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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Der Zellzyklus

Alle eukaryotischen Zellen durchlaufen einen Zyklus von Wachstum, DNA-Verdopplung und
Zellteilung. Dieser Zellzyklus ist ein kontrollierter Prozess, der sich in G1, S, G2 und M
Phase gliedert. Die Replikation der Erbinformation (DNA) im Zellkern erfolgt in der S-Phase.
Die Kernteilung findet in der Teilungsphase (M-Phase) statt. Der zwischen der M- und S-
Phase liegende Abschnitt wird als Gl-Phase bezeichnet. Die Zeitspanne nach der
Verdopplung des Erbmaterials entspricht der G2-Phase (G, Gap = Liicke). Die Kontrolle des
Zellzyklus erfolgt unter anderem durch einer besondere Familie von Protein-Kinasen, den so
genannten Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDKs, Cyclin Dependent Kinases). CDKs nehmen
eine wichtige Funktion bei den Ubergéingen zwischen den einzelnen Zellzyklusphasen ein.
CDKs sind Heterodimere und bestehen aus einer regulatorischen Untereinheit, dem Cyclin,
und einer katalytischen Untereinheit, der Kinase. Die Expression der Kinase-Untereinheit ist
meist im gesamten Zellzyklus konstant, die Expression der Cycline, der regulatorischen
Untereinheiten wird zellzyklusabhéngig reguliert (Peeper et al., 1993). Die Aktivitit und
Substratspezifitdt der CDKs wird durch die Cycline beeinflusst. Die Regulierung der CDK-
Aktivitdit  erfolgt u.A. iliber eine Reithe von  Phosphorylierungs-  und
Dephosphorylierungsereignissen an hoch konservierten Serin- und Threoninresten und durch

die Wirkung von zelleigenen CDK-Inhibitoren.

1.2 Die eukaryotische DNA-Replikation

Das Genom wird innerhalb eines Zellzyklus in der S-Phase genau einmal dupliziert, es findet
keine Re-Replikation statt und der Replikationsprozess wird streng kontrolliert (Bell and
Dutta, 2002; Hand, 1978; Kelly and Brown, 2000). Die eukaryotischen Genome sind in eine

groBe Anzahl einzelner Replikationseinheiten untergliedert (Huberman and Riggs, 1968). Die
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DNA-Replikation innerhalb eines Replikons gliedert sich in die drei Phasen: Initiation,
Elongation und Termination. Die Initiation beginnt an der Startstelle der DNA-Replikation,
dem Origin der Replikation, von welchem zwei Replikationsgabeln bidirektional ausgehen
(Hand, 1978). In hoheren eukaryotischen findet sich ein Replikationsstartpunkt alle 10 —
330 kb. Danach werden zwei Tochterstrange der DNA im Zuge der Elongation synthetisiert.
Als Termination bezeichnet man die Vorginge noch Zusammentreffen von zwei
Replikationsgabeln bis zur Enstehung fertiger Tochter-Chromatide. Die vollstindige

Verdopplung der DNA benétigt in den meisten hoheren Zellen mehrere Stunden.

Das Wissen iiber molekulare Grundlagen bei der Initiation der DNA-Replikation hat in den
letzten Jahrzehnten enorm zugenommen. Die Mechanismen bei Bakterien und Viren sind
weitgehend aufgekldrt. Auch verschiedene Eukaryoten, wie die Hefen Saccharomyces
cerevisiae und Saccharomyces pombe sowie Drosophila melanogaster und Xenopus laevis
wurden ausfiihrlicher untersucht (Benbow et al., 1992; Bielinsky and Gerbi, 2001; Gilbert,
2001; Mechali, 2001; Melvin, 1999; Stillman, 1989; Todorovic et al., 1999). Im Gegensatz
dazu weill man bis heute nicht sehr viel {iber die Mechanismen in Saugetier-Zellen. Viele

Fragen sind noch ungeklirt.

