zahlreicher Diskussionen (DePamphilis,
1999; Gilbert, 2001a; Mechali, 2001).

Ahnliche Ergebnisse lieferte die Untersuchungen des Origins im rDNA Locus, welcher
aus tandemartig angeordneten 45S rRNA-Transkriptionseinheiten besteht (Abb. 1). Die
humanen rRNA Gene werden etwa 400 mal an multiplen Stellen innerhalb eines 31 kbp
groflen nicht transkribierten Spacers repliziert, welcher die Transkriptions-Einheiten
voneinander trennt (sieche Abb. 14A) (Little et al., 1993). Konkrete Initiationsstellen
wurden innerhalb einer 10 kbp groflen Region stromaufwérts des rRNA Gen Promotors
identifiziert (Gencheva et al., 1996; Larner et al., 1999; Yoon et al., 1995).

Das Vorhandensein von préiferentiellen Initiationsstellen im Gegensatz zu mehreren
Initiationsstellen oder ganzen Initiationszonen ist der am wenigsten verstandene Punkt
bei der DNA-Replikation von hoheren Eukaryonten. Andererseits wurden viele dieser
Ergebnisse in unterschiedlichen Zellinien mit zum Teil stark in das Zellgeschehen
eingreifenden Synchronisierungen erhalten, so dass experimentelle Artefakte und
methodisch bedingte Beschriankungen bei diesen Untersuchungen nicht ausgeschlossen

sind (Todorovic et al., 1999).
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Abbildung 1. Replikationsstartstellen (Origins) verschiedener Lebensformen.

Der ,Simian Virus 40“ (SV40; infiziert Affen-Nierenzellen) Origin besteht aus einem Erkennungselement
(ORE, Origin Recognition Element), welches fiir die Bindung des Initiatiorproteins T-Antigen benotigt wird,
einem DNA-Entwindungselement (DUE, DNA Unwinding Element) und einem A/T-reichen DNA-Abschnitt.
Replikationsgabeln entstehen direkt an der Replikationsblase des Origins, von dem sie sich in beide
Richtungen (bidirektional) entlang der DNA fortbewegen (OBR, Origin of Bidirectional Replication).
Stimulatorische Elemente (Aux = Auxiliary) dienen als Bindestelle eines T-Antigen Dimers bzw. fiir den
Transkriptionsfaktor SP1 und verstarken die Initiation der DNA-Replikation. In der Hefe S. cerevisiae
wird der Origin (ARS) durch die Bindung des Origin Recognition Complex (ORC) an das A/T-reiche A-
Element sowie an das Bl-Element markiert. Die Lage des DNA-Entwindungselementes (DUE) und der
Initiationsstelle (OBR) sind gekennzeichnet. Das B3-Element dient als Bindestelle fiir den
Transkriptionsfaktor Abf-1. In der Hefe S. pombe sind die ARS groBer und bilden oft Initiationszonen, bei

denen mehrere ARS-Elemente seriell angeordnet sind. Die Grofle der Initiationsstelle von Sdugetier-Origins
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(;mammalian origins“) ist abhingig von der Kartierungsmethode (siehe Text). 2D-Gel-Elektrophorese
Methoden kartieren eine breite Initiationszone am 3°- Ende des DHFR Locus und in den nicht
transkribierten Spacer des rDNA Locus. Starke Origin-Aktivitdten wurden durch héufiges Auftreten von
Replikationsblasen identifiziert und sind als dicke schwarze Pfeile dargestellt. Analyse von nascent DNA
fuhrte zur Identifizierung von konkreten Initiationsstellen im DHFR Locus (ori-B, ori-f’, ori-y) sowie im
Lamin B2 Locus. In der Ndhe des Origins befinden sich Bindestellen fiir diverse Transkriptionsfaktoren.
Essentielle Origin-Elemente sind in der Farbe ,rot stimulatorische Elemente wie Transkriptionsfaktor-

Bindestellen in der Farbe ,gelb” dargestellt (aus: DePamphilis, 1999).

Der bis heute am besten untersuchte Origin mit definierten Initiationsstellen ist der
Lamin B2 Origin, welcher sich am 3’- Ende des humanen LMNB2 Gens und einem
stromabwartsliegendem PPVI Gen unbekannter Funktion befindet (Biamonti et al.,
1992a; Biamonti et al., 1992b; Giacca et al., 1994). Die Initiationsstellen wurden hier
sowohl fiir den Vorwartsstrang als auch fiir den Rickwéartsstrang auf das Nukleotid
genau bestimmt (Abb. 9)(Abdurashidova et al., 2000). In dieser Region wurde ein
Bereich identifiziert, der nach DNasel Behandlung, mit noch nicht identifizierten
Proteinen bedeckt (,Footprint®“) und zellzyklusspezifischen Schwankungen unterworfen
ist (Abdurashidova et al., 1998). In der GO-Phase ist dieser Footprint nicht detektierbar,
in der G1-Phase bedeckt er einen Bereich von etwa 100 Basenpaaren, welcher sich beim
anschlieBenden Ubergang in die S-Phase auf 70 Basenpaare verringert. Solche
Footprints sind charakteristisch fir die Replikationskomplexe wie sie an den ARS von
Saccharomyces cerevisiae identifiziert worden sind. Diese Komplexe bestehen in der G1-
Phase aus Initiationsfaktoren wie ORC, MCM-Proteine oder Cdcd6 und sind fir die
frithen Schritte bei der Initiation notwendig (siehe Kapitel 1.4.1). Der Origin befindet
sich innerhalb einer CpG-Insel und besitzt aullerdem drei Bindestellen fir
Transkriptionsfaktoren. CpG-Inseln sind genomische Regionen von mindestens 300 bp
Lénge und mit einem tiberdurchschnittlichen GC-Gehalt, welche bei mehreren Origins
bereits gefunden wurde (Antequera and Bird, 1999). Durch
Synchronisierungsexperimente wurde gezeigt, dass der Origin sehr friih in der S-Phase
aktiviert wird (Biamonti et al., 1992a).

Bisher sind keine spezifische Sequenzelemente identifiziert worden, welche fiir eine
Origin-Aktivitat essentiell waren. In einigen Fallen wurde eine Assoziation von nascent
DNA mit den Kernstrukturen beobachtet, was zu der Hypothese fiihrte, dass die DNA-

Replikation an den sogenannten MAR-Elementen eingeleitet wird (MAR = Matrix
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Attachment Region) (Dijkwel and Hamlin, 1988; Dijkwel et al., 1991; Hozak et al.,
1993). MAR-Elemente verbinden die chromosomale DNA mit der Kernmatrix, welche
hauptsachlich aus einem Ribonukleoprotein Netzwerk besteht (Nickerson, 2001). In erst
kirzlich angefertigten Arbeiten wurde berichtet, dass die Initiationsstellen mit den
MAR-Elementen co-lokalisieren (Zink et al., 1999). Jedoch gab es auch Berichte, in
denen die Initiation unabhingig von der Kernmatrix erfolgte (Berezney et al., 1995;
Jack and Eggert, 1992). Weitere Arbeit wird daher notwendig sein, die exakte Rolle der

MAR-Elemente sowie der Kernmatrix bei der DNA-Replikation zu klaren.

1.4 Initiationsproteine der DNA-Replikation

Bislang wurden die cis-wirkenden Faktoren besprochen, die bei der Initiation der DNA-
Replikation in héheren Eukaryonten noch viele Fragen aufwerfen. Mehr Erkenntnisse
sind bei der Untersuchung der trans-wirkenden Faktoren gewonnen worden, welche im
Wesentlichen Protein-Initiationsfaktoren sind, die Bestandteil der
Replikationskomplexe am Origin sind.

Die Bildung von Pra-Replikationskomplexen an Origin-Sequenzen findet in der G1-
Phase des Zellzykluses statt. Im folgenden Kapitel soll der Zusammenbau dieses
Komplexes mit seinen Komponenten beschrieben werden und im einzelnen auf die fiir
diese Arbeit relevanten Proteine eingegangen werden. Die meisten der dariiber
gewonnenen Erkenntnisse wurden in den Modelsystemen bei der Hefe Saccharomyces

cerevisiae sowie vom Eiextrakt System des Frosches Xenopus laevis gewonnen.

1.4.1 Die Bildung des Pra-Replikationskomplexes

Die Grundkomponente des Pria-Replikationskomplexes ist der Origin Recognition
Complex (ORC) welcher in ATP-abhingiger Weise an ARS-Elemente bindet (Bell and
Stillman, 1992; Lee and Bell, 1997; Stillman, 1989). Er bildet eine Plattform fur die

Assoziierung von weiteren Proteinfaktoren an der Replikationsstartstelle und bleibt
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vermutlich wahrend des gesamten Zellzykluses am Origin gebunden (Abb. 2). Als
nachstes bindet Cdc6 an ORC und vermittelt zusammen mit Cdt1 die weitere Beladung
von den MCM-Proteinen (MCM2 — MCMY7) (Aparicio et al., 1997; Diffley et al., 1994;
Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000; Romanowski et al., 1996; Weinreich et al.,
1999). SchlieBlich findet eine Assoziation des Komplexes mit Cdc45 und den DNA-
Polymerasen o und € statt, um die DNA-Synthese einzuleiten (Mimura and Takisawa,
1998). DNA-Einzelstrangbereiche werden durch das trimere Replikaktionsprotein A
(RPA) abgedeckt (Treuner et al., 1996).

Die Beladung von Cdc45 und der DNA-Polymerase oo kommt durch die Aktivitat der
Proteinkinase (Cdc7/Dbf4) zustande (Pasero et al., 1999b; Zou and Stillman, 2000). Cdc6
und Cdt1 sind Ladefaktoren fiir die MCM-Proteine zur Assemblierung auf die Plattform
des Origin Recognition Complex. Eine Subpopulation der MCM-Proteine (MCM4 —
MCMT7) hat sehr wahrscheinlich DNA-Helikasefunktion, auch wenn diese nur fir ein
sehr kurzes Template mit schwacher Aktivitat gezeigt werden konnte (Ishimi, 1997,
Ishimi et al., 2000; You et al., 1999). Damit kénnten sie bei der frithen Entwindung des
DNA-Doppelstranges beteiligt sein.

Cdc45 vermittelt die Assoziierung der DNA-Polymerase o und tibernimmt vermutlich
noch weitere Aufgaben zusammen mit der MCM-Helikase an der Replikationsgabel
(Aparicio et al., 1997). Die Einleitung der DNA-Synthese untersteht hierbei der
Regulation der Cdc7/Dbf4 Kinase (Pasero et al.,, 1999b). In hoheren Organismen
tbernimmt diese Aufgabe vermutlich die Cyklin A/CDK1 und Cyklin E/CDK1 Kinase,
welche in der frithen S-Phase aktiv sind (Zou and Stillman, 1998). Die Re-Replikation
der DNA wird durch die Aktivitdit von Proteinkinasen und durch einen neuen
Proteinfaktor, Geminin, verhindert (Tada et al., 2001; Wohlschlegel et al., 2000).

Das Cdc6-Protein 16st sich am Ende der G1-Phase vom Komplex ab. Beim Eintritt in die
S-Phase und nach der Initiation dissoziieren dann auch die MCM-Proteine von dem
Komplex. Es wurde auch gezeigt, dass die MCM-Proteine nicht mit frihen
Replikationsfoci co-lokalisieren, sondern vielmehr nach angelaufener DNA-Synthese von
den Stellen, an denen die DNA-Replikation ablauft, abgelést werden, was darauf
hindeutet, dass die MCM-Helikase keine replikative Helikase ist, sondern vermutlich

nur die ersten Schritte der Entwindung durchfiihrt (Krude et al., 1996).
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Abbildung 2. Schrittweise Aktivierung von Origins (Saccharomyces cerevisiae).

Der Origin Recognition Complex (ORC) bleibt wihrend des gesamten Zellzykluses am Origin gebunden. Am
Ende der Mitose binden das Cdc6-Protein und Cdtl an ORC und bilden, nach der erfolgten Assoziierung der
MCM-Proteine in der G1-Phase, den Pri-Replikationskomplex. In der S-Phase fithrt Geminin zum Ablésen
von Cdtl. Cdc6 wird abgebaut und es kommt zur Ausbildung von Replikationsstrukturen. Noch wihrend
der S-Phase l6sen sich die MCM-Proteine vom Komplex. In der darauf folgenden Mitose wird der Inhibitor

Geminin abgebaut, so dass ein neuer Replikationszyklus eingeschlagen werden kann.
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1.4.2 Der Origin Recognition Complex (ORC)

Der Origin Recognition Complex wurde urspriinglich aus S. cerevisiae isoliert und
besteht aus sechs heterogenen Untereinheiten, SCORC1 — ScORC6 (Bell and Stillman,
1992). Seine Hauptfunktion besteht darin, an ARS-Elemente zu binden, um dadurch als
Plattform fiir die Rekrutierung weiterer Initiationsfaktoren zu wirken (Dutta and Bell,
1997). Inzwischen wurden auch homologe Proteine in Schizosaccharomyces pombe
(Moon et al., 1999), Xenopus laevis (Romanowski et al., 1996), Drosophila melanogaster
(Chesnokov et al., 1999) sowie in menschlichen Zellen (Dhar et al., 2001; Vashee et al.,
2001) gefunden (zusammengefasst in: (Quintana and Dutta, 1999)). Die ORC-Proteine
sind entsprechend ihrer GroBlen bezeichnet worden (hORC1: 118 kDa, hORC2: 69 kDa,
hORC3: 72 kDa, hORC4: 45 kDa, hORC5: 50 kDa, hORC6: 33 kDa).

Die Bindung von ORC ist an den konservierten ARS-Elementen von Saccharomyces
cerevisiae am besten untersucht worden. Die Bindung benétigt die 11 bp lange ARS-
Konsensus-Sequenz (ACS) sowie das Bl-Element und erfolgt ATP-abhéngig. Die
Spezifitat der Bindung wird wahrscheinlich durch die ScCORC1, ScORC2 und ScORC4
Untereinheiten vermittelt (Lee and Bell, 1997).

In S. pombe sind die Origins wie oben erwidhnt grofer und komplexer organisiert.
Jedoch ist ein 20 — 50 bp langes A/T-reiches Element fiir die ARS-Funktion notwendig
(Gomez and Antequera, 1999). Fir die SpORC4-Untereinheit wurde gezeigt, dass sie
mit dem N-terminalen Ende an ARS-DNA binden kann (Chuang and Kelly, 1999).

In Drosophila melanogaster Zellen wurde ORC an vielen Stellen des Chromatins
gefunden, jedoch zeigte sich eine Priferenz fiir die Bindung an Heterochromatin (Pak et
al.,, 1997). Daneben wurde durch Kreuzvernetzungsstudien und Chromatin-
Immunpréazipitationen gezeigt, dass DmORC an das Chorin Gen Amplifizierung
Element (ACE3), aber auch an eng benachbarte Bereiche bindet (Austin et al., 1999) .
Bis heute ist es nicht gelungen, Bindestellen des Origin Recognition Complex in den
Genomen hoherer Eukaryonten nachzuweisen. Zum einen ist das auf das Fehlen von
spezifischen Origin-(Konsensus)-Sequenzen zurickzufiihren, zum zweiten auf die

methodischen Limitationen, denen solche Untersuchungen ausgesetzt sind.
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Die Notwendigkeit des Origin Recognition Complex bei der DNA-Replikation ist anhand
von Mutationen in den ORC-Genen untersucht worden. Die Mutationen in den
entsprechenden ORC-Genen fithren zur Letalitit oder zu einer Arretierung des
Zellzykluses ohne replizierte DNA (Grallert, 1996). Dariiber hinaus haben
Immundeletionen von XIORC-Proteinen aus Xenopus Eiextrakten gezeigt, dass die
Initiation der DNA-Replikation, nicht aber die DNA-Synthese wahrend der Elongation
inhibiert wird (Carpenter et al., 1996; Hua and Newport, 1998; Romanowski et al., 1996;
Rowles et al., 1996). Der Effekt kann durch Zugabe von rekombinanten ORC-Proteinen
wieder aufgehoben werden. XIORC1 und XIORC2 sind auch Substrate fiir Cyklin-
abhangige Kinasen (CyklinA/CDK2, CyklinE/CDK2 und CyklinB/Cdc2). Die
Phosphorylierung fithrt zu einer Dissoziation der Proteine am Chromatin. Diese
Kinaseaktivititen konnten auch die Ablosung von hORC1 widhrend der S-Phase in
humanen Zellen bewirken (Kreitz et al., 2001; Mendez and Stillman, 2000; Natale et al.,
2000). Jedoch ist nicht klar, wie diese Ergebnisse mit den in den Hefen gefundenen
Daten zu vereinbaren sind, da dort ORC in allen Zellzyklusphasen am Chromatin
gebunden bleibt (Dillin and Rine, 1998).

Zu den Proteinen welche mit ORC in S. cerevisiae interagieren, gehoren Cdc6, MCM4
und Cdc7 (Dutta and Bell, 1997). Auch in humanen somatischen Zellen scheinen diese
Interaktionen gegeben zu sein (Mendez and Stillman, 2000).

Bisher wurde ORC als essentielle Komponente von Pra-Replikationskomplexen an
Origins kennengelernt. Neben der Rolle bei der Initiation der DNA-Replikation wurden
jedoch auch Funktionen von ORC bei der Stillegung von Genen (,transcriptional
silencing®), sowie bei der Organisation des Heterochromatins gefunden (Bell et al., 1993;
Pak et al., 1997; Triolo and Sternglanz, 1996). Die Repression der Genexpression wird
wahrscheinlich von den Sirl-Proteinen vermittelt, welche so das Chromatin zu
Heterochromatin verpacken. Ein weiterer Hinweis auf die Funktion von ORC bei der
Chromatinorganisation wurde durch die Interaktion mit der Histon-Acetyltransferase
(HBO1) nachgewiesen (Iizuka and Stillman, 1999). Die Acetylierung von Histonen
konnte die Chromatinstruktur auflockern, um den Initiationsproteinen Zugang zu den

Initiationsstellen zu verschaffen.
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1.5 Die Initiation der DNA-Replikation in vitro

Um die komplexen biochemischen Ereignisse bei der Initiation der DNA-Replikation auf
molekularer Ebene zu untersuchen, wurden zellfreie Replikationssysteme entwickelt,
welche es erlauben, die einzelnen Initiationsfaktoren zu untersuchen. Das erste ,in
vitro“-System leitete sich vom SV40 Origin ab, und fithrte zu der Identifizierung der
ersten essentiellen Initiationsfaktoren (Stillman et al., 1985). Ein weiteres System ist
das Xenopus Eiextraktsystem, das noch heute wichtige Erkenntnisse tber die DNA-
Replikation von hoheren Eukaryonten liefert (Blow et al., 1987). Die
Grundkomponenten dieses Systems sind ein cytosolischer Extrakt, der aus Froscheiern
besteht, und ein Membran-freier Kernextrakt. Nach Zugabe von Spermien-DNA oder
Plasmid-DNA findet die Replikation der DNA fiir eine komplette Runde statt. Um die
DNA bilden sich aus einzelnen Membran-Bestandteilen kernéhnliche Strukturen
(Pseudokerne). Die Initiation verlauft allerdings unspezifisch und wird an zufallig
ausgewidhlten Stellen eingeleitet (Coverley and Laskey, 1994). Spezifische
Initiationsereignisse findet man am DHFR Origin, wenn die intakten Hamsterzellkerne
im cytosolischen Extrakt inkubiert werden (Gilbert et al., 1995). Die Spezifitat ist aber
streng von dem genauen Zeitpunkt der Praparation der Zellen in der Gl-Phase
abhéangig. Frithe G1-Phase Kerne initiieren an unspezifischen Chromatinregionen.
Passieren die Zellen jedoch einen definierten Punkt in der spiten G1-Phase (ODP,
Origin Decision Point), findet die Initiation spezifisch am ori-B des DHFR Locus statt
(Abb. 3). Unspezifische Initiationsereignisse wurden auch mit proteinfreier DNA oder
permeabilisierten spiaten G1-Phasen Zellkernen beobachtet (Coverley and Laskey,

1994).
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Abbildung 3. Spezifische Initiation am DHFR Locus nach dem Durchlaufen des ODP in der G1-
Phase.

Werden Hamsterzellkerne in cytosolischen Eiextrakt von Xenopus laevis inkubiert, findet die Initiation in
frithen G1-Phasen Zellen an zufillig ausgewéhlten Stellen statt. Ab einem definierten Punkt in der spaten
G1-Phase (ODP, Origin Decision Point) findet die Initiation spezifisch am ori-p des DHFR Locus statt.
Interessanterweise wurde auch ein Initiationsereignis am ori-y in Metaphasenchromosomen beobachtet, das
aber wihrend der G1-Phase verschwindet. Die Abbildung zeigt den Anteil der Replikation (in %) wahrend
der Zellzyklusphasen. Der Zusammenbau der Kernhiille findet in der frithen G1-Phase statt, die Initiation

am ori-B in der spiaten G1-Phase (aus: DePamphilis, 1999).

In hoheren Eukaryonten wurde ein zellfreies System in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae (Pasero et al., 1999a) sowie beim Menschen (Krude et al., 1997) entwickelt.
Das menschliche ,in vitro“-System erlaubte es, weitere Faktoren zu identifizieren, die
fur die Initiation der DNA-Replikation notwendig sind. Hierbei werden Zellkerne von
menschlichen spiten G1-Phase Zellen isoliert und in cytosolischen Extrakt inkubiert,
der aus somatischen S-Phase Zellen prapariert wurde. Alternativ konnen die Zellkerne
auch in Extrakten aus asynchron proliferierenden Zellen inkubiert werden (Krude,

2000). Die Effizienz der Initiation ist abhéngig von der Qualitat der Zellkerne, welche
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aus spaten G1-Phasen Zellen priapariert werden miissen. Werden die Zellkerne zu einem
fritheren Zeitpunkt in der G1-Phase préapariert, verlieren sie die Kompetenz die DNA-
Replikation einzuleiten (Stoeber et al., 1998). Das zur Zeit am besten charakterisierte
humane zellfreie System benutzt fiir die Herstellung von spaten G1-Phase Kerne die
pflanzliche Aminosdure Mimosin. Bei einer Konzentration von 0.5 mM werden die
Zellen in der spaten G1-Phase arretiert, noch bevor sich Replikationsgabeln etabliert
haben und die DNA-Replikation eingeleitet wurde (Krude, 1999). Geringere
Konzentrationen von Mimosin fiihren teilweise zur Neubildung von Replikationsgabeln
in den Zellkernen (Krude, 1999). Aus den Mimosin-arretierten Zellen werden die
Zellkerne isoliert und in cytosolischen Extrakt inkubiert, was zur spezifischen Initiation
der DNA-Replikation, bzw. bei bereits etablierten Replikationsgabeln, zur Elongation
der DNA-Replikation fihrt (Krude, 2000). Mit diesem System konnte bisher gezeigt
werden, dass die Initiation von den Aktivitdten der Cyklin-abhéngigen Kinasen Cyklin
A/CDK1 und Cyklin E/CDK1 abhéngt.

Obwohl bereits Erkenntnisse iiber die wesentlichen Initiationsfaktoren in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae vorliegen, ist der genaue Ablauf der DNA-Replikation in
héheren Eukaryonten wie der des Menschen nur sehr wenig bekannt. Insbesondere ist
die Frage zu kldren, in welchen Regionen die einzelnen Origins im Genom des
Menschen lokalisiert sind und welchen Einfluss die Chromatinstruktur auf die
Selektion und Aktivierung von Origins ausiibt. Auch wird zu prifen sein, ob und welche

Sequenzelemente in den Origin-Regionen fiir die Initiation notwendig sind.
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KAPITEL 2
ZIELSETZUNG

In dieser Arbeit sollen drei wesentliche Teilbereiche der Initiation der DNA-Replikation
bearbeitet werden: Im ersten Teil der Arbeit soll mit Hilfe eines zellfreien ,in vitro®-
Systems die Spezifitat der Initiation in isolierten Zellkernen untersucht werden. Im
Mittelpunkt dieser Untersuchung wird die Frage sein, ob die DNA-Replikation an
spezifischen Origin-Sequenzen eingeleitet wird, oder ob die Initiation an eher zufillig
ausgewahlten Chromatinbereichen stattfindet. Des weiteren soll untersucht werden, ob
die Aktivierung von Origins wihrend der S-Phase einer zeitlichen Reihenfolge
unterworfen ist und ob die Koordination der Aktivierung von einen auf den anderen
Zellzyklus weitergegeben wird.

Der zweite Teil der Arbeit beschéaftigt sich mit den humanen Origin Recognition
Complex (ORC)-Proteinen. Dazu sollen die im Laufe dieser Arbeit identifizierten cDNAs
der hORC1 — hORC6 Proteine in pro- und eukaryontische Expressionsvektoren kloniert
werden, um die Proteine fiir die Herstellung von Antikoérper sowie fiir biochemische
Untersuchungen rekombinant zu exprimieren. Mit den hergestellten monospezifischen
Antikorper sollen die ORC-Proteine in der Zelle niher charakterisiert werden.
Insbesondere soll die Lokalisierung der ORC-Proteine in der Zelle, sowie eine mogliche
Komplexbildung der Proteine am Chromatin in vivo untersucht werden.

Der dritte Teil der Arbeit behandelt schlieBlich die Interaktion der ORC-Proteine mit
genomischen Sequenzen. Bislang wurde noch keine Bindung des Origin Recognition
Complex an humanen Origin-Sequenzen nachgewiesen. Es soll ein modifiziertes
Chromatin-Immunprazipitationsprotokoll in Verbindung mit quantitativer Real-time
PCR vorgestellt werden, mit dem ORC-Bindestellen im Humangenom identifiziert

werden konnen.
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KAPITEL 3
MATERIAL UND METHODEN

3.1 Allgemeines

Soweit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche organischen und anorganischen
Chemikalien von den Firmen Promega, Sigma, Serva, Roth, Merck, Fluka, Riedel de
Haen und Amersham mit dem angegebenen analytischen Reinheitsgrad bezogen.Die

chemischen Symbole entsprechenden dem internationalen Standard.

Zellkulturmedien und fotales Kalberserum (FCS) stammten von der Firma Gibco. Die
145 mm Zellkulturplatten wurden von der Firma Greiner bezogen. Die menschlichen

Cervix-Karzinom-Zellen Hela-S3 und EJ30 Zellen stammten von Gibco.

DNA-modfizierende Enzyme wie Restriktionsendonukleasen, DNA-Ligasen, DNA-
Phosphatasen oder DNA-Polymerasen wurden von den Firmen MBI Fermentas und

Biolabs bezogen.

Zur Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen (Sf9 und Hi5) wurde ein

Baculovirus-Transfektionskit von der Firma Invitrogen verwendet.

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech im MaB3stab 0.01 umol hergestellt
und tber HPSF aufgereinigt. Die Standard-PCR Reaktionen wurden in einem Uno-

Thermoblock der Firma Biometra durchgefiihrt.
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Fir die quantitative Real-time PCR wurde der FastStart DNA Master SYBR Green I
Kit von der Firma Roche verwendet. Die Quantifizierungen erfolgten in einem von
Roche vertriebenen Light-Cycler Instrument. Die Auswertungen wurden mit Hilfe der

Light-Cycler 3.01 Software vorgenommen.

Polyklonale SP1-Antikorper sind von der Firma Santa Cruz Biotechnology Inc. bezogen
worden. Die Antikorper gegen p60/CAF sind in Marheineke et al., 1998 beschrieben. Die
Antikorper gegen hORC1 und hORC2 sind in Ritzi et al.,, 1998 beschrieben. Die

restlichen in dieser Arbeit verwendeten Antikorper stammten aus eigener Erzeugung.

Standard-Puffer wie PBS, TAE, TBS TE wurden in ihrer Zusammensetzung nach

Maniatis et al., 1991 prapariert.

Die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie wurde in Kooperation mit Torsten Krude,
Cambridge, UK, die 2D-Gel-Elektrophorese mit Oliver Hyrien, Paris, und die
Expression der ORC-Proteine in Insektenzellen mit Thomas Kapitza, Konstanz,

durchgefiihrt.

3.2 Zellkultur und Synchronisierung

Menschliche Hela-S3 Zellen wurden als subkonfluente Monolayers auf 145 mm Platten
in DMEM ("Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”) mit 5% fotalen Kalberserum (FCS)
kultiviert. Das Medium enthielt aulerdem 40 mg/ml Penicillin (Sigma) und 80 mg/ml
Streptomycin. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO:z und 95%
Luftfeuchtigkeit gehalten. Zur Umsetzung auf andere Platten wurden die Zellen mit 5
mg/ml EDTA-gepufferten Trypsin (Sigma) von der Oberflache abgelost.

Zum Arrest in der spiaten G1-Phase wurden die Zellen fir 24 h mit 0.5 mM Mimosin
(Sigma) behandelt. Fur die Herstellung der Stammlosung wurden 10 mM Mimosin in
DMEM/10% FCS bei Raumtemperatur tiber Nacht gelost und den einzelnen Platten als

1:20 Verdiinnung dazugegeben. Zellen wurden fir die Synchronisierung in der frithen S-
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Phase fir 3 h durch Zugabe von frischem DMEM/10% FCS aus dem Mimosinblock
entlassen. EJ30 Zellen wurden in der GO-Phase in DMEM/0.5% FCS/2.5 pg/ml
Amphotericin B (Funigzone, Gibco) arretiert, gewaschen und durch Inkubation in
frischem DMEM/10% FCS aus der Ruhephase entlassen. Samtliche Synchronisierungen
wurden durch Durchflulcytometrie von isolierten Zellkernen kontrolliert. Dazu wurden
ca. 108 Zellkerne mit 5 pg/ml Propidiumiodid/PBS behandelt und durch FACSan (Becton

Dickson) analysiert.

3.3 Praparation von Zellkernen und Zellextrakten

Proliferierende Hela-S3 Zellen bzw. EJ30 Zellen wurden zweimal in eiskalten
hypotonen Puffer (20 mM HEPES, K-HEPES, pH 7.8, 5 mM Kaliumacetat, 0.5 mM
MgClz, 0.5 mM Dithiothreitol) gewaschen und anschlieBend fiir 5 min im hypotonen
Puffer inkubiert. Danach wurde der tiberschiissige Puffer entfernt und die Zellen mit
einem Gummischaber vorsichtig von der Platte abgelost. Die Zellen wurden mit 20
Abwartsbewegungen eines Morsers (Wheaton) mechanisch aufgebrochen (Dounce-
Homogenisierung) und die Zellkerne durch Zentrifugation bei 600 g (entspricht ca. 2100
rpm/HB4) pelletiert. Die cytosolischen Uberstande wurden zum Entfernen von
prazipitierten Material ein weiteres Mal bei 20000 g zentrifugiert und die
Proteinkonzentration mit dem BioRad Protein Assay anhand einer BSA Standardkurve
ermittelt. Zur Herstellung von Kernextrakten wurden die pelletierten Zellkerne in 20
mM K-HEPES, pH 7.8, 0.4 M NaCl, 5 mM Kaliumacetat, 0.5 mM MgClz, und 0.5 mM
Dithiothreitol aufgenommen und fiir 45 min bei 4°C und konstanter Bewegung
inkubiert. Das unlésliche restliche Kernmaterial wurde durch Zentrifugation bei 14000
rpm fir 30 min in einer Eppendorf 5415C Zentrifuge entfernt. Die Integritat der Kerne
wurde durch Lichtmikroskopie tiberprift und deren Konzentration mittels eines

Hamocytometers bestimmt.
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3.4 Zellfraktionierung

Eine Platte Hela-S3 Zellen wurde dreimal mit eiskalten hyptonen Puffer (20 mM
HEPES, 20 mM NaCl, 5 mM MgCls, 1 mM ATP, pH 7.4) gewaschen. Die Zellen wurden
mit einem Gummischaber von den Platten abgelost und in einem Volumen von 5 ml
hypotonen Puffer fiir 10 min auf Eis inkubiert. Durch Dounce-Homogenisierung (6 x)
wurden die Zellen mechanisch aufgebrochen und anschlieend nochmals fiir 15 min auf
Eis inkubiert. Der cytosolische Uberstand wurde durch Zentrifugation bei 600 g fiir 5
min von den Zellkernen abgetrennt. Die Kerne wurden in 5 ml N-Puffer (20 mM Hepes,
pH 7.8, 20 mM NaCl, 0.5 mM MgClz , 1 mM ATP, 0.5% Nonidet-P40) resuspendiert und
fir 15 min auf Eis inkubiert. Losliche (nukleosolische) Kernproteine wurden vom
Chromatin durch Zentrifugation bei 600 g fiir 5 min aufgetrennt. Das Pellet wurde in
Elutionspuffer (hypotoner Puffer ergdnzt mit 250 mM Saccharose) mit 100 mM NaCl
resuspendiert und fiir 25 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurde
das Pellet in Elutionspuffer mit 250 mM NaCl entsprechend resuspendiert und auf Eis
inkubiert. Diese Schritte wurden fiir das 450 mM Eluat wiederholt. Die nicht
eluierbaren Zellmatrix-assoziierte Proteine wurden fiir 25 min in 1 x RIPA Puffer
extrahiert und bei 10000 g fir 5 min zentrifugiert. Fir die SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese wurden von den einzelnen Uberstanden bzw. Eluaten jeweils 1/20 auf
ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Volumina wurden durch Extraktion der

Proteine mit Methanol/Chloroform (Wessel and Flugge, 1984) eingeengt.

3.5 SDS-Polyacrylamid Gel-Elektrophorese und Western-
blotting

Proteinproben wurden durch Zugabe von 4 x SDS-Ladepuffer (250 mM Tris-HCI, pH 6.8,
2% SDS, 20% Mercaptoethanol, 40% Glyzerin, 1% Bromphenolblau) denaturiert und fiir
5 min bei 85°C denaturiert. Anschliefend wurden die Proben auf ein den Erfordernissen

entsprechend konzentriertes SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen (Laemmli, 1970) und
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bei einer Stromstarke von 45 mA fiir etwa 2 h laufen gelassen. Proteine wurden
entweder mit dem Farbstoff Coomassie gefarbt oder fiir Westernblot Experimente
elektrisch auf Nitrozellulose Membranen transferiert. Zum Transfer (1 h) wurde die
Semidry-Apparatur von BioRad benutzt. Die Membranen sowie die 3MM-Papiere
wurden zuvor in einem Transferpuffer (5.8 g Tris, 2.9 g Glycin, 0.37 g SDS, 200 ml
Methanol ad 11 H20) inkubiert. Die fiir das Blotten angelegte Stromstérke richtete sich
nach der MembrangroBe und liel sich mit der Formel (Stromstirke in mA =
Membranflache x 0.8) berechnen. Um die Effizienz des Transfers zu kontrollieren
,wurden die Membranen mit Ponceau S gefiarbt, mit TNT (10 mM Tris-HCI, pH 8, 150
mM NaCl, 0.05% Tween20) entfarbt und fir 30 min bei Raumtemperatur mit der Roti-
Block Reagenz (Roth) nach Anleitung geblockt. Aufgereinigte primire monospezifische
oder monoklonale Antikérper wurden zu 1:500 - 1:1000 in TNT gelost. Die
Inkubationszeit des priméren Antikorpers betrug standardméfBig 1 h. Der spezifische
sekundére Antikorper war mit einer Peroxidase (Horseradish Peroxidase) gekoppelt und
wurde in 5% Trockenmilchpulver/TNT 1:50000 verdiinnt. Die Membranen wurden mit
diesem Antikorper fiir 1 h inkubiert. Zwischen den Behandlungen wurde die Membran
dreimal fir 5 min mit TNT gewaschen. Proteine wurden, entsprechend der Anleitung,

durch das "ECL Western Blotting System” von Amersham detektiert.

3.6 Proteinfiallung nach Wessel und Fliigge (1984)

Zum Eingrenzen von Volumina bzw. zur Extraktion von Proteinen aus
Zellsuspensionen, wurde ein modifiziertes Protokoll nach Wessel und Fliigge (1984)
angewendet. Hierbei wurde ein Volumen der Probe mit dem vierfachen Volumen
Methanol gemischt. AnschlieBend wurde ein Volumen Chloroform beigefligt, gemischt
und schliefllich das dreifache Volumen Wasser zugesetzt. Das Gemisch wurde fiir 5 min
bei 12000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde
bis zur Interphase verworfen und durch das dreifache Volumen Methanol erganzt.

Schliefllich wurden die Proteine bei 14000 rpm fiir 5 min pelletiert. Die Pellets wurden
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fir 5 min luftgetrocknet und fiir die Gel-Elektrophorese in 20 ul Lammli-Ladepuffer

aufgenommen.

3.7 Klonierungstechniken

3.7.1 Medien

Folgende Standardmedien wurden fiir die Kultivierung der Bakterienkulturen
verwendet: LB-Medium (Luria-Bertani Medium), NZYM-Medium und SOC-Medium
(Zusammensetzung sieche Maniatis et al., 1991). Die Agarplatten enthielten neben dem
LB-Medium zusatzlich 15 g Agar. Alle Medien wurden nach der Herstellung sterilisiert.
Antibiotika  wurden, entsprechend den  Selektionsmarker, in  folgenden
Endkonzentrationen zugestetzt: Ampicillin (100 pg/ml), Kanamycin (70 pg/ml) und
Chloramphenicol (30 ug/ml). Die Stammlésungen (1000 x konzentriert) wurden nach

Maniatis et al., 1991 angefertigt.

3.7.2 Bakterienstimme

DNA wurde in elektropotenten Escherichia coli XL-1 Blue Stammen (recAl endAl gyr96
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB lacliZAM15 TNI10(TetR)] amplifiziert. Die
Expression von hORC3-His und hORC4-His wurden im E. coli BL21RIL Stamm
durchgefiihrt. Beide Bakterienstdmme sind in 10% Glycerin/LLB bei minus 70°C gelagert

worden und wurden vor der Benutzung auf Eis aufgetaut.

3.7.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli XL-1 Blue Zellen

Es wurden 50 ml LB-Medium (erganzt mit 12.5 pg/ml Tetrazyklin) mit Zellen von einer
Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht bei 37°C auf einem Schittler wachsen
gelassen. Etwa 10 ml dieser Ubernachtkultur wurden in 1 1 vorgewérmten LB-Medium
uberimpft und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von ODss = 0.75 wachsen
gelassen. Dann wurden die Bakterien fir 15 min bei 2600 g bei 4°C zentrifugiert und

das Pellet zweimal mit kaltem 10% Glycerin gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
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wurden die Bakterien erneut zentrifugiert und mit 10% Glyzerin auf eine ODs7s = 200 -
250/ml eingestellt. Die Bakterien wurden in einzelne Aliquote zu je 70 pl mit fliissigem

Stickstoff eingefroren und bei minus 70°C gelagert.

3.7.4 Expressionsvektoren und Herkunft der cDNAs menschlicher ORC-Gene

Fur die bakterielle Expression von hORC3-His und hORC4-His wurde der
prokaryontische Expressionsvektor pRSETA (Invitrogen) verwendet. Fir die
Transfektion von Baculoviren wurden die cDNAs von hORC1, hORC2, hORC3, hORC4,
hORC5 und hORC6 in das offene Leseraster des Expressionsvektors pBlueBac-His2
(Invitrogen) kloniert. Die c¢DNAs von hORC1 (in pBlueScript, kloniert mit
BamHI/HindIIl) und hORC2 (in pBlueScript, kloniert mit Bglll/Ncol) stammen
urspriinglich von Kim Gavin, die cDNAs von hORC4 (in pBlueScript-KS, kloniert mit
Xhol/Xbal) und hORC5 (in pBlueScript-SK, kloniert mit EcoR/Xhol) stammen aus dem
Labor von Anindya Dutta, Boston. Die Sequenzen fir hORC3 und hORC6 wurde aus
einer Hela ¢cDNA-Bibliothek mit Hilfe der PCR amplifiziert. Die ¢cDNA-Bibliothek fiir
die Klonierung von hORC3 wurde mit Hilfe des Vektors (Pharmacia) hergestellt und

stammt von Aloys Schepers, Miinchen.

3.7.5 PCR-Amplifizierung und Primer

Alle fur die Klonierung verwendeten Oligonukleotide (Primer) stammen von der Firma
MWG Biotech und wurden tiber HPSF-Reinigung bei einem Malistab von 0.01 umol
hergestellt. Die Oligonukleotide wurden zu 100 pmol/ul in TE gel6st und bei minus 20°C
gelagert. Die ¢cDNAs fir hORC3 und hORC6 wurden von Hela ¢DNA-Bibliotheken
hergestellt. Die cDNA fir hORC4 wurde aus dem Vektor pBlueScript-KS amplifiziert.

Da die ersten 30 bp der cDNA von hORC3 im pT7T3-Pac Vektor fehlten, wurde ein
Primer entworfen dessen Basenabfolge fiir die fehlenden 10 Aminosauren codieren. Alle
Primer enthalten die Erkennungssequenzen der jeweiligen fir die Klonierung
verwendeten Restriktionsendonukleasen (in Fettdruck; siehe Tabelle 2 im Kapitel

4.3.1):
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ORC3-forward (BamHI): 5’- GCGCGGATCCATGGCTACGTCCTCGATGTCT
AAGGGTTGCTTTGTTTTTAAGCCAAACTCC - 3°

ORC3-reverse (Kpnl): 5" - GTAAATATGACTGGTACCCTTTTTCTC - 3°
hORC6-forward (Xhol): 5"- GAATTGCTCGAGTTAGTGCCGGCGCCATGGGGTC - 3°
hORC6-reverse (HindIII): 5’- CAGTTTGGAAGCTTAATTCACTCTGCTGTAGCCTT- 3°
hORC4-forward (Xhol): 5”- GCTGGGTACGGGGCCCCCCCTCGAGGATCC - 3°
hORC4-reverse (Kpnl): 5”- GCTCCACCGCGGTACCGGCCGCTCTAG - 3°

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 ul angesetzt und enthielten je 10
mM der Desoxynukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP sowie jeweils 25 pmol des
stromaufwirts und stromabwirts gelegenen Primers. Die Reaktionen enthielten ca. 50
ng template DNA und wurden durch Zugabe von 3 units Pfu DNA-Polymerase
(Promega) gestartet. Das PCR-Programm bestand, nach einer einfiihrenden 4 min
langen Denaturierungsphase bei 94°C, aus 30 Zyklen bei 94°C fiir 1 min
(Denaturierung), 55°C fir 1 min (Annealing) wund 3 min bei 72°C (Elongation).
SchlieBlich folgte im Anschlull eine Synthesephase von 10 min bei 72°C. Alle PCR-
Produkte wurden zur Kontrolle auf ein Agarose-Gel aufgetragen und durch Farbung mit

Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.

3.7.6 Restriktionsverdaus und Ligationen

Alle benutzen Enzyme und Puffer stammten, soweit nicht anders angegeben, von den
Firmen Biolabs und MBI Fermentas. Das Spalten der DNA mit den entsprechenenden
Restriktionsendonukleasen richtete sich nach den empfohlenen Reaktionsbedingungen
des Herstellers. Verdaus von DNA welche fiir die Klonierungen verwendet werden
sollten, wurden in einem Volumen von 50 ul durchgefiihrt. Analytische Kontrollverdaus
zur Auftragung auf ein Agarose-Gel wurden in einem Volumen von 20 ul durchgefihrt.
Verdaus mit mehreren Restriktionsendonukleasen wurden seriell durchgefiihrt. Zum
Entfernen von Salzresten zwischen den Verdaus wurde die DNA in Anwesenheit von 0.5

M Natriumacetat mit 99% Ethanol prazipitiert und das Pellet sorgfaltig mit 70%

Universitat Konstanz 39



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Material und Methoden

Ethanol gewaschen. Die Vektor-DNA wurde mit 1 unit Alkalischer Phosphatase
(Boehringer Mannheim) fiir 1 h bei 37°C dephosphorliert. Die Ligationsreaktionen
wurden bei 15°C tiber Nacht in einen Volumen von 20 pl durchgefithrt und enthielten 1

unit T4 DNA-Ligase bei einer Menge von 0.5 - 1 ug DNA.

3.7.7 Sequenzierung

Samtliche Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG in Konstanz
durchgefiihrt. Fir die Sequenzierung der Inserts im pRSET Vektor wurde der pT7-F
Primer, fur die Sequenzierung der Inserts im pBlueBac-His2 Vektor der pBac-Pac
Primer verwendet. Die Sequenzen wurden als komprimierte ABI- oder ZIP-Traces zur

Verfiigung gestellt.

3.7.8 Plasmid-Praparation und DNA-Aufreinigung

Samtliche DNAs fiir die Klonierungen wurden entsprechend der Anleitung mit einem
von Pharmacia stammenden Gel-Extraktions-Kit aufgereinigt (Genaue Bezeichnung:
"DNA and Gel Band Purification Kit”). Plasmid-Praparationen, welche einen hohen
Reinheitsgrad erfordert haben (z.B. fur die Sequenzierung, Transfektion), wurden mit
Hilfe von Quiagen Plasmid-Aufreinigungskits (Miniprep, Midiprep) durchgefiihrt.

Alternativ wurde die Plasmid-DNA aus Bakterienzellen durch alkalische Lyse isoliert.
Hierzu wurden transformierte E. coli XLi-1 Blue Zellen tiber Nacht in 1 ml LB-Medium
(erganzt mit 100 pg/ml Ampicillin) bei 37°C unter leichtem Schiitteln wachsen gelassen.
Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 3000 rpm in einer Eppendorf
Tischzentrifuge fiir 5 min pelletiert und in 100 pul GET Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 8, 50
mM Glucose, 10 mM EDTA) resuspendiert. AnschlieBend wurde 200 ul alkalisches SDS
(0.2 N NaOH, 1% SDS) hinzugefiigt und die gesamte Suspension sechsmal durch
Invertieren gemischt. Dann wurden 150 ul einer Salzlosung (3 M Kaliumacetat, 1.8 M
Essigsdure) beigemengt, erneut gemischt und der Ansatz bei 14000 rpm fiir 10 min
zentrifugiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 900 ul Ethanol fiir 30 min bei minus

20°C prazipitiert und durch Zentrifugation bei 14000 rpm fir 15 min pelletiert. Das
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DNA-Pellet wurde trocknen gelassen, in 50 ul TE gelost und mit 20 units RNase fiir 1 h
bei 37°C behandelt.

3.7.9 Transformation von E coli XL-1 Blue durch Elektroporation

Elektropotente E. coli XLi-1 Blue Zellen (70 ul) wurden auf Eis aufgetaut, mit 1/10 des
Ligationsansatzes vermischt und in gekiihlten Elektroporationkiivetten tiberfiihrt. Die
Elektroporation wurde mit einem BioRad Pulser fir 4-5 Millisekunden und einem
elektrischen Feld von 12.5 kV/cm durchgefiihrt. Nach der Transformation wurden die
Zellen in 1 ml vorgewarmten NZYM-Medium aufgenommen und fir 1 h bei 37°C auf
einem Schiittler inkubiert. Vor dem Ausplattieren wurden die Zellen pelletiert (3000
rpm, 5 min, Eppendorf Tischzentrifuge) und auf Agarplatten (ergédnzt mit 100 pg/ml
Ampicillin) ausgestrichen. Die Platten wruden tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die TransformationsEffizienz lag bei durchschnittlich etwa 2-5 x 109

Kolonien/ug DNA.

3.7.10 TSS-Transformation von E. coli BL21RIL

Fir die TSS-Transformation wurden die Bakterien in 10 ml LB-Medium (ergéanzt mit 30
ug/ml Chloramphenicol) angeimpft und tber Nacht bei 37°C wachsen gelassen. Von
dieser Kultur wurden 100 pul zum Animpfen von 10 ml frischem LB-
Medium/Chloramphenicol abgenommen und die Bakterien bis zu einer ODs7s = 0.6
wachsen gelassen. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 3000 rpm in einer Eppendorf
Tischzentrifuge pelletiert und auf Eis in 0.5 ml LB-Medium resuspendiert. Die
Suspension wurde mit 0.45 ml 2 x TSS (kalt) und 50 ul DMSO ergéanzt. Etwa 200 ul der
Zellsuspension wurden zur Transformation mit ca. 200 ng DNA fiir 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien fiir 30 min auf eine Temperatur von
37°C vorgewarmt und auf Agarplatten (ergédnzt mit 100 ug/ml Ampicillin und 30 pg/ml

Chloramphenicol) bei 37 °C tiber Nacht inkubiert.
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3.8 Proteinexpression

3.8.1 Proteinexpression in E. coli BL21 RIL Bakterienzellen

Eine Einzelkolonie wurde in 400 ml LB-Medium (ergéanzt mit 100 ug/ml Ampicillin und
30 pug/ml Chloramphenicol) angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODs7s = 0.4 - 0.8
wachsen gelassen. Die Proteinsynthese wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert.
Loslich exprimierte Proteine wurden von den unléslichen Proteinen (,Inclusion Bodies®)
durch Aufnahme in 10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.2% Triton X-100 und anschliessendem
Einfrieren tiber Nacht geteilt. Die Zellen wurden durch mehrmaliges Sonifizieren
aufgebrochen und nach einer Zentrifugation bei 15000 rpm fir 10 min (SS34) in 1 M
NaCl/Hz20 resuspendiert. Die Suspension wurde erneut sonifiziert und auf Eppendorf-
Geféalle aufgeteilt. Die unléslichen Proteine wurden durch Zentrifugation bei 14000 rpm
fir 5 min pelletiert. Diese ,Inclusion Bodies® wurden mehrmals mit 10 mM Tris-HCI,
pH 8, 1 M NaCl, 5% Triton X-100 gewaschen und bei Bedarf erneut sonifiziert. Zum
Schlull wurden die Pellets zweimal in H20 gewaschen. Zur Analyse auf einem SDS-
Polyacrylamid-Gel wurden die Proteine in Laemmli Puffer aufgenommen. Fur die
Immunisierung von Kanninchen zur Herstellung monospezifischer Antikérper wurden

die , Inclusion Bodies® in 500 pul 0.5%SDS/H20 resuspendiert.

3.8.2 Herstellung rekombinanter Baculoviren

Fur die Transfektion wurde der "Bac-N-Blue Transfection Kit” von der Firma Invitrogen
verwendet. Der Kit beinhaltet linearisierte AcMNPV DNA fiir die Produktion von mehr
als 90% rekombinanten Viren sowie “Insectin-Plus” welches fiir eine effiziente, durch
Liposomen vermittelte Transfektion von Insektenzellen notwendig ist. Rekombinante
Plaques haben sich durch Blaufarbung auf X-Gal Platten detektieren lassen. Fur die
Transfektion wurden 0.5 ug virale DNA (Bac-N-Blue DNA) mit 4 ug des pBlueBac-His2
Vektors, sowie 1 ml Grace’s Insektenzellmedium (ohne FCS) und 20 pl der Insectin-Plus

Liposomen fiir 10 sec auf dem Vortexer gemischt. Der Ansatz wurde fir 15 min bei
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Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde von den 60 mm Platten mit den
darauf wachsenden Sf9 Insektenzellen das Medium entfernt und 2 ml eines frischen
Grace’s Insektenzellmedium (ohne Zusitze) dazugegeben, um die Platten vollstandig
von Serumresten zu befreien. Schlieflich wurde zu dieser Platte der
Transfektionsansatz transferiert und gleichméBig verteilt. Die Zellen wurden
anschliessend unter langsamen Bewegungen fiir 4 h bei Raumtemperatur auf einer
Schwenkplattform (2 x Schwenken/min) inkubiert. Danach wurden 1 ml des Grace’s
Insektenzellmedium (ergénzt mit 10% FCS, 10 pg/ml Gentamycin) zu den Platten
gegeben und diese fiir mindestens 72 h bei 27°C inkubiert. Nach 72 h wurden 2 ml des
Mediums von jeder Platte zum Anlegen des Virenstocks abgenommen. Die
verbleibenden Zellen auf der Platte wurden weitere 2 Tage in frischem Medium
inkubiert und danach sind erneut die Uberstinde abgenommen worden. Die
Transfektion wurde anhand der Zellmorphologie der infizierten Zellen durch
Lichtmikroskopie kontrolliert. Hierbei liessen sich drei Stadien der Baculovirusinfektion
nachweisen: Eine frithe Phase, in welcher der Durchmesser der Zelle sowie des
Zellkerns signifikant zugenommen haben, die spidte Phase, in welcher die Zellen
sichtbar mit Granula (Occlusion bodies) gefiillt sind, sowie eine sehr spiate Phase, bei

der die Zellen zum Teil lysiert vorlagen.

3.8.3 Plaque-Assay

Der Plaque-Assay wurde unter Anwendung des Farbstoffes X-Gal durchgefithrt welcher
in Konzentration von 150 pug/ml zu dem Insektenzellmedium gegeben wurde. Etwa 5 x
106 Zellen wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen der Virusiiberstidnde (1:100,
1:1000, 1:10000) infiziert. Hierzu wurden die Zellen auf 100 mm Platten vorbereitet
indem sie zuerst fiir 10 min bei Raumtemperatur auf einer Schwenkplattform inkubiert
worden sind. AnschlieBend wurden die Platten fiir weitere 3 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen, um eine Assoziation der Zellen mit der Plattenoberfliche zu
gewahrleisten. Die Zellplatten wurden schliellich mit 1 ml der einzelnen
Virusverdinnungen bei einem Geamtvolumen von 5 ml inifziert und fir 1 h bei

Raumtemperatur auf einer Schwenkplattform inkubiert. Das Medium wurde entfernt
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und die Platten mit 5 ml des flussig-warmen Agarose-Medium-Mixes
(Insektenzellmedium, 2.5% Agarose, auf 47°C erhitzt) bedeckt. Die Platten wurden dann
fir 5 - 6 Tage bei 27°C inkubiert. Rekombinante Viren haben sich durch Blaufarbung

des Plaques nachweisen lassen.

3.8.4 Proteinexpression in Insektenzellen

Etwa 1 x 108 Hi5 Zellen (Ellen Fanning Labor) wurden in 225 c¢m? Flaschen kultiviert.
Das Insektenmedium wurde entfernt und durch 35 ml frisches Medium (ergénzt mit
10% FCS) ersetzt. AnschlieBend wurden 1 ml des Virusiiberstandes hinzugefiigt und die
Zellen fiir 48 h nach der Infektion bei 27°C inkubiert. Dann wurden die Zellen geerntet,
mit Medium von den Platten abgelost und bei 400 g fir 5 min zentrifugiert. Um
Serumreste zu entfernen, wurden die Zellen mit kalten PBS gewaschen und in Lyse
Puffer (100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.5 mM MgCl: 10 mM -
Mercaptoethanol, 0.5% NP-40) fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden bei
10000g fir 10 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand iiber eine Ni-Agarose Séule
aufgereinigt. Der Ansatz wurde schlieBlich jeweils einmal mit Lyse Puffer/1 M NaCl und
Lyse Puffer gewaschen und mit Lyse Puffer/250 mM Imidazol eluiert. Das Eluat wurde

uber Nacht gegen PBS dialysiert.

3.9 Erzeugung monospezifischer Antikorper

Die Immunisierung der Kanninchen fand an der Tierforschungsanlage der Universitat
Konstanz (TFA) statt. Dazu wurden die in 500 ul 0.5% SDS/H:20 gelosten Proteine mit
500 ul RAS-Adjuvans gemischt und einem Kanninchen im Abstand von 3 Wochen
subkutan gespritzt. Die Antikérperkonzentration in den Seren wurde 10-14 Tage nach
dem Spritzen durch Westernblot Experimente mit Hela Kernextrakten und
rekombinanten Proteinen untersucht. Hierzu wurden die Seren in 5%

Trockenmilch/TNT zu 1:500 - 1:2000 verdinnt. Die Antikérper wurden tiber Affinitats-

Universitat Konstanz 44



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Material und Methoden

Saulenchromatographie aufgereinigt. Hierzu wurden das Antigen entweder an CnBr-
aktivierte Sepharose oder alternativ an Sulfolink-Material (siehe Anleitung) gekoppelt.
Zur Kopplung an CnBr-aktivierte Sepharose wurden ca. 0.3 ng der Substanz fir 15 min
in 10 ml 1 mM HCIl quellen gelassen. AnschlieBend wurde die CnBr-aktivierte
Sepharose mehrmals mit 1 mM HCI sowie mit Kopplungspuffer (0.1 M NaHCOs, 0.5 M
NaCl, pH 8.3, ergénzt mit 0.5% SDS) gewaschen. Das in 0.5%SDS/Hz20 geloste Antigen
wurde in 5 - 8 ml Kopplungspuffer/0.5% SDS aufgenommen und fiir 1 h Dbei
Raumtemperatur inkubiert. Beim Auftreten von Flockenbildung wurde die Kopplung
sofort durch Zugabe von 0.2 M Glycin, pH 8 fiir 1 — 2 h auf Eis abgestoppt. Der Puffer
wurde gewechselt und das Material erneut mit 0.2 M Glycin , pH 8 tiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Dann wurde das Material in eine BioRad S&aule iberfiihrt und dreimal
abwechselnd mit Kopplungspuffer und Acetatpuffer (0.1 M Natrimacetat, 0.5 M NaCl,
pH 4) gewaschen. Zur Antikoérperaufreinigung wurde die Sdule zweimal mit PBS
gewaschen und die Seren mit 10 x konzentriertem PBS auf 1 x PBS verdiinnt. Die Seren
wurden fiir eine halbe Stunde in PBS auf Eis inkubiert und anschliessend bei 12500
rpm fir 10 min einem GSA-Rotor zentrifugiert. Die Sdule wurde zweimal mit dem
Serumiiberstand geladen, und mit 20 Sdulenvolumen 2 x PBS gewaschen. Die
Antikoérper wurden mit 1 ml 0.1 M Glycin, pH 2.3 (HCI) 4 - 6 Mal von der Saule eluiert.
Die Eluate wurden mit 250 ul 1 M Tris-HCIl, pH 9 auf einen physiologischen pH
gebracht. Die Fraktionen wurden durch Auftropfen von 3 ul des Eluates auf 3MM-
Papier und anschliessender Farbung mit Coomassie Farbstoff auf ihren Proteingehalt
getestet. Jede Saule wurde ca. 3 - 4 Mal mit dem gleichen Serum geladen. Die Eluate
wurden schliefllich gegen 1 x PBS in einem Volumen von 5 1 iiber Nacht dialysiert. Die
Antikorperkonzentration wurde durch Messen der OD2so bestimmt. Die Sdulen wurden

zur weiteren Verwendung in 2 x PBS/0.05% NaNsim Kiihlschrank aufbewahrt.
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3.10 Quantitative Chromatin-Immunprazipitationen (ChIP-

Assay)

3.10.1 Kreuzvernetzung (cross-linking) mit Formaldehyd

Etwa 1 x 108 asynchron proliferierende Hela oder CHO Zellen wurden auf 145 mm
Platten zweimal mit warmen PBS gewaschen. Die Kreuzvernetzung von Proteinen und
DNA wurde durch Zugabe von 1% Formaldehyd (Merck) zu den Zellplatten gestartet.
Das Formaldehyd wurde dazu in warmen DMEM (ohne Zusatz von FCS) verdiinnt. Die
Zellplatten wurden entsprechend den angegebenen Kreuzvernetzungszeiten (Standard:
4 min) bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Es wurden jeweils 3 Platten gleichzeitig
prapariert. Die Zellen wurden nach der Inkubation dreimal mit kaltem PBS gewaschen,
um restliches Formaldehyd von den Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden die
Zellen von je vier Platten mit einem Gummischaber abgekratzt, gepoolt und zweimal in
kaltem PBS gewaschen. Samtliche Zentrifugationsschritte fanden bei 2100 rpm fir 5
min bei 4°C in einem HB4-Rotor statt. Zur Lyse wurden die Zellen in 5 ml hypotonen
RSB Puffer ( 10 mM Tris-HCI, pH 8, 3 mM MgClz, 10 mM Na2S205, pH 8) resuspendiert
und fir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Dounce-
Homogenisierung (15 x) mechanisch aufgebrochen. Die dadurch gewonnen Zellkerne
wurden pelletiert und zweimal in RSB Puffer gewaschen. Um nichtkreuzvernetzte
Proteine vom Chromatin zu entfernen, wurden die Zellkerne in dem Hochsalzpuffer
SNSB (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 M NaCl, 0.1% NP-40, 1 mM EDTA, 10 mM Na2S20s,
pH 8) resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. SchlieBlich wurde das Chromatin
in einem physiologischen NSB Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1 M NaCl, 0.1% NP-
40, 1 mM EDTA, 10 mM Na2S:05, pH 8) zur Beladung auf die CsCl-Gradienten

aufgenommen.

3.10.2 Isolierung von Nukleoproteinen aus CsCl-Gradienten

Die Stufen-Gradienten wurden in SW40-Zentrifugationsrohrchen hergestellt und

bestanden aus drei Konzentrationen des CsCl-Salzes welche exakt mit einem
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Refraktometer anhand des jeweiligen Brechungindexes (n) eingestellt worden ist. Die
einzelnen Werte betragen im einzelnen (von oben nach unten): 1.3 mg/ml (n = 1.3625),
1.5 mg/ml (n = 1.383) und 1.75 g/ml (n = 1.404) . Das CsCl-Salz wurde in einem
Gradientenpuffer (0.5% Sarkosyl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCIl, pH 8) gelost. Die
Ultrazentrifugation wurde bei 37000 rpm, 18°C fiir 24 h durchgefiihrt. Die dichte
Nukleoproteinfraktion wurde aus den Zentrifugationsrohrchen isoliert, in
Dialyseschlauche uberfithrt und tiber Nacht bei zweimaligen Pufferwechsel gegen 5 1
TE/Na2S205 zur Entfernung des CsCl-Salzes dialysiert. Zum Losen der Nukleoproteine
und zur Fragmentierung des Chromatins wurden die Nukleoproteinkomplexe zehnmal
mit 10 kurzen Ultraschall-Impulsen auf Eis sonifiziert (ca. 70 - 100 mV, Verstarkung
5). Anschlieflend wurde die Konzentration der Nukleoproteine durch Messung der ODz26o

bestimmt und auf 2 ug/ul in einem Volumen von 500 ul mit TE eingestellt.

3.10.3 Sonifizierung und Micrococcus Nuklease Verdau

Zur weiteren Fragmentierung (< 1kbp) wurden die Nukleoproteine mit 10 U/mg
Micrococcus Nuklease (MBI Fermenteas) durch Zusatz von 3 mM CaCl: und 10 mM
Na2S205, pH 8 fiir 15 min bei 37°C verdaut. Die Benutzung von Endonukleasen anderer
Hersteller erbrachte wesentlich schlechtere Ergebnisse, da bei der Herstellung der
Enzyme auch signifikante Menge an Proteasen mitgereinigt wurden, welche zum Teil
die Zielproteine degradiert haben. Die Reaktionen wurden durch Zusatz von 20 mM
EDTA gestoppt. Zur DNA-Aufreinigung wurden dem Ansatz 0.5% SDS sowie 200 pg/ml
Protein Ase K (Roth) zugesetzt und das Reaktionsgefall bei 37°C tiber Nacht inkubiert.
Die Grofle der unverdauten und verdauten DNA wurde auf einem 1% Agarose-Gel durch
Gel-Elektrophorese und anschliessender Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht

kontrolliert.

3.10.4 Chromatin-Immunpréazipitationen

Die Immunpréazipitationen wurden in 1 x NET Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 5 mM
EDTA, 150 mM NacCl, 0.5% NP-40) durch Zugabe einer 11 x konzentrierten NET Losung
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zu den Ansatzen durchgefiihrt. Anschliessend wurden ausgefallene, grof3ere
Nukleoproteinfragmente durch Zentrifugation bei 14000 rpm flir 5 min in einer
Eppendorf Tischzentrifuge entfernt. Zu den Ubersténden wurden 10 pg monospezifische
Antikorper hinzugefiigt und fur 2 h bei Raumtemperatur auf einem Roller inkubiert.
Die Bindung der Antikoérper erfolgte durch Zugabe von 50 ul einer 50%-igen Protein A-
Sepharose/TE Losung und einer weiteren Inkubation von 2 h bei Raumtemperatur. Die
gekoppelten Protein A-Sepharose Kiigelchen (,Beads”) wurden anschliessend achtmal
mit RIPA Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1%
Natriumdeoxycholat, 0.1% SDS), dreimal mit LiCle Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8, 250
mM LiClz, 0.5% NP-40, 0.5% DOC, 1 mM EDTA) und fiinfmal mit TE gewaschen. In
allen Puffer befand sich zusatzlich 10 mM Na2S:05 als Protease Inhibitor. Um
unspezifische Bindungen von Nukleinsduren an der Gefilinnenwand zu vermeiden, ist
bei jedem Pufferwechsel das Reaktionsgefall gewechselt worden. Die gekoppelten
Protein A-Sepharose ,,Beads” wurden schliefllich je zur Hélfte fir die weitere Protein-

bzw. DNA-Extraktion aufgeteilt.

3.10.5 Proteinextraktion aus den Immunprézipitaten

Die prazipitierten Nukleoproteine wurden mit 2% SDS/H20 fiir 5 min bei 37°C eluiert.
Um die Kreuzvernetzungen zu revertieren, wurden das Eluat fiir 30 min bei 65°C
inkubiert und anschliessend mit Methanol/Chloroform (Wessel und Fligge, 1985)
gefallt. Die Input-Proben und Uberstinde wurden auf die gleiche Art behandelt. Die
Protein-Pellets wurden in Ladepuffer aufgenommen und auf ein entsprechendes SDS-

Polyacrylamid-Gel geladen.

3.10.6 DNA-Extraktion aus den Immunpréizipitaten

Um das spezifische Signal im Verhéaltnis zum Hintergrund in der PCR zu erhdhen,
mulliten die mit der Protein A-Sepharose gefillten Immunkomplexe weitere Male
extensiv gewaschen werden. Deshalb wurde die unter Kapitel 3.10.4 beschriebene

Waschprozedur ein weiteres Mal wiederholt. Die Nukleoproteine wurden schlieBlich
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zweimal mit 1% SDS/TE bei 37°C fiir 15 min eluiert. Proteine wurden durch Zugabe von
0.5% SDS und 200 pug/ml Proteinase K iiber Nacht bei 37°C verdaut. Die DNA wurde
durch eine Behandlung mit 1:1 Phenol/Chloroform extrahiert und in Anwesenheit von
0.5 M Natriumacetat mit 99% Ethanol bei minus 20°C fiur 1h préazipitiert. Die DNA
wurde dann fir 30 min bei 14000 rpm in einer Eppendorf Tischzentrifuge auf den Boden
des Reaktionsgeféafles zentrifugiert. AnschlieBend wurde das DNA-Pellet dreimal mit
70% Ethanol tiber einen Zeitraum von 3 - 4 h gewaschen um Salz- und SDS-Reste

moglichst vollstandig zu entfernen. Das Pellet wurde schlie8lich in 40 ul TE gel6st.

3.11 Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR)

3.11.1 Standard-PCR

Um vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden samtliche PCR-
Reaktionen mit den “Ready-to-Go PCR Beads® (Amersham) durchgefiithrt. Die
Reaktionen konnen bei Raumtemperatur angesetzt werden und bediirfen nur der
Zugabe von Oligonukleotiden sowie template DNA um gestartet werden zu koénnen. Die
Reaktionen wurden in einem Volumen von 20 pul unter Zusatz von je 25 pmol des
stromaufwarts- und stromabwirts gelegenen Primer angesetzt. Das PCR-Programm
enthielt grundséatzlich eine Denaturierungsphase von 4 min bei 94°C zu Beginn.
AnschlieBend folgten 30 - 35 Zyklen fir die Denaturierung (94°C), Annealing
(entsprechend der Twm des Primers) und Elongation (72°C) welche jeweils 1 min
dauerten. Am Ende der Zyklen folgte eine Synthesephase fiir 4 min bei 72°C. Die PCR-

Produkte wurden direkt auf ein Agarose-Gel analysiert.

3.11.2 Ligations-vermittelte PCR (LM-PCR)

Zur Klonierung von den préazipitierten ORC-assoziierten DNA-Fragmenten, wurde eine
DNA-Bibliothek mittels der LM-PCR angelegt. Hierzu mulliten zuerst die Linker-

Oligonukleotide gegenseitig gebunden werden (Annealing).
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Folgende Linker-Oligonukleotide wurden verwendet:

Linker 25: 5"- GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC - 3’

Linker 11: 5- GAATTCAGATC - 3°

Beide Linker-Oligonukleotide wurden in einem Volumen von 50 ul zu einer
Endkonzentration von 5 pmol/ul pro Primer miteinander gemischt und fiir 5 min bei
95°C denaturiert. AnschlieBend wurde die Linkerlosung in einen auf 70°C
vorgewarmten Heizblock gestellt und darin fir 2-3 h zum Annealing abkiihlen lassen.

Zur Blunt-end Ligierung der Linker wurden die Enden der prézipitierten und
aufgereinigten DNA-Fragmente mit dem Klenow-Enzym behandelt. Hierzu wurde der
Reaktionsansatz auf 37°C vorgewarmt und mit 2 units Klenow-Enzym fir eine Dauer
von 5 min zur Ausiibung dessen Exonukleaseaktivitat inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von 10 mmol eines Nukleotidmixes welcher je 2.5 mmol der
Desoxynukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP enthielt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei
37°C inkubiert. Schliefllich wurde das Enzym durch Inkubation bei 70°C fiir 20 min
inaktiviert. Der gesamte Reaktionsansatz wurde fir die nachfolgende Ligation des
Linkers verwendet. Hierzu wurden 2 ul der Linkerlésung (5 pmol/ul Primer) und 1 unit
T4 DNA-Ligase in einem Reaktionsvolumen von 20 pl angesetzt und iiber Nacht bei
18°C inkubiert. Zur Dephosphorylierung der DNA-Fragmente wurde der Ansatz fiir eine
Stunde bei 37°C mit 1 unit Alkalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) behandelt.
Fir die Amplifizierung der DNA-Fragmente tiiber PCR wurden je 25 pmol Primer (10
pmol/ul), 2 ul einer 60% Glyzerinlosung sowie 13 ul des Ligationsansatzes in einem
Reaktionsvolumen von 20 ul mit den "Ready-to-Go” PCR ,Beads® (Amersham) gemischt.
Das PCR Programm bestand aus einer Denaturierungsphase von 1 min bei 94°C, einer
Annealing Phase fiir 2 min bei 63°C und einer Elongationsphase von 3 min bei 72°C mit

insgesamt 30 Zyklen.
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3.11.3 Quantitative Real-time PCR

Quantitative Messungen der DNA-Konzentration wurden mit dem Light-Cycler
Instrument von Roche durchgefiihrt. Hierbei wurde der ”"Light-Cycler FastStart DNA
Master SYBR Greenl Mix” verwendet. Der Kit ist eine "Hot Start” Reaktionsmix und
besteht aus der FastStart Taq DNA-Polymerase sowie einem DNA-Doppelstrang
spezifischen Farbstoff, SYBR Greenl, welcher sich in die grole Rinne der DNA
interkaliert. Die Reaktionen wurden direkt in einer, fiir den Light-Cycler passenden,
Glaskapillare angesetzt, welche in einem vorgekiihlten Kapillarenblock gesteckt
wurden. Der PCR-Ansatz bestand aus 4.8 pl H20, 1.2 ul 4 mM MgClz (von einer 25 mM
Stammloésung) , 1 ul Primer-Mix (e 5 pmol pro Primer) und 1 ul des SYBR Green
Reaktionsmixes. Das gesamte Reaktionsvolumen betrug 10 pul und wurde durch Zugabe
von 2 pl DNA errreicht. Zum Errechnen einer Standardkurve wurden genomische
Standard-DNAs mit bekannten DNA-Konzentrationen verwendet. Die entsprechenden
genomische Aquivalente sind in der Klammer wiedergegeben: 30 ng (10000 Kopien), 3
ng (1000 Kopien), 300 pg (100 Kopien), 30 pg (10 Kopien), 3 pg (1 Kopie). Die Standards
wurden mittels einer Verdinnungsreihe von einer Stammlésung mit einer
Konzentration von 15 ng/ul durch eine 1:10 Verdiinnung mit H2O angefertigt. Jeder
Reaktionsansatz wurde zur Doppelbestimmung zweifach angesetzt. Die Ansédtze wurden
durch eine kurze Zentrifugation bei 1500 rpm auf den Boden der Glaskapillare gebracht.
AnschlieBend wurden die Glaskapillaren in den Light-Cycler Adapter gesteckt. Fiir die
Quantifizierung wurden Standardeinstellungen nach den Empfehlungen von Roche
verwendet (siehe Anleitung).

Die Light-Cycler Software (Version 3.01) ermittelte die Schmelzkurven und berechnete
anhand der eingesetzten DNA-Standards eine Standardkurve. Anhand dieser
Standardkurve wurde die Kopielzahl der zu quantifizierenden DNA-Proben bestimmt.
Die Kopienzahl entspricht den "genomische Einheiten” im Kapitel "Ergebnisse”. Die
Reaktionsprodukte wurden anhand der ermittelten Schmelzkurve sowie durch

Visualisierung auf einem Agarosegel analysiert.
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3.11.4 Verwendete Primer
TOPI Locus

Primer Sequenz (5°- 37) Amplikonposition (¥) Amplikongroé3e Annealing Temp.

(bp) 0)

TopC1-F GACTGCAGAATCTGATGAGGAAC
TopC1-R CTAAGAGGTGACAAGCTGCTTCC 1574 - 1873 299 60
TopC2-F GTAGCTGAGACTGCAGGCACAC
TopC2-R GTATGTAGATTAGGGAGCTGCTC 7439 — 7729 290 60
TopcC3-F GCACATTGTATTAATCCAAGCAG
TopC3-R CTCTGTGAGGTCGCCTGTATTAC 11603 - 11873 270 60
Prom-F CACTGCTAGCAGAGGGGCTGGGG
Prom-R GCAGTTGTGTAACAGCCTAAGTTCG 12461 — 12749 288 68
TopC4-F GCAGAGGACAGACATGGCGTCCC
TopC4-R CGACCGTCGACAAGGCGACTTTCC 13434 - 13660 226 60
M1-F CATGTCTTAAAGTTTATATTCC
M1-R CAGAATCATTTTCCATACCATTAG 17370 — 17550 180 60
Ex4-F GTCCGATGTAGCCAAGACCC
Ex4-R CTACTAGAAAACTCTGTACC 59917 — 60217 354 60
M2-F GGAGTCATTAAAGGCCTGGAAAAG
M2-R GTTTCACTAAAAATAAAACCCC 88619 - 88859 240 60
(*) Accesion Nr.: AL 035652 (5 *- Ende) und AL022394 (3" - Ende)
LaminB2 Locus

Primer Sequenz (5°- 3%) Amplikonposition (#) Amplikongrofle AnnealingTemp.