Komponenten und Ausbildung des Priinitiationskomplexes:

Die Ausbildung des Préinitiationskomplexes ist der erste wichtige Schritt der Initiation. Die
Bildung des Préinitiationskomplexes beginnt in der frilhen G1-Phase des Zellzyklus. Zuerst
bindet der Origin Recognition Complex (ORC) spezifisch am Origin (Startstelle). Dieser
Komplex besteht aus sechs strukturell verwandten Untereinheiten, ORC1 bis ORC6, und ist in
der Lage, in der G1-Phase des Zellzyklus bei Hefen spezifische ARS-Sequenzen (Bell and
Stillman, 1992) zu binden, um danach als Keim fiir die Rekrutierung weiterer
Initiationsfaktoren zu wirken. Die Grof3e dieser Proteine liegt im Bereich von 50kDa (ORC6)

bis 104kDa (ORC1) (Bell and Stillman, 1992; Kelly and Brown, 2000). Bis heute wurden nur
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wenige ORC-Bindungstellen in eukaryotischen Genomen, die nicht zu den Hefen gehéren
identifiziert. Der ORC-Komplex bleibt wihrend des gesamten Zellzyklus an die Origin-
Sequenzen gebunden. Welches der ORC-Proteine an die ARS bindet, ist noch nicht geklart.
Allerdings haben cross-linking Experimente gezeigt, dass vermutlich ORCI1, ORC2 oder
ORC4 in Frage kommen. Die Saccharomyces cerevisiae scORCI, scORC4 und scORC5
besitzen konservierte Walker A- und B-Motive, die oft bei DNA-Bindeproteinen gefunden
werden (Koonin, 1993; Walker et al., 1982). Nach Bindung des ORC-Komplexes werden
weitere Initiationsfaktoren wie Cdc6, Cdtl und MCM (Minichromosome Maintenance)
Proteine in der G1-Phase rekrutiert. Nach Bindung von Cdc6 erfolgt die Bindung der MCM-
Proteine. Cdc6 fungiert also als Bindeglied zwischen dem ORC und dem MCM-
Proteinkomplex (Tanaka et al., 1997). So wie Cdc6, ist Cdtl ebenfalls essentiell fiir die
Bindung der MCM-Proteine (Maiorano et al., 2000; Nishitani et al., 2000). Cdtl wird unter

anderem durch Geminin kontrolliert, welches an Cdtl bindet und es dadurch inaktiviert.

Der MCM-Proteinkomplex ist ein essentieller Faktor fiir die DNA-Replikation. Die MCM-
Proteine fungieren u.A. als ,,Replication Licencing Factor* (Blow and Laskey, 1988). MCM-
Proteine wurden zuerst bei Studien an Saccharomyces cerevisiae identifiziert. MCM kommen
bei allen Eukaryoten und auch Archaebakterien vor und besteht aus sechs Untereinheiten
(MCM2-MCM?7). (Kearsey and Labib, 1998; Pasion and Forsburg, 2001; Tye, 1999). Diese
sechs Mitglieder des MCM-Komplexes sind strukturell und funktional mit einander verwandt,
wobei sich die Sequenzhomologie auf eine etwa 200 aa lange zentrale Region beschréinkt, die

Variationen von Walker A und B-Motiven beinhaltet (Koonin, 1993; Neuwald et al., 1999).
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ORC Cdc6
Replicator = Cdtl % Mcm?2-7

58 @q‘* ‘7_3: @‘
(E(f D Nuclear

Cdog Crml ﬂ Envelope

Abbildung 1: Ausbildung des Priinitiationskomplexes (Bell and Dutta, 2002)

MCM-Proteine haben auller bei der Initiation eine wichtige Funktion beim
Elongationsprozess (Aparicio et al., 1997; Chong et al., 1995; Labib et al., 2000; Tanaka et
al., 1997; Yan et al., 1993). Biochemische Studien mit verschiedenen Komplexen von MCM-
Proteine haben gezeigt, dass lediglich ein Dimer des heterotrimeren MCM4/6/7p-Komplexes
DNA-Helikaseaktivitdt, Bindungsaktivitit an einzelstraingige DNA und DNA-abhingige
ATPase-Aktivitdt besitzt (Ishimi, 1997; Labib et al., 2000; You et al., 1999). Die DNA-
Helikaseaktivitit des MCM4/6/7p-Komplexes wird bei Interaktion mit MCM2 oder einem
MCM3/5p-Komplex unterdriickt. Somit hat MCM2 moglicherweise eine Funktion als
Inhibitor der Helikaseaktivitit (Ishimi et al., 2001; Lee and Hurwitz, 2000). Die Rekrutierung
von MCM2 und die Aktivierung des enzymatisch aktiven Helikase-Komplexes sind zeitlich
getrennt. Die Rekrutierung von MCM2 findet ab Ende der Mitose wéhrend der gesamten G1-

Phase statt und endet mit der Initiation der DNA-Replikation.