(bp) C)

LBC1-F GTTAACAGTCAGGCGCATGGGCC
LBC1-R CCATCAGGGTCACCTCTGGTTCC 1-240 240 66
LB-F GGCTGGCATGGACTTTCATTTCAG
LB-R GTGGAGGGATCTTTCTTAGACATC 3839 - 4070 232 68
LBC2-F CACAGCATGCGGCTGCTGATCTG
LBC2-R CCTGGTGCGTCCCATCTGCCTGC 6648 - 6932 285 68

(#) Accession Nr.: M94363
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ORC-DNA Klonierung

Primer Sequenz (5°- 3) Annealing Temp. AmplikongroéBe

C) (bp)

ORC1-1-F GGACGATAGTCATCAGTGAGCAACCGG

ORC1-1-R CGACAGGCCTGAACAGTTGCTCGCTCG 55 365

ORC1-2-F CGATGTCGCAAACCTCGACGACTTCG

ORC1-2-R GTGCCGCCAGGTGATCGTATCGATC 55 313

ORC1-3-F GGGTTTCAGAGCTGCTCTGTCAAGAGG

ORC1-3-R CGATTCAACTCACAGAGTTGACCCTTGC 60 394

ORC1-5-F GTAGATATCGGTATCGCGCGGTCCGG

ORC1-5-R CCGCGCAAACGTTGCAATACACCTTGC 60 329

ORC1-6-F GTCGCATCGACGACGCCTTGAAAGCGG

ORC1-6-R CCGGTTGGCATCGCTGACCTGTTCCAG 55 383

ORC1-7-F GGCTTCGACTTCCTTGTCGTGGTCATCG

ORC1-7-R CCAAGATACATCGAGGCGATCAGACC 55 491

ORC1-9-F GAATGGGTTAAGGGTTAGGTCA

ORC1-9-R GTAAGTACTCTACCACTGAATC 60 196

ORC1-10-F CCACAGCACCTTGCTGTAGCCC

ORC1-10-R CTTGCTGTCTCATCCAGGTAGTC 55 213
ORC2-1-F CCACGACCGTGGCTGGCACGTGCTGG

ORC2-1-R CACCGCCACACGTTGTTGCATTTGG 55 412
ORC2-2-F GCGATTCATCCGGGCTATGGTTTCC

ORC2-2-R CACTTCGATATGACGAGCATTTTTGTGAC 55 404
ORC2-3-F CCAGACAGCTCCAGCGATCAAAGTG

ORC2-3-R CCGACCTTCGTCCAGGTTTGGCGGG 55 403
ORC2-5-F GGACCAGGCCAAGGACGAGCTTCTGG

ORC2-5-R GGCGCAGGGCATTGTGGAGGAGGTTC 55 395

Tabelle 1. Verwendete Oligonukleotide fiir die PCR im TOPI Locus, Lamin B2 Locus und der Klonierung
der préazipitierten ORC-DNA im ChIP-Assay. Die Annealing Temperaturen der fir die quantitative Real-
time PCR benutzten Primer-Sitze beziehen sich auf die Anwendung im Light-Cycler. Die Annealing

Temperaturen der restlichen Primer-Satze beziehen auf die Standard-PCR.
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3.12 Analyse von ORC-assoziierten DNA-Fragmenten

3.12.1 Klonierung

Die unter Kapitel 3.11.2 (LM-PCR) beschriebene Methode diente zum Anlegen einer
Genom-Bibliothek von DNA-Fragmenten welche in vivo mit ORC-Proteinen assoziiert
sind. Zur Sequenzierung und weiteren Analyse der genetischen Information, wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente durch eine von Topoisomerase I vermittelte Blunt-end
Ligation in den pCR-BluntII-TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert. Fir die Klonierung
wurde der "Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit” (Invitrogen) verwendet, welcher eine
effiziente und schnelle Klonierung erlaubte. Hierzu wurden 4 ul der Genom-Bibliothek
mit 1 yl des Klonierungsvektors auf ein Endvolumen von 5 pl gemischt und fiir 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul der 6 x

TOPO Cloning Stop Losung abgebrochen.

3.12.2 Transformation

Im Kit wurden “TOP10 One Shot” Bakterien zur Verfiigung gestellt. Die Zellen wurden
auf Eis aufgetaut und mit 2 pl der Klonierungsreaktion gemischt. Anschliefend wurden
die Zellen fir 30 min auf Eis inkubiert, und zum Hitzeschock fir 30 sec in ein auf 42°C
erhitztes Wasserbad transferiert. Die Proben wurden dann sofort fiir 2 min auf Eis
gestellt. Schliefllich wurden 250 ul SOC-Medium dazugegeben und die Zellen bei 37°C
fiir 1 h wachsen gelassen. Die Zellen wurden kurz bei 3000 rpm fiir 5 min pelletiert und
auf Agarplatten (ergidnzt mit 70 ug/ml Kanamycin) ausplattiert. Einzelkolonien wurden
ausgewiahlt und deren DNA durch Transformation von E. coli XL-1Blue Zellen (siehe
Kapitel 3.7.9) amplifiziert. Die DNA wurde mittels PCR-Methoden und analytischen

Kontrollverdaus untersucht.
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3.12.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente wurde von der Firma GATC Biotech
AG in Konstanz durchgefiihrt. Es wurde hierzu der Sequenzierprimer M13-R verwendet

dessen Bindestelle sich ca. 100 bp stromaufwérts der Insertionsstelle befindet.

3.13 ”Nascent DNA strand abundance Assay”

Der "Nascent DNA abundance Assay” wurde in einer modifizierten Form nach Giacca et

al., 1997 angewendet.

3.13.1 Praparation der genomischen DNA

Etwa 1 x 108 Zellen wurden in DMEM/5% FCS bis zu einer Konfluenz von etwa 70% als
Monolayer wachsen gelassen. Die Durchfithrung von Synchronisierungen sind im
Kapitel 3.2 beschrieben. Die Zellen wurden durch Behandlung mit Trypsin von den
Platten gelost und zweimal mit kaltem PBS Puffer sowie einmal mit RBS Puffer (10 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl? gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte
wurden bei 3000 rpm fir 5 min in einem HB4-Rotor durchgefiihrt. Die Zellen wurden zu
einer Konzentration von 2.5 x 107 Zellen/ml in RBS Puffer resuspendiert (4 ml/4 Platten)
und fir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde zu der Zellsuspension das gleiche
Volumen RBS/1% NP-40 Puffer dazugegeben und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die
Enkonzentration von NP-40 betrug somit 0.5%. AnschlieBend wurden die Zellkerne
zentrifugiert, zweimal mit kaltem RBS Puffer gewaschen und schlieBlich in dem
gleichen Puffer zu einer Konzentration von 5 x 107 Zellen/ml (2 ml bei 4 Platten)
resupendiert. Es folgte die Zugabe des selben Volumens 2 x Lyse Puffer (20 mM Tris-
HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 2% SDS, 500 pug/ml Proteinase K) und eine Inkubation des
Ansatzes bei 56°C uber Nacht. Die gesamte genomische DNA wurde durch Extraktion
mit 1:1 Phenol/Chloroform vorsichtig isoliert und mit 2.5 x Isopropanol fiir 0.5 h bei
Raumtemperatur prazipitiert. Die DNA wurde mit einer gebogenen Pasteurpipette in

ein neues Reaktionsgefal3 tiberfiithrt. Verbleibende Reste des Isopropanols wurden mit

Universitat Konstanz 55



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Material und Methoden

Hilfe eines Vakuumtrockners entfernt. Die DNA wurde in 500 ul TE aufgenommen und

auf eine Konzentration von 2 ng/ul eingestellt.

3.13.2 Denaturierung

Zur Denaturierung wurde die genomische DNA bei 85°C fiir 10 min erhitzt und sofort
auf Eis transferiert. Es wurden 1 mg der denaturierten DNA in einem Volumen von 500
ul auf 5-30% Saccharose-Gradienten in SW28 Zentrifugationsrohrchen gegeben. Die
Saccharose wurde in Gradientenpuffer TNE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 100 mM NaCl, 1
mM EDTA, pH 8) gelost. Als Referenz wurde 20 ug Marker DNA (1kbp Leiter, MBI

Fermentas) in 500 ul TE gelost und parallel auf einen Gradienten aufgetragen.

3.13.3 Ultrazentrifugation und nascent DNA-Isolierung

Die Ultrazentrifugation wurden in einem Beckman SW28-Rotor bei 26000 rpm fiir 20 h
bei 20°C durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden zu je 1 ml von oben nach unten
abgenommen und mit Ethanol prazipitiert. Die Proben des Referenz-Gradienten mit der
Marker DNA wurden nach der Prazipitation in 20 ul TE aufgenommen, auf ein 1%
Agarosegel aufgetragen und nach der Elektrophorese durch Farbung mit
Ethidiumbromid wunter UV-Licht sichtbar gemacht. Fraktionen mit einer
durchschnittlichen DNA-Lénge von 1 — 2 kbp wurden fir die weitere Quantifizierung
ausgewihlt. Routineméssig hat sich diese DNA in den Fraktionen 14 - 18 befunden. Die

nascent DNA wurde nach der Fallung mit 99% Ethanol in 50 ul TE aufgenommen.

3.13.4 Quantifizierung durch Real-time PCR

Die Quantifizierung von spezifischen Sequenzen in der nascent DNA Préaparation
erfolgte durch Real-time PCR mit dem Light-Cycler Instrument (Roche) entsprechend
der Beschreibung im Kapitel 3.11.3. Es wurden zu dem Reaktionsansatz von 8 ul ein

Volumen von 2 ul der nascent DNA Praparation gemischt.
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3.14. Nachweis der DNA-Synthese durch den Einbau von 3H-
Thymidin

Zur Bestimmung der DNA-Syntheserate wurde der Einbau von 3H-Thymidin wihrend
und nach dem Entlassen aus einem Block mit Mimosin durch Pulsmarkierung
gemessen. Hierzu wurden die Zellen mit 0.5 mM Mimosin in der G1-Phase
synchronisiert und durch Zugabe von frischem Medium in die S-Phase entlassen. Zur
Pulsmarkierung wurden die Zellen mit warmen PBS gewaschen und mit 0.1 pCi/ml 3H-
Thymidin/DMEM/10% FCS zu den angegeben Zeiten fir 1 h bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und die Zellen fiir
10 min bei Raumtemperatur mit 1% SDS/H20 inkubiert. Die Zellsuspension wurde von
der Platte gespiilt und tiber Nacht in einem Volumen von 40 ml im Kihlschrank
aufbewahrt. Die TCA-Fallung erfolgte mit 2 ml der Zellsuspension sowie 10% TCA in
einem Endvolumen von 40 ml. Der Fallungsansatz wurde so 10 min auf Eis inkubiert
und anschliessend auf einem Whatman Filter transferiert. SchlieBlich wurden die Filter
jeweils fiinfmal mit kaltem 10% TCA, 5% TCA und 99% Ethanol gewaschen, getrocknet
und mit einem Szintillationszéhler quantifiziert. Von jedem Reaktionsansatz wurden

Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

3.15 Markierung von replizierender DNA mit halogenierten
Nukleotiden

Das humane zellfreie System wurde in der Form angewendet wie es von T. Krude,

Cambridge beschrieben worden ist (Krude, 2000; Krude et al., 1997).

3.15.1 Markierung von replizierender DNA in vivo

Wahrend der Inkubation mit Mimosin wurde in vivo replizierende DNA mit 20 uM CldU
(Chloro-2"-Desoxyuridin, Sigma) markiert. Zum Nachweis von frith replizierenden
Chromatinbereichen wurden EJ30 Zellen mit Aphidicolin arretiert, nach dem Block mit
PBS gewaschen und anschliessend fiir 20 min in frisches DMEM( ergdnzt mit 20 uM

CldU) zur Pulsmarkierung inkubiert. Nach der Markierungszeit wurde die Zellkultur
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mit DMEM ohne CldU wachsen lassen. Fiir den Nachweis von replizierender DNA nach
der Entlassung aus dem Mimosin Block, wurden die Zellen in vivo in frisches DMEM

mit 20 uM IdU (5-Todo-2°-Desoxyuridin, Sigma) fiir 3 h inkubiert.

3.15.2 Markierung von replizierender DNA in vitro

Die Zellkerne welche fiir eine in vitro Initiationsreaktion eingesetzt wurden, sind nach
dem Protokoll in Kapitel 3.3 prapariert worden. Cytosolische Extrakte wurden aus
asynchron proliferierenden Hela Zellen préapariert (siehe Kapitel 3.3). Die
Initiationsreaktionen bestanden aus 100 ug cytosolischen Extrakt
(Gesamtproteinmenge), einen gepufferten Nukleotidmix (bestehend aus 40 mM K-
HEPES, pH 7.8, 2 mM MgCls, 0.1 mM ATP, je 0.1 mM GTP, CTP, UTP, 25 uM dATP, je
0.1 mM dGTP, dCTP, dTTP), einem ATP-regenierenden System (40 mM
Kreatinphosphat, 5 nug Phosphokreatinkinase) und 2 - 5 x 10° Zellkerne von Mimosin
arretierten Hela Zellen. Das Reaktionsvolumen betrug 50 ul und wurde mit
Elongationspuffer (20 mM K-HEPES, pH 7.8, 100 mM K-Acetat, 1 mM MgClz, 0.1 mM
DTT) eingestellt. DNA-Elongationsreaktionen wurden identisch angesetzt, allerdings
ohne der Zugabe von cytosolischen Extrakt. Zur Praparation von nascent DNAs wurden
die Reaktionen entsprechend in einem grofleren Volumen durchgefithrt (4ml). Die

Inkubationszeit der in vitro Initiationsreaktionen betrug 3 h bei 37°C.

3.16 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

Fir die differentielle Analyse von CldU und IdU markierter DNA wurde das Protokoll
von (Aten et al., 1992; Dimitrova et al., 1996) mit dem Markierungsprotokoll fiir das in
vitro Initiationssystem (Krude, 1999; Krude, 2000) miteinander verbunden.

Fir die Mikroskopie wurden 2 - 5 x 105 Zellkerne, oder alternativ, eine 50 pul
Initiationsreaktion in 1 ml 2% Paraformaldehyd/PBS gemischt und zur Fixierung fir 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kerne wurden tuber ein 30%-iges
Saccharose/PBS Kissen auf Poly-Lysin behandelte Mikroskopie-Deckgliaschen

zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Deckgldschen einmal in PBS und zweimal in
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H:0 gewaschen. Fir eine effiziente Immunfarbung wurden die Glaschen fir 30 min in
0.8 N HCI bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt durch ein Waschen mit H20, mit PBS
und schliefllich mit PBS (ergianzt mit 0.1% Triton X-100, 0.02% SDS) von jeweils 2 min.
Die Deckgliaschen wurden in einem speziellen Puffer fir 30 min blockiert (PBS, 2%
Trockenmilch, 0.1% Triton X-100, 0.02% SDS). Die primiren Antikoérper (Anti-CldU,
Anti-IdU, beide Beckton-Dickinson; Anti-BrdU MAS250b, Harlan Sera Labor) wurden
1:10 in dem Blockpuffer verdinnt und fir 1 h bei 37°C auf den Deckglaschen inkubiert.
AnschlieBend wurden die Deckglaschen wie oben beschrieben gewaschen und mit dem
sekundiaren Antikorper (Fluorescin gekoppeltes Anti-Digoxygenin Fab-Fragment,
Boehringer Mannheim) in einer 1:100 Verdiinnung in Blockpuffer fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. Schlieflich wurden die Deckglaschen mit PBS (ergidnzt mit 0.1% Triton X-
100, 0.02% SDS), sowie PBS gewaschen und mit 85% Glycerin, 2.5% N-Propylgallat
fixiert. Konfocale Immunfluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Leica TCS Mikroskop
durchgefiihrt. Fir eine hochauflosende Bilddarstellung wurden Krypton bzw. Argon
Laser benutzt, welche bei einer Wellenldnge von A = 488 nm bzw. A = 568 nm den
Fluoreszenzfarbstoff Fuorescein anregen. Das Fluoreszenzsignal wurde bei einer

Wellenlénge von A = 510 - 530 nm gemessen.

3.17 2D Gel-Elektrophorese von DNA-

Replikationsintermediaten

Die Replikationsintermediate wurden nach dem Protokoll von (Dijkwel et al., 1991)
prapariert. Etwa 0.5 - 1 x 108 Zellkerne wurden fiir eine in vitro Initiationsreaktion
benutzt und nach 3 h Inkubationszeit durch Zugabe des gleichen Volumens kaltem PBS
gestoppt. Die Zellkerne wurden bei 5000 rpm fiir 5 min in einem SS34-Rotor pelletiert
und einmal mit SuNaSpBSA gewaschen. Die Replikationsintermediate welche aus
intakten Zellen prépariert worden sind wurden bei den weiteren Schritten gleich
behandelt. Die Zellkerne von beiden Praparationen wurden mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI und HindIII verdaut und tiber eine Benzyl-Naphtyl-
DEAE (BND) Zellulose Chromatographie Siule aufgereinigt. Nach jedem
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Aufreinigungsschritt wurden die Replikationsintermediate weitere Male mit EcoRI und
HindIII geschnitten um die Effizienz des Verdaus zu erhohen. Neutrale/Neutrale 2D-
Gel-Elektrophorese wurde nach Brewer und Fangman, 1987 mit Modifikationen fiir die
grofleren DNA-Fragmente (Hyrien und Mechali, 1992) durchgefiihrt. In der ersten
Dimension wurden die Proben auf einem 0.3% Agarosegel bei 0.3 V/em fiir 3-5 Tage bei
Raumtemperatur laufen gelassen. Die zweite Dimension wurde mit einem 0.6%
Agarosegel in Anwesenheit von 0.3 pug/ml Ethidiumbromid bei 1 V/em fiir 2 - 3 Tage
laufen gelassen. Die Gele wurden in 0.4 M NaOH auf eine Hybond N* Membran
geblottet und mit den Cus/Cpe Proben, bzw. mit einer Proben welche zu dem EcoRI

Fragment B im humanen rDNA Locus homolog ist, hybridisiert.
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KAPITEL 4
ERGEBNISSE

4.1 Spezifische Initiation der DNA-Replikation in einem

zellfreien System

4.1.1 Die Initiation der DNA-Replikation in vitro

Bisher war es nur schwer moglich die komplizierten Abldufe bei der Initiation der DNA-
Replikation des Menschen an isolierten Zellkernen in vitro zu untersuchen. Grofere
Erfolge gelangen, als ein von menschlichen Zellen abgeleitetes zellfreies System
entwickelt wurde, bel dem die Initiation in isolierten Zellkernen studiert werden kann
(Krude, 2000; Krude et al., 1997). Die Zellkerne werden aus menschlichen Zellen
isoliert, welche sich in der spaten GI1-Phase des Zellzykluses befinden. Die
Synchronisierung in der Gl-Phase erfolgt durch einen Block mit der pflanzlichen
Aminosiure Mimosin. Mimosin arretiert die Zellen spezifisch in der spidten G1-Phase,
noch bevor die S-Phase und somit die Replikation der DNA eingeleitet wird.

Fir die Initiation der DNA-Replikation werden die Zellkerne in cytosolischen Extrakt
inkubiert, welcher von asynchron proliferierenden menschlichen Zellen prapariert
worden ist. Im Extrakt befinden sich zuséatzliche cytosolische Faktoren, welche fir die
Initiation essentiell sind. Die DNA-Synthesereaktion benétigt aullerdem einen
gepufferten Mix, der aus Nukleotiden und Desoxynukelotiden sowie einem ATP-
regenerierendem System besteht.

In diesem ersten Teil der Arbeit soll die zeitliche und rdumliche Koordination der
Initiation der DNA-Replikation in menschlichen Zellen in vivo sowie in isolierten

Zellkernen in vitro untersucht werden.

Universitat Konstanz 61



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Ergebnisse

Zuerst wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt, um die Synchronisierung von
menschlichen Hela Zellen in der spidten Gl-Phase bzw. in der frithen S-Phase zu
uberpriifen. Fir eine Arretierung in der G1-Phase wurden proliferierende Hela Zellen
fir 24 h mit 0.5 mM Mimosin behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fir drei
Stunden durch Zugabe von frischem Zellkulturmedium aus dem Block in die S-Phase
entlassen. Aus der gesamten Zellpopulation wurden die Zellkerne préapariert, zum
Nachweis des DNA-Gehaltes mit Propidiumiodid gefarbt und anschliefend einer FACS-
Analyse (FACS = Fluoresence Activated Cell Sorting) unterzogen (Abb. 4A). Die Profile
dieser Analyse sind in der Abbildung 4A aufgefiihrt, und zeigen anhand des scharfen
FACS-Profils der diploiden Zellen (2n), dass eine erfolgreiche Synchronisierung der
Gesamtpopulation in der Gl-Phase stattgefunden hat. Beim Entlassen aus dem
Mimosinblock treten die Zellen in die S-Phase ein und beginnen mit der Replikation
ihrer DNA, was durch das Auftreten einer Schulter im FACS-Profil sichtbar wird. Als
Kontrolle wurden die Zellkerne einer asynchron proliferierenden Zellkultur analysiert.
Um die DNA-Synthese beim Eintritt in die S-Phase genauer zu verfolgen, wurden die
Zellen nach dem Block mit Mimosin in die S-Phase entlassen und fiir eine Stunde in der
Gegenwart von radioaktiv markiertem 3H-Thymidin inkubiert. Das radioaktiv
markierte Desoxynukleotid wurde so wiahrend der DNA-Synthese in die DNA eingebaut.
Der Gehalt an Radioaktivitdt wurde nach der Extraktion der genomischen DNA mit
Hilfe eines Scintillationszidhler ermittelt (Abb. 4B). Dazu wurde die DNA nach dem
Mimosinblock zu verschiedenen Zeitpunkten aus den Zellen prapariert. Zellen in der
G1-Phase haben keinen signifikanten Einbau von 3H-Thymidin gezeigt (Zeitpunkt O h;
Abb. 4C). Beim Eintritt in die S-Phase hingegen, sieht man bereits nach zwei Stunden
einen starken Anstieg der DNA-Synthese, die mit dem Fortschreiten der S-Phase weiter
zunimmt (Abb. 4C).

Diese Ergebnisse bestétigen somit die Wirkung von Mimosin und demonstrieren, dass
die Zellen zu einem spiten Zeitpunkt in der Gl-Phase, vor dem Start der DNA-
Synthese, arretiert werden (Krude, 2000; Krude et al., 1997).
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Abbildung 4. Arretierung von proliferierenden Hela Zellen in der G1-Phase und Eintritt in die S-
Phase.

(A) Uberpriifung der Synchonisierung durch FACS-Analyse. Die Zellkerne wurden aus asynchron
proliferierenden Zellen, von Mimosin-arretierten Zellen (G1-Phase) und Zellen, welche fir 3 h aus dem
Block entlassen wurden (frithe S-Phase) préapariert. Die DNA wurde fir die FACS-Analyse mit
Propidiumiodid gefirbt. Die Auswertung zeigt die Anzahl der Zellen der Gesamtpopulation wihrend den
einzelnen Zellzyklusphasen. (B) Experimentelles Schema zur Durchfithrung der radioaktiven Puls-
Markierung mit 3H-Thymidin. (C) Start der DNA-Synthese nach dem Eintritt in die S-Phase. Die Zellen
wurden fir die angegebenen Zeitrdume aus einem Block mit Mimosin in die S-Phase entlassen und
neusynthetisierende DNA fiir 1 h mit 3H-Thymidin markiert. Die DNA wurde durch TCA-Fallung
extrahiert und der Einbau von 3H-Thymidin durch Messung der Radioaktivitat mit einem

Scintillationsziahler ermittelt.
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4.1.2 Die Etablierung von Replikationsfoci in isolierten Zellkernen

Als erstes wurde in gemeinsamer Zusammenarbeit mit Torsten Krude, Cambridge, die
Spezifitat der Initiation der DNA-Replikation im menschlichen zellfreien ,in vitro®-
System untersucht. Dazu wurden replikationsaktive Bereiche (engl.: replication foci;
,Replikationsfoci®) durch den Einbau von halogenierten Vorlaufernukleotiden markiert
und tUber spezifische Antikérper in der konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie
sichtbar gemacht (Aten et al., 1992).

Zuerst wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt um die Frage zu klaren, ob sich
Replikationsgabeln in diesem System neu bilden, oder ob die Replikation an bereits
etablierten Replikationsgabeln eingeleitet wird.

Neusynthetisierende DNA wurde wahrend des 24 h langen Blockes mit Mimosin mit
dem halogenierte Vorlaufernukleotid 5°-Chloro-2’-desoxyuridin (CldU) markiert.
Anschliefend wurden aus diesen Zellen die Zellkerne isoliert und zum Nachweis der
DNA-Synthese fiir 3 h in cytosolischen Hela Zellextrakt in der Gegenwart von
Digoxygenin-11-dUTP (dig-dUTP) inkubiert. Parallel wurde die DNA-Synthese in vivo
verfolgt, indem die mit Mimosin arretierten Zellen in der Gegenwart des halogenierten
Vorlaufernukleotids 5°-Iodo-2"-Desoxyuridin (IdU) fiir dieselbe Zeit in frisches
Zellkulturmedium entlassen wurden, um so die S-Phase einzuleiten (sieche Abb. 5A). Die
Erstmarkierung der synthetisierten DNA mit dem eingebauten CldU kann mit
spezifischen Antikorpern, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, im
hochauflésenden konfokalen Immunfluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden (siehe
Material und Methoden). Bei Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes mit einem Laser,
erscheint diese Markierung im Fluoreszenzkanal des Mikroskops in der Farbe ,grin®,
wahrend die zweite Markierung mit dem eingebautem dig-dUTP (in vitro) bzw. IdU (in
vivo) durch die Farbe ,rot“ nachgewiesen werden kann. Eine Uberlagerung beider
Signale resultiert fiir unser Auge in der Farbe ,gelb“.

Als erstes wurden die Zellen analysiert, welche wihrend des Blockes mit Mimosin in
vivo nicht repliziert hatten (G1-Phase Zellkerne). Diese Zellen zeigten keinen Einbau
von CldU (Abb. 5C, -CldU). Etwa 40% der isolierten Zellkerne haben unter diesen

Bedingungen in vitro repliziert, wenn sie im cytosolischen Extrakt inkubiert wurden
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(Abb. 5B, mittlere Saule). Als Kontrolle dienten Zellkerne, die im Replikations-
Elongationspuffer inkubiert worden sind (Abb. 5B, graue Saule). Hier haben nur 4% der
Zellkerne repliziert.

Zum Nachweis der Synthese in vivo, wurden die Zellen direkt aus dem Mimosinblock in
frisches Medium entlassen und neu replizierende DNA durch den Einbau von IdU
nachgewiesen (Abb. 5B). Hier wurden 40% der Zellkerne markiert, was identisch mit
der Zahl der in vitro markierten Zellkernen ist. Nur etwa 10% der Zellen replizierten
wéahrend des Blockes mit Mimosin in vivo (+CldU). Das sind vermutlich Zellen, die sich
zum Zeitpunkt der Mimosinbehandlung in der S-Phase befanden und in denen bereits
fertige Replikationsgabeln etabliert worden sind, was daher zur Replikation im Puffer
als auch im cytosolischen Extrakt fithrte (Abb. 5B). Das Experiment zeigt auch, dass
sich neben den bereits etablierten Replikationsgabeln (Abb. 5C, Markierung in griin),
neue Replikationsgabeln gebildet haben (Abb. 5C, Markierung in rot). Gleiche
Ergebnisse ergaben sich bei den Zellen, welche nach dem Block mit Mimosin in die S-
Phase entlassen wurden.

Somit werden in dem menschlichen zellfreien ,in vitro“-System als auch in intakten
Zellen in vivo, beim Eintritt in die S-Phase neue Replikationsgabeln gebildet. Etwa die
Halfte der Zellen leiten nach dem Entlassen aus dem Mimosinblock die DNA-

Replikation in vitro und in vivo ein.
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Abbildung 5. Initiation der DNA-Replikation in synchronisierten Zellkernen in vitro und in
lebenden Zellen in vivo.

(A) Experimentelles Protokoll. (B) Anzahl der Zellen, die im zellfreien System in vitro initiierten (Einbau
von dig-dUTP), bzw. in lebenden Zellen in vivo (Einbau von IdU). Es wurden Zellen analysiert, die wiahrend
des Blockes mit Mimosin nicht repliziert haben (- CldU) und solche die wihrend des Blockes an
bestehenden Replikationsgabeln elongiert haben (+ CldU). (C) Immunfluoreszenzmikroskopie. Nachweis
von replikationsaktiven Bereichen (,Replikationsfoci®) nach dem Eintritt in die S-Phase in vitro und in vivo.
Die Farbe ,Grin“ entspricht einer Markierung mit CldU in vivo, die Farbe ,rot“ entspricht einer
Markierung mit dig-dUTP (in vitro) bzw. mit IdU (in vivo). Ubereinandergelagerte Bilder erscheinen in der

Farbe ,,gelb”. (Experimentelle Kooperation mit Torsten Krude, Cambridge)
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4.1.3. Initiation der DNA-Replikation in gleichen Chromatindoméinen

Im eben beschriebenen Experiment wurde ein Doppelmarkierungsprotokol angewendet,
um die Etablierung neuer Replikationsfoci in vitro nachzuweisen. Nun sollte gezeigt
werden, dass die DNA-Replikation in frih replizierenden Chromatinbereichen auch im
nachfolgenden Zellzyklus an den identischen Stellen in der frithen S-Phase im zellfreien
System in vitro replizieren.

Dazu wurden menschliche EJ30 Zellen aus dem Ruhezustand in der GO-Phase durch
Zugabe von Serum entlassen und beim folgenden G1/S-Phase Ubergang fir 24 h mit
Aphidicolin arretiert. Aphidicolin ist ein spezifischer Inhibitor fiir DNA-Polymerasen
und arretiert eine Zellkultur in der frithen S-Phase. Die Zellen wurden nach dem Block
fir 20 min in der Gegenwart von CldU in frisches Zellkulturmedium inkubiert, so dass
frith replizierende DNA durch den Einbau des Vorlaufernukleotids in der
Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden konnte. Der Nachweis erfolgte
durch CldU-spezifische Antikérper. Der anschlieBende Verlauf durch die weiteren
Phasen des Zellzykluses, der S-Phase, der G2-Phase sowie der Mitose erfolgte in
Abwesenheit der Markierung. Im darauf folgenden Zellzyklus wurden die Zellen durch
Zugabe von Mimosin in der spaten G1-Phase arretiert. Fiur die in vitro
Initiationsreaktion wurden die Zellkerne in cytosolischen Extrakt in der Gegenwart von
dig-dUTP inkubiert, um so den Eintritt in die S-Phase zu erméoglichen. Die Markierung
erfolgte fir eine Dauer von drei Stunden und wurde in der
Immunfluoreszenzmikroskopie tiber fluoreszierende dig-dUTP-spezifischen Antikorper
sichtbar gemacht. Als Referenz wurden die Zellen direkt nach dem Block mit Mimosin
fiir 3 h in frisches Medium entlassen und replizierende DNA durch den Einbau von IdU
sichtbar gemacht (siehe auch Abb. 6A).

In diesem Experiment wurden 68% der Zellkerne in der frithen S-Phase mit CldU
markiert und 42% der selben Kerne wurden in der darauf folgenden S-Phase nach dem
Entlassen aus dem Mimosinblock mit IdU in vivo markiert (Abb. 6B, rechte Saule). Dies
bedeutet, dass 32% der Zellen nicht durch CldU markiert worden sind und im

vorhergehenden Zellzyklus nicht replizierten. Die intranukleare Lokalisierung der
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Markierung wurde durch die hochauflésende Immunfluoreszenzmikroskopie tiber CldU-
spezifische bzw. IdU-spezifische Antikorper sichtbar gemacht (Abb. 6C). Hierzu wurden
die Stellen, welche durch den Einbau von CIdU in vivo markiert wurden, mit den
Chromatindoméinen verglichen, welche in der darauf folgenden S-Phase mit IdU
markiert worden sind. Beide Markierungen kennzeichnen diskrete Stellen in den
Zellkernen, deren Muster typisch fir die frithe S-Phase ist (Abb. 6C). Dieser Typ wird
im allgemeinen auch als Typ I bezeichnet, da hier hauptséichlich transkriptionsaktive
euchromatische Bereiche markiert werden (Nakayasu and Berezney, 1989). In der
mittleren S-Phase sind diese Foci in der Kernperipherie, in perinukleolaren und
nukleolaren Regionen anzutreffen (Typ II). In der spiten S-Phase werden die restlichen
Chromatinbereiche repliziert, welche sich innerhalb der Nukleoli sowie in
heterochromatischen Regionen befinden (Typ III, Abb. 7B). Anhand dieser
unterschiedlichen Markierungsmuster lassen sich die einzelnen Stadien der DNA-
Replikation wahrend der S-Phase unterscheiden.

Bei der Auswertung der Immunfluoreszenzbilder (Abb. 6C) lasst sich eine Co-
Lokalisierung beider Markierung an diskreten Replikationsfoci feststellen, welche
typisch fiir die frithe S-Phase sind. Somit findet die Initiation der DNA-Replikation nach
einem Block mit Mimosin an den gleichen Chromatindoménen statt, die schon im
vorhergehenden Zellzyklus in der frithen S-Phase repliziert hatten. Diese Daten
bekraftigen weiterhin, dass die Aktivierung von Chromatindoméinen, welche im Laufe
der S-Phase repliziert werden sollen, einem zeitlich streng kontrollierten Ablauf
unterzogen ist, und dass die zeitliche Koordination der Initiation von einem Zellzyklus
auf den néichsten wiedergegeben wird.

Analog wurde untersucht, ob die gleichen Chromatindominen bei der Initiation in
isolierten Zellkernen mit den markierten Chromatinregionen des vorhergehenden
Zellzyklus co-lokalisieren. Dazu wurden Zellkerne aus Mimosin-arretierten Hela Zellen
isoliert. Etwa 72% dieser Zellkerne sind im vorhergehenden Zellzyklus durch den

Einbau von CldU markiert worden (Abb. 6B, mittlere Saule).
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Abbildung 6. Die Initiation der DNA-Replikation in vitro co-lokalisiert mit friih replizierten
Chromatinbereichen in vivo.

(A) Experimentelles Protokoll. (B) Auswertung der Initiationsereignisse in vivo und in vitro. Als
Negativkontrolle wurden CldU-markierte Zellkerne in Replikationselongationspuffer inkubiert
(Pufferkontrolle). Die selben Zellkerne wurden fiir die in vitro Initiationsreaktion in cytosolischen Extrakt

inkubiert. Als Referenz dienten Zellen, welche direkt nach dem Mimosinblock in die S-Phase entlassen
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wurden. Ausgewertet wurden solche Zellen, die eine Doppelmarkierung mit CldU (graue Séule) und mit
dig-dUTP (in vitro) bzw. mit IdU (in vivo) aufweisen konnten. (C) Immunfluoreszenzmikroskopie von Zellen
in vivo. Replizierte Chromatinbereiche sind mit CldU markiert (rot). Die Initiation der DNA-Replikation im
darauf folgenden Zellzyklus ist durch den Einbau von IdU nachweisbar (griin). Ubereinander gelagerte
Bilder lassen die Replikationstellen in der Farbe ,gelb“ erscheinen. (D) Immunfluoreszenzmikroskopie von
isolierten Zellkernen in vitro. Die Initiation nach dem Entlassen aus dem Mimosinblock wurde durch den

Einbau von dig-dUTP nachgewiesen (rot). (Experimentelle Kooperation mit Torsten Krude, Cambridge).

Die Kerne dienten als Template fiir die Initiation der DNA-Replikation in vitro. Die
Replikation wurde durch den Einbau von dig-dUTP tiber spezifische fluoreszierende
Antikorper in der Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.

Der Anteil der S-Phase Kontaminanten betrug bei diesen Experimenten etwa 3%, was
durch eine Elongationsreaktion der isolierten Zellkerne im Replikationspuffer
nachgewiesen wurde (Abb. 6B, linke Saule). Nach der Zugabe des cytosolischen
Extraktes replizierten 45% der Zellkerne in vitro (Abb. 6B, mittlere Siule). Eine
Analyse der Replikationsfoci in der Immunfluoreszenzmikroskopie ergab, dass beide
Markierungen miteinander co-lokalisieren und typische Muster der frithen S-Phase
aufweisen (Typ I, Abb. 6D).

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass bei einem Eintritt in die S-Phase die
gleichen Chromatinregionen repliziert werden, an denen schon im vorhergehenden
Zellzyklus die DNA-Replikation eingeleitet wurde. Diese mit dem zellfreien System
gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass die Reihenfolge der Replikation von
einzelnen genomischen Regionen in der frithen S-Phase von dem einen auf den anderen
Zellzyklus wiedergegeben wird. Weiterhin weisen diese Daten darauf hin, dass die
Initiation nicht an den spét replizierenden Chromatinbereichen stattfindet.

Diese Schlussfolgerung wurde in einem weiteren Experiment getestet. Hierzu wurde
eine asynchrone Zellkultur fiir 30 min mit CldU behandelt. Es wurden ausschlie3lich
solche Zellen ausgewahlt, welche sich in der mittleren S-Phase befanden und in denen
die perinuklearen und perinukleolaren heterochromatischen Regionen repliziert hatten
(Abb. 7B). Dann sollte getestet werden, ob diese Stellen mit den selben
Chromatinbereichen co-lokalisieren, welche in der darauf folgenden S-Phase nach dem
Entlassen aus dem Mimosinblock initiieren (Abb. 7B). Das Ergebnis zeigt klar, dass sich

neue Replikationsfoci beim Eintritt in die S-Phase gebildet haben, welche jedoch
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auBerhalb der spat replizierenden heterochromatischen Bereichen liegen, die im

vorhergehenden Zyklus markiert worden sind.

A B initiation in vivo

Asynchronously proliferating HelLa cells

pulse-label replicating DNA with CldU (30min)

cultivate in fresh medium (17h) and arrest in the
subsequent late G1 phase with mimosine (24h)

~

: Release cells into
Prepare nuclei fresh medium (3h),
Initiate DNA replication initiate DNA replication

in vitro and in vive and
label replication foci label replication foci
with dig-dUTP with |dU

v M

Compare sites of initiated DMA replication
with sites of type Il foci of previous S phase

Abbildung 7. Die Initiation findet nicht an spit replizierenden Chromatinbereichen statt.

(A) Experimentelles Protokoll. (B) Immunfluoreszenzmikroskopie. Replizierende DNA wurde fiir 30 min mit
CldU in vivo markiert, mit Mimosin in der spiaten G1-Phase arretiert und der Einbau mit CldU-spezifischen
Antikorper detektiert (rot). Die Initiation in vivo im darauf folgenden Zellzyklus wurde durch den Einbau
von IdU nachgewiesen (griin). (C) Initiation in vitro. Der Nachweis erfolgte durch den Einbau von dig-

dUTP. Gezeigt werden spate (Typ II) S-Phase Zellkerne.

Als nachstes wurde getestet, ob diese heterochromatische Regionen auch in isolierten
Zellkernen nach der Initiation in vitro von der Replikation ausgeschlossen werden (Abb.
7C). Auch hier sitzen die Replikationsfoci in benachbarten Bereichen, und co-

lokalisieren nicht mit den spét replizierenden Chromatinbereichen.
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Somit lasst sich zusammenfassend feststellen, dass die zeitliche Abfolge der Initiation
der DNA-Replikation im zellfreien System rekapituliert wird. Euchromatische Bereiche
werden zu einem frihen Zeitpunkt in der S-Phase repliziert, wahrend

heterochromatische Bereiche von der Initiation ausgeschlossen werden.

4.2 Sequenzspezifische Initiation der DNA-Replikation in

isolierten Zellkernen

Bisher konnte gezeigt werden, dass die gleichen Chromatindoménen in einer zeitlich
festgelegten Abfolge in der S-Phase repliziert werden. Nun war es interessant zu priifen,
ob die Initiation der Replikation an spezifischen Sequenzen des Humangenoms
eingeleitet wird. Alternativ konnte die DNA-Replikation auch an eher zufallig
ausgewihlten Initiationsstellen am Chromatin eingeleitet werden.

Der am besten charakterisierte humane Origin, der solche Untersuchungen zulésst,
befindet sich am 3’- Ende des LMNB2 Gens und wird allgemein als Lamin B2 Origin
bezeichnet (Biamonti et al., 1992a; Biamonti et al., 1992b; Giacca et al., 1994). Es ist
zugleich der einzige humane Origin dessen Initiationsstartstellen sowohl fiir den
Vorwirtsstrang als auch fiir den Rickwértsstrang der DNA-Replikationsgabel auf das
Nukleotid genau bestimmt wurden (Abb. 9, (Abdurashidova et al., 2000)). Die
sequenzspezifische Initiation der DNA-Replikation soll anhand der quantitativen
Analyse von nascent DNA untersucht worden. Das sind primére einzelstrangige
Replikationsprodukte, die an der Replikationsblase entstehen und auf das Vorkommen
eines Origins hinweisen. Eine Anreicherung von Origin-Sequenzen bei einer
Praparation der nascent DNA gegeniiber Nicht-Origin-Sequenzen, lasst demnach auf

einen aktiven Replikationsorigin schlieBen.

4.2.1 Der ,,Nascent Strand Abundance Assay*

Der Lamin B2 Origin bietet somit ein gutes Modelsystem, um die sequenzspezifische

Initiation der DNA-Replikation im zellfreien System in vitro zu untersuchen.
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(ca. 1 kbp)
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Extraktion genomischer DNA aus proliferierenden HelLa Zellen
Denaturierung bei 85°C fur 10 min
Auftrennung tber 5-30% neutrale Saccharose-Gradienten

Isolierung von nascent DNA strands mit ca. 1 kbp Lange

Quantitative Real-time PCR

genomische Einheiten

Prime-Satz

Abbildung 8. Identifizierung von Replikationsstartstellen durch den ,,Nascent Strand Abundance
Assay*“.

An der Replikationsblase der Initiationsstelle bilden sich neu synthetisierte DNA-Strange (,nascent DNA
strands®) welche durch das Fortschreiten der Replikationsgabel bidirektional verlangert werden. Die
nascent DNA wird aus einer Préaparation von genomischer DNA tiber einen Saccharose-Gradienten isoliert.
Eine Linge von 1 — 2 Kkbp der nascent DNA wird tberlicherweise zur Identifizierung von
Replikationsstartstellen benutzt. Das Vorkommen und die Anreicherung spezifischer Origin-Sequenzen

lassen sich uber die quantitative Real-time PCR bestimmen.
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Es wurde ein modifiziertes Protokoll des ,Nascent Strand Abundance Assay“ eingefiihrt,
bei dem die Anreicherung von Origin-Sequenzen unter der Préparation von
neusynthetisierten DNA-Striangen (nascent DNA) quantitativ tiber Echtzeit-PCR (,,Real-
time PCR®) bestimmt wird. Die Quantifizierung von DNA-Templates durch Real-time
PCR ist weit sensitiver als die bisher verwendete kompetetive PCR und zudem bei
weitem effizienter. Ein Versuchsprotokoll dieses Assays ist in Abbildung 8
wiedergegeben.

Nascent DNA wird aus einer Praparation von genomischer DNA gewonnen. Die
Praparation der DNA muss hierbei sehr sorgfiltig erfolgen, um Strangbriiche zu
vermeiden. Zur Isolierung von nascent DNA-Strangen wird die genomische DNA durch
Erhitzen auf 85°C denaturiert. Die Auftrennung von nascent DNA erfolgt durch
Ultrazentrifugation in einem Saccharose-Gradienten. Als Referenz wird auf einem
parallelen Gradienten Marker-DNA aufgetragen, damit die einzelnen Fraktionen einer
bestimmten DNA-Lénge zugeordnet werden konnen (siehe Abb. 10A). Fir die Analyse
von Replikationsstartstellen werden DNA-Strange mit einer durchschnittlichen Léange
von 1 — 2 kbp aus den Gradienten isoliert. Diese GroBe ist ideal, da kiirzere DNA-
Strange Kontaminationen mit Okazaki-Fragmenten des Rickwartsstranges
MiteinschlieBen wiirden. Dagegen sind genomische Bruchstiicke, welche durch
Scherkriafte entstehen gewohnlicherweise grofler als 10 — 20 kb.

In der Abbildung 10A ist ein typischer Saccharose-Gradient mit Marker-DNA nach
Fallung der entsprechenden Fraktionen und Auftragung auf ein Agarose-Gel
dargestellt. Die Fraktionen 14 — 18 enthalten DNA-Molekiile mit einer Lange von etwa
1 — 2 kbp und wurden als Referenz fur die Selektion der Fraktionen mit der nascent
DNA genommen. Das urspriingliche Protokoll dieses Assays sah vor, das die nascent
DNA nach der Isolierung aus den Saccharose-Gradienten uber
Saulenaffinitdtschromatographie zuséatzlich aufgereingt wird. Dazu wurden die
proliferierenden Zellen zuvor einer Puls-Markierung mit dem halogenierten
Vorlaufernukleotid 5°-Bromodesoxyuridin (BrdU) ausgesetzt. Dieser wurde dann in

Folge der DNA-Synthese in den replizierenden Strang eingebaut.
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} \ GenBank: humlamb?2b

[ 1 kb 1
I I I | 1 I T I
0 1 2 3 4 5 -] 7
Lamin B2 ongm PPV1
]
= [ [
LBC1 LB LBC2

3801 CAGCACAACCTGCAAAAACGGAGCTGGGECTGCAGCTGGEGCTCGCATGGACTTTCATITCAGA

1BF
3864 GATTCGGTTTTTAAGAAGATGCATGCCTAGCGTGTTCTTTTTTTTTTCCAATGATTTGTAATATAC

5038 $1m¢1%$CTGGAAACTTTTTTGTACAACACTCCAATAAACATTTTGATTTTAGGTTCTGCCTCT

[
3996 GAGTTTATTCCTGAGGGGAAGCTCGAGCCGGGCCTCTGCCCTAATGAAGCGGATGTCTAAGAA
‘-
4058 AGATCCCTCCACCCCCAAGGAAAAAGGTCACTGGCTAGTGTAGCTAGTGTAAACAGGACCCAG
LBR

4122 GCGATGCATGGGACCCTGCCCTTTTTITTTCTAGTGAGCCTCCGACGCTGTTGCACAAGCTGACT

Abbildung 9. Der humane Lamin B2 Origin.

(A) Die DNA-Replikationsstartstelle befindet sich am 3’-Ende des LMNB2 Gens und stromaufwéirts eines
funktionell noch nicht ndher bekannten Gens, PPVI. Fir die PCR-Analysen wurden insgesamt drei Primer-
Sitze entworfen. Der Primer-Satz LB ist spezifisch fiir Sequenzen an der Initiationsstartstelle, die beiden
Kontrollprimer-Séitze binden an Sequenzen 4 kbp stromaufwérts (LBC1) bzw. 3.5 kbp stromabwirts (LBC2)
davon. (B) Sequenz der Initiationsregion (5°-3” Richtung). Die Binderegionen der LB Oligonukleotide sind
unterstrichen. Eine A/T-reiche Region wurde in Fettschrift hervorgehoben. Die Startnukleotide fur die

bidirektionale DNA-Replikation sind durch Pfeile in den entsprechenden Richtungen markiert.

Die Aufreinigung erfolgte mit BrdU-spezifischen Antikorpern uber
Saulenchromatographie.  Neuere  Protokolle schlagen jedoch  vor, diesen
Aufreinigungsschritt nicht mehr durchzufithren, da BrdU sehr lichtsensitiv ist und

Doppelstrangbriiche an der DNA induzieren kann (Giacca et al., 1997).
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Abbildung 10. Isolierung von nascent DNA aus Saccharose-Gradienten und PCR-Analyse am
Lamin B2 Origin.

(A) Marker-DNA (1 kbp Marker, MBI Fermentas) wurde als Referenz fir die Isolierung von 1 —2 kbp langen
nascent DNA-Stridngen auf einen parallelen Saccharose-Gradienten aufgetragen. Nach der
Ultrazentrifugation wurden die 37 Fraktionen mit 99% Ethanol prézipitiert und die DNA auf ein 1%
Agarose-Gel aufgetragen. Zur Sichtbarmachung der DNA mit UV-Licht, wurde das Gel mit Ethidiumbromid
gefiarbt. (B) Anreicherung von Lamin B2 Origin-Sequenzen bei der nascent DNA Praparation. Die PCR
wurde mit Primer-Satzen durchgefiihrt, welche spezifisch zu Sequenzen bei der Initiationsstartstelle sind

(LB) bzw. zu einer Region 4 kbp stromaufwéirts davon (LBC1). Fiir weitere Details siehe auch Abbildung 9.
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Zur Etablierung dieser Methode wurde daher zuerst aufgereingte BrdU-substituierte
nascent DNA mit direkt praparierter nascent DNA verglichen. Dazu wurden 1 — 2 kbp
lange DNA-Strange aus den Gradienten isoliert und das Vorkommen von Lamin B2
Origin-Sequenzen in einer Standard-PCR qualitativ getestet (Abb. 10B). Die PCR
wurden mit zwel Primer-Sitze durchgefiihrt (Abb. 10B). Der Primer-Satz LB ist
spezifisch fir Sequenzen, welche sich bei der Initiationsstelle des Lamin B2 Origins
befinden. Als Kontrolle wurde der LBC1-Primer-Satz verwendet, der spezifisch zu
Sequenzen etwa 4 kbp stromaufwarts von der Initiationsstelle ist (Abb. 9).

Zunachst wurden die Primer-Satze mit genomischer DNA als Template in der PCR
getestet. Die Amplifizierungsprodukte entsprachen den erwarteten Groflen der
Amplikons (LBC1: 240 bp und LB: 231 bp). Die Negativkontrolle (cohne DNA) zeigte kein
durch Kontaminationen hervorgerufenes Amplifizierungsprodukt. Beim Einsetzen von
nascent DNA als Template wurde spezifisch die Lamin B2 Origin-Sequenz und nicht die
Kontrollsequenz amplifiziert. Des weiteren zeigte die Aufreinigung von BrdU-
substituierter nascent DNA keine wesentliche Verbesserung in der Signalintensitat und
wurde daher bei den zukiinftigen Experimenten nicht weiter durchgefiihrt.

Somit lassen sich mit der préparierten nascent DNA spezifisch Lamin B2 Origin
Sequenzen, nicht aber entfernt benachbarte Sequenzen amplifizieren. Das bedeutet,
dass die Origin-Sequenzen gegeniiber Nicht-Origin-Sequenzen in der nascent DNA

Praparation angereichert sind.

4.2.2 Quantitative Real-time PCR

Da mit qualitativen PCR-Assays nur recht ungenaue Schlussfolgerungen auf die exakte
Anreicherung bestimmter DNA-Sequenzen zu machen sind, wird im folgenden Kapitel
das Prinzip der quantitativen Real-time PCR beschrieben, welche es erlaubt die Menge
von DNA-Molekiilen in einer PCR-Reaktion zu bestimmen. Dies ist ein wesentlicher
Punkt, da Ergebnisse aus unterschiedlichen PCR-Assays in denen mit verschiedenen
Primer-Satzen gearbeitet wurde, nur sehr schwer miteinander verglichen werden
konnen. Dies hingt zum einen mit den unterschiedlichen Effizienzen zusammen, mit

denen Oligonukleotide an ihre jeweilige Template-DNA binden und daher zu
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verschieden hohen Amplifikationshéhen fithren. Zur quantitativen Bestimmung von
DNA-Molekiillen in einer Reaktion wurde bis heute die kompetetive PCR benutzt
(Giacca et al., 1997). Diese Methode basiert auf die Titration einer von der
Konzentration bekannten Kompetitor-DNA mit der zu quantifizierenden Probe. Durch
den Vergleich der Signalintensitdten der beiden PCR-Produkte in einem Agarose-Gel
lasst sich die DNA-Menge der unbekannten Probe ermitteln. Hierbei ist jedoch schon die
Limitierung dieser Methode erkennen. Ein Sichtbarmachen von DNA auf einem Gel
benoétigt, abhingig von der MolekiilgroBe der DNA, etwa 1000 — 2000 Template-
Molekiile. Komplizierte Anwendungen wie der ,Nascent Strand Abundance Assay®, bei
denen wenige spezifische Sequenzen unter einer Vielzahl von unspezifischen Sequenzen
quantifiziert werden sollen, konnen daher sehr schnell an die Nachweisgrenze der
kompetetiven PCR gelangen.

Durch die Einfiihrung der Echtzeit-PCR (,Real-time PCR®), steht ein sensitives System
zur Verfiigung, mit dem verlasslich bis zu 50 Template-Molekiile reproduzierbar
quantifiziert werden konnen. Der weitere Vorteil dieser Methode liegt darin, dass eine,
fir jede genomische Region, umstidndliche und zum Teil sehr zeitaufwendige
Herstellung von Kompetitor-DNA nicht mehr notwendig ist. Im folgenden soll deshalb
die quantitative Real-time PCR néher beschrieben werden, da sie die zu Beginn dieses
Projektes benutzte kompetetive PCR vollstidndig abgelost hat und in dieser Arbeit noch
weitere wichtige Anwendungen finden wird.

Grundlage der Real-time PCR, welche mit dem Light-Cycler Instrument der Firma
Roche durchgefiihrt wurde, ist die Benutzung eines interkalierenden fluoreszierenden
Farbstoffes, SYBRGreenl, welcher sich spezifisch in die grofle Rinne doppelstriangiger
DNA einlagert. Nach Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes in die DNA wird die
emitierte Fluoreszenz nach Anregung mit einem Laser photometrisch gemessen. Eine
Zunahme der gemessenen Fluoreszenz entspricht hierbei einer Zunahme von
doppelstrangigen DNA-Molekiilen in der PCR-Reaktion. Um ein exaktes Messen einer
spezifischen Sequenz aus einer Vielzahl von genomischen Sequenzen zu gewéhrleisten,
werden Oliognukleotide benétigt, die in der PCR ein einziges Amplikon erzeugen. Dies

ist notwendig, da sich der SYBRGreenl Farbstoffe prinzipiell in jede Doppelstrang-DNA
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einlagert. Die PCR-Produkte kénnen auf ihre Reinheit durch eine Schmelzpunktanalyse
sowie durch Gel-Elektrophorese kontrolliert werden (Abb. 11 A/B). Die Schmelzkurven

werden mit Hilfe der Light-Cycler Software ermittelt (siehe unten).
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Abbildung 11. Schmelzkurvenanalyse eines PCR-Produktes nach einem PCR-Lauf im Light-
Cycler.

(A) Ermittlung der Schmelztemperatur eines PCR-Produktes durch die Light-Cycler Software. Gezeigt sind
die Ergebnisse von zwei Reaktionen am Ende eines PCR-Laufes. Als Template wurden 30 ng genomische
DNA eingesetzt (+DNA) und als Negativkontrolle eine Reaktion ohne Template ((-DNA). Mit zunehmender
Temperatur wird die Doppelstrang-DNA in einzelstrangige DNA dberfiihrt, bis schliellich der
Schmelzpunkt des Produktes (Tm = 86°C) erreicht wird, was zu einem drastischen Abfall der Fluoreszenz
fithrt. Bei Temperaturen oberhalb der Schmelztemperatur liegt das PCR-Produkt vollstandig einzelstringig
vor (Nullfluoreszenz). Aufgetragen ist die Funktion F1(T) der Fluoreszenz (Vertikalachse des Diagramms)
in Abhéngigkeit von der Temperatur T (Senkrechtachse). (B) Darstellung der Schmelzkurve bei
Auftragung der negativen Ableitung der Fluoreszenzfunktion F1 (- d(F1)/dT) gegeniiber der Temperatur T.
Der Hochpunkt der Kurvenfunktion markiert den Median der Schmelztemperatur des PCR-Produktes. Das
Auftragen der PCR-Reaktion auf einem Agarose-Gel resultiert nach der Ethidiumbromidfirbung in einer

Monobande des spezifischen Produktes (sieche Gelausschnitt).
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Zur Quantifizierung unbekannter Proben ist es notwendig, Bezugspunkte aus einer
zuvor angelegten Standardkurve ableiten zu konnen. Die Standardkurve erhélt man
durch Anfertigen einer Verdiinnungsreihe mit bekannten DNA-Konzentrationen (Abb.
12 A/B). Die Standards werden bei einem PCR-Lauf parallel mit den Proben angesetzt.
Die PCR selbst verlauft sehr schnell, da die einzelnen PCR-Segmente nur wenige
Millisekunden beanspruchen (siehe Material und Methoden). Am Ende der PCR-Laufes
ermittelt die Light-Cycler Software aus den Standard-DNAs eine Standardgerade, mit

der die Zahl der DNA-Molekiile von unbekannten Proben ermittelt wird.

Cycle Number
!
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Cycle Number Log Concentration

Abbildung 12. Das Anfertigen einer Standardkurve als Bezugspunkt zur Quantifizierung von
DNA-Templates.

(A) Zunahme der Fluoreszenz des eingelagerten SYBR Greenl Farbstoffes in Abhingigkeit von der
Zyklenzahl in der PCR. Zum Erstellen einer Standardgerade wird die genomische DNA seriell verdiinnt,
was folgenden genomischen Aquivalenten (GE = Genomische Einheiten; Kopien) entspricht: 30 ng (10 000
GE), 3 ng (1000 GE), 300 pg (100 GE), 30 pg (10 GE), 3 pg (1 GE). Von jeder Probe werden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. (B) Ermittlung der Standardgeraden aus den Messdaten von (A). Die
einzelnen Messpunkte sind als Quadrate dargestellt. Die Standardgerade wurde durch lineare Regression
aus den Mittelwerten dieser Daten ermittelt. Aufgetragen ist die Zyklenzahl in Abh#ingigkeit von dem

Logarithmus der Konzentration.

Universitat Konstanz 80



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Ergebnisse

Fiir jede PCR-Reaktion werden Doppelbestimmungen durchgefiihrt, die zu Mittelwerten
zusammengefasst und als ,,genomische Einheiten® dargestellt werden (Abb. 12).
Abhiangig von der Anfangsmenge der Template-DNA, werden sogenannte ,crossing-
points“ ermittelt. Diese entsprechen dem Schnittpunkt der Zyklenzahl mit dem
Wendepunkt der Fluoreszenzkurven (Abb. 12A). Grosse DNA-Mengen fiihren demnach
zu frihen ,crossing-points“ und umgekehrt. Die ,crossing-points“ unbekannter Proben
lassen sich von der Standardgerade extrapolieren und damit lasst sich die exakte
Anzahl der genomischen Aquivalente ermitteln.

Somit steht mit der Real-time PCR ein System zu Verfiigung, mit dem selbst geringste
DNA-Mengen in einer vorgegebenen Reaktion quantitativ erfasst werden konnen. Da
bel jedem PCR-Lauf eine neue Standardkurve angefertigt wird, sind die Messungen
unabhingig von den Schwankungen des Annealing- oder Schmelzverhaltens der

einzelnen Oligonukleotide.

4.2.3 Initiation der DNA-Replikation am Lamin B2 Origin

Der ,Nascent Strand Abundance Assay“ (Abb. 8) wurde in Verbindung mit der
quantitativen Real-time PCR eingesetzt, um die Aktivierung des Lamin B2 Origins beim
Entritt in die S-Phase in isolierten Zellkernen zu untersuchen. Als Kontrolle wurde
zuerst die Initiation des Origins in vivo untersucht.

Dazu wurde nascent DNA mit einer Lange von 1 — 2 kbp aus Mimosin-arretierten
Zellen préapariert. (Abb. 13A; siehe auch Abb. 9). Um die Anreicherung von Origin-
Sequenzen mit dem Light-Cycler zu ermitteln, wurden drei verschiedene Primer-Sitze
verwendet: Der Primer-Satz LB ist spezifisch zu der Initiationsstelle des Origins,
wahrend die beiden benachbarten Primer-Siatze homolog zu Sequenzen 4 Kkbp
stromaufwarts (LBC1) bzw. 3.5 kbp stromabwarts (LBC2) des Origins sind.

Die quantitative Analyse zeigt lediglich eine geringe Anreicherung von Lamin B2
Origin-Sequenzen gegeniiber den benachbarten Regionen bei der praparierten nascent
DNA (Abb. 13B, schwarze Saule).

Dies weist deutlich darauf hin, dass keine Initiation der DNA-Replikation am Origin

wahrend der Arretierung der Zellen mit Mimosin in der G1-Phase stattgefunden hat.
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Als néachstes wurden die Zellen fiir drei Stunden aus dem Mimosinblock in die S-Phase
entlassen, und aus diesen Zellen die nascent DNA préapariert. In dieser Praparation
findet man eine mehr als 5-fache Anreicherung von Origin-Sequenzen gegeniiber den
Nachbarregionen (Abb. 13B).

Diese Daten weisen somit darauf hin, dass sich die Zellen nach der Arretierung durch
Mimosin, in einem Zustand befinden, in dem der Origin nicht aktiviert ist. Nach dem
Entlassen aus dem Block findet man jedoch eine Zunahme der DNA-Synthese am
Origin, was auf eine erfolgte Aktivierung beim Eintritt in die S-Phase hindeutet.

Nun wurde getestet, ob der Lamin B2 Origin auch in isolierten Zellkernen in vitro
aktiviert wird. Dazu wurden die Zellen in der G1-Phase mit Mimosin arretiert, und die
daraus préaparierten Zellkerne in cytosolischen Hela Zellextrakt fiir drei Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurde aus diesen Zellen die nascent DNA préapariert und mit
der quantitativen Real-time PCR wie oben beschrieben vermessen. Hierbei wurden etwa
zehn Mal mehr Lamin B2 Origin-Sequenzen als benachbarte Sequenzen amplifiziert,
was auf eine deutliche Origin-Aktivitat hinweist (Abb. 13C).

Die groflere Anreichung in vitro lasst sich hochstwahrscheinlich durch die effizientere
Entfernung von Mimosin in diesem System erkldaren. Intakte Zellen werden durch
Zugabe von frischem Zellkulturmedium in die S-Phase entlassen, so dass sich
wahrscheinlich noch wirksame Mengen von Mimosin im Inneren der Zelle befindet,
wahrend dies bei isolierten Zellkernen nicht der Fall ist.

Diese Daten liefern somit einen wichtigen Hinweis auf eine sequenzspezifische
Initiation der DNA-Replikation im zellfreien System und in intakten Zellen. Dariiber
hinaus zeigen sie, dass der Lamin B2 Origin sehr friith in der S-Phase in vivo aktiviert

wird und unterstiitzen damit unabhéingig frithere Beobachtungen (Giacca et al., 1994).
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Abbildung 13. Sequenzspezifische Initiation der DNA-Replikation am Lamin B2 Origin in vivo
und in vitro.

(A) Ubersicht tiber den Lamin B2 Origin und die in der Real-time PCR benutzen Primer. Der Primer-Satz
LB amplifiziert Sequenzen an der Initiationsstelle des Origins, die beiden benachbarten Primer-Sitze,
LBC1 und LBC2, dienen als Kontrolle. (B) Initiation der DNA-Replikation in vivo. Quantitative Analyse von
nascent DNA in der Real-time PCR. Nascent DNA wurde aus Mimosin-arretierten Zellen (schwarze Saulen)
bzw. aus Zellen prapariert, welche fiir 3 h aus dem Mimosinblock in die frithe S-Phase entlassen wurden
(graue Saulen). Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in ,genomische Einheiten“ (Vertikalachse des
Diagramms) dargestellt und zeigen die Mittelwerte von zwei unabhingigen Experimenten. (C) Initiation
der DNA-Replikation in vitro. Die nascent DNA wurde Zellkernen isoliert, die fiir 3 h im cytosolischen

Extrakt inkubiert wurden. Die Analyse erfolgte wie unter (B) beschrieben.
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4.2.4 Der rDNA Locus wird nicht in der frithen S-Phase initiiert

Als nachstes wurde in Kooperation mit Oliver Hyrien, Paris, ein Origin untersucht,
welcher zu einem spéteren Zeitpunkt in der S-Phase aktiviert wird. Als Beispiel diente
der rDNA Locus, welcher die Transkriptionseinheiten der humanen rRNA Gene auf den
Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 tragt (,rDNA Repeats“)(Little et al., 1993). Die
humanen rRNA Gene werden etwa 400 mal an multiplen Stellen innerhalb eines 31 kbp
groflen nicht transkribierten Spacers repliziert, welcher die tandemartig angeordneten
Transkriptions-Einheiten der 45S Vorlaufer-rRNA voneinander trennt (sieche Abb. 14A)
(Little et al., 1993). Genauere Initiationsstellen wurden durch unterschiedliche
Techniken innerhalb einer 10 kbp groBen Region stromaufwarts des rRNA Gen
Promotors identifiziert (Gencheva et al., 1996; Larner et al., 1999; Yoon et al., 1995).

Die Promotorregionen der einzelnen Transkriptionseinheiten unterscheiden sich durch
das Vorkommen einer polymorphen FEcoR I FErkennungssequenz. Fir eine
Subpopulation wurde gezeigt, dass der rDNA Locus beim Fehlen dieser Sequenz frither
repliziert, als bei der Population in der diese Sequenz vorhanden ist (Larner et al.,
1999).

Im folgenden Experiment sollte daher das Auftreten von
Replikationszwischenprodukten von beiden Populationen mit Hilfe der 2D-Gel-
Elektrophorese untersucht werden. Diese Origin-Kartierungstechnik ist dem , Nascent
Strand Abundance Assay“ vorzuziehen, da mit ihr der rDNA Locus bereits intensiv
untersucht wurde und exakte Initiationsstellen, wie sie fiir eine PCR-Analyse bendtigt
werden, noch nicht bekannt sind.

Die 2D-Gel-Elektrophorese ist in ihren Varianten in (Brewer and Fangman, 1987) naher
beschrieben worden und soll hier nur soweit es fir das Verstindnis erforderlich ist,
wiedergegeben werden. An einem Origin befinden sich typische Replikationsstrukturen
wie Replikationsblasen und Replikationsgabeln. In der 2D-Gelektrophorese kénnen
diese Strukturen voneinander aufgetrennt und nachgewiesen werden. Die
Replikationszwischenprodukte wurden aus Mimosin-arretierten G1-Phase Zellen, aus
Zellen der frihen S-Phase (3 h nach dem Mimosinblock) und aus Zellen der mittleren S-

Phase isoliert. Die Zwischenprodukte wurden mit den Restriktionsendonukleasen EcoR
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I und Hind III geschnitten und durch 2D-Gel-Elektrophorese (neutral/nmeutral)
analysiert (Abb. 14). In der ersten Dimension wurden die DNA-Fragmente entsprechend
ithrer Grofe von oben nach unten aufgetrennt, in der zweiten Dimension entsprechend
ihrer molekularen Struktur von links nach rechts. Das Sichtbarmachen einzelner
Replikationsstrukturen erfolgte tiber Autoradiographie mit einer radioaktiv markierten
Hybridisierungsprobe (EcoR I Fragment B, sieche Abb. 14A).

Mit der hier angewendeten Technik lassen sich grundsitzlich zwei Formen von
Replikationsstrukturen unterscheiden: Geschnittene Fragmente, die eine etablierte
Replikationsgabel besitzen, wandern als so genannter ,Y-Bogen®, wiahrend Fragmente
mit einer zentral lokalisierten Replikationsblase als ,,0-Bogen® wandern (Abb. 14B).
Geschnittene Fragmente die keine Replikationsstrukturen enthalten, laufen entlang
eines einheitlichen Bogens am unteren Gelrand (Abb. 14B/C). Einheitlich geschnittene
DNA-Fragmente sind in einem definierten Slot am rechten Rand auf diesem Bogen
lokalisiert (Abb. 14B/C).

Als erstes wurden die Replikationszwischenprodukte aus Mimosin-arretierten Zellen
prapariert (G1-Phase; Abb. 14C). Die Replikationszwischenprodukte wurden mit den
Restriktionsendonukleasen EcoR I und Hind III geschnitten und durch 2D-Gel-
Elektrophorese analysiert. In diesen Zellen konnten keine Replikationsstrukturen in
Form eines Y-Bogens oder O-Bogens nachgewiesen werden (Abb. 14C). Dies ist eine
wichtige Kontrolle, da in der G1-Phase keine DNA-Replikation stattfinden sollte.

Als nichstes wurden die Replikationszwischenprodukte aus den Zellen isoliert, die fir 3
h aus dem Mimosinblock entlassen wurden (S-Phase). Hier konnte lediglich ein
schwacher Y-Bogen nachgewiesen werden, was auf das Vorkommen einer
Replikationsgabel schlieBen lasst und somit auf eine bereits eingeleitete DNA-
Replikation.

Dagegen konnte man einen sehr dominanten Y-Bogen bei den Zellen nachweisen, die

sich in der mittleren S-Phase des Zellzykluses befanden.
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Abbildung 14. Initiation der DNA-Replikation am rDNA Locus in der mittleren S-Phase in vivo
und in vitro.

(A) Ubersicht tiber den rDNA Locus. Zwei der 458 Vorlaufer rRNA Transkriptionseinheiten sowie der 31
kbp lange, nichtranskribierte Spacer sind dargestellt. Das 45S rRNA Gen ist durch eine weille Box, die
Transkriptionseinheiten = durch  einen  unterbrochenen  schwarzen  Pfeil  dargestellt. Die
Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonukleasen EcoR I (E) sowie Hind III (H) sind eingezeichnet.
Eine EcoR I Sequenz ist polymorph und in [ ] Klammern dargestellt. Die Position der radioaktiv
markierten Hybridisierungsprobe (EcoR I Fragment B, (Little et al., 1993)) ist als schwarzer Balken
(,probe“) und die Position des analysierten EcoR I/Hind III Fragmentes als unterbrochene Linie
eingezeichnet. (B) Prinzip der 2D-Gel-Elektrophorese. Replikationsprodukte werden isoliert und mit
Restriktionsendonukleasen geschnitten (sieche unter (A)). Fragmente mit einer etablierten
Replikationsgabel wandern als Y-Bogen, wihrend Fragmente mit einer Replikationsblase (und somit zwei
etablierten Replikationsgabeln) als O-Bogen im Gel wandern. Lineare Fragmente ohne
Replikationsstrukturen sind daher als Bogen am unteren Ende des Gels sichtbar. Vollstindig geschnittene
Fragmente mit einer einheitlichen Linge sind als definierter Punkt am rechten Rand auf diesem Bogen
sichtbar. (C) Initiation der DNA-Replikation am rDNA Locus in vivo. Genomische DNA wurde aus
Mimosin-arretierten Zellen (G1-Phase), aus Zellen welche fiir 3 h aus dem Block entlassen wurden (friithe S-
Phase) und aus Zellen, welche fiir 3 h aus einem doppelten Thymidinblock (mittlere S-Phase) entlassen
wurden, prapariert. Die  Replikationszwischenprodukte =~ wurden  angereichert, mit  den
Restriktionsendonukleasen EcoR I und Hind III geschnitten und in zwei Dimensionen iiber Agarose-Gele

(sieche Material und Methoden) aufgetrennt. Die Replikationszwischenprodukte wurden durch eine
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Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Probe B (siehe oben) in der Autoradiographie sichtbar
gemacht. (D) Analyse der DNA-Replikation am rDNA Locus in vitro. Zellkerne aus Mimosin-arretierten
Zellen wurden in cytosolischen Extrakt von proliferierenden menschlichen Zellen fiir 3 h inkubiert. Die
Replikationszwischenprodukte wurden mit der oben beschriebenen Hybridisierungsprobe in der

Autoradiographie sichtbar gemacht. (Experimentelle Kooperation mit Oliver Hyrien, Paris).

Ein O-Bogen der auf das Vorkommen einer Replikationsblase schlielen lassen wiirde,
war nicht nachweisbar. Allerdings lieBen sich auf dem frither replizierenden
Restriktionsfragment des rDNA Locus neben dem Y-Bogen eine zentrale
Replikationsblase und somit ein O-Bogen nach einer Hybridisierung mit den Cus und
Cpe Proben im Gel nachweisen (Daten nicht gezeigt). Dieses Fragment stammt aus einer
Region stromaufwérts des Promotors, in der auch die meisten Initiationsereignisse in
diesem Locus detektiert worden sind (Little et al., 1993). Das Vorkommen von sowohl
frih- als auch spét replizierenden Fragmenten in diesem Locus ist bekannt und bereits
beschrieben worden (Larner et al., 1999).

Soweit wurde die Initiation der DNA-Replikation in den nicht transkribierten
Spacerregionen des rDNA Locus in lebenden Zellen in vivo untersucht. Die Daten
bestatigen frithere Arbeiten (Larner et al., 1999; Little et al., 1993), zeigen aber dariber
hinaus, dass der rDNA Locus in der mittleren bis spaten S-Phase repliziert und nicht zu
Beginn der S-Phase wie der Lamin B2 Origin.

Als nachstes wurde die Bildung von Replikationsstrukturen im zellfreien System in
vitro untersucht. Dazu wurden die Replikationszwischenprodukte aus den in Cytosol
inkubierten Zellkernen wie oben beschrieben préapariert und behandelt. In
Ubereinstimmung mit den oben gefunden Daten, fand keine DNA-Replikation in der
frithen S-Phase in den isolierten Zellkernen statt (Abb. 14 D). Dies deutet darauf hin,
dass die Initiation der DNA-Replikation beim Eintritt in die S-Phase sowohl in vivo als
auch in vitro in isolierten Zellkernen zu einer Aktivierung von frih replizierenden
Origins (z.B. Lamin B2 Locus) fithrt. Spater replizierende Origins, wie es am Beispiel
des rDNA Locus gezeigt wurde, werden nicht zu Beginn sondern erst im Verlauf der S-
Phase aktiviert.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Aktivierung von

Replikationsorigins beim Eintritt in die S-Phase des Zellzykluses einer zeitlichen und
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raumlichen Kontrolle unterworfen ist. Durch konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie
konnte gezeigt werden, dass neue Replikationsfoci in der frithen S-Phase etabliert
worden sind. Die Initiation der DNA-Replikation hat hierbei in zwel
aufeinanderfolgenden Zellzyklen an den selben Chromatindoménen stattgefunden, was
darauf hindeutet, dass der zeitliche Ablauf der Initiation fiir jede Chromatindoméne
eindeutig von der Zelle festgelegt ist. Die dabei markierten Chromatindoménen
entsprechen dem Muster von sehr frith replizierenden Zellkernen (Typ I) (Nakayasu and
Berezney, 1989). Spiat replizierende Chromatindoménen, wie zum Beispiel
heterochromatische Bereiche, waren nicht fiir die Initiation kompetent. Des weiteren
liefern diese Ergebnisse  Hinweise, dass die DNA-Replikation an spezifischen
Sequenzen wie es am Beispiel des Lamin B2 Origins gezeigt werden konnte, eingeleitet
wird. Auch scheint die Aktivierung der Origins in einer festgelegten Reihenfolge zu
erfolgen, da der rDNA Locus erst im Verlauf der S-Phase aktiviert worden ist. Diese
Ergebnisse konnten in vivo als auch im zellfreien ,in vitro“-System rekapituliert

werden.