1.3 Phosphorylierung von MCM2 und Initiation der DNA-
Replikation

Die Phosphorylierung von MCM2 ist essentiell fiir die Initiation der DNA-Replikation. Die
Phosphorylierung soll nach einigen Untersuchungen vermutlich durch die Cdc7 erfolgen (Bell

and Dutta, 2002; Kelly and Brown, 2000). Cdc7 ist eine Serin-/Threonin-Kinase und


http://arjournals.annualreviews.org/na101/home/literatum/publisher/ar/journals/production/biochem/2002/71/1/annurev.biochem.71.110601.135425/images/large/bi71_0333_1.jpeg
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essentiell fiir die Initiation der DNA Replikation (Hisao Masai, 2002; Hollingsworth and
Sclafani, 1990; Jiang et al., 1999; Xu et al., 2003). Die Kinaseaktivitit von Cdc7 wird durch
die Untereinheiten Dbf4 (S.cerevisiae), Dfpl/ Him1 (S.pombe) oder ASK (Humans) reguliert
(Kitada et al., 1992; Kumagai et al., 1999; Takeda et al., 1999). Cdc7 phosphoryliert den
Aminoterminalen Bereich von MCM2 in vitro. Der Amino-Terminus von MCM2 bindet
H3/H4 Histone in vitro (Ishimi et al., 2001; Ishimi et al., 1998). Moglicherweise wird MCM2
wihrend des Ubergangs vom Priinitiationskomplex zur Initiation der DNA-Replikation erst
durch Cdc7 phosphoryliert und daraufthin vom Chromatin abgeldst (Kimura et al., 1996; Lei
et al., 1997; Todorov et al., 1995; Yan et al., 1993). Dadurch wird die Helikaseakitvitit von

MCM4/6/7 aktiviert (Ishimi et al., 2001; Lee and Hurwitz, 2000).

1.4 Hypoxische Regulation der DNA-Replikation

Es ist schon seit langem bekannt, dass ein niedriger Sauerstoffpartialdruck (Hypoxische
Bedingungen) zu einer reversiblen Hemmung der Initiation von DNA-Replikationseinheiten
fiihrt (Gekeler et al., 1993; Gekeler and Probst, 1988; Riedinger et al., 1992). Diese reversible
Hemmung der DNA-Replikation wird durch die Erhéhung des Sauerstoffpartialdrucks
(Reoxygenierung) innerhalb weniger Minuten aufgehoben (Riedinger et al., 1992). Dieser
hypoxische schnell wirksame Effekt auf die Replikation unterscheidet sich von langsamen
(innerhalb mehrerer Stunden wirksam werdenden) Effekten, die z.B. auch durch
Néhrstoffmangel oder ionisierende Strahlen verursacht werden konnen. Die hypoxische
reversible Hemmung der Replikationsinitiation tritt bei laufender S-Phase auf (Gekeler et al.,
1993; Probst and Gekeler, 1980; Riedinger et al., 1992). Die Elongation ist teils nicht
betroffen (z. B. in Ehrlich Ascites Zellen), teils verlangsamt (Hela-Zellen, SV40-Replikation).
In der Embryonalphase ist die hypoxische Replikation-Regulation zur Uberwindung von
Versorgungs-Engpdssen notig. Sie beeinflusst auch Tumorwachstum und Wundheilung

(Gekeler et al., 1993; Giaccia, 1996; Probst et al., 1988a). Dass die Initiationshemmung
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innerhalb weniger Minuten nach Reoxygenierung aufgehoben wird, ist ein besonderes und
interessantes Merkmal der hypoxischen Replikationshemmung. Ein weiteres und wichtiges
Merkmal bei der Reoxygenierung ist, dass die bei Hypoxie angehduften initiationsbereiten
Replikons schwallartig und synchron mit der Initiation beginnen (Riedinger et al., 1992). Der
molekulare Mechanismus der O,-abhingigen Regulation der DNA-Replikation ist noch

weitgehend ungeklart.