4.3 Charakterisierung humaner Origin Recognition Complex
(ORC) Proteine

Der erste Teil dieser Arbeit beschéaftigte sich mit der Analyse der zeitlichen und
raumlichen Koordination der Initiation der DNA-Replikation in einem menschlichen
zellfreien ,in vitro“-System, wobei eine sequenzspezifische Initiation an zwei humanen
Origins (Faktoren in cis) gezeigt wurde. Im folgenden sollen die Proteinfaktoren
untersucht werden, welche mit Origin-Sequenzen interagieren (Faktoren in trans).

Eine essentielle Komponente des Pra-Replikationskomplexes bei der Hefe
Saccharomyces cerevisiae ist der aus sechs Untereinheiten bestehende ,Origin
Recognition Complex“ (ORC) (Bell and Stillman, 1992; Lee and Bell, 1997). Erst in
letzter Zeit wurden auch menschliche Homologe zu den ORC-Proteinen der Hefe

identifiziert, was vermuten lasst, dass die Initiation der DNA-Replikation bei
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mehrzelligen Eukaryonten nach einem &hnlichen Mechanismus verlauft wie bei den
Hefen (reviewed in: (Dhar et al., 2001; Quintana and Dutta, 1999; Vashee et al., 2001).
Konservierte DNA-Sequenzen, dhnlich den ARS-Elementen in der Hefe, wurden jedoch
beim Menschen nicht gefunden. Auch ist es nicht gekléart, ob der Origin Recognition
Complex direkt an die Initiationsstelle eines Origins oder etwa in unabhingigen
Chromatinregionen bindet.

Der zweite Teil dieser Arbeit soll sich daher nun der Charakterisierung der humanen
ORC-Proteine in menschlichen Zellen widmen. Zuerst wird die Klonierung der cDNAs
aller sechs Untereinheiten in prokaryontische und eukaryontische Expressionsvektoren
beschrieben, um mit den dadurch erhaltenen Konstrukten die hORC1 — hORC6-
Proteine rekombinant zu exprimieren. Im weiteren Verlauf sollen die Proteine
analysiert und fir die Herstellung von monospezifischen Antikorper, durch eine
Immunisierung von Kaninchen, verwendet werden. Mit den erzeugten Antikérper sollen
diese wichtigen Replikationsproteine in humanen somatischen Zellen zellbiologisch und

biochemisch naher charakterisiert werden.

4.3.1 Klonierung der hORC1 - hORC6 ¢cDNAs in Expressionsvektoren

Fur die Expression der sechs menschlichen ORC-Proteine wurden die ,full-length®
cDNAs in geeignete pro- und eukaryontische Expressionsvektoren kloniert. Die
Expression wurde mit dem pRSET-Vektorsystem durchgefiihrt (Abb. 15). Dieser Vektor
besitzt einen mit IPTG induzierbaren T7-Promotor sowie eine Gensequenz, welche fiir
sechs Histidine stromaufwéirts von der MCS (MCS = Multi Cloning Site) codiert. Das
exprimierte Konstrukt kann so durch Nickel-Agarose Saulenchromatographie
aufgereinigt werden. Fiir die Expression der humanen ORC-Proteine in Insektenzellen,
wurden die ¢cDNAs in einen Baculovirus-Expressionsvektor kloniert (pBlueBac-His2;
Abb. 15). Dieser Vektor besitzt, neben zahlreichen anderen funktionellen
Sequenzabschnitten, ein lacZ (B-Galaktosidase) Gen, um rekombinante Viren beim
Plaque-Assay tiber die [B-Galakatosidaseaktvitat zu selektionieren (siehe Material und

Methoden).
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A B

Bakterieller Expressionsvektor Baculovirus-Vektor

Abbildung 15. Klonierung der hORC1 - hORC6 cDNAs in Expressionsvektoren.

(A) Fir die Expression in Escherichia coli BL21 RIL Zellen wurden die cDNAs von hORC3 — hORC6 in das
pRSET Vektorsystem kloniert. Details tiber die Klonierung kénnen aus der Tabelle 2 entnommen werden.
Rekombinante Klone besallen eine Resistenz gegeniiber Ampicillin und konnten so selektioniert werden.
Die klonierte DNA wurden durch mehrere Kontrollverdaus mit Restriktionsendunukleasen sowie durch
Sequenzierung tiberpriift. (B) Fur die Expression in Insektenzellen wurden die cDNAs von hORC1 — hORC6
in den pBlueBacHis2 Vektor kloniert. Beide Vektoren exprimieren ein Polyhistidin am C-terminalen Ende
des Konstruktes, was die Aufreinigung der rekombinanten Proteine durch Nickel-Agarose

Sdulenchromatographie ermoglicht.

Die Herkunft der einzelnen cDNAs, sowie die fir die Klonierung benutzten
Restriktionsendonukleasen, kénnen aus der Tabelle 2 entnommen werden. Folgende
Anmerkungen missen hierzu gemacht werden: Die ¢cDNAs von hORC1 und hORC2
befanden sich bereits in einem prokaryontischen Expressionsvektor (pRSET; kloniert
von Martina Baack) und mussten daher lediglich in den Baculovirus-Vektor
(pBlueBacHis2) umkloniert werden. Die ¢cDNAs von hORC3 und hORC6 wurden aus

geeigneten humanen cDNA-Bibliotheken durch PCR amplifiziert, wobei die ersten 10 C-
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terminalen Aminosduren von hORC3 durch die Herstellung eines entsprechend
codierenden PCR-Oligonukleotids ergidnzt werden mussten (siehe Material und
Methoden). Die cDNAs von hORC4 und hORC5 stammen aus dem Labor von A. Dutta,
Boston. Samtliche Klonierungsschritte wurden durch geeignete Restriktionsverdaus
und durch Sequenzierung tiberpriift (Daten nicht gezeigt).

Durch die erfolgreiche Klonierung der cDNAs in die erwdhnten Expressionsvektoren,
wurde die de novo Synthese der sechs humanen ORC-Proteine in prokaryontische und

eukaryontische Expressionssystemen moglich.

cDNA Herkunft Liange Vektor Vektor Insertion
(bp) (prok.) (euk.)
pRSET pBlueBac
hORC pKG28 2585 B B BamH 1/ HindIIl
1 Kim Gavin
hORC MHC1H2 1733 B B Bgl I1/Nco 1
9 Masumi Hidaka
hORC pT7T3D-Pac 2135 A A Kpn I/BamH I
3 (cDNA-
Bibliothek)
hORC pBlueScript 1310 A A Xho I/Sac I
4 (Dutta)
hORC pBlueScript 1307 B B BamH I/Kpn I
(Dutta)
5
hORC Hela 758 C C Xho I/Hind IIT

c¢DNA-Bibliothek

Tabelle 2. Herkunft, Lange und benutzte Restriktionsendonukleasen fiir die Klonierung der ,full-length®

¢DNAs von hORC1 - hORCS6 in geeignete Expressions-Vektorsysteme.
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4.3.2 De novo Synthese von rekombinaten hORC1 - hORC6 Proteine

Fur die Erzeugung von spezifischen Antikérper wurden die humanen ORC-Proteine in
Bakterien bzw. Insektenzellen rekombinant exprimiert. Mit dem pRSET Vektorsystem
wurde der groBte Teil der Proteine in einer unléslichen Form exprimiert, was jedoch fiir
eine Immunisierung von Kaninchen sehr gilinstig ist.

Im folgenden Experiment wurden hORC3 und hORC4 in Escherichia coli RIL21 Zellen
exprimiert (Abb. 16). Beide Proteine wurden in grolen Mengen von den Bakterienzellen
nach der Induktion synthetisiert und befanden sich als ,inclusion bodies“ in der
unloslichen Fraktion. Die Proteine wurden direkt auf ein Polyacrylamid-Gel
aufgetragen und uber eine Coomassie Farbung analysiert. Das Wanderungsverhalten
von ORC4-His im Gel entsprach dem erwarteten Molekulargewicht. Die Expression von
ORC3-His fiihrte allerdings zu einem verkiirzten Produkt bei etwa 50 kDa und nicht bei
den erwarteten 72 + 10 (His) KDa. Da dies auch bei der Expression in Insektenzellen
beobachtet wurde (sieche Abb. 17 und Abb. 18), ist es naheliegend zu vermuten, dass bei
der reversen Transkription zur Herstellung der cDNA, ein Codon zu einem Stopcodon
mutiert worden ist. Bei der Herstellung von Antikorper hat dieses verkiirzte Protein
jedoch keine Auswirkungen.

Die Expression von hORC5 und hORC6 war in den benutzten Bakterienstdimmen nicht
zufriedenstellend (Daten nicht gezeigt), so dass fir die Immunisierung exprimierte und
aufgereinigte Proteine aus Insektenzellen benutzt wurden (Abb. 17).

Biochemische Untersuchungen an gereinigten Proteinen bendétigen eine effiziente
Expression in einen moglichst nativen Zustand. Prokaryontische Expressionssysteme
sind fur solche Untersuchungen nur sehr begrenzt einsetzbar, da funktionell
notwendige chemische Modifikationen an den Proteinen von der Bakterienzelle nicht
durchgefiihrt werden konnen. Die Expression der humanen ORC1 — ORC6 Proteine in
eukaryontische Insektenzellen erlaubt es jedoch, einzelne ORC-Proteine in ihren
weitgehend nativen Zustand zu untersuchen. Des weiteren kann durch eine Co-
Expression der ORC-Proteine, eine Analyse der Komplexbildung erfolgen, um so weitere

Erkenntnisse tiber dessen Zusammensetzung in vivo zu erhalten.
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Abbildung 16. Expression von hORC3 und hORC4 in Escherichia coli RIL21 Zellen.

Bakterienzellen wurden mit den pRSET-hORC3 und pRSET-hORC4 Vektorkonstrukten transformiert und
zur Expression der rekombinanten Proteine mit IPTG induziert. Proben von uninduzierten und induzierten
Bakterienkulturen wurden abgenommen und in Lammli-Puffer fiir eine Analyse durch SDS-Page
denaturiert. Losliche und unlésliche Fraktionen wurden wie unter Material und Methoden beschrieben
prapariert und parallel auf das Gel aufgetragen. (A) Expression eines verkiirzten hORC3-His. Die Proben
wurden tber ein 12% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie zur Sichtbarmachung der

Proteine gefarbt. (B) Vollstandige Expression von hORC4-His.

Bei dem Experiment in Abbildung 17 wurden die hORC1 — hORC6 Konstrukte in
Insektenzellen exprimiert und die l6slich exprimierten Proteine tuber eine Nickel-
Agarose Siaule aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden anschlieend durch
SDS-Page aufgetrennt und iiber eine Silberfarbung bzw. im Western Blot mit einem
Antikorper, der spezifisch fiir die Polyhistidine ist, nachgewiesen.

Die Expression von hORC2, hORC4, hORC5 und hORCG6 ist sehr effizient verlaufen und
die Produkte wandern im Gel entsprechend den erwarteten Molekulargewichten. Das

ORC1-Protein wird deutlich schwacher als die der restlichen ORC-Proteine in 16slicher
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Form exprimiert. Tatsachlich ist der Grofteil von hORC1 in der unléslichen Fraktion
vorhanden (Daten nicht gezeigt). Die geringeren Mengen an nachweisbaren hORC1
lasst sich vermutlich auch durch die Instabilitéat des Proteins in menschlichen Zellen
erkldren, welches wihrend der S-Phase des Zellzykluses durch einen noch unbekannten
Mechanismus abgebaut wird (Kreitz et al., 2001; Mendez and Stillman, 2000; Natale et
al.,, 2000). Es ist daher davon auszugehen, dass auch das hORCI1-Protein in
Insektenzellen einem solchen Degradationsmechanismus unterworfen ist. Das ORC3-
Proteine wurde, wie in Bakterienzellen, nur in seiner verkiirzten Form exprimiert.

Mit Ausnahme von hORC3, kénnen somit alle sechs humanen ORC-Proteine erfolgreich
in voller Lange in dem eukaryontischen Expressionssytem de novo synthetisiert werden.
Mit den exprimierten Proteinen kénnen nun biochemische Untersuchungen gemacht
werden, um die Interaktion der Proteine zu untersuchen, bzw. um sie fir die

Herstellung von spezifischen Antikorper zu benutzen.

Universitat Konstanz 94



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Ergebnisse

Expression in Hi5 Zellen
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Abbildung 17. Expression von hORC1 - hORC6 in Hi5 Insektenzellen.

Die Vektorkonstrukte mit den ¢cDNAs von hORC1 — hORC6 wurden in Baculoviren transformiert.
Rekombinante Viren wurden anhand des Plaque-Assays selektiert und zur Infektion von Insektenzellen
verwendet. Die l6slich exprimierten rekombinanten Proteine wurden aus Zellextrakten isoliert, iber eine
Nickel Agarose-Saule aufgereinigt und durch SDS-Page aufgetrennt. Oben: Nachweis der I6slich
exprimierten hORC1— hORC6 Proteine nach einer Silberfarbung des Gels. Das verkiirzte hORC3-Produkt
ist mit einem Sternchen gekennzeichnet. Unten: Nachweis der exprimierten Proteine im Western Blot tiber
deren Polyhistidin-Taq mit einem His-spezifischen Antikérper. Molekulargewichte der nativen ORC-
Proteine: hORC1: 118 kDa; hORC2: 69 kDa; hORC3: 72 kDa; hORC4: 45 kDa; hORC5: 50 kDa; hORC6: 33
kDa
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4.3.3 Herstellung monospezifischer Antikorper gegen die humanen ORC-

Proteine

Fir zellbiologische und biochemische Untersuchungen von zellularen Proteinen sind
spezifische Antikorper unerldsslich. Antikoérper gegen das hORC1 und hORC2 standen
bereits im Labor zur Verfiigung. Gegen hORC3, hORC4, hORC5 und hORC6 mussten
neue Antikorper generiert werden. Mit den oben beschriebenen rekombinanten
Proteinen wurden Kaninchen insgesamt 5 — 6 mal in einem Rhythmus von drei Wochen
subkutan immunisiert. Die Seren wurden jeweils 10 Tage nach jeder erfolgten
Immunisierung auf ihren Antikorpergehalt getestet und das Endserum tiber Antigen-
gekoppelte Sdulen aufgereinigt (Daten nicht gezeigt).

Die so erhaltenen Antikérper wurden mit rekombinanten Proteinen auf ihre Spezifitat
getestet (Abb. 18). Alle Proteine konnten, entsprechend ihrer Molekulargewichte, mit

den erzeugten Antikorper nachgewiesen werden.

Expression in Hi5 Zellen
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Abbildung 18. Herstellung von monospezifischen Antikorper gegen hORC3 - hORC6.
Die Antikérper wurden iiber Saulenchromatographie monospezifisch aufgereinigt und mit den in
Insektenzellen rekombinant exprimierten ORC-Proteinen auf ihre Spezifitat getestet (siehe Abb. 17). Der

Stern markiert das verkiirzte ORC3-Protein.
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4.4 Intrazellulare Lokalisierung humaner ORC-Proteine

In niederen Eukaryonten wurde gezeigt, dass die ORC-Proteine der grundlegende
Bestandteil des Pra-Replikationskomplexes sind, der schrittweise wahrend der G1-
Phase aufgebaut wird (Bell and Stillman, 1992; Rowley et al., 1995). Die ORC-Proteine
sind wahrend des gesamten Zellzykluses an das Chromatin gebunden, wahrend andere
Komponenten des Initiationskomplexes, wie zum Beispiel die MCM-Proteine, in der S-
Phase vom Chromatin abgelost werden (Aparicio et al., 1997). Auch in Xenopus oder
Drosophila sind die ORC-Proteine mit Chromatin assoziiert (Rowles et al., 1999;
Royzman et al., 1999; Tugal et al., 1998). Bislang gab es nur fiir einzelne humane ORC-
Proteine Hinweise auf eine Assoziierung mit Chromatin (Kreitz et al., 2001; Mendez and
Stillman, 2000; Natale et al., 2000; Quintana and Dutta, 1999; Ritzi et al., 1998), wobei
die intrazellulare Lokalisation aller sechs ORC-Proteine systematisch noch nicht
untersucht wurde.

In einem ersten grundlegenden Experiment wurde das Vorkommen der hORC1 —
hORC6 mit Hilfe der oben aufgereinigten monospezifischen Antikérper in menschlichen
somatischen Zellen untersucht (Abb. 19). Dazu wurde eine Zellfraktionierung
durchgefiihrt, bei der die einzelnen Kompartimente einer Zelle aufgetrennt werden. Die
so erhaltenen Fraktionen schliefen das Cytosol, das Nukleosol, das Chromatin und die
Zellmatrix ein. Chromatin-gebundene Proteine werden durch eine sequentielle
Behandlung mit steigenden NaCl-Konzentrationen vom Chromatin eluiert. Die Protein-
Gesamtmengen sind in den einzelnen Kompartimenten unterschiedlich grof3 (Abb. 19B).
Der Nachweis der einzelnen ORC-Proteine in der Zelle erfolgte durch Western-Blot
Experimente unter Verwendung der hergestellten monospezifischen Antikorper.

Alle sechs humanen ORC-Proteine konnten mit 250 mM NaCl vom Chromatin abgeldst
werden (Abb. 19A). HORC2 - hORC6 konnten dabei schon in signifikanten Mengen in
der 100 mM NaCl Fraktion nachgewiesen werden. Eine weitere Population von hORC1,
und geringe Mengen von hORC2, hORC3 und hORC4 befanden sich in dem 450 mM
NaCl-Eluat, was darauf hinweist, dass ORC auch in den dichter gepackten

heterochromatischen Bereichen, welche resistenter gegen NaCl-Behandlung sind,
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gebunden ist. Tatsichlich wurde in Saccharomyces cerevisiae eine Assoziierung von
ORC-Proteinen mit Komponenten des Heterochromatins gefunden (Triolo and
Sternglanz, 1996). Des weiteren konnte in Drosophila eine Interaktion des N-Terminus
von ORC1 mit dem Heterochromatin Protein 1 (HP1) nachgewiesen werden (Pak et al.,
1997).

Es ist somit sehr wahrscheinlich dass auch humane ORC-Proteine Bestandteil des
Heterochromatins sind, was zu einer stiarkeren Resistenz bei der Salz-Elution fiihren
wilrde. Diese schon sehr frithe Schlussfolgerung wird in einem spéteren Teil dieser
Arbeit bestéatigt (siehe Abb. 33).

Wahrend hORC1 — hORCS5 ausschlieBlich als Chromatin-gebundene Proteine
nachweisbar sind, konnen betriachtliche Mengen des hORC6-Proteins in léslicher Form
im Cytosol und im Nukleosol nachgewiesen werden. Diese Beobachtung wurde auch in
einer unabhangigen Arbeit bestiatigt (Dhar and Dutta, 2000). Die Klarung der Funktion
dieser loslichen Form von ORC6 bedarf sicherlich weiterer Untersuchungen.
Zusammenfassend konnen somit alle sechs humanen ORC-Proteine am Chromatin
nachgewiesen werden. Die Co-Elution nach Behandlung mit 250 mM Salz lasst die

Vermutung zu, dass diese Proteine in dhnlichen Chromatinregionen lokalisiert sind.
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Abbildung 19. Intrazellulidre Lokalisierung humaner ORC-Proteine.

Menschliche somatische Hela Zellen wurden in verschiedenen Fraktionen aufgeteilt, welche als Cytosol
(Cy), Nukleosol (Nu), Chromatin sowie Zellmatrix (P) hervorgehen. Chromatin-gebundene Proteine wurden
mit steigenden Konzentrationen von NaCl eluiert. (A) Nachweis von hORC1 — hORC6 in den einzelnen
Zellkompartimenten. Gleiche Mengen der einzelnen Fraktionen wurden tiber SDS-Page aufgetrennt und fir
Western Blot Experimente auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die einzelnen ORC-Proteine
wurden mit spezifischen Antikérper nachgewiesen. (B) Nachweis der Gesamtproteinmenge in den
Zellkompartimenten. Gleiche Mengen der einzelnen Fraktionen wurden Uber SDS-Page aufgetrennt und

uber eine Farbung mit dem Farbstoff Coomassie sichtbar gemacht.
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4.5 ORC-Proteine co-lokalisieren an gleichen Chromatin-
Stellen

Eine wesentliche Funktion von ORC in der Hefe Saccharomyces cerevisiae besteht
darin, Origins fir die Bildung von Pra-Replikationskomplexen zu markieren (Bell and
Stillman, 1992). Ahnliche Beobachtungen wurden auch in Drosophila gemacht, in der
ORC-Proteine mit einem stark replizierenden Chorion-Kontrollelement assoziiert sind
(ACE3) (Austin et al., 1999).

So sehr diese Ergebnisse Hoffnung machten, dass die Initiation der DNA-Replikation in
multizelluldaren Organismen #hnlich verlauft wie bei den niederen Eukaryonten, so
schwer blieb es bis heute nachzuweisen, dass ORC-Proteine mit Origin-Sequenzen
assoziiert sind. Die Ursachen liegt in den methodischen Limitationen und der GroB3e des
Genoms, welches im Falle des Menschen grofler als 3 Mrd. Basenpaaren ist.

Der nachste Teil dieser Arbeit beschéaftigt sich daher mit der Identifizierung von
Binderegionen des Origin Recognition Complex im menschlichen Genom. Es wird ein
neues Protokoll des Chromatin-Immunprazipitations-Assay beschrieben (ChIP-Assay),
mit dem es moglich ist, iber PCR-Methoden Sequenzen zu analysieren, welche mit den
ORC-Proteinen in vivo assoziiert sind. Spannend wird insbesondere die Frage sein, ob
die Startstellen der bidirektionalen DNA-Replikation im Humangenom durch die
Bindung des Origin Recognition Complex in vivo markiert werden, und ob ORC
moglicherweise weitere Funktionen in der Zelle hat. Die Beantwortung dieser Fragen,
wirde dem Verstdndnis der Initiation der DNA-Replikation des Menschen einen

wesentlichen Schritt nach vorne bringen.

4.5.1 Der Chromatin-Immunprizipitations-Assay (ChIP-Assay)

Der Chromatin-Immunpréazipitations-Assay (ChIP) erlaubt die Untersuchung von DNA-

bindenden Proteinen, wie zum Beispiel einem Transkriptionsfaktor mit den DNA-
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Sequenzen, an denen sie gebunden sind (Fackelmayer and Richter, 1994; Goéhring and
Fackelmayer, 1997; Orlando, 2000). In dieser Arbeit soll die Interaktion von ORC mit
genomischen Sequenzen untersucht werden.

Dazu musste zuerst eine stabile molekulare Bindung zwischen den ORC-Proteinen und
der DNA-Bindestelle in vivo hergestellt werden. Dies erreicht man durch eine kurze
Behandlung von proliferierenden somatischen Zellen einer Zellkultur mit Formaldehyd.
Durch die Formaldehydbehandlung werden in der Zelle Protein-DNA- und Protein-
Protein Kontakte durch Einfiihren einer tiber ein Sauerstoffatom vermittelte kovalenten
Atombindung hergestellt. Diese Methode wird in der Literatur als ,in vivo cross-linking*
(Kreuzvernetzung) bezeichnet (Crane-Robinson et al., 1999; Orlando, 2000). Bei kurzen
Inkubationszeiten mit Formaldehyd werden daher hauptsachlich Bindungen zwischen
direkten Interaktionspartnern hergestellt. Im Falle der ORC-Proteine ist das die
Kreuzvernetzung von ORC an die DNA-Bindestelle bzw. von Proteinen, die mit ORC-
Proteinen interagieren.

Ein Schema dieser Methode ist in Abbildung 20 wiedergegeben. Hela Zellen werden fiir
4 min mit 1% Formaldehyd behandelt. Die Zellkerne werden aus den Zellen isoliert und
mit Salz-haltigen Puffern gewaschen, um nicht-kreuzvernetzte Proteine vom Chromatin
zu entfernen. Die Nukleoproteine werden schlie8lich nach der Ultrazentrifugation aus
CsCl-Gradienten prapariert. Freie Proteine befinden sich im oberen Teil, freie DNA im
unteren Teil des Gradienten. Zum Losen des dichten Nukleoprotein Netzwerkes, wird
das Material mit Ultraschall behandelt (Sonifizierung).

Um die Binderegionen einer bestimmten genomischen Region zuordnen zu koénnen,
wurden die Nukleoproteine mit einer Endonuklease auf eine GréBe < 1 kbp geschnitten.
Diese Grofle hat sich bei der Anwendung von PCR-Methoden fiir die Amplifizierung als
optimal herausgestellt (siehe Abb. 26). Die Fragmentierung wird durch eine
kontrollierte Behandlung der Nukleoproteine mit dem Enzym Micrococcus Nuklease
erreicht. Die eingefithrten Schnitte befinden sich hautséchlich in Regionen, in denen die
DNA nicht mit Proteinen besetzt ist und daher fiir das Enzym zuginglich sind. Die

Behandlung der Nukleoproteine mit Micrococcus Nuklease hat den weiteren Vorteil,
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dass unspezifische Kreuzvernetzungen eines Nukleoprotein-Netzwerks weitgehend
aufgelost werden.

Die mit den ORC-Proteinen assoziierte DNA-Fragmente konnen nun mit ORC-
spezifischen Antikorper aus der Gesamtpopulation der Nukleoproteine prazipitiert
werden. Im Prazipitat befinden sich daher, nach einem erfolgreichen Verlauf der
Immunpréazipitation, ORC-DNA Nukleoproteinkomplexe. Die DNA kann aus diesen
Komplexen extrahiert und weiter aufgereinigt werden. Mit Hilfe der LM-PCR (LM =
Ligation-mediated”), konnen die préazipitierten DNA-Fragmente amplifiziert werden
(Bibliothek mit ORC-DNA). Die prazipitierte DNA kann so direkt kloniert und durch
Sequenzierung analysiert werden, oder alternativ, auf das Vorkommen bestimmter
Sequenzen uber quantitative PCR untersucht werden. Um Wechselwirkungen der ORC-
Proteine nachzuweisen, kénnen dariiber hinaus die prézipitierten Proteine durch

Western Blot Experimente weiter untersucht werden.
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Abbildung 20. Flusschema des Chromatin-Immunpréizipitations-Assay (ChIP-Assay).

Die ORC-Proteine werden kovalent an ihre Bindestellen in vivo durch eine Kreuzvernetzung mit
Formaldehyd gebunden. Die entstandenen Nukleoproteinkomplexe werden tber CsCl-Gradienten
aufgereinigt und durch Ultraschallbehandlung in Losung gebracht. Um DNA-Fragmente < 1 kbp zu
erhalten, werden die Nukleoproteine mit Micrococcus Nuklease behandelt. ORC-DNA Komplexe lassen sich
durch ORC-spezifische Antikorper prézipitieren und die DNA bzw. die Proteine vom Préazipitat extrahieren.
Die DNA kann tber PCR-Methoden weiter untersucht werden. Proteine koénnen in Western Blot

Experimenten analysiert werden.
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4.5.2 Die Kreuzvernetzung von ORC-Proteine an die DNA

Als erstes wurde die Spezifitat der Kreuzvernetzung untersucht. Nukleoproteine
wurden aus CsCl-Gradienten prapariert und mit Ultraschall behandelt. Die Lange der
DNA-Fragmente betrug nach dem Sonifizieren 200 bp - 10 kbp (Abb. 21A). Die
Nukleoproteine wurden unter kontrollierten Bedingungen mit Micrococcus Nuklease
behandelt, um Chromatinfragmente < 1 kbp zu erhalten (Abb. 21A). Der tiberwiegende
Teil der DNA wurde zu kleinen DNA-Fragmenten (< 200 bp) geschnitten. Dies wiirde
man auch erwarten, da nur ein relativ geringer Teil der DNA mit groBeren
Proteinkomplexen abgedeckt ist, und der Rest daher zuginglich fir die Endonuklease
ist.

Als nichstes wurde die Spezifitit der Kreuzvernetzung tiberprift (Abb. 21B). Dazu
wurden proliferierende Zellen zu unterschiedlich langen Zeiten mit Formaldehyd
behandelt. Bereits nach 2 min Kreuzvernetzungszeit konnte der Scaffold Attachment
Factor A (SAF-A) nachgewiesen werden. Dieser Faktor bindet mit hoher Affinitat an
DNA und stellt die Verbindung mit der Zellmatrix her (Romig et al., 1992). Nach 4 min
waren der Grof3teil des ORC2-Proteins sowie der mittleren Untereinheit des
Replikationsproteins A (RPA70) an die DNA gebunden (Abb. 21B). RPA bindet
bevorzugt an der Replikationsgabel an einzelstringige DNA-Bereiche und fordert die
Entwindung der Doppelhelix (Treuner et al., 1996). Langere Kreuzvernetzungszeiten
fiihrten zu keiner wesentlichen Zunahme der gebundenen Proteine (Abb. 21B).

Die Nukleoproteinfragmente wurden anschlieBend mit hORC2-spezifischen Antikorper
prazipitiert. Im Préazipitat waren grole Mengen von hORC2 nachweisbar, nicht aber
RPA oder SAF-A, was auf eine effiziente Prazipitation mit diesem Antikérper hinweist.
Diese Daten zeigen, dass RPA und SAF-A vermutlich in anderen Chromatinbereichen
als ORC gebunden sind, da beide Proteine nicht auf den mit ORC-assoziierten
Nukleoproteinfragmenten nachweisbar sind. Diese Schlussfolgerung wird auch durch
Arbeiten Dbestatigt, die zeigten, dass RPA nicht als Bestandteil des Pra-
Replikationskomplexes gefunden wurde, sondern vielmehr an der Replikationsgabel bei
der Elongation der DNA-Replikation eine Rolle spielt (Zou and Stillman, 2000). Dartiber

hinaus gibt dieses Experiment Aufschluss tiber die Spezifitat der Kreuzvernetzung. Da
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durch ein extensive Behandlung mit Formaldehyd auch unspezifische Protein-Protein
Kreuzvernetzungen einfiihrt werden konnen, ist es moglich, dass auch Proteine
miteinander verbunden werden, die nicht in vivo miteinander interagieren. Unter den

hier getesteten Bedingungen wurde dies aber nicht beobachtet (siehe auch Abb. 22B).

Time of cross-linking

2 4 6 2 4 6 min

. o, o

— - "% -RPAT0
- ” —SAF-A
input a-ORC2
precipitate

Abbildung 21. Spezifitat der Kreuzvernetzung.

(A) Nukleoproteine wurden aus CsCl-Gradienten isoliert, mit Ultraschall sowie mit 10 units/mg
Nukleoprotein Micrococcus Nuklease behandelt. Die DNA wurde extrahiert, aufgereinigt und zur Analyse
auf ein Agarose-Gel aufgetragen. (B) Zeitreihe der Kreuzvernetzung. ORC-Proteine sind spezifisch an ihre
DNA-Bindestellen kreuzvernetzt worden. Die Zellen wurden fir 2, 4 oder 6 min mit Formaldehyd
behandelt. Die Nukleoproteine wurden préapariert , iiber SDS-Page aufgetrennt und durch Western Blot
Experimente mit spezifischen Antikorper gegen ORC2, RPA70 und SAF-A analysiert. Chromatin-
Immunpréazipitationen wurden mit hORC2-spezifischen Antikérper durchgefiihrt. Input: Nukleoproteine

vor der Immunprézipitation
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Bislang gab es keinen Hinweis darauf, dass alle ORC-Proteine als ein multimerer
Komplex an das Chromatin gebunden sind. Zwar wurde zeitgleich mit der Entstehung
dieser Arbeit ein hexamerer Komplex, bestehend aus hORC1 — hORC6 Proteinen in
Insektenzellen exprimiert (Dhar et al., 2001; Vashee et al., 2001), ein Beweis fiir seine
Existenz in vivo konnte bisher jedoch nicht erbracht werden.
Kreuzvernetzungsexperimente wurden durchgefiihrt, die zeigten, dass hORC1 — hORC6
an die DNA gebunden werden konnten und somit die oben festgestellte Assoziation mit
Chromatin bestatigte (Abb. 22A, input). Im Vergleich zu hORC1 — hORCS5, ist weniger
hORC6 auf den Nukleoproteinfragmenten nachweisbar. Dies ist vermutlich mit einer
schwicheren Bindung von ORC6 an den Gesamtkomplex zu erklaren (Dhar et al., 2001).
Es sollte nun getestet werden, ob auch die anderen identifizierten ORC-Proteine auf
dem gleichen Nukleoproteinfragment wie hORC2 co-lokalisieren. Dazu wurden mit
Micrococcus Nuklease behandelte Nukleoproteine mit hORC2-spezifischen Antikérper
prazipitiert und auf das Vorkommen von hORC1 — hORC6 durch Western Blot
Experimente analysiert (Abb. 22A). Tatsdchliche konnten alle sechs humanen ORC-
Proteine im hORC2-Préazipitat nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle diente das
Prazipitat welches mit unspezifischen Kaninchen-Antikérper (IgG) erhalten wurde.

Die gefundene Co-Lokalisierung der sechs humanen ORC-Proteine auf den
Nukleoproteinfragmenten deutet darauf hin, dass sie an gleiche Chromatinstellen in
vivo gebunden sind.

Als nachstes wurden weitere Kontrollen durchgefiihrt. Der Chromatin Assembly Factor
1 (CAF-1) ist ein Histon-Chaperon, welcher spezifisch Nukleosomen auf neu
replizierende DNA zusammenbaut (Krude and Keller, 2001). Somit ist dieser Faktor
nicht Bestandteil des Initiationskomplexes am Origin, sondern vielmehr eine
Komponente der wandernden Replikationsgabel wiahrend der Elongation und sollte
daher nicht mit ORC-Proteinen in Wechselwirkung treten. Dies wird durch das
Ergebnis des Experimentes in Abbildung 22B bestétigt. Die mittlere Untereinheit von
CAF-1, p60, ist nicht im dem hORC2-Protein préazipitierbar und ist daher auch nicht an
gleichen Chromatinstellen in vivo lokalisiert. Jedoch konnte eine Interaktion von p60

mit dem Proliferating Nuclear Cell Antigen (PCNA) nachgewiesen werden (Abb. 22C).
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PCNA ist eine Ringklemme, welche sich an der Replikationsgabel and Doppelstrang
DNA anlagert und Elongationsfaktoren, wie z.B. DNA-Polymerasen oder DNA-Ligasen
an die Gabel fur die DNA-Replikation rekrutiert (Paunesku et al., 2001; Tsurimoto,
1999).Das Ergebnis bestétigt die erst kiirzlich beschriebene Interaktion von PCNA mit
CAF-1 (Moggs et al., 2000; Shibahara and Stillman, 1999).

A B C
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Abbildung 22. Humane ORC-Proteine sind an identischen Chromatinstellen in vivo lokalisiert.

(A) Nukleoproteine wurden mit Micrococcus Nuklease behandelt und mit hORC2-spezifischen Antikorper
prazipitiert. Das Prazipitat wurde auf das Vorkommen der hORC1 — hORC6 Proteine durch Western Blot
Experimente analysiert. Als Negativkontrolle wurde eine Chromatin-Immunpréazipitation mit
unspezifischen Kaninchen IgG durchgefithrt. Der Stern markiert die Position der schweren (Hc) Kette des
Antikorpers. (B) Nachweis von CAF-1/p60 und SP1 nach der Immunpréazipitation mit hORC2-spezifischen
Antikorper. (C) Interaktion von CAF-1 mit PCNA. Nukleoproteine wurden mit p60-spezifischen Antikérper
gefallt und PCNA im Prézipitat mit monoklonalen PCNA-Antikoérper nachgewiesen.
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Interessanterweise konnte ich eine Co-Prézipitation des Transkriptionsfaktors SP1 im
hORC2-Prazipitat nachweisen (Abb. 22B). Dies deutet darauf hin, dass ORC und SP1 an
den gleichen Chromatinstellen gebunden sind. SP1-Bindestellen sind im Humangenom
vornehmlich in Promotorregionen von Haushaltsgenen anzutreffen. Die Bindestelle
umfasst eine 10 bp lange GC-haltige Konsensus-Sequenz (GC-Box) (Dynan and Tjian,
1983a; Dynan and Tjian, 1983b; Kadonaga et al., 1987; Kadonaga et al., 1988). Das
Ergebnis gibt einen wichtigen Hinweis auf eine Bindung von ORC in der Néhe von
Promotorregionen von aktiv transkribierten Gene.

Mit Hilfe des ChIP-Assay haben sich somit alle humanen ORC-Proteine auf den
Nukleoproteinfragmenten nachweisen lassen. Die Co-Préazipitation mit hORC2 legt
nahe, dass die Proteine auch an den gleichen Chromatinstellen gebunden sind. Andere
nukleare Proteine, die eng mit dem Replikationsapparat wechselwirken, wie z.B. RPA,

SAF-A oder CAF-1, sitzen an nicht benachbarten Chromatin-Stellen in vivo.

4.6 Der Origin Recognition Complex co-lokalisiert mit
Startstellen der DNA-Replikation

In einer Reihe von Arbeiten haben Autoren einen Zusammenhang der aktiven
Transkription mit der DNA-Replikation diskutiert (review:(Mechali, 2001). In viralen
Genomen wurde gezeigt, dass Transkriptionsfaktoren die Initiation der viralen DNA-
Replikation durch eine Interaktion mit einem viralen Initiator verstiarken (Van der
Vliet, 1996). Der Sinn der Verkniipfung dieser beiden zelluldren Prozesse konnte in
einer bestimmten Organisation der Chromatindoménen liegen, um so den Zugriff von
Initiationsfaktoren an ihre Bindestellen zu erleichtern. In der Hefe
Schizosaccharomyces pombe hat man einen GrolBteil der aktiven Replikationsorigins in
der Nidhe von Promotoren gefunden (Gomez and Antequera, 1999).

Im folgenden Teil der Arbeit soll nun untersucht werden, ob eine solche enge Kopplung
von Transkription mit der DNA-Replikation, wie sie anderen Organismen gefunden

wurde, auch beim Menschen eine Rolle spielt. Diese Hypothese soll anhand des gut
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charakterisierten TOP1 Genpromotors tiberprift werden, da hier schon ausreichende
Kenntnisse tiber dessen Struktur und Regulation vorliegen (Heiland and Knippers,

1995; Heiland et al., 1993; Kunze et al., 1990).

4.6.1 Identifizierung einer ORC-Bindestelle im humanen TOP1 Genpromotor

Der Locus des TOP1 Gens befindet sich auf dem Chromsom 19 und umfasst etwa 100
kbp die im Rahmen des Humangenom-Projektes vollstindig sequenziert worden sind
(Kunze et al., 1991). Dieses Gen weist mehrere Merkmale auf, die auf eine mogliche
ORC-Bindestelle bzw. auf eine Funktion als DNA-Replikationsstartpunkt in dieser
Region hinweisen (Abb. 23A). Der Promotor hat einen GC-Gehalt von 67% und befindet
sich innerhalb einer CpG-Insel. CpG-Inseln sind gleichmé&fBig tiber das Genom verteilt
und sollen bevorzugt als Startstellen der DNA-Replikation dienen (Antequera and Bird,
1999; Delgado et al.,, 1998). Des weiteren befindet sich ein A/T-reiche Sequenz
stromaufwirts des Promotors, dhnlich den essentiellen A/T-reichen Elementen wie sie
in Origins anderer Organismen gefunden wurden (Abb. 23B) (Chuang and Kelly, 1999;
Marahrens and Stillman, 1992). SchlieBlich ist das Gen an zwei Stellen tber MAR-
Elemente (MAR = Matrix Attachment Regions) mit der Zellmatrix assoziiert (Romig et
al., 1992; Romig et al., 1994). Schon seit langeren wird ein Model diskutiert, bei dem die
DNA-Replikation eng mit solchen Regionen verkniipft sein soll (Dijkwel and Hamlin,
1988; Dutta and Bell, 1997). Eine mogliche Bindung von ORC an diese Elemente ware
daher sehr interessant.

Eine Gesamtiibersicht tiber das Gen ist in Abbildung 23A wiedergegeben. Das Gen
besteht aus insgesamt 21 Exons wobei die MARs in den Introns 2 und 13 lokalisiert
sind. Stromabwarts der MAR II Region befindet sich der Beginn eines weiteren Gens,
PLC-148, einer Subform der Phospholipase C. Die Promotorregion besitzt mehrere
Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, u.a. auch zwei Bindestellen fiir SP1 (Abb. 23B)
(Kunze et al., 1990).
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SIEGACCCTTGGTTGGTTGAAAAATTAAAATAATTTTTAAAAA GTGGGCGTGAAATAATCCAGAAGTTGGAGE
GCCTGGACAAAGGLTGGEGAGGEGEGACTCCTCCCACCAGGLGGLCTCAGGGTCGGUTTAGCAAGAAAGE

- 440 AGGCGCTGGGEGAGACCTCTGGGETCCCAGL TEGCCAAGGTACTCGCCGCTCCAAGGAGATGL GGACGCT
GGATACCAGCTCTGCCCAAGATT GCTGGGTC CCGCCGLGGCCTTTAAAGGCCCACCACGTGGCTGCGLG

-1 GCCABCCCTEGTCC GEAGGLGETGLCCGGETBGLGICTGC BCACTET CT#.SP:"K:;a\.GGGGC TGGGGTT
CCGWHMAGCGTCTGGAGAGGMGGGGAGGCTGCHGGGGTGGGACGCCGTGGGAGGAGTC'GGCT
'LﬂCCH&TGCMATC&C&GCGGAGCGCGcACGGTCCGGAGGCGGGGCTTGCGATGCMAGAC.AGGTCCGT
CTGGCGAACAGCGAGGEEBEGEGECCECAACT CTCTGCCTCTTTCCGOGAGE GCTGN: GTCGCCGACG

34 TGﬂGTTTAAAAGCGGCCGCGC#GGCGCAGTG&GCCCAMTG— GAACTTAG m TG [ TACACAACTGCTG
GGGTCTGTTCTCGECGECCEE COGEAGTCAGGCAGCGTCACCECCETGRTAGCAGCCTCAGCCGTTT

+014 CTBGAGTCTCGGGCCCACAGTCACCGCOGCTTACCTGLGCCTCCTCGAGLCTCCGGAGTCCCCGTCLG
CCCGCACAGGLLEATIC GCRSC']GTCTGCGTCTC CCCCACGCCGCCTCGLCTGCCGCCGLGETCGTCCCTE

+141 CGGGCCGACATBAGTGEGGEACCACCTCCACAACGATTC CCAGGTACGECC CGGCCTEACCCTGGLGEE
CCCGGACCCCGGLCTGECCETCCCGLGACCCCCGGLGCAGGCCCCGACCCCAGCCCCGGLCCGGEA

314 GCTTTGACAGGL CGGAGCCCCCGETEAGGGEGLCGCCTGCCGGAGTAGATCGGLTCGCTAGGCCGLGA
GCGAGGGCCGCGAAGTTACAGTTCGAGGCAGGGATEGCTECCCTCTGTGGCCACCCCCGGETCCCCET

+il1 CCTCCC CBGGGECGLAGGETGAGC CAGACCCC GECCGCEE GCGLTCEC CGLCGBAGGEGTTAMETG
GCTGTTGTTTGATATTCTCTCCTTTTCTTTTTCCAGATCGAAGC GGATTTCCGATTGAATGGTGAGTGTGCT

B CCCTGCGCCGACTCCGEGEGUCCCCCAGCCGLCGGLLGLCTCCCCOGLGLCCTGLOGETGLOGGECA
GAGGACAGACATGGCETCCCAGAGACTAAGTCCCGGETCCTCGETCACCGGECCOATTGTTCCCATCGE

+183 GCCGCCTCTTGACCCCCTTTCCGEGGACCCCAGCTCCTCCAGAT CCCGECCCTCOCAAGAGGGGACAA
CGG«GAE,E: CGTGTCGTCCGLCACCGEECCTCGEECEETCTTTCCGEGCCGGGATTCCTE CCGEEAM,

B8 GTCGCCTTGT - GETCGGGACTTAGTCTCTGCGCCATTTTCTTTTTCTCTCTCCTETCCTTTCTGTGCS
TGTGTCTCTTTCTCTCCCTCCCTCGGLTCTTTCCTTGAGCTGCCCAGAATGAGLTTTCTGCAGAGCARAG
+11i0CCGTATAAATCACATACTTCACCAGAGAGGEANGGLTGGGGGACTGAATTATTATTTTTTAAACTTTATTTT
GGGGGTTATTCCCTTTATGCTTCATGTTTGTTTCCTTTTCTGCTTCCAGAATGAAAGATTTCCTTAAGCAACT
A GTTAMTTTTTTTTTITGATAGGCTGTTTATGATAGGAATTATGGC TCTAAAAC TAAAGC CACGCTTTGTGGAGTT

Abbildung 23. Das humane TOPI Gen.

(A) Ubersicht. Das Gen besteht aus 21 Exons und besitzt zwei Matrix Attachment Regions (MAR). Diese
Bereiche sind durch eine erhohte Sensitivitit gegeniiber DNasel charakterisiert. Fur die quantitative Real-
time PCR wurden Primer-Sitze hergestellt (schwarze Késtchen). Die Lage und Entfernung der Amplikons
sind eingezeichnet. (B) TOPI Promotorregion. Der Transkriptionsstart ist mit +1 gekennzeichnet. Ein A/T-
reiches Element stromaufwirts des Promotors wurde durch Fettschrift hervorgehoben. Die Lage des
Primer-Satzes Prom und des 1 kbp stromabwirts gelegenen Primer-Satzes TOPC4 sind mit Pfeile
eingezeichnet. Die Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor SP1 sind unterstrichen. Das Exon 1 und das
Exon 2 sind mit graue Boxen umrahmt. Matrix Attachment Motive (ATTA/ATTTA) sind durch Fettschrift

hervorgehoben.
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Eine mogliche Assoziation von ORC-Proteinen mit Sequenzelementen des TOPI1 Locus
sollte durch die Anwendung des ChIP-Assays in Kombination mit quantitativer Real-
time PCR nachgewiesen werden. Die DNA wurde aus den Prézipitaten extrahiert und
die einzelnen genomischen Regionen des TOPI Locus wurden mit der Real-time PCR
quantitativ verglichen. Die quantitative Real-time PCR wurde bereits in Kapitel 4.3.2
beschrieben. Der Vorteil dieser Methode liegt in ihrer hohen Sensitivitat, mit der selbst
kleinste Molekiilzahlen quantifiziert werden konnen.

Es wurden 8 Primer-Sitze hergestellt, welche die wichtigsten Regionen des Gens
abdecken (Abb. 23A). Der Primer-Satz Prom ist homolog zu Promotor-Sequenzen (Abb.
23B). Die am néchsten lokalisierten Primer-Satze TopC3 und TopC4 haben einem
Abstand von 0.9 bzw. 1 kbp davon (Abb. 23A/B). Die Primer-Satze M1 und M2 sind
spezifisch fiur die MAR-Regionen, die restlichen Primer-Sitze liegen als Kontrolle in
intergenischen Regionen.

Zuerst wurden die PCR-Produkte durch Schmelzpunktanalyse mit der Light-Cycler
Software auf ihre Spezifitat getestet. Jedes Primer-Paar ergab einen einzigen fiir das
Produkt spezifischen Peak (Daten nicht gezeigt, siehe Abb. 11). Zuséatzlich wurden die
PCR-Produkte mit den verwendeten TOPI Primer-Satzen tber Gel-Elektrophorese
aufgetrennt und analysiert (Abb. 24).

Fir jede Quantifizierung wurde eine Standardkurve mit Hilfe von seriell verdiinnten
Standard-DNAs angefertigt (Daten nicht gezeigt, siehe Abb. 12). Von dieser
Standardkurve ausgehend, lieBen sich mit Hilfe der Light-Cycler Software die exakten
Kopienzahlen fir die einzelnen Préazipitate ermitteln.

Zuerst wurden wichtige Kontrollexperimente durchgefiihrt. Da bekannt ist, dass der
TOPI Promotorbereich zwei GC-Boxen als Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor
SP1 besitzt, wiirde man eine Anreicherung von Promotor-Sequenzen im SP1-Prazipitat
erwarten (siehe Abb. 23B). Um dies zu uberprifen wurden Nukleoproteine mit SP1-
spezifischen Antikorper préazipitiert. Die Analyse der Western Blot Experimente
bestétigte, dass grole Mengen des SP1-Proteins préazipitiert wurden, nicht aber im

Préazipitat von unspezifischen IgG (Abb. 25A).
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Abbildung 24. Analyse der PCR-Produkte mit den TOPI Primer-Satzen nach der Quantifizierung
im Light-Cycler.

Die hergestellten Primer-Siatze wurden auf ihre Spezifitiat fiir die quantitative Real-time PCR im Light-
Cycler getestet. Die PCR Reaktionen wurden mit 30 ng genomischer DNA als Template durchgefiihrt. Nach

dem PCR-Lauf wurden die Reaktionen zur Analyse auf ein 1.5% Agarose-Gel aufgetragen.

Die prazipitierte DNA wurde aus den SP1-Prazipitaten extrahiert, vorsichtig
aufgereinigt und als Template fiir die quantitative Real-time PCR benutzt. Alle 8
genomischen Regionen wurden quantitativ vermessen.

Das Ergebnis in Abbildung 25A zeigt eine etwa 6000 Anreicherung von Promotor-
Sequenzen im SP1-Prizipitat gegeniiber den benachbarten Regionen. Dies ist eine klare
Bestatigung fiir eine Bindung des Transkriptionsfaktors SP1 an die Bindestellen der
TOP1 Promotorregion. Es konnten aullerdem sehr geringe Mengen (200 Kopien) der 1
kb stromabwirts vom Promotor gelegenen TopC4 Sequenzen nachgewiesen werden.
Statistisch gesehen wiirde man auch eine geringe Anreicherung von Promotor-
Randbereichen erwarten, da eine kleine Population der préaparierten Nukleoprotein-
Fragmente auch diese DNA-Lange abdeckt (Abb. 21A).

Als Negativkontrolle wurden Chromatin-Immunprazipitationen mit Antikérper gegen
die mittlere Untereinheit des ,Chromatin Assembly Factor 1“ (CAF-1) durchgefiihrt.

CAF-1 ist Bestandteil der wandernden Replikationsgabel bei der Elongation und besitzt
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somit keine definierten Bindestellen im Genom (sieche Abb. 22). Die Antikorper
prazipitierten groBle Mengen des p60-Proteins (Abb. 25B). Mit den benutzten Primer-
Satzen konnte keine Assoziation von p60 mit spezifischen Sequenzen, insbesondere
nicht mit Promotor-Sequenzen, nachgewiesen werden. Die meisten Werte lagen nahe
der Nachweisgrenze der Real-time PCR. Gleiche Ergebnisse lieferten die Messungen mit
der DNA aus den Préazipitaten der unspezifischen IgG (Abb. 25C).

Diese Ergebnisse demonstrieren deutlich, dass DNA-bindende Proteine, wie der
Transkriptionsfaktor SP1, durch die Behandlung mit Formaldehyd spezifisch an die
Bindestellen in vivo kreuzvernetzt werden konnen.

Als néachstes wurden Chromatin-Immunprézipitationen mit hORC1- und hORC2-
spezifischen Antikoérper durchgefiihrt, um eine mogliche Assoziation von ORC mit TOP1I
Sequenzen festzustellen. Sowohl der ORC1-Antikérper als auch der ORC2-Antikorper
konnten die entsprechenden ORC-Proteine effizient prazipitieren (Abb. 25 D/E).

Die préazipitierte DNA wurde extrahiert und, wie oben beschrieben, mit der
quantitativen Real-time PCR analysiert. Interessanterweise konnte eine starke
Anreicherung von TOPI Promotor-Sequenzen in den beiden Préazipitaten nachgewiesen
werden, was auf eine Bindung der ORC1 und ORC2-Proteine (Abb. 25D/E) im Promotor
hinweist.

Dabei hat die Kopienzahl der quantifizierten ORC2-DNA mit etwa 800 Kopien mehr als
doppelt so hoch gelegen als die der ORC1-DNA mit etwa 260 Kopien. Eine Erklarung
dafiir ist, dass ORC2-Proteine zugéanglicher fiir die Antikoérper sind als ORC1-Proteine,
was zu unterschiedlichen Effizienzen bei der Immunprézipitation fiihren kann. Des
weiteren wurde kiirzlich festgestellt, dass hORC2 wihrend des gesamten Zellzykluses
am Chromatin gebunden bleibt, wihrend sich hORC1 vom Chromatin wihrend der S-
Phase ablost (Kreitz et al., 2001; Mendez and Stillman, 2000; Natale et al., 2000). Es ist
daher anzunehmen, dass sich mehr ORC2- als ORC1 Proteine am Chromatin befinden.
SchlieBlich wurden bei Expressionsexperimenten in Insektenzellen festgestellt, dass das

ORC1-Protein sehr instabil ist, und leicht degradiert wird (siehe Kapitel 4.3.2).
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Abbildung 25. Der humane Origin Recognition Complex bindet in der TOP1 Promotorregion.

Chromatin-Immunprézipitationen wurden mit den gekennzeichneten Antikérper durchgefiihrt. Input:
Nukleoproteine vor der Immunprézipitation. Prazipitierte Proteine wurden durch Western-Blot
Experimente analysiert. Unspezifische Kaninchen IgG dienten als Negativkontrolle. Fir die quantitative
Real-time PCR wurde 1/20 der prizipitierten DNA eingesetzt. Die Kopienzahl der quantifizierten Molekiile
wurde fur jede genomische Region mit den angegebenen Primer-Sitzen (Horizontalachse, siche Abb. 23A)
durch die Light-Cycler Software anhand einer mit genomischen DNA erstellten Standardgerade errechnet.
(A) Der Transkriptionsfaktor SP1 bindet an den Bindestellen in der TOPI Promotorregion. Gezeigt ist ein
Ausschnitt aus einem Western Blot zur Kontrolle der Chromatin-Immunpréizipitation auf Protein-Ebene,
sowie das Ergebnis der quantitativen PCR der préazipitierten SP1-DNA im Siulendiagramm. Die von einer

Standardkurve abgeleitete Kopienzahlen sind in ,genomic units“ dargestellt. (B) Negativkontrolle mit
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p60/CAF-1. (C) Hintergrundskontrolle. Unspezifisch assoziierte DNA wurde aus den IgG Prézipitaten
extrahiert und quantitativ vermessen. (D-E) Die humanen ORC1/2-Proteine sind in der 7TOPI
Promotorregion gebunden. (D) hORC1 ist mit Promotor-Sequenzen assoziiert. (E) Assoziation von Promotor-

Sequenzen mit hORC2.

Des weiteren fallt beim Vergleich von Abbildung 25E mit Abbildung 25A auf, dass 7 — 8
mal mehr Promotor-Sequenzen im SP1-Prazipitat als in den ORC2-Prazipitaten
vorhanden sind. Dies wurden bei samtlichen durchgefiihrten Experimenten beobachtet.
Dieser Unterschied konnte durch die verschiedenen Antikorpereigenschaften bzw.
Effizienzen bei der Immunpréazipitation zustande kommen. Es ist vorstellbar, dass ein
aus sechs heterogenen Untereinheiten bestehender ORC schwieriger zu prézipitieren
ist, als ein einzelner Transkriptionsfaktor. Auch befinden sich im Promotor mehrere
SP1-Bindestellen und wahrscheinlich nur eine potentielle ORC-Bindestelle. Somit
wirde man erwarten, dass mehr Promotor-Sequenzen mit SP1 als mit ORC assoziiert
sind. Eine weitaus attraktivere Erklarung wéire jedoch, dass der Origin Recognition
Complex nicht in jeder Zelle fur die Markierung eines aktiven Origins im
Promotorbereich gebunden ist. Alternativ konnte die DNA-Replikation auch an einen
benachbarten Origin eingeleitet werden. Dies wiirde bedeuten, dass die Zelle mehr
Origins als noétig fiir die Replikation des Genoms zur Verfiigung hat, und somit nur
einige fir die Initiation aktiviert werden. Diese Schlussfolgerung wiirde das
sJesuitenmodel der DNA-Replikation® unterstiitzen (Gilbert, 2001a).

Aus dem Experiment in Abbildung 25 D/E ist aullerdem ersichtlich, dass ORC nicht mit
MAR-Elementen assoziiert ist, was folglich darauf hinweist, dass die DNA-Replikation
nicht an diesen Elementen eingeleitet wird.

Um auszuschlieen, dass die gefundene Anreicherung von Promotorsequenzen in den
ORC-Prazipitaten nicht dadurch zustande kommt, weil die Promotorregion dicht mit
Proteinen abgedeckt und damit gegen einen Verdau mit Micrococcus Nuklease geschiitzt
ist, wurde ein weiteres Kontrollexperiment durchgefithrt. Die Protein-Dichte, welche in
Promotor-Bereichen durch die Bindung beispielsweise von Transkriptionsfaktoren
vorherrscht, wiirde zu einer Erhohung der Kopienzahl von Promotor-Sequenzen in

kreuzvernetzten Input-Proben fiihren und konsequenterweise auch zu einer erhéhten
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Kopienzahl bei der Quantifizierung der DNA des Prazipitates. Auch muss
ausgeschlossen werden, dass das Enzym bestimmte genomische Sequenzen in diesem
Assay bevorzugt, was fur isolierte Sequenzen durchaus beobachtet wurde (Dingwall et
al., 1981; Horz and Altenburger, 1981).

Ich tberprifte diese Hypothese und behandelte sonifizierte Nukleoproteine mit
steigenden Konzentrationen von Micrococcus Nuklease (Abb. 26A). Die daraus
resultierenden Chromatinfragmente hatten eine GroBle von 0.15 — 2 kb (Reaktionen 1 —
3). Die Reaktionen mit hoéheren Enzymkonzentrationen fiihrten zu einer
Fragmentierung bis hin zu mononukleosomalen Chromatinfragmenten (Reaktionen 4 —
5).

Als nachstes wurde die so behandelte DNA von den Nukleoproteinen extrahiert und die
Promotorregion durch quantitative Real-time PCR analysiert (Abb. 26B). Als Kontrolle
diente eine stromaufwirts des Promotors gelegene Region (Primer-Satz TopCl, siehe
Abb. 23). Tatsachlich war die TOPI1 Promotorregion etwa zwei mal resistenter
gegeniiber einer Behandlung mit Micrococcus Nuklease als die benachbarte
Kontrollregion. Auch zeigte das Experiment, dass eine zu intensive Behandlung von
Nukleoproteinen mit Micrococcus Nuklease, die DNA-Templates fir eine PCR-
Quantifizierung unbrauchbar macht (Abb. 26B).

Eine langere Kreuzvernetzungszeit bei der Behandlung von Zellen mit Formaldehyd
fithrt auch in der Kontrollregion zu einer héheren Resistenz (Abb. 26C). Dies hangt
vermutlich damit zusammen, dass eine ldnger Kreuzvernetzungszeit auch raumlich
entferntere nukleare Proteine miteinander an der DNA kreuzvernetzt und so das
Chromatin resistenter macht.

Andere Regionen, wie die MCM4 Promotorregion oder der Lamin B2 Locus zeigten
vergleichbare Resistenzen (Abb. 26D).

Somit scheinen einzelne Chromatinregionen gegeniiber einer Behandlung mit
Micrococcus Nuklease unterschiedlich sensitiv zu sein. Insbesondere die 7TOPI

Promotorregion ist resistenter als die benachbarte Kontrollregion.
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Abbildung 26. Bestimmte Chromatinbereiche sind resistenter gegeniiber der Behandlung mit
Micrococcus Nuklease.

(A) Nukleoproteine (100 pug) wurden mit steigenden Mengen an Micrococcus Nuklease behandelt. Die so
behandelte DNA wurde extrahiert und zur Analyse auf ein 1% Agarose-Gel aufgetragen. (B) Der
Promotorbereich von TOPI ist resistenter gegeniiber Micrococcus Nuklease als eine 11 kb stromaufwirts
gelegene Kontrollregion. Die extrahierte DNA wurde mit der quantitativen Real-time PCR mit den Primer-
Satzen Prom und TopC1 analysiert. Der Nullwert (ohne Enzym) wurde 100% gesetzt und die nachfolgenden
Reaktionen dazu ins Verhiltnis gesetzt. (C) Einfluss der Kreuzvernetzungszeit auf die Sensitivitit
gegentiiber Micrococcus Nuklease. Proliferierende Hela Zellen wurden fiir 2 oder 6 min mit 1% Formaldehyd
behandelt. (D) Sensitivitiat von Sequenzen des Lamin B2 Locus und der MCM4 Promotorregion gegentiiber

der Micrococcus Nuklease.
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Die Schlussfolgerung aus diese Experiment ist, dass die Anzahl der Kopien der
Sequenzen vor und nach der Immunprazipitation fiir jede genomische Region bestimmt
wird. Dies wurde im nichsten Experiment beriicksichtigt, bei der die Anreicherung von
Promotor-Sequenzen im ORC2-Prézipitat bestimmt, unter Beriicksichtigung des eben

festgestellten Ergebnisses, bestimmt wurde (Abb. 27).
Kreuzvernetzte Nukleoproteine wurden mit Micrococcus Nuklease bis auf eine

Fragmentliange von < 1 kbp verdaut (siehe Abb. 21). Die DNA wurde extrahiert und
durch quantitative Real-time PCR analysiert (Abb. 27A). Der Promotorbereich sowie
proximal zum Promotor gelegene DNA-Sequenzen des TOPI Locus waren etwa 7 mal
resistenter gegeniiber der Nukleasebehandlung als distal gelegene Chromatinbereiche.
Als néchstes wurde das kreuzvernetzte und mit Nuklease behandelte Chromatin mit
hORC2-spezifischen Antikorper préazipitiert, die DNA von den Prézipitaten extrahiert
und mit Hilfe der Real-time PCR quantifiziert. Mit der isolierten DNA lies sich eine
etwa 40-fache Anreicherung von TOP1 Promotor-Sequenzen gegeniiber distal gelegenen
benachbarten Regionen feststellen (Abb. 27B).

Zur Ermittlung der tatsichlichen Anreicherung von Promotor-Sequenzen wurde fiir jede
genomische Region das Verhéltnis der Kopienzahlen des ORC2-Préazipitates mit den
Input-Proben bestimmt und graphisch in Abbildung 27C dargestellt. Mit den so
ermittelten Verhaltnissen konnte eine 5-fache Anreicherung von Promotor-Sequenzen
im ORC2-Préazipitat nachgewiesen werden.

Die exakte Bindestelle lasst sich jedoch aufgrund der Fragment-Linge der
Nukleoproteine (< 1 kbp) nicht exakt festlegen, befindet sich aber mit hoher
Wahrscheinlichkeit zwischen den Nukleotiden — 350 und dem Transkriptionsstart +1,
da die stirkste Anreicherung mit den Primer-Satz Prom erzielt werden konnte. Eine
Entfernung von 0.9 kbp stromaufwirts der Bindestelle dieses Primer-Satzes (Abb. 23B)
reduzierte die Anreicherung bereits um den Faktor 2,5 (Primer-Satz TopC3, Abb. 27C),
wahrend eine fast gleiche Entfernung stromabwirts zu einem groeren Abfall fiihrte
(Primer-Satz TopC4, Abb. 27C). Daher ist anzunehmen, dass die ORC-Bindestelle vor

dem Transkriptionsstart, also innerhalb der Promotorregion liegt und nicht danach.
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Abbildung 27. Anreicherung von TOP1 Promotor-Sequenzen im hORC2-Prazipitat.

Quantitative Analyse der Nukleoprotein-DNA vor und nach der Chromatin-Immunpréazipitation. (A)
Quantifizierung von Input-DNA. Die PCR wurden mit den gekennzeichneten Primer-Satzen durchgefiihrt
(Horizontalachse) und zeigen die ermittelten Rohdaten. (B) Assoziierung von Promotor-Sequenzen mit
hORC2-Proteinen. Die Nukleoproteine wurden mit ORC2-spezifischen Antikérper prazipitiert, die DNA
extrahiert und wie bei (A) im Light-Cycler quantifiziert. (C) Anreicherung von Promotor-Sequenzen im
ORC2-Prazipitat. Die Anreicherung wurde durch Bildung der Verhéiltnisse der Kopienzahlen des
Prazipitates mit dem Input bestimmt (ORC2-DNA/Input-DNA). Die so erhaltenen Faktoren wurden

graphisch aufgetragen.
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Somit habe ich mit diesen Experimenten gezeigt, dass trotz der ermittelten Resistenzen
im Promotorbereich, eine klare Assoziierung von ORC-Proteinen mit TOP1 Promotor-
Sequenzen vorliegt, was auf eine Bindung des Origin Recognition Complex in dieser
Region hinweist. Diese Daten demonstrieren weiterhin, dass der Origin Recognition
Complex, zumindest im Falle des TOPI Locus, nicht mit den MAR-Elemente assoziiert
ist.

In dem in Abbildung 22A gezeigten Experiment wurde gezeigt, dass alle sechs ORC-
Untereinheiten mit ORC2-spezifischen Antikorper prazipitiert werden koénnen, was
darauf hinweist, dass diese Proteine in einem Komplex organisiert sind. Weitere
Hinweise auf die Existenz eines solchen Komplexes kamen von Co-Expressionsstudien,
welche in Insektenzellen durchgefiihrt worden sind (Dhar et al., 2001; Vashee et al.,
2001). Diese Fakten zusammengenommen weisen klar darauf hin, dass sich in der
Promotor-Region eine Bindestelle fiir den gesamten Origin Recognition Complex

befindet.

Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel zum ersten Mal die Identifizierung einer
Bindestelle fiir den Origin Recognition Complex im Humangenom gezeigt. Die Bindung
von ORC in einem aktiven Promotor eines Haushaltsgenes konnte wichtige Hinweise
auf eine enge Kopplung von Transkription und Replikation in bestimmten

Chromatinbereichen liefern.

4.6.2 Die ORC-Bindestelle co-lokalisiert mit einer Startstelle der
bidirektionalen DNA-Replikation

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die ORC-Bindestelle auch eine Startstelle der
bidirektionalen DNA-Replikation markiert. Dies ist ein interessanter Punkt, da bisher
noch nicht gezeigt wurde, dass humane ORC-Proteine an einem Origin binden.

Fir die Identifizierung einer solchen Replikationsstartstelle wurde der im Kapitel 4.2.1
bereits beschriebene ,Nascent Strand Abundance Assay“ verwendet, der eine recht
genaue Kartierung zuldsst. Es wurden etwa 1 — 2 kbp lange nascent DNA aus
Saccharose-Gradienten isoliert (siehe Abb.10). Die ,nascent DNA“ Praparation wurde

zuerst anhand des gut charakterisierten Lamin B2 Origins tiberpriift (Abb. 28A; siehe
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auch Abb. 9; Abb. 13). Dazu wurde die Anreicherung von Lamin B2 Origin-Sequenzen
gegeniiber benachbarten Sequenzen durch quantitative Real-time PCR bestimmt. Der
dabei verwendete Primer-Satz LB ist homolog zu den Sequenzen an der
Initiationsstelle, wahrend die zwei benachbarten Primer-Sidtze LBC1 und LBC2 als
Kontrolle dienten (Abb. 28A). Die quantitativen Analysen bestitigten, dass sich mit den
LB Primer-Satz spezifisch Origin-Sequenzen amplifizieren lassen konnten und die
Praparation daher geeignet fiir die weiteren Untersuchungen am TOPI Locus ist.

Mit der praparierten ,nascent DNA“ wurde nun der TOPI Locus untersucht. Das
Ergebnis in Abbildung 28B belegt deutlich, dass die Promotor-Sequenzen mehr als
zehnfach gegeniiber den distal gelegenen Sequenzen in der préaparierten nascent DNA
angereichert sind.

Als néachstes wurden weitere Kontrollexperimente durchgefiihrt. Bei Verwendung von
langeren DNA-Fragmenten, die aus hoheren Fraktionen aus dem Saccharose-
Gradienten isoliert wurden, wiirde man eine Zunahme der proximal zum Promotor
gelegenen Sequenzen bei der Quantifizierung erwarten. Dieser Linie folgend, wurden 2
— 10 kbp lange nascent DNA Fragmente isoliert und wie oben beschrieben quantitativ
durch Real-time PCR analysiert (Abb. 28B). Tatséchlich konnte man eine Zunahme der
nahe zum Promotor gelegenen Sequenzen sowohl stromaufwarts als auch stromabwarts
von der Initiationsstelle feststellen. Keine der untersuchten Sequenzen war jedoch bei
einer Praparation von genomischer DNA angereichert (Abb. 28B).

Diese Daten demonstrieren somit, dass der TOPI Promotorbereich nicht nur eine
Bindestelle fiir den Origin Recognition Complex beinhaltet, sondern dass sich in der
selben Region auch eine aktive Startstelle der bidirektionalen DNA-Replikation
befindet. Damit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass der Origin Recognition Complex
einen humanen Replikationsorigin markiert und damit wahrscheinlich Grundbaustein

fir den Aufbau eines humanen Initiationskomplexes ist.
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Abbildung 28. Im TOP1 Promotorbereich befindet sich eine Startstelle der bidirektionalen DNA-
Replikation.

Nascent DNA wurde aus Saccharose-Gradienten isoliert und mit Hilfe der quantitativen Real-time PCR
analysiert. (A) Lamin B2 Origin-Sequenzen sind stark in der Praparation angereichert. Das Primer-Paar
LB ist homolog zu Sequenzen an der Initiationsstelle. Der Primer-Satz LBC1 und LBC2 ist homolog zu
Sequenzen 4 kbp stromaufwérts, bzw. 3.5 kbp stromabwirts davon. (B) Anreicherung von TOPI Promotor-
Sequenzen, ermittelt durch quantitative Real-time PCR. Lingere DNA-Fragmente (2 — 10 kbp) sowie
genomische DNA dienten als Kontrolle. Zum besseren Vergleich wurde die Region mit der héchsten

Kopienzahl (Promotorbereich) auf 100% gesetzt.
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4.6.3 ORC bindet an den Lamin B2 Origin

Um diese Theorie weiter zu festigen, wurde die Bindung von ORC an weitere humane
Origins mit dem ChIP-Assay tiberprift. Bestandteil dieser Experimente war der Lamin
B2 Origin, da er der einzige ist, der solche Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt
zugelassen hat (Abb. 29). Es wurden Chromatin-Immunprézipitationen mit ORC2-
spezifischen Antikoérper wie oben beschrieben durchgefiithrt. Die DNA wurde aus den
Immunpréazipitaten isoliert und mit der quantitativen Real-time PCR untersucht
(Abb.29A). Zuerst wurde das Vorkommen der einzelnen Sequenzen vor der
Immunpréazipitation analysiert (input). Die Primer-Paare LB und LBC2 amplifizierten
annédhernd gleiche Kopienzahlen aus den Input-Proben (ca. 1000 Kopien), wihrend das
LBC1 Primer-Paar zu einer etwa 6 mal héheren Amplifizierung fiihrte (ca. 6000
Kopien). Diese Region scheint somit resistenter gegeniiber der Behandlung mit
Micrococcus Nuklease zu sein als die beiden anderen untersuchten Regionen.

Als nachstes wurde die DNA aus den Préazipitaten quantitativ analysiert (Abb. 29B). Die
Origin-Sequenzen waren nach der Amplifizierung im ORC2-Prazipitat wesentlich
erhoht (Abb. 29B, Primer-Satz LB). Als Kontrolle diente prazipitierte DNA, die aus
einem IgG-Prazipitat extrahiert wurde. Hier wurden nur ein paar wenige Kopien der
einzelnen Sequenzen als Hintergrundsignale nachgewiesen (Abb. 29B, rechts). Um die
Anreicherung von Origin-Sequenzen 1im Vergleich zu den benachbarten
Kontrollsequenzen zu bestimmen, wurden die Verhéiltnisse der Kopienzahlen des ORC2-
Prazipitates (ORC2-DNA) mit den Kopienzahlen des Inputs gebildet. Die so ermittelten
Faktoren sind in Abbildung 29C wiedergegeben. Lamin B2 Origin-Sequenzen sind etwa
4 - 5 fach gegeniiber den Kontrollsequenzen im ORC2-Préazipitat angereichert.

Diese Daten belegen somit, dass auch der Lamin B2 Origin durch die Bindung des
Origin Recognition Complex in vivo markiert ist. Das Experiment illustriert weiterhin,
wie wichtig es ist, die Kopienzahlen der einzelnen Sequenzen vor der Chromatin-
Immunpréazipitation zu ermitteln, um zuverlidssige Aussagen iiber die Anreicherung

einer bestimmten Sequenz im Prézipitat treffen zu kénnen.

Universitat Konstanz 123



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Ergebnisse

>
vy

C

s input & precipitates i enrichment
40 [
6000 500 pute
primer-set primer-set N primer-set
w 5000 Il LBC1 @ Il LEct
E L8 g 40 3|3 B s
o 4000 - LBCZ 9 - LBC2 g D. 025 L - LBC2
E E 300 0|3
XIE ozl
& 3000 g OfE &
(=] om
200 015
2000
010}
- o | wi N B
0 0 0

a-ORC2 lgG

Abbildung 29. Der Origin Recognition Complex bindet am Lamin B2 Origin.

Chromatin-Immunpréazipitationen wurden mit ORC2-spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Als Kontrolle
dienten Kaninchen IgG. Die DNA wurde aus den Prazipitaten extrahiert und durch quantitative Real-time
PCR analysiert. (A) Quantifizierung der Sequenzen vor der Immunpréazipitation (input). Das LB Primer-
Paar ist homolog zu den Sequenzen der Initiationsstelle, die beiden benachbarten Primer-Satze LBC1 und
LBC2 befinden sich in einem Abstand von 4 bzw. 3,5 kbp davon (siehe auch Abb. 9). (B) Quantifizierung der
aus den Prazipitaten isolierten DNA. (C) Ermittlung der Anreicherung von Origin-Sequenzen. Die
Anreicherung wurde bestimmt, indem das Verhéltnis der Kopienzahlen des ORC2-Prézipitates mit dem

Input gebildet wurde.

Die menschliche Initiation der DNA-Replikation scheint zumindest bei den zwei
untersuchten Origins an genau festgelegten Stellen stattzufinden, welche unmittelbar
oder Uber zuséatzliche Faktoren als Bindestelle fiir den Origin Recognition Complex in

vivo dienen.
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Die Anwendung des ChIP-Assay in Kombination mit quantitativen PCR-Methoden ist
daher eine nititzliche Methode, um die Interaktion von Proteinen mit der DNA in vivo zu
untersuchen. Die enge Interaktion von ORC-Proteinen mit der DNA koénnte dariiber
hinaus auch Aufschluss tuber spezifische DNA-Elemente in den entsprechenden
Regionen geben. Sowohl der Lamin B2 Origin als auch der in dieser Arbeit
neuidentifizierte 7TOPI Origin besitzen ein zentrales A/T-reiches Element in

unmittelbarer Nihe zu der Initiationsstelle (Abb. 9 und Abb. 23).