Prinzipiell konnte der Hypoxia-inducible factor (HIF-1) an der hypoxischen Regulation
beteiligt sein. HIF-1 kann als O,-Sensor in Zellen fungieren (Semenza and Wang, 1992;
Wang and Semenza, 1993). HIF1 ist ein Heterodimer-Transkriptionsfaktor, der sich aus den
Untereinheiten HIF-1o and ARNT zusammensetzt. Eine Aktivierung von HIF-1a bewirkt eine
Erhohung seiner Stabilitdt. Sonst hat es nur eine sehr kurse Lebensdauer. Es wurde keine
erhohte HIF-1oo mRNA-Expression bei niedrigem Sauerstoff gefunden (Salceda and Caro,
1997). HIF ist im Bereich eher physiologischer Sauerstoffpartial-Driicke wirksam (0,5-2%
zum Vergleich: die Sauerstoffpartial-Driicke in Leber und Niere bewegen sich zwischen 3
und 5%). Aktiviertes HIF1 wird unter normalen Sauerstoffbedingungen sofort wieder
abgebaut. Es ist somit prinzipiell denkbar, dass HIF1 unter Hypoxie die Initiationshemmung

verursacht.

Es ist auch bekannt, dass Hypoxie das Tumorsupressorprotein p53 aktiviert (Graeber et al.,
1996). Dadurch kann Hypoxie zu Apoptose und Transaktivierung von p53-abhingigen
Genen, z. B p21, fiihren. Durch Inaktivierung der Cdk-Cyclin Komplexe inhibiert p21 die
zelluldire DNA-Synthese (Haffner and Oren, 1995). Die Schnelligkeit der O,-abhidngigen
Replikation-Regulation ist jedoch nicht mit einer Transaktivierung der Bildung von p2l

vereinbar.

Das fiir die katalytische Aktivitit der Ribonukleotid-Reduktase essentielle Tyrosylradikal ist

in hypoxischen Zellen stark vermindert und wird bei Reoxygenierung rasch wiederhergestellt
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(Brischwein et al., 1997; Probst et al., 1989). Es wurde nachgewiesen, dass die dCTP-
Konzentration unter Hypoxie erniedrigt ist, aber nach Reoxygenierung wieder steigt
(Brischwein et al., 1997). Daher konnte die katalytische Aktivitdt der Ribonukleotidreduktase
(RNR) in Zusammenhang mit der sauerstoffabhingigen Replikationsregulation eine Rolle

spielen (Brischwein et al., 1997; Probst et al., 1989).

Bisher konnte die schnelle O, abhidngige Regulation der Replikonsinitiation fiir alle
untersuchten Zellen nachgewiesen werden. Auch in T24 menschlichen Blasenkarzinom-
Zellen, die Gegenstand dieser Arbeit sind, fithrt Hypoxie zu reversibler Hemmung der DNA-
Replikation. Die Initiationshemmung in T24-Zellen wird innerhalb weniger Minuten nach
Reoxygenierung aufgehoben (van Betteraey-Nikoleit et al., 2003). Durch Untersuchung von
Modifizierung und Bindungsverhalten chromatin-gebundener Replikationsproteine (z. B.
PCNA, Cdk2 und Cdc6) lie sich zeigen, dass unter Hypoxie die Replikation in einem
definierten Zustand arretiert wird, welcher dem von Bell and Dutta (2002) beschriebenen
,Preinitiation Complex* &hnlich ist. Deshalb wurde dieser Zustand ,,Hypoxischer
Preinitiations-Status® genannt (van Betteraey-Nikoleit et al., 2003). Nach Reoxygenierung

wird der hypoxische Preinitiationskomplex aktiviert und die Initiation beginnt.

1.5 Fragestellungen dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Charakterisierung der Verdnderungen von
chromatingebundenem MCM2 bei der Replikoninitiation nach transienter Hypoxie in T24-
Zellen, inbesondere im Hinblick auf die verschiedenen Zustinde des hypoxischen Pra-
initiationskomplexes und der Initiation selbst. MCM2 sollte in verschieden vorbehandelten
T24-Zellen (normoxisch, hypoxisch, reoxygeniert) untersucht werden. Es ist bekannt, dass
Cdc7 MCM