4.7 Analyse von ORC-assoziierten DNA-Sequenzen

Bisher wurde die Bindung von ORC an humane Replikationsorigins beschrieben. In
diesem Teil der Arbeit soll nun der ChIP-Assay angewendet werden, um DNA-
Sequenzen zu analysieren mit denen ORC-Proteine in vivo assoziiert sind. Dazu soll die
DNA aus den ORC-Prazipitaten isoliert und direkt in einen Vektor kloniert werden, um
anschlieBend die Inserts durch Sequenzierung zu analysieren. Die damit erhaltenen
Sequenzinformationen koénnen zum einen dazu verwendet werden, neue ORC-
Binderegionen im  Humangenom durch einen Sequenzvergleich in einer
Genomdatenbank zu identifizieren. Zum anderen konnten die Sequenzen einen
wichtigen Aufschluss tiber bestimmte DNA-Elemente geben, die fiir die Bindung von

ORC notwendig sind.

4.7.1 Ort-assoziierte DNA Sequenzen weisen einen erhohten GC-Gehalt auf

Fur die Identifizierung von ORC bindenden DNA-Sequenzen wurden Chromatin-
Immunpréazipitationen mit ORC1- und ORC2-spezifischen Antikérper durchgefiihrt.
Dies fiihrte zu einer Selektion von ORC-Sequenzen aus einem Pool von genomischen
Sequenzen. Die Nukleoproteine wurden wie zuvor mit Micrococcus Nuklease behandelt,
so dass Chromatinfragmente < 1,5 kbp daraus resultierten (sieche Abb. 21A). Die DNA
wurde aus den Préazipitaten isoliert und aufgereinigt. Eine direkte Klonierung von

prazipitierter DNA in einen Sequenziervektor stellte sich als nicht machbar heraus, da
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die prazipitierten DNA-Mengen fir eine Klonierung nicht ausreichten (Daten nicht
gezeigt). Daher mussten die aufgereinigten DNA-Fragmente zuerst mit Hilfe der LM-
PCR (LM = Ligation-mediated) amplifiziert werden, um auf diese Weise eine Bibliothek
von ORC-DNA Fragmenten zu etablieren.

Das Schema in Abbildung 30 zeigt, wie eine solche Bibliothek mit ORC-Sequenzen
angelegt wurde. Die DNA-Fragmente wurden zuerst mit dem Klenow Enzym behandelt,
um die DNA-Enden tber dessen Exonukleaseaktivitiat bzw. DNA-Polymerasenaktivitat
sblunt-end“ zu bekommen. Das 3’-Phosphatrest wurde mit dem Enzym Alkalische
Phosphatase entfernt, um eine Polymerisierung einzelner DNA-Sequenzen zu
verhindern. AnschlieBend wurden doppelstriangige Linkernukleotide an beide Enden der
DNA-Fragmente ligiert, welche dann in der LM-PCR amplifiziert wurden. Nach der
PCR stand somit eine Bibliothek amplifizierter DNA-Fragmente zur Verfligung, welche
potentiell ORC-Proteine in vivo gebunden hatten.

Die amplifizierte DNA wurde in einen geeigneten Sequenziervektor kloniert und in
Bakterienzellen transformiert. In unabhéngigen Experimenten wurden etwa 20 positive
Klone isoliert und deren Inserts durch Sequenzierung ndher untersucht. Eine
Zusammenfassung dieser Klonierungsexperimente ist in Tabelle 3 wiedergegeben. Mit
einer Ausnahme (Klon ORC2-11 und ORC 2-16), wiesen alle Klone unterschiedliche
Sequenzen als Insert auf. Daher ist es nicht anzunehmen, dass in der LM-PCR eine
bestimmte DNA-Sequenz bevorzugt amplifiziert worden ist. Die durchschnittliche Lange
der Inserts betrug etwa 1250 bp.

Zuerst wurden die Kklonierten DNA-Sequenzen in ihrer Basenzusammensetzung
untersucht (Tabelle 3). Mehr als die Halfte haben einen tiberdurchschnittlichen GC-
Gehalt aufgewiesen. Dies ist ein sehr bemerkenswertes Merkmal, da eine solche
Basenzusammensetzung normalerweise in CpG-Inseln vorgefunden wird (Antequera
and Bird, 1993a). Etwa 30000 solcher Inseln sind tber das gesamte Humangenom
verteilt, wobei eine bevorzugte Lokalisierung in Promotorregionen von aktiven Genen
besteht (Antequera and Bird, 1993b; Lander et al., 2001). Interessanterweise befindet
sich auch der TOP1 Promotor und der Lamin B2 Origin innerhalb einer CpG-Insel (Abb.
9 und Abb. 23).

Universitat Konstanz 126



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Ergebnisse

Nukleoproteinfragmente

Pu_N
N

.Y. Immunpriizipitation mit

ORC-spezifischen Antiktrpern
anti-ORC

e O
-

Linker
" [

ORC-DNA

Amplifizierung durch LM-PCR

[~ — ]
S ]
Bibliothek
L — ]

|

Klonierung

Sequenziervektor

|

Sequenzierung

Abbildung 30. Klonierung von prazipitierter ORC-DNA in einen Sequenziervektor.

ORC-Proteine wurden an ihren DNA-Bindestellen mit Formaldehyd kreuzvernetzt. Chromatin-
Immunpréazipitationen wurden mit ORC-spezifischen Antikérper durchgefithrt. Die DNA wurde aus den
Préazipitaten aufgereinigt und mit Hilfe der LM-PCR amplifiziert. Die so erhaltenen DNA-Fragmente
wurden in den pCR-BluntII-TOPO Vektor kloniert. Die Plasmid-DNA wurde in Bakterienzellen

transformiert, aufgereinigt und die Inserts anschlieBend sequenziert.
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Dartber hinaus wird schon seit liangerem vermutet, dass CpG-Inseln als
Replikationsstartstellen dienen sollen, da eine Analyse der Basenzusammensetzung von
,hascent DNA® einen stark erhohten GC-Gehalt aufgewiesen hat (Delgado et al., 1998).
Das so erhaltene Ergebnis weist somit darauf hin, dass auch ORC-Bindestellen,
innerhalb oder in der N&dhe von solchen Inseln lokalisiert sind.

Als nachstes wurde in der NCBI Datenbank nach Homologien dieser Sequenzen mit
bereits sequenzierten genomischen Abschnitten gesucht. Bis heute lieBen sich nur 4 der
20 Klone einer bestimmten genomischen Region zuordnen (Tabelle 3). Dies kann
unterschiedliche Ursachen haben: Zum einen sind viele Bereiche, auch nach
Fortschreiten des Human-Genom-Projektes, noch nicht sequenziert (Bentley, 2000).
Hierzu zéhlen vor allem die aus repetitiven Elementen bestehenden heterochromatische
Bereiche. Zum zweiten wurden bevorzugt Regionen mit einem offenen Leseraster
sequenziert. Intergenische Bereiche sind lediglich als einzelne ,,contigs” zerstreut in den
Datenbanken zu finden.

Bei einer geschiatzten Anzahl von etwa 30000 Origins im Humangenom ist es daher
nicht verwunderlich, dass etliche Startstellen auch in heterochromatischen Bereichen
zu finden sein miissen.

Einen Hinweis, dass dies zutrifft, ist bei dem in Abbildung 31 aufgefiihrten Experiment
ersichtlich. Hierbei wurden von 12 der sequenzierten Klone Oligonukleotide aus den
ermittelten Sequenzdaten hergestellt und das Vorkommen der Sequenz im
Humangenom tber PCR-Methoden analysiert. Zuerst wurden die Primer-Satze mit
Plasmid-DNA als Template in einer Standard-PCR getestet. Mit Ausnahme des Primer-
Satzes ORC1-7, amplifizierten alle Primer-Paare ein spezifisches Produkt mit der
erwarteten Liange (Abb. 31A).

Als néchstes wurde die gleiche PCR mit genomischer DNA als Template durchgefiihrt.
Nur vier Reaktionen amplifizierten ein sauberes Produkt mit der erwarteten Lénge
(Abb. 31B). Die restlichen Primer-Satze lieferten zahlreiche Fehlprodukte. Eine
Optimierung der PCR-Bedingungen, die auf die einzelnen Primer-Satze abgestimmt

waren, brachte keinen wesentlichen Erfolg (Daten nicht gezeigt).
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clon Estimated G/C content (%) Sequence analysis Accession
insertsize (bp) number
ORC1-1 1700 59
ORC1-2 1700 64
ORC1-3 1600 42 Homologous to alphoid repetitive satellite DNA; poly A/T tracks M28031
ORC1-4 1750 58
ORC1-5 1000 47 GC boxes; poly A/T tracks
ORC1-6 1200 60
ORC1-7 500 65 GC boxes; poly A/T tracks
ORC1-8 600 49 Poly A/T and poly G/C tracks; shares homologies with the human
IgG(H) and o-PDGF receptor genes

ORC1-9 1200 51 Homologies with the mouse troponin (I’NNT'I) gene locus; poly A tracks U92882
ORC1-10 1250 51 Mus musculus Bac clone. 80% Homologies to human TOM1 gene locus AC005290
ORC1-14 1250 46
ORC1-15 1250
ORC2-1 56 Poly A/T tracks
ORC2-2 1300 43 Poly A/T tracks
ORC2-3 1100 51 Poly A/T tracks
ORC2-4 600
ORC2-5 1300 64
ORC2-11 1200 42
ORC2-16 1200 42 Sequence identical to clone ORC2-11
ORC2-17 1500 37 AT-rich; homologous to Human hamster hybrid cosmid clone 38a13 AC000023

20 analysed clones; 10 clones qualifiy as CpG islands

Tabelle 3. Ergebnisse der Klonierungsexperimente von préazipitierter ORC-DNA.

Die Insertgrofle wurde qualitativ Giber Gel-Elektrophorese abgeschéatzt. Der dargestellte GC-Gehalt bezieht
sich auf die sequenzierten Anteile. Uberdurchschnittliche Anteile von G/C-Basenpaaren sind in Fettdruck
gekennzeichnet. Die Zutrittsnummern (,Accession number”) von homologen Sequenzen aus der Genom-
Datenbank (NCBI GenBank) sind, soweit vorhanden, angegeben. Die Angabe der Homologie in % bezieht

sich auf den sequenzierten Anteil.
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Abbildung 31. Analyse der klonierten ORC-Sequenzen durch PCR.

Von 12 ausgewéihlten Klonen wurden anhand der ermittelten DNA-Sequenzen Primer-Sitze hergestellt
(siche Tabelle 1, Material und Methoden). (A) Standard-PCR mit Plasmid-DNA als Template. Die Primer-
Sétze wurden nach den entsprechenden Klonen benannt. (B) PCR mit 30 ng genomischer DNA als

Template. Der Stern (¥*) markiert die Sequenzen, die mit dem ChIP-Assay weiter untersucht wurden.
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Das Auftreten von Fehlprodukten in einzelnen Reaktionen lasst darauf schlielen, dass
die verwendeten Oligonukleotid-Sequenzen in dhnlicher Form im Genom vertreten sind,
was zum Teil auf den hohen Anteil von G/C Basenpaare zuriickzufithren ist. Es ist auch
denkbar, dass die klonierten Sequenzen aus nichtsequenzierten heterochromatischen
Bereichen stammen, welche aus repetitiven Elementen bestehen und somit zur
Amplifizierung von Fehlprodukten fiihren wiirde. Diese Vermutung wurde durch die
genauere Analyse des Klons ORC1-3 unterstiitzt. Die Sequenzinformationen lieferte
eine Homologie von 97% mit der humanen alphoid repetitiven Satelliten-DNA (Abb. 32).
Diese DNA kommt normalerweise in den Centromer und Telomerbereichen von
menschlichen Chromosomen vor (Barbosa et al.,, 2000; Grimes and Cooke, 1998;

Jeanpierre, 1994; Jorgensen, 1997; Zaitsev and Rogachev, 1986).

4.7.2 Bindung von ORC an heterochromatische alphoid Satelliten-DNA

Um zu testen, ob der Origin Recognition Complex an alphoid Satelliten-DNA in vivo
gebunden 1ist, wurden unabhéingige ChIP-Assays durchgefiihrt. Dazu wurden
Chromatin-Immunpréazipitationen mit ORC2-spezifischen Antikérper durchgefiihrt.
Daneben gab es drei Kontroll-Prazipitationen mit Antikérper gegen p60/CAF-1, SP1
sowie unspezifische IgG. Die DNA wurde aus den Immunprizipitaten extrahiert,
aufgereinigt und das Vorkommen der alphoid DNA in den Prazipitaten mit dem unter
Abbildung 31 beschriebenen Primer-Satz (ORC1-3) quantitativ in der Real-time PCR
analysiert (Abb. 33). Als Kontrolle diente die genomische Region welche homolog zu den
Sequenzen des TopC1l Primer-Satzes ist (sieche Abb. 23). Zuerst wurde das Vorkommen
der Sequenzen der alphoid DNA sowie der Kontrollregion vor der Immunpréizipitation
uberprift (Abb. 33A, input). Im Vergleich zur Kontrollregion wurde die alphoid DNA
eher von Micrococcus Nuklease angegriffen, was zu einer Verringerung der Kopienzahl
um den Faktor 2 fiihrte. Dies konnte mit einer Bevorzugung der alphoid DNA fir die

Micrococcus Nuklease zusammenhéngen (Horz et al., 1983).
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Score = 864 bits (436), Expect = 0.0
Identities = 481/494 (97%), Gaps = 2/494 (0%)
Strand = Plus / Minus

Query: 364 ccctecaaatgtecacttgecagattctagaaaaagagggtttcagagetgetetgtecaag 423

Sbjct: 2235 cectecaaatgtecacttgecagattectagaaaaagagggtttcagagetgetetgtecaag 2176

Query: 424 aggaaagttcaattcctgaagtggaacacaaacatcacaaageagtttctgagaatgete 483

Sbjct: 2175 aggaaagttcaattcttgaagtggaacacaaacatcacaaageagtttectgagaatgete 2116

Query: 484 ctgtttagtttttectgtgaagatgaaccegtttccaacgaaatettcacagaggtecaca 543

CECLEEEEEETE e e et e e e L e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 2115 ctgtttagtttttctgtgaagatgaaacegtttccaacgaaatcttcacagaggtecaca 2056

Query: 544 tatccacttgcagaatccaaagaaagagagtttcaaaactgetecatcageaggattgtt 603

Shjct: 2055 tatccacttgcagaatccaaagaaagagagtttcaaaactgcetecatcagecagggttgtt 1996

Query: 604 cacctctgtgagttgaatgeagtcatcacaggaaacattctgagaatgettetgtetagg 663

CECLETEEEEE e e et e et eee e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 1995 cacctetgtgagttgaatgeagtegtcacaggaaacattetgagaatgettetgtetagg 1936

Query: 664 tttgatgtgaagatatacccgtttcgaaggaaggecacaaagtggtegaaatatecactt 723

CELEETEEEET e e et e e e e e e e e e e e e e e e e P e e
Sbjct: 1935 tttgatgtgaagatataccegtttcgaaggaaggecacaaagtggtecaaatatecactt 1876

Query: 724 gcagatcctacaaaaacagtgtttgaaagetgaactatgaaagcaagggteaactetgtg 783

CECUEE T TEEEE e P et e e e e e e e e e e et
Sbjct: 1875 gecagattccacaaaaagagtgtttgaaagetgaactatgaaageaaggttecaactetgtg 1816

Query: 784 agttgaatgcaaacatcacaaagaagtttctcanaatgetteeg-gtagttetnggaag- 841

CECEETEEEET e et e e e e e e e e e te e e e e e e
Sbjct: 1815 agttgaatgcaaacatcacaaagaagtttctcacaatgcettecgtgtagttetgggaagt 1756

Query: 842 ttatccegttteca 855

HERRRRARRRRER
Sbjct: 1755 ttatceegttteca 1742

Abbildung 32. Homologien der alphoid Satelliten-DNA mit der ORC1-3 Sequenz.

Die Recherche erfolgte durch einen Sequenzvergleich in der NCBI Datenbank (Query = ORC1-3 Sequenz,
Sbjct = alphoid Satelliten-DNA; , Accession number®: M28031). Gleiche Basenpaarungen sind durch
senkrechte Striche dargestellt (,Alignements®). Die Homologie der klonierten ORC1-3 Sequenz zur alphoid
Satelliten-DNA betragt 97%.
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Als nachstes wurde die DNA aus den Prazipitaten quantitativ vermessen (Abb. 33B).
Hierbei lielen sich etwa 95 Kopien der alphoid DNA im hORC2-Prézipitat nachweisen
wiahrend nur wenige Molekiile als Hintergrundssignal in den Kontroll-Prazipitaten
vorhanden waren (Abb.33B). Die Kopienzahlen von sowohl des ORC2-Prézipitates als
auch von den Kontroll-Prazipitaten bei der quantitativen Analyse der Kontrollregion
lagen unter 40 wund entsprechen somit den routinemiflig erhaltenen
Hintergrundswerten (Abb. 33C). Mit den so ermittelten Werten wurde die Anreicherung
der alphoid Satelliten-DNA im ORC2-Prazipitat bestimmt (Abb. 33D). Das Ergebnis
zeigt klar, dass die alphoid Satelliten-DNA gegentiber der Kontrollregion etwa um den
Faktor 6 angereichert ist. Keine spezifische Anreicherung dieser Sequenzen lies sich bei
den Kontroll-Prazipitaten feststellen.

Somit wurde in diesem Experiment in einem unabhéngigen ChIP-Assay die Bindung
von ORC an alphoid Satelliten-DNA nachgewiesen. Die Daten deuten darauf hin, dass
ORC auch in dichteren heterochromatischen Regionen des Genoms bindet.

Nun war es von Interesse festzustellen, ob sich in dieser Region auch eine Startstelle
der DNA-Replikation befindet. Dazu wurde der ,Nascent Strand Abundance Assay” mit
den oben beschrieben Primer-Sitzen angewendet. Die quantitative Analyse der nascent
DNA brachte jedoch keine Anreicherung von alphoid Satelliten-DNA Sequenzen
gegeniiber der Kontrollregion (Daten nicht gezeigt). Es ist daher wahrscheinlich, dass
sich in der untersuchten Region kein Origin befindet, oder dass dieser Origin zwar von
ORC markiert wird, aber von der Zelle nicht fiir die Initiation aktiviert wird.

Viel interessanter ware jedoch der Aspekt, dass ORC nicht nur fiir die Initiation der
DNA-Replikation benétigt wird, sondern auch weitere Funktionen innerhalb der
menschlichen Zelle wahrnimmt. Tatséchlich wurde die Rolle des Origin Recognition
Complex bei der Abschaltung von Genen (,transcriptional silencing®) und bei der
Organisation von Heterochromatin in der Hefe sowie in Drosophila diskutiert (Bell et
al., 1993; lizuka and Stillman, 1999; Shareef et al., 2001; Triolo and Sternglanz, 1996).
Gleiche oder dhnliche Funktionen kénnte auch der humane Origin Recognition Complex

erfullen.
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Abbildung 33. ORC bindet an repetitive alphoid Satelliten-DNA in vivo.

ChIP-Assay. Chromatin-Immunpréazipitation in Verbindung mit quantitativer Real-time PCR wurden mit
den gekennzeichneten Antikorper durchgefithrt. (A) Quantifizierung der alphoid Satelliten-DNA Sequenzen
und einer Kontrollregion (TopC1 Primer-Satz, siehe Abb. 23). vor der Immunprézipitation (input). (B) Die
DNA wurde aus den einzelnen Prazipitaten isoliert und das Vorkommen der alphoid DNA im Light-Cycler
quantifiziert. (C) Quantifizierung der Sequenzen der Kontrollregion. (D) Anreicherung von alphoid
Satelliten-DNA Sequenzen im ORC2-Prézipitat. Die Anreicherungsfaktoren wurde durch das Bilden der

Verhaltnisse der Kopienzahlen der einzelnen Prazipitate mit den Kopienzahlen der Input-DNA ermittelt.
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Ein weiterer Klon (ORC1-10) der ORC-DNA Sequenzierung wurde ndher analysiert. Die
Sequenz zeigt Homologien mit einer intergenischen Region des humanen TOMI1 Gens
(Seroussi et al., 1999). Das Gen ist auf dem humanen Chromsom 22q13.1 lokalisiert und
wird von den zwei benachbarten Genen eingeschlossen, wobei eines davon das HMGZ2L1
Gen ist, welches eine HMG-Box beinhaltet. Die ORC-Bindung wurde wie oben
beschrieben mit dem ChIP-Assay untersucht. Diese Sequenz war ebenfalls im ORC-
Prazipitat angereichert, jedoch gab es keinen Hinweis auf eine Anreicherung der
Sequenz beil der praparierten nascent DNA (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend wurde in diesem Teil der Arbeit gezeigt, dass der humane Origin
Recognition Complex an den zwel aktiven Replikationsstartstellen (TOP1 Locus und
Lamin B2 Locus) in vivo gebunden ist. Auch scheint ORC funktionell oder strukturell
eine Komponente des Heterochromatins zu sein, was durch die Bindung von ORC an

alphoid Satelliten-DNA deutlich wurde.
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KAPITEL 5
DISKUSSION

5.1 Initiation der DNA-Replikation in einem zellfreien System

5.1.1 Zeitliche und rdaumliche Koordination der DNA-Replikation

Die Untersuchungen zur sequenzspezifischen Initiation der DNA-Replikation ist bei
mehrzelligen Organismen, wie beim Menschen bisher recht schwierig und zum Teil in
ihrer Auswertung kontrar gewesen. Wahrend in einzelligen Eukaryonten, wie in der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae konservierte Sequenz-Elemente (ARS) existieren,
an denen die DNA-Replikation eingeleitet wird, ist der Ablauf der Replikation des
Genoms hoherer mehrzelliger Eukaryonten noch weitgehend unklar. In verschiedenen
experimentellen Systemen wurden Beobachtungen gemacht, die von véllig
unspezifischer Initiation bis hin zur Origin-spezifischen Initiation, ausgehend von
einem Start-Nukleotid, reichten. So wird in Xenopus laevis oder Drosophila
melanogaster Embryos beinahe jede DNA, bis zum Blastula Stadium der
Embryonalentwicklung, fir genau eine Runde repliziert (Coverley and Laskey, 1994).
Gleiche Beobachtungen gewinnt man bei Untersuchungen am Hamster DHFR Locus.
Werden Zellkerne zu verschiedenen Zeitpunkten der G1-Phase isoliert und in Xenopus
Eiextrakten inkubiert, findet man bis zu einem konkreten Punkt in der spaten G1-
Phase nur unspezifische Initiationsereignisse (Wu and Gilbert, 1996). Wird dieser
Punkt jedoch passiert, findet die Initiation spezifisch am ori-f des DHFR Locus statt.
Dieser Punkt wurde daraufthin auch als ,,Origin Decision Point“ (ODP) bezeichnet, da er
die sequenzspezifische Aktivierung von Origins festlegt (Wu and Gilbert, 1996). Werden

jedoch die Post-ODP Zellkerne permeabilisiert, geht die Spezifitdt der Initiation
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verloren und die DNA repliziert fiir eine Replikationsrunde unspezifisch (Hyrien et al.,
1995; Hyrien and Mechali, 1993; Wu and Gilbert, 1996).

Beim Menschen ist das genaue ,Timing“ der Origin Aktivierung bisher noch nicht
untersucht worden. Die Entwicklung eines humanen zellfreien Systems, welches
vollstdndig aus somatischen Zellen hergeleitet wurde, erlaubte es gezielte
Untersuchungen durchzufiihren, um diese Fragen zu beantworten.

Frihere Arbeiten haben gezeigt, dass menschliche Zellkerne die aus synchronisierten
Zellen in der G1-Phase isoliert wurden, die semikonservative DNA-Replikation
einleiten, wenn sie in cytosolischen Extrakt menschlicher Zellen inkubiert werden
(Krude, 2000; Krude et al.,, 1997). Die Initiation kann hierbei durch Analyse der
Replikationsfoci n individuellen Zellkernen durch konfokale
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Das einfiihrende Kontrollexperiment
dieser Arbeit zeigte, dass asynchron proliferierende Zellen mit Mimosin in der spéten
G1-Phase des Zellzykluses arretiert werden konnen und in dieser Phase keine
signifikante DNA-Synthese ablauft (Abb. 4). Werden die Zellen jedoch nach dem
Mimosinblock in die S-Phase entlassen, kommt es zu einem rapiden Anstieg der DNA-
Synthese, was tibereinstimmend mit den durchgefiihrten FACS-Analysen ist.

Als nachstes wurde bestatigt, dass in Zellkernen, die sich in der spiaten G1-Phase
befinden, neue Replikations-Foci in vitro etabliert werden. Die Initiation erfolgte hierbei
ausschlieBlich in Zellkernen, die im vorhergehenden Zellzyklus keine aktive
Replikationsgabeln etabliert hatten (Abb. 5). Die Initiation der DNA-Replikation
erfolgte sowohl in vitro als auch in vivo an den selben Chromatindoménen an denen
bereits im vorhergehenden Zellzyklus die DNA-Replikation in vivo eingeleitet wurde.
Die Initiation beschrinkte sich jedoch ausschlieBlich auf sehr frih replizierende
Chromatindoménen, da Regionen, welche normalerweise erst in der mittleren bis spaten
S-Phase replizieren, von der Initiation ausgeschlossen waren. Darunter fallen zum
Beispiel die perinuklearen oder perinukleolaren heterochromatische Bereiche, welche in
der mittleren S-Phase bzw. die Nukleoli, welche in der spiten S-Phase replizieren.
Somit scheint die zeitliche Reihenfolge der Replikation einzelner Replikons im zellfreien

System in vitro erhalten zu bleiben.
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Die Frage, ob die Initiation der DNA-Replikation sequenzspezifisch erfolgt, konnte
durch die Analyse von zwei humanen Replikationsorigins beantwortet werden. Der
Lamin B2 Origin ist bereits als frih replizierender Origin identifiziert worden
(Biamonti et al., 1992b; Giacca et al., 1994) und dessen Startstellen fiur die
bidirektionale Replikation konnten auf das Nukleotid genau bestimmt werden
(Abdurashidova et al., 2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Initiation
der DNA-Replikation in isolierten Zellkernen spezifisch an der Initiationsstelle des
Origins stattfindet, wenn die Zellkerne fiir drei Stunden durch Inkubation im
cytosolischen Extrakt in die S-Phase entlassen werden (Abb. 13). Als Kontrolle dienten
intakte Zellen, bei denen der Lamin B2 Origin beim Eintritt in die friithe S-Phase
aktiviert wurde.

Die zeitliche Reihenfolge der Initiation wurde in einem weiteren Experiment
untersucht. Der humane rDNA Locus repliziert in einer stromaufwirts gelegenen
Promotorregion erst in der mittleren S-Phase in vivo und wurde im zellfreien
Initiationssystem weiter untersucht. Es konnten keine Replikationszwischenprodukte in
der G1-Phase oder frithen S-Phase in vitro nachgewiesen werden (Abb. 14). Dies spiegelt
die Situation in vivo wieder, in der diese Sequenzen beim Eintritt in die S-Phase nicht
initiiert wurden. Die Replikation fand wie erwartet zu einem spéteren Zeitpunkt in der
S-Phase statt. Die genaue zeitliche Abfolge der DNA-Replikation an den gesamten
rDNA Repeats wurde bisher in humanen Zellen jedoch noch nicht untersucht. Die
bisherigen Experimente zur Bestimmung von Startstellen am rDNA Locus wurden mit
asynchronen Zellen durchgefithrt (Haaf, 1997; Little et al., 1993; Yoon et al., 1995). Eine
Arbeit beschreibt jedoch ein differenziertes Timing der rDNA Replikation in der S-
Phase, in der eine Subpopulation bereits in der frithen S-Phase repliziert, wahrend eine
andere erst spater in der S-Phase repliziert (Larner et al., 1999).

In dieser Arbeit werden die Zellen fiir 80 min aus einem Block mit einer geringen
Mimosinkonzentration (0.2 mM) entlassen, um daraufhin die
Replikationszwischenprodukte nachweisen zu konnen. Diese Beobachtung stimmt mit
unabhéngig erhaltenen Daten nicht iiberein, da gezeigt wurde, dass 0.2 mM Mimosin

die Zellen in der frithen S-Phase und nicht vor der Initiation in der spédten G1l-Phase
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arretiert (Krude, 1999). Ein Entlassen der Zellen fiir 80 min wirde daher die Zellen in
der mittleren S-Phase synchronisieren und ist somit konsistent mit dem in dieser Arbeit
beschriebenen Synchronisierungsprotokoll, welches die Zellen fiir drei Stunden nach
einem doppelten Thymidinblock entlasst, um sie in die mittlere S-Phase zu bringen. Es
ist daher anzunehmen, dass die Replikation wie sie von Larner et al. beschrieben
worden ist, nicht zu Beginn der S-Phase eingeleitet worden ist, sondern vielmehr zu
einem spéateren Zeitpunkt in der mittleren S-Phase, was in Ubereinstimmung mit den

hier gezeigten Daten wire.

5.1.2 Die Koordination der Initiation und Sequenzspezifitit

Die molekularen Mechanismen, die den zeitlichen Ablauf der Origin-Aktivierung
wahrend der S-Phase in mehrzelligen Organismen definieren, werden erst langsam
verstanden (Gilbert, 2001b). Zumindest im Xenopus Eiextrakt System sind die
Ereignisse wiahrend des Durchlaufens der G1-Phase gut untersucht worden. Das Timing
der DNA-Replikation wird bereits zu einem frithen Zeitpunkt in der G1-Phase festgelegt
und findet etwa 1 — 2 Stunden nach der Metaphase statt (Dimitrova and Gilbert, 1999).
Dieser Zeitpunkt wird auch als der ,Timing Decision Point® (TDP) bezeichnet
(Dimitrova and Gilbert, 1999; Li et al., 2001). In den Zellkernen von Mimosin-
arretierten Zellen wird diese strenge zeitliche Koordination der DNA-Replikation sowohl
in vivo als auch in vitro eingehalten. Daher scheint Mimosin menschliche Zellen, nach
dem Durchlaufen des TDP, in der G1-Phase zu arretieren. Die Spezifitit der Replikation
wird in einem zweiten Punkt in der spdten Gl1-Phase, 3 — 4 Stunden nach der
Metaphase festgelegt (ODP) (Wu and Gilbert, 1996). Beim Eintritt in die S-Phase wird
die DNA-Replikation an spezifischen Origin-Sequenzen in vitro eingeleitet. Die selben
Sequenzen werden auch fir die Initiation der DNA-Replikation in intakten Zellen in
vivo benutzt . Die Arretierung der Zellen durch Mimosin scheint somit nach dem ODP
stattzufinden, da die zeitliche Koordination und Sequenzspezifitat der Initiation
erhalten bleibt. Die molekularen Ereignisse, welche die DNA-Replikation bereits zu
Beginn der G1-Phase vorbereiten und welche Faktoren zur Definition des TDP bzw.

ODP fiihren, sind bislang noch unklar (Gilbert, 2001b). Jedoch scheint festzustehen,
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dass cis-wirkende Faktoren des Zellkernes oder der DNA die Spezifitdit der DNA-
Replikation in humanen Zellen bewirken, wéahrend trans-wirkende Faktoren die
zeitliche Koordination festlegen. Die Bereitstellung der trans-wirkenden Faktoren, wie
zum Beispiel I6sliche Initiationsfaktoren, wird im zellfreien System durch den
cytosolischen Zellextrakt gewahrleistet, wihrend die cis-wirkenden Faktoren durch die
Zellkerne bzw. der darin enthaltenen DNA bestimmt werden.

Das genaue Festlegen, wann und wo die Initiation im Genom stattfinden soll, scheint
somit in der Zelle bereits in der frithen G1-Phase festgelegt zu werden. Diese
Schlussfolgerung wird durch andere Beobachtungen an isolierten menschlichen
Zellkernen bestéatigt. So dienen Zellkerne, welche sehr frith in der G1-Phase aus den
Zellen isoliert werden, nur als relativ schlechte Templates fiir eine Initiation in
humanen Zellextrakten (Krude et al., 1997; Stoeber et al., 1998). Diesen Zellkernen
scheint die Kompetenz fiir eine erfolgreiche und effiziente Einleitung der DNA-
Replikation zu fehlen. Dagegen wird die Replikation in Zellkernen von spiaten G1l-
Phasen Zellen sehr effizient eingeleitet. Die Zellkerne kénnen hierbei aus Mimosin-
arretierten Zellen stammen (Krude et al., 1997), oder aus Zellen welche fiir 18 Stunden
aus der GO-Phase entlassen wurden (Stoeber et al., 1998). Somit scheinen die
Bedingungen und Faktoren, welche zu einer zeitlich koordinierten und
sequenzspezifischen Initiation in isolierten Zellkernen fithren, in dem beschriebenen
zellfreien System vorhanden zu sein. Dies gilt insbesondere fiir die isolierten Zellkerne,
welche diese Faktoren in cis bereits vor der Praparation etabliert haben mussten.

Diese Ergebnisse liefern somit einen wichtigen Beitrag fiir das Verstdndnis der
zeitlichen und rdumlichen Koordination der DNA-Replikation des Menschen. Dariiber
hinaus sind in diesem zellfreien humanen in vitro Initiationssystem die Arbeiten zur
zeitlichen Koordination der Replikation, welche in einem Mischsystem, bestehend aus
isolierten Hamster-Zellkernen und Xenopus Eiextrakten, gewonnen wurden, bestétigt
worden. Es konnten auch Hinweise geliefert werden, dass die Initiation in isolierten
Zellkernen an spezifischen Origin-Sequenzen eingeleitet wird und dass die Aktivierung

einzelner Origins wahrend der S-Phase nacheinander erfolgt.
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5.1.3 Parallelen zu einem zellfreien System bei Saccharomyces cerevisiae

Die Initiation der DNA-Replikation in der Hefe Saccharomyces cerevisiae findet an
konservierten DNA-Sequenzen statt, welche in regelmilBliger Reihenfolge iiber das
Genom verteilt sind (ARS)(Gilbert, 2001a; Marahrens and Stillman, 1992). Die
Initiation setzt die Bildung eines Pra-Replikationskomplexes voraus, welcher u.a. aus
dem hexameren ,,Origin Recognition Complex“ (ORC), den MCM Proteinen, dem Cdc6-
und Cdtl Protein sowie der Cdc7/Dbf4 Proteinkinase besteht. In einem zellfreien
Hefesystem konnte gezeigt werden, dass die DNA-Replikation in isolierten G1-Phase
Zellkernen eingeleitet wird, wenn die Kerne in cytosolischen Extrakt von S-Phase Zellen
inkubiert werden (Pasero et al., 1997). Die Initiation setzt die Bindung des ORC-
Komplexes sowie die Aktivitat der Cdc7/Dbf4 Kinase an ARS-Sequenzen voraus (Pasero
et al., 1997; Pasero et al., 1999b). Dieser Kinasekomplex wird auch als ,S phase-
promoting Kinase® (SPK) bezeichnet, da er den Pra-Replikationskomplex in einen
saktiven® Replikationskomplex tuberfithrt. Es wurde ein weiterer nuklearer
Kinasenkomplex, Clb/Cdc28, identifiziert, welcher fiir die Initiation essentiell ist
(Pasero et al., 1999a). Somit scheint im zellfreien ,in vitro“-System der Hefe, die
Aktivitat von Cyklin-abhingigen Kinasen fir die Initiation notwendig zu sein. Dies ist
eine bedeutende Beobachtung, da im humanen zellfreien System ebenfalls S-Phasen-
spezifische Kinasen fiir die Initiation in den Zellkerne identifiziert wurden (Cyklin
A/Cdk1, Cyklin E/Cdk1l)(Krude, 2000; Krude et al., 1997). Die Aktivitat dieser Cyklin-
abhingigen Kinasen setzt beim Eintreten in die S-Phase ein und bleibt bis zur
Metaphase erhalten (Noton and Diffley, 2000). In der Anaphase werden diese
Aktivitaten zerstort, so dass es zur Neubildung von Pri-Replikationskomplexen
kommen kann. Das Zusammenspiel verschiedener zyklischer Kinasenaktivititen in den
einzelnen Phasen des Zellzykluses ist notwendig, um die DNA-Replikation zu Beginn
der S-Phase vorzubereiten und um eine Re-Replikation des Genoms zu verhindern. Ein
weiterer Proteinfaktor, Geminin, wurde identifiziert, der dieses Szenario weiter
unterstiitzt (Tada et al., 2001; Wohlschlegel et al., 2000).

Es konnen somit, neben der zeitlichen Koordination und der Sequenzspezifitiat der

Initiation der DNA-Replikation, weitere Parallelen des Hefe-Systems mit dem
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menschlichen ,in vitro“-System gezogen werden, auch wenn die Organisation und der
Aufbau menschlicher Origins stark von den ARS-Sequenzen, wie sie in der Hefe
beschrieben worden sind, abweicht. In jedem Fall findet die Entscheidung tiber einen
geordneten Ablauf der DNA-Replikation, sowohl im Hefe- als auch im menschlichen
Zellkernen, zu einem frithen Zeitpunkt am Ende der Metaphase bzw. zu Beginn der G1-

Phase statt.

5.2 ORC-Proteine am Chromatin

5.2.1 Intrazelluldre Lokalisierung der ORC-Proteine

Der Origin Recognition Complex (ORC) ist in vielen der bisher untersuchten
Eukaryonten ein wichtiger Bestandteil fiir die Einleitung der DNA-Replikation. Durch
die Bindung von ORC an Origin-Sequenzen wird es ermoglicht, dass zusétzliche
Initiationsfaktoren, wie zum Beispiel Cde6, Cdtl oder die MCM-Proteine, einen
funktionellen Pra-Replikationskomplex in der G1l-Phase bilden (Cocker et al., 1996;
Diffley and Cocker, 1992; Diffley et al., 1994; Lee and Bell, 1997; Maiorano et al., 2000;
Mendez and Stillman, 2000; Rowley et al., 1995; Zou and Stillman, 1998). Erst im
Verlauf der Anfertigung dieser Arbeit wurden auch die menschlichen homlogen ORC-
Proteine identifiziert, was die Herstellung neuer Antikorper gegen alle sechs ORC-
Proteine ermoglichte (Dhar and Dutta, 2000; Pinto et al., 1999; Quintana and Dutta,
1999; Quintana et al., 1997; Quintana et al., 1998). Mit den so erhaltenen Antikérper
konnten grundlegende zellbiologische und biochemische Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Durch Zellfraktionierungsexperimente konnte eine klare Assoziation aller
humanen ORC-Proteine mit dem Chromatin festgestellt werden (Abb. 19). Dieses
Ergebnis vereinheitlicht das Bild tiber die Chromatinbindung von ORC in verschiedenen
Organismen, denn in Saccharomyces cerevisiae bleibt der Komplex wahrend des
gesamten Zellzykluses an das Chromatin gebunden (Aparicio et al., 1997; Diffley and
Cocker, 1992; Diffley et al., 1994; Liang and Stillman, 1997). Ein dhnliches Verhalten

bei der Chromatinbindung wurde auch fir den in Xenopus laevis identifizierten
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Komplex im zellfreien Eiextrakt System festgestellt (Romanowski et al., 1996; Rowles et
al., 1996; Rowles et al., 1999).

Eine Co-Elution von hORC1 — hORC6 konnte bei der Chromatinfraktionierung in der
250 mM Fraktion festgestellt werden. Das ORC1-Protein scheint resistenter gegen eine
Elution mit Salz zu sein, da hohere Salzkonzentrationen notwendig waren, um das
gesamte Protein vom Chromatin zu eluieren. Die deutet darauf hin, dass zumindest eine
Population von hORC1 in dichter gepackten Chromatinbereichen Ilokalisiert ist.
Tatsachlich wurde in unabhéngigen Experimenten eine Population des ORC1-Proteins
in Micrococcus Nuklease resistenten Chromatinregionen angetroffen (Kreitz et al., 2001;
Tatsumi et al., 2000). Eine Sonderrolle spielt auch hORC6, da dieses Protein in
betrachtlichen Mengen in 16slicher Form im Cytosol und im Nukleosol detektierbar war.
Dies konnte auf eine eher schwache Assoziierung mit Chromatin hinweisen, oder auf

zusatzliche Funktionen dieses Proteins in anderen Kompartimenten der Zelle.

5.2.2 ORC-Proteine im Komplex

Einen wichtigen Hinweis auf eine Komplexbildung der sechs ORC-Proteine wurde durch
die in dieser Arbeit durchgefiihrten Chromatin-Immunpréizipitationen gewonnen.
Hierbei wurden die Proteine zuvor durch Behandlung mit Formaldehyd miteinander an
die DNA kreuzvernetzt. Nach der Kreuzvernetzung konnten alle sechs ORC-Proteine im
ORC2-Prazipitat nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass sie entweder in
einem Komplex oder als mehrere Subkomplexe am Chromatin organisiert sind. Die
erste Schlussfolgerung wurde durch erst kiirzlich veroffentlichte Arbeiten gestiitzt, die
eine Komplexbildung von hORC1- hORC6 mit rekombinant exprimierten Proteinen
gezeigt haben (Dhar et al., 2001; Vashee et al., 2001). Allerdings konnten die Autoren
lediglich einen aus hORC2 — hORC5 bestehenden Komplex vom Hela Zellchromatin co-
immunprézipitieren. HORC1 und hORC6 waren in den Prizipitaten nicht in den
gleichen stochiometrischen Mengen identifizierbar, was vermutlich mit der
unterschiedlichen Sensitivitat dieser Proteine bei der Salzbehandlung wéhrend der
Chromatinelution zusammenhéangt (Dhar et al., 2001; Dhar and Dutta, 2000; Vashee et

al.,, 2001) (siche auch Abb. 19). So wurden bei der oben beschriebenen
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Chromatinfraktionierung hORC6 bereits mit 100 mM NaCl vom Chromatin eluiert
wéahrend der Grofiteil von hORC1 in der 450 mM Fraktion prasent war, was auf eine
unterschiedliche Stabilitat hinweist. Die von Dhar et al. und Vashee et al. gemachten
Beobachtungen wurden in dieser Arbeit bestatigt, da ORC6 zwar mit den anderen ORC-
Proteinen kreuzvernetzt werden konnte, aber nur geringe Mengen von ORC6 mit den
ORC2-spezifischen Antikorper prazipitiert werden konnten. Durch die Kreuzvernetzung
von hORC1 und hORC6 mit den anderen ORC-Proteinen, und den damit eingefiihrten
kovalenten Bindungen, wurde vermutlich das Problem der labilen Bindung und der
Salzsensitivitdit umgangen. Daher zeigen diese Daten, dass ein aus allen sechs
Proteinen bestehender, vermutlich einheitlicher Komplex am menschlichen Chromatin

nachgewiesen werden konnte.

5.3 Bindung von ORC in Promotorbereichen

5.3.1 Koordination von DNA-Replikation mit der Transkription

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit widmete sich der Identifizierung von Bindestellen
des Origin Recognition Complex im Humangenom. Hierbei konnte zum ersten Mal eine
Bindestelle von ORC-Proteinen einer genomischen Region zugeordnet werden, welche
zugleich als Startpunkt der bidirektionalen DNA-Replikation dient.

Fir diese Untersuchungen wurden  Chromatin-Immunpréazipitationen  mit
kreuzvernetzten Nukleoproteinen durchgefiihrt (Gohring and Fackelmayer, 1997;
Orlando, 2000). Eine Analyse der ORC-assoziierten DNA-Sequenzen durch quantitative
Real-time PCR zeigte, dass ORC innerhalb einer CpG-Insel des TOPI1 Promotors bindet.
Obwohl die Auflésung des ChIP-Assays bei etwa 1 kbp liegt, ist es sehr wahrscheinlich,
dass sich die ORC-Bindestelle in der Nahe der Bindestellen fir den
Transkriptionsfaktor SP1 befindet. Dies kann aus der Co-Immunpréazipitation von SP1
mit ORC2 geschlossen werden. Dariiber hinaus konnten mit Antikérper gegen SP1 die
gleichen Sequenzen préazipitiert werden, wie mit den ORC2-spezifischen Antikorper.

Weiterhin fand ich bei der Sequenzierung der DNA, welche aus SP1-Préazipitaten
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isoliert wurde, bei der Mehrheit der Sequenzen einen tberdurchschnittlichen GC-Gehalt
sowie GC-Boxen, was auf potentielle Bindemotive fiir SP1 hinweist (Daten nicht
gezeigt).

Neben ORC2, konnte auch eine Bindung von ORC1 an dieselbe Sequenz nachgewiesen
werden. Die Anreicherung von Promotor-Sequenzen betrug im ORC1-Prazipitat jedoch
etwa 2 Mal weniger als im ORC2-Prazipitat. Dies hangt vermutlich mit der geringeren
Menge an immunpréazipitierbaren ORC1-Proteine zusammen, denn es wurde gezeigt,
dass ORC1 wihrend der S-Phase abgebaut wird, widhrend ORC2 am Chromatin
gebunden bleibt (Kreitz et al., 2001; Mendez and Stillman, 2000; Natale et al., 2000).
Auch zeigen die fir die Préazipitation benutzten Antikorper eine unterschiedliche
Qualitat bei den Chromatin-Immunprazipitationen, abhéngig davon wie gut sie ihr Ziel-
Epitop erreichen (Daten nicht gezeigt).

Obwohl hier lediglich die Bindung der ORC1- und ORC2-Proteine an die Promotorregion
analysiert wurde, ist es vermutlich der gesamte Komplex, der in dieser Region bindet.
Diese Vermutung wird durch zwei Beobachtungen bekraftigt: Erstens konnen alle sechs
ORC-Proteine mit ORC2-spezifischen Antikoérper prézipitiert werden. Zweitens wurde
in unabhéngigen Arbeiten gezeigt, dass der gesamte hexamere Komplex in
Insektenzellen exprimiert und gereinigt werden kann (Dhar et al., 2001; Vashee et al.,
2001).

In einem anderen System wurde gezeigt, dass die TOPI1 Promotor-Sequenzen bei einer
Praparation von nascent DNA angereichert waren, was deutlich darauf hinweist, dass
sich in der gleichen Region auch eine Startstelle der bidirektionalen DNA-Replikation
befindet. Dieses Ergebnis stimmt sehr gut mit friitheren Beobachtungen tiberein, die
darauf hinweisen, dass Origins in der Nachbarschaft von aktiv transkribierten Genen
liegen (Antequera and Bird, 1999; Delgado et al., 1998).

Die Bindung von ORC in einem aktiven Promotor konnte eine funktionelle Bedeutung
haben, denn eine Beziehung zwischen Transkription und friher DNA-Replikation
wurde bereits sehr gut in viralen Genomen untersucht (Murakami and Ito, 1999; Van
der Vliet, 1996). Hierbei fordert die Interaktion von viralen Initiatorproteinen mit

Transkriptionsfaktoren die Initiation der viralen DNA-Replikation (Guo and
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DePamphilis, 1992; Turner and Woodworth, 2001). Auch in hoheren Eukaryonten wurde
eine Beziehung zwischen Transkription und Replikation gefunden. So stimuliert die
Bindung des Transkriptionsfaktors Abf-1 an das B3-Element der ARS die Aktivierung
des Origins in betrichtlicher Weise (Diffley and Stillman, 1988). Ein Grund fir die
bevorzugte Lokalisierung von Replikationsstartstellen in Promotoren konnte eine
aufgelockerte Chromatinstruktur sein, wie sie in von aktiv transkribierten Genen
vorhanden ist (Melendy and Li, 2001). Hierbei konnte auch die Methylierung von CpG
Dinukleotiden in GC-reichen Abschnitten eine Rolle spielen(Antequera and Bird, 1999;
Araujo et al., 1999). Eine geringere Dichte des Chromatins kénnte so die Bindung von
Replikations-Initiatorproteinen, wie zum Beispiel ORC, an die DNA begilinstigen.
Tatsachlich wurde in einer neueren Arbeit gezeigt, dass aktiv transkribierte
Haushaltsgene sehr frith in der S-Phase repliziert werden, wahrend die gleichen Gene
in differenzierten Zellen, in denen sie nicht exprimiert werden, erst spater in der S-
Phase replizieren (Simon et al., 2001).

In der Hefe Schizosaccharomyces pombe liegen die aktiven Origins in der Nahe von
Promotoren, wiahrend die nichtaktiven in anderen Regionen lokalisiert sind (Gomez and
Antequera, 1999). Ein anderes Beispiel ist der rDNA Locus in der Hefe, bei dem die
ARS-Elemente in den Spacer-Regionen lokalisiert sind. Die aktiven Origins liegen
immer in den transkriptionsaktiven Bereichen, wiahrend die nichtaktiven in den stillen
Genregionen liegen (Hyrien and Mechali, 1993). In einem frithen Stadium des Xenopus
Embryos, wenn die Gene nicht transkribiert werden, findet die Initiation unspezifisch
an nicht festgelegten Stellen in diesem Locus statt. Im spéateren Verlauf jedoch, wenn
die Transkription dieser Gene stattfindet, ist die Initiation in den Spacer-Regionen
deutlich nachweisbar (Hyrien and Mechali, 1993).

Es ist vermutlich nicht die Transkription selbst, die eine Replikation begilinstigt,
sondern vielmehr ein fiir beide Prozesse kompetentes Chromatin. So wird in einigen
Arbeiten gezeigt, dass eine gleichzeitig ablaufende Transkription und Replikation eher
antagonistisch zueinander wirken, da beide zellularen Mechanismen das gleiche DNA-
Template benutzen, was zu einer sterischen Behinderung der daran beteiligten Enzyme

(z.B. Polymerasen) fithren konnte. So sind in Bakterien die Gene derart ausgerichtet,
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dass Transkription und Replikation in dieselbe Richtung verlaufen (Brewer, 1988;
Tillier and Collins, 2000). Daneben wurde fir die 3°- Region der rDNA Gene gezeigt,
dass das Fortbewegen der Replikationsgabel verhindert wird, wenn die RNA-
Polymerase in die gleiche Richtung verlauft (Brewer et al., 1992; Gerber et al., 1997).
Gleiches wurde bei der Transkription der Hefe tRNA Gene gefunden, bei der die
Replikationsgabel bei aktiver ablaufender Transkription aufhort zu wandern, wahrend
sie es nicht macht, wenn die Gene derart mutiert wurden, dass die Transkription nicht
mehr ablaufen kann (Deshpande and Newlon, 1996). Dennoch scheint ein zeitlich
versetzter bzw. koordinierter Ablauf beider Prozesse, die Replikation aktiv
transkribierter Chromatinbereiche moglich zu machen, vermutlich indem eine
besondere Chromatinstruktur notwendig ist (Lipford and Bell, 2001; Melendy and Li,
2001).

Ein Zugang von ORC an die Bindestellen auf der DNA koénnte durch die Aktivitat von
Chromatin-Remodelling Komplexe zustande kommen (Alexiadis et al., 1998; Melendy
and Li, 2001). Somit kénnte auch die Bindung von ORC im TOPI Promotor durch eine
bestimmte Chromatinstruktur begiinstigt sein.

Ob die Bindung von SP1 bzw. der Transkriptionsfaktor selber fiir die DNA-Replikation
eine Rolle spielt, bedarf weiterer Untersuchungen. Jedoch gibt es wichtige Hinweise.
Am viralen SV40 Origin wurde gezeigt, das eine Interaktion von SP1 mit dem
Initiatorprotein und DNA-Helikase, T-Antigen, dessen Aktivitit um ein Vielfaches
erhoht (Guo and DePamphilis, 1992; Guo et al., 1989; Turner and Woodworth, 2001).
Gleiches wurde auch in anderen viralen Systemen berichtet (Guggenheimer et al., 1984,
Murakami and Ito, 1999). Und in Drosophila melanogaster hangt die Aktivitat der DNA-
Replikation am Chorin Amplifizierungselement von der Interaktion von ORC mit dem
Transkriptionsfaktor E2F ab (Austin et al., 1999; Bosco et al., 2001). Bei einem parallel
zu dieser Arbeit identifizierten Origin im humanen MCM4 Promotor (Ladenburger et
al., 2002) bzw. an einem Origin des Epstein-Barr Viruses (Schepers et al., 2001), wurde
ebenfalls die Bindung von ORC mit Hilfe des ChIP-Assays nachgewiesen, was darauf
hinweist, dass die Funktion von ORC konserviert ist. Die MCM4 Promotorregion besitzt

Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor E2F und wird durch diesen in der S-Phase
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aktiviert. Es ware daher nicht uberraschend, wenn der Trankriptionsfaktor SP1 auch

bei der Initiation am TOP1 Origin eine funktionelle Rolle zu tragen hat.

5.3.2 Merkmale des Origins im TOP1I Locus

In dieser Arbeit wurde die Bindung des Origin Recognition Complex an zwei Origin-
Sequenzen gezeigt (TOPI1 Promotor, Lamin B2 Origin). In einer unabhéngigen Arbeit
wurde die Assoziierung von ORC mit MCM4 Promotor-Sequenzen nachgewiesen,
welche ebenfalls als Startpunkt der DNA-Replikation dienen (Ladenburger et al., 2002).
Diese Ergebnisse geben somit einen wichtigen Aufschluss fiir das Verstandnis der DNA-
Replikation des Menschen. Auch wenn sich keine Konsensus-Sequenz feststellen lésst,
gibt es doch erwdhnenswerte Gemeinsamkeiten beim Vergleich dieser Origins.

So besitzt die TOPI Promotorregion einen GC-Gehalt von 67% und befindet sich
innerhalb einer CpG-Insel. Gleiches wurde fiir den LaminB2 Origin und den MCM4
Origin berichtet (Biamonti et al., 1992b; Ladenburger et al., 2002). Interessanterweise
wurde bei der Analyse der Basenzusammensetzung von nascent DNA eine
uberdurchschnittliche Anreicherung mit GC-Basenpaaren gefunden (Delgado et al.,
1998). Ein solcher GC-Gehalt ist typisch fiir Promotorregionen von Haushaltsgenen und
ist Kennzeichen einer CpG-Insel (Antequera and Bird, 1993a; Antequera and Bird,
1999; Lander et al., 2001). In manchen Fiallen wurde eine Methylierung an CpG-
Dinukleotiden gefunden, was Auswirkungen auf die Promotoraktivitat hatte (Craig and
Bickmore, 1994; Phi-van and Stratling, 1999; Rein et al., 1997). Interessanterweise
wurde auch bei der Halfte der in dieser Arbeit klonierten ORC-DNA bei der
Sequenzanalyse ein tiberdurchschnittlicher GC-Gehalt gefunden. Es ist daher nicht
ausgeschlossen, dass solche CpG-Inseln auch bei der DNA-Replikation eine Rolle
spielen, was in der Tat von einigen Fachleuten diskutiert wird (Antequera and Bird,
1999). Die genaue Zahl dieser Inseln im Genom betragt nach dem Stand des
Humangenom-Projektes 28890 und sie sind mit wenigen Ausnahmen in regelmafBigen
Absténden (10 Mbp) auf den einzelnen Chromosomen verteilt (Lander et al., 2001). Ob
und welche Funktion die CpG-Inseln, neben einer moéglichen Substratfunktion fiir die

Methylierung, bei der Initiation haben, bedarf weiterer Untersuchungen.
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Neben dem Vorkommen einer CpG-Insel stromaufwirts des TOPI Gens, fallt auch ein
24 Basenpaar langes A/T-Element an der Position -563 bis -549 vor dem
Transkriptionsstart (+1) auf (Abb. 23B). Dies ist ein interessanter Punkt, da solche A/T-
reichen Elemente in bisher allen identifizierten Origins gefunden wurden (Boulikas,
1996). Ein Vergleich dieser Elemente mit den Origins verschiedener Organismen ist in
Abbildung 24 zu sehen. Unabhéingig vom Organismus, sind alle Origins durch A/T-

Elemente gekennzeichnet.

Origin Origin-Sequenz
E. coli GATCCTGGGGTATTAAAAAGAAGATCTATTAATATTTAGAGATCTGTT
SV40 Ori GAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAG
ARS1 AATTTCGTCAAAAATGCTAAGAAATAGGTTATTACTGAGTAGTATTTATTTAAGTATTG
ACE3 GGTAGAATTTATATACAAAAGCAAAAAAAATTGAGATAAATTACAATAAAATTATAAA

TOPI Ori CTTGGTTGGTTGGAAAAATTAAAATAATTTTTAAAAAGTGGGCGTGAAATAATCCAGA

MCM4 Ori CTTAATTTTTTTTAATAAAAAAAATCTTTAAGTGAGAAATGCATCTGTAATGTCCTTATTAACC

TTTTTTTTTTCCAATGATTTGTAATATACATTTTATGACTGG
AAACTTTTTTGTACAACACTCCAATAAACAT

LaminB2 Ori

Abbildung 34. Vergleich der AT-Elemente verschiedener bekannter Origins
Die Sequenzdaten der hier gezeigten Origin-Regionen stammen von (Boulikas, 1996) bzw. aus der NCBI

Sequenzdatenbank.
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Eine mogliche Rolle dieser Sequenz konnte darin liegen, die Entwindung des
doppelstrangigen DNA-Templates durch DNA-Helikasen zu beschleunigen (,DNA
Unwinding Elements“, DUE) (Dobbs et al., 1994). Oft kommen solche Basenabfolgen
auch in den MAR-Elementen vor. Allerdings wéaren in diesem Falle die A/T-Elemente
erheblich kleiner. Und zumindest fiir den 7TOP1 Locus wurden die zwei MAR-Elemente
bereits identifiziert (Romig et al., 1994). SchlieBlich kénnten solche A/T-reiche Regionen
auch als Bindestellen fir HMG-Proteine (HMG = High Mobility Group) sein, eine
Gruppe von Proteine welche bei der Organisation des Chromatins beteiligt sind und mit
ORC-Proteine wechselwirken (Chuang and Kelly, 1999). In der Hefe Saccharomyces
sind die A/T-reichen Elemente fir die Bindung von ORC und fir die Origin-Aktivierung
essentiell (Bell and Stillman, 1992; Diffley and Cocker, 1992; Gomez and Antequera,
1999; Rowley et al., 1995). Auch in viralen Origins ist dieses Element fiir die Einleitung
der Replikation notwendig und zumindest beim SV40 Origin wird es auch fir die
Bindung des Initiatorproteins und DNA-Helikase T-Antigen bendétigt (Boulikas, 1996;
Simmons, 2000). Die genaue Funktion des A/T-reichen Elementes bei menschlichen
Origins bedarf somit weiterer Untersuchungen.

Ein weiteres Merkmal der TOP1 Promotorregion, welche mit allgemeinen Merkmalen
von Origins ibereinstimmt, sind DNasel hypersensitive Bereiche (Abb. 23A) (Kunze et
al., 1990). Solche Bereiche entstehen vermutlich als Folge der Entwindung an der
Replikationsblase nachdem die Nukleosomen bei der Aktivierung des Origins von dieser
Stelle verschoben wurden (Hsieh, 1999). In synchronisierten Zellen wurde gezeigt, dass
sich zum Zeitpunkt der Aktivierung in der frithen S-Phase, kruziforme DNA-Strukturen
am Origin bilden, die sensitiv gegeniiber DNasel sind (Ward et al., 1991).

Obwohl die funktionelle Bedeutung all dieser beschriebenen DNA-Elemente noch nicht
geklart sind, weisen sie doch eine erstaunliche Einheitlichkeit beim Vergleich

unterschiedlicher Origins auf.

Universitiat Konstanz 150



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Diskussion

5.4 MAR-Elemente und DNA-Replikation

Seit langeren wird die Funktion der Kernmatrix-assoziierten DNA-Elemente (MAR) bei
der DNA-Replikation recht kontrar diskutiert (Jack and Eggert, 1992). Ein intakter
Zellkern ist fir die Initiation der DNA-Replikation sowohl im Xenopus Eiextrakt System
(Dimitrova and Gilbert, 1998), im Hefe System (Pasero et al., 1997) als auch im
humanen zellfreien System notwendig (Krude et al., 1997). Eine Funktion des
Zellkernes ist hierbei hochstwahrscheinlich die Konzentrierung von Replikations-
Initiationsfaktoren flir eine Assozilerung an deren DNA-Bindestellen. Eine
grundsatzliche Funktion bei der Elongation wird eher verneint, da die DNA-Synthese
an den Replikationsgabeln unabhingig von den Kernstrukturelementen verlauft
(Stillman, 1989).

Die raumliche Nahe von MAR-Regionen an Replikationsorigins fiihrte zu der
Hypothese, dass an diesen Elementen auch die DNA-Replikation eingeleitet wird
(Dijkwel and Hamlin, 1988; Dijkwel and Hamlin, 1995; Hyrien et al., 1997).

In dieser Arbeit konnte durch Kreuzvernetzungsstudien und Chromatin-
Immunpréazipitationen gezeigt werden, dass SAF-A nicht auf unmittelbar benachbarten
Chromatinfragmenten mit ORC lokalisiert ist. SAF-A ist das Haupt-Ankerprotein,
welches die Verbindung zwischen den MAR-Elementen der DNA und der Zellmatrix
herstellt (Romig et al., 1992). Keine der beiden MAR-Sequenzen des TOPI Locus
konnten nach der Kreuzvernetzung mit ORC-spezifischen Antikorper préazipitiert
werden. Auch zeigte der ,Nascent Strand Abundance Assay“, dass diese Sequenzen bei
der nascent DNA nicht angereichert sind, und sich folglich in diesen Regionen auch kein
aktiver Replikationsorigin befindet. Somit konnte ich in verschiedenen experimentellen
Systemen keine Bestatigung fiir die oben beschriebene Beobachtung liefern.

In der Tat wird vermutet, dass die beschriebenen Ergebnisse dieser Autoren sehr
vorsichtig interpretiert werden miissen, da sie von den jeweiligen experimentellen
Bedingungen (Salzkonzentration, Praparation) abhidngen (Jackson and Cook, 1986; Neri
et al., 1997). Auch wurde am Beispiel des DHFR Locus deutlich demonstriert, dass
MAR-Elemente nicht fiir die Initiation der DNA-Replikation in Zellkernen benotigt
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werden (Ortega and DePamphilis, 1998). Es ist daher eher wahrscheinlich, dass die
MAR-Elemente andere Funktionen bei der Replikation wahrnehmen. Dies wird durch
Experimente unterstitzt, die zeigten, dass die episomale Replikation eines DNA-
Plasmids in Hamsterzellen von einem in das Plasmid klonierten MAR-Element abhéngt
(Piechaczek et al.,, 1999). Das Entfernen dieser Region verhindert die autonome
Replikation des Plasmids in der Zelle (Baiker et al., 2000). Eine moégliche Rolle kénnte
hierbei die strukturelle Anheftung von Replikons an die Zellmatrix sein, um so die
DNA-Replikation mit der chromsomalen Architektur zu verbinden (Jackson and Cook,

1986).

5.5 Die Rolle der Chromatinstruktur bei der ORC-Bindung

5.5.1 ORC-Bindung im spat replizierenden Heterochromatin

In den vorausgehenden Kapitel wurde gezeigt, dass der Origin Recognition Complex an
den selben Stellen bindet, an denen auch die Replikation der DNA eingeleitet wird. Die
Bindung von ORC an Replikationsstartstellen ist hierbei vermutlich nur der erste
Schritt, um einen funktionell aktiven Pra-Replikationskomplex am Chromatin zu
etablieren (Bell and Stillman, 1992; Cocker et al., 1996; Diffley et al., 1994; Stillman,
1989).

In dieser Arbeit wurde anfangs gezeigt, dass der LaminB2 Origin sehr frith in der S-
Phase aktiviert wird und sich in vermutlich aufgelockerten, euchromatischen Regionen
befindet. Gleiches diirfte fiir den neu identifizierten Origin im Promoter des aktiv
transkribierten TOPI Locus zutreffen. Die Frage stellt sich, wie heterochromatische
Regionen im Verlauf der S-Phase repliziert werden. Es wire durchaus denkbar, dass die
frihe Replikation des Euchromatins, zu einer Auflockerung der heterochromatischen
Bereiche fiihrt, um so den Zugang und die Bindung von Replikations-
Initiationskomplexen zu ermoglichen. Jedoch ist es unklar, ob auch der Origin
Recognition Complex bei der Aktivierung von solchen Origins im Heterochromatin

beteiligt ist.

Universitat Konstanz 152



Die Initiation der DNA-Replikation im Humangenom Diskussion

Die Analyse der klonierten und sequenzierten ORC-DNA nach der Immunprézipitation
machte deutlich, dass ein GroBteil der klonierten Sequenzen nicht in der
Genomdatenbank vertreten ist, obwohl die entsprechende Sequenz, wie durch PCR-
Analysen gezeigt wurde, im Genom existiert (z.B. Klon ORC1-5 und Klon 1-9). Es ist
daher sehr wahrscheinlich, dass diese Sequenzen aus heterochromatischen Bereichen
stammen, die bislang fiir eine Sequenzierung nicht zugénglich waren (Lander et al.,
2001).

Ich habe einen zuordnungsfahigen Klon (ORC1-3) nidher untersucht, dessen Sequenz zu
97% homolog mit der repetitiven alphoid Satelliten-DNA ist. Alphoid Satelliten-DNA
findet man vornehmlich in den Centromerbereichen von Chromosomen, also in
Regionen, die in Heterochromatinbereichen liegen (Jorgensen, 1997). Mit Hilfe des
ChIP-Assays konnte ich zeigen, dass hORC2 mit alphoid Satelliten-DNA in vivo
assoziiert ist. Jedoch war es nicht moglich eine Funktion dieser Sequenz als Startstelle
der DNA-Replikation nachzuweisen. Dies konnte bedeuten, dass der Origin zum
Zeitpunkt der Kreuzvernetzung nicht aktiv ist, oder dass ORC, neben der Funktion bei
der Initiation der DNA-Replikation, weitere Rollen in der Zelle zu erfiilllen hat.
Tatsachlich wurde in Saccharomyces und Drosophila gezeigt, dass ORC-Proteine
essentielle Funktionen bei der Bildung des Heterochromatins und bei der
transkriptionellen Stillegung von Genen (,transcriptional silencing®) hat (Bell et al.,
1993; Foss et al., 1993; Iizuka and Stillman, 1999; Lu et al., 1996; Pak et al., 1997;
Pflumm and Botchan, 2001; Shareef et al., 2001; Triolo and Sternglanz, 1996). Diese
Ergebnisse haben zum ersten Mal darauf hingewiesen, dass Replikationsproteine auch
bei der Organisation von speziellen Chromatindoménen beteiligt sind. Am Beispiel des
HML (HML = Haploid Mating Left) Locus in der Hefe wurde gezeigt, dass ORC
zusammen mit Silencer-Proteinen, den Sir-Proteinen, fiir dessen Stillegung notwendig
ist (Triolo and Sternglanz, 1996). Die Stummschaltung wird durch eine Verpackung des
Locus in dichteres Heterochromatin erreicht. Dies geschieht durch die ORC-abhéngige
Rekrutierung von Sir-Proteinen (Triolo and Sternglanz, 1996).

Auch in hoéheren Eukaryonten wurde eine Funktion von ORC bei der

Heterochromatinbildung bzw. —erhaltung berichtet. So findet man eine Assoziation des
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aminoterminalen Endes des ORC1-Proteins mit dem Heterochromatin-Protein 1 (HP1)
(Pak et al., 1997). HP1 ist eine Komponente des Heterochromatins und vornehmlich in
Centromer- und Telomerbereichen bei eukaryontischen Chromosomen lokalisiert.
Mutationen im Orc2-Gen bei Drosophila verhindert die Rekrutierung von HP1 an
Heterochromatin (Huang et al., 1998). Interessanterweise wurde kiirzlich ein weiteres
Protein identifiziert, welches mit HP1 und ORC2 in einem groBeren Proteinkomplex
assozilert ist (Shareef et al.,, 2001). Dieses Protein wurde als ,,HP1/ORC-associated
protein® bezeichnet und bindet an Satelliten-DNA (Shareef et al., 2001). Das Protein ist
in heterochromatischen Bereichen lokalisiert und besitzt eine HMG-Box (HMG = High
Mobility Group). Diese Box 1ist eine spezifische DNA-Bindungsdoméine und
charakteristisch  fir HMG-Proteine, die fir die Organisation hoherer
Chromatinstrukturen notwendig sind. Auch beim ORC4-Protein in Schizosaccharomyces
pombe wurde ein solches Motiv am aminoterminalen Ende gefunden, iiber welches das
Protein mit einem A/T-Element der ARS wechselwirkt (Chuang and Kelly, 1999). Somit
konnten die menschlichen ORC-Proteine mit homologen Proteinen am Heterochromatin
gebunden sein, um dort Funktionen bei der Stilllegung von Genen bzw. der Etablierung
spezieller Chromatindoménen zu tibernehmen. Die Assoziierung von ORC mit der
alphoid Satelliten-DNA in Heterochromatin koénnte daher nicht direkt, sondern
vielmehr tiber einem dem Drosophila dhnlichem Protein zustande kommen. Dieses

konnte dann zusammen mit ORC an die DNA kreuzvernetzt worden sein.

5.5.2 ORC und Chromatinstruktur

Einen weiteren Hinweis auf die Funktion von ORC bei der Organisation des Chromatins
kam durch die Beobachtung, dass ORC1 mit einer Histon-Acetyltransferase assoziiert
ist (Iizuka and Stillman, 1999). Dieses Enzym ist homolog mit einem Hefe-Protein, das
beim Stillegen von Genen beteiligt ist (Iizuka and Stillman, 1999). Die Acetylierung von
Histonen bewirkt ein Auflockern der Chromatinstruktur und ermoglicht so, dass
Kernproteine Zugang zu ihrer DNA-Bindestelle bekommen. In der Hefe Saccharomyces
cerevisiae wurde gezeigt, dass ORC die Positionierung der Nukleosomen am ARS1

Origin veriandert, um so vermutlich Zugang fiir die Replikations-Initiationsfaktoren zu
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schaffen (Lipford and Bell, 2001). Einen dhnlichen Vorgang kénnte man sich auch bei
der Initiation der DNA-Replikation vorstellen.

Ein wesentlicher Unterschied der DNA-Replikation von hoéheren Eukaryonten im
Vergleich zu der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist das Fehlen spezifischer ARS-
Elemente, an denen ORC bindet und die Replikation eingeleitet wird. Es ist daher von
Interesse wie ein so exakter und zeitlich genau festgelegter Ablauf wie die
Genomreplikation ablauft. Eine Hypothese ist, dass ORC bei der Bildung von speziellen
Chromatindoménen beteiligt ist, um so einzelne Replikons am Chromatin zu etablieren
(Mechali, 2001). Die Bildung von Replikons konnte so die Rekrutierung der
Initiationsfaktoren festlegen.

Die konservierten Origin-Sequenzen (ARS) der Hefe Saccharomyces cerevisiae scheinen
eher die Ausnahme darzustellen. Multizelluldre Organismen benoétigen weitaus hohere
Flexibilitat was die Expression von Genen und die Replikation der DNA angeht. Das
Aktivieren oder Stillegen von Genen wihrend der Embryonalentwicklung oder bei der
Zelldifferenzierung sind hier nur Beispiele. So findet man bei einem frithen Stadium der
Embryonalentwicklung in Xenopus, in dem die rDNA nicht transkribiert wird, dass die
DNA-Replikation unspezifisch an zufillig ausgewéahlten Stellen des Genoms eingeleitet
wird. Dagegen findet man eine spezifische Initiation an der Initiationsstelle
stromaufwarts des Promotors (Hyrien and Mechali, 1993). Diese Vermutung wird auch
dadurch unterstiitzt, dass zum Beispiel die Heterochromatin-Proteine unter den
multizellularen Organismen sehr konserviert sind, nicht aber mit den Proteinen in S.
cerevisiae. Die Assoziation von ORC mit Sequenzen des Heterochromatins, wie der
alphoid Satelliten-DNA, mag daher nur ein Beispiel fiir die Beteiligung von ORC an der
Chromatinorganisation sein, und einen Zustand beschreiben, welcher zum Zeitpunkt

der Kreuzvernetzung in der Zelle vorgeherrscht hat.
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KAPITEL 6
ZUSAMMENFASSUNG

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass in einem humanen
zellfreien System, die DNA-Replikation in isolierten Zellkernen spezifisch an Origin-
Sequenzen eingeleitet wird. Die Replikation von Chromatindoménen erfolgt in einer
festgelegten Ordnung und wird von einen auf den anderen Zellzyklus weitergegeben.
Die hier prasentierten Daten verdeutlichen weiterhin, dass die Initiation der DNA-
Replikation in einer zeitlich festgelegten Reihenfolge ablauft. So wird der Lamin B2
Origin zu einem frithen Zeitpunkt in der S-Phase aktiviert, wahrend der rDNA Locus
erst in der mittleren S-Phase zu replizieren beginnt. Diese Daten liefern somit wichtige
Hinweise auf die radumliche und zeitliche Koordination der DNA-Replikation beim
Menschen.

Im zweiten Teil der Arbeit habe ich gezeigt, dass die sechs ORC-Proteine an das
Chromatin, vermutlich an denselben Chromatin-Stellen gebunden sind, was ein
weiterer wichtiger Hinweis auf eine Komplexbildung in vivo ist.

Ein wesentlicher Punkt dieser Arbeit hat in der Identifizierung von Bindestellen des
Origin Recognition Complex (ORC) im Humangenom gelegen. Hier konnte ich zeigen,
dass ORC innerhalb einer CpG-Insel des TOP1 Gen Promotors in enger Assoziation mit
den SP1-Bindestellen gebunden ist. Weiterhin habe ich demonstriert, dass die gleiche
Region mit einer aktiven Startstelle der DNA-Replikation co-lokalisiert und somit zum
ersten Mal einen funktionellen Zusammenhang zwischen der Bindung von ORC und
einem Replikationsstartpunkt in menschlichen Zellen hergestellt.

Durch den Nachweis der Bindung von ORC an weiteren humanen Origins konnte diese
Vermutung bestitigt werden. Die Analyse der Basenzusammensetzung von ORC-

assoziierten DNA-Sequenzen zeigte einen fiir CpG-Inseln charakteristischen GC-Gehalt.
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Dies ist einer weiterer Hinweis auf eine mogliche funktionelle Bedeutung von CpG-
Inseln fiir die DNA-Replikation.

Schliefllich wurde eine Bindung von ORC in heterochromatischen Chromatinbereichen
nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass ORC-Proteine auch bei der Organisation des
Chromatins eine wichtige Rolle spielen und auf diese Weise die DNA-Replikation und
weitere zellulare Prozesse steuern.

Die Arbeit hat zusammenfassend gezeigt, dass die Initiation der DNA-Replikation im
Menschen nach dhnlichen Mechanismen verlduft, wie es fiir niedere Eukaryonten
gezeigt werden konnte. Die zukiinftige Arbeit wird sich u.a. darauf konzentrieren, die
Sequenzmerkmale von Origin-Regionen naher zu untersuchen und die Bedeutung der

Chromatinstruktur auf die Initiation der DNA-Replikation zu klaren.
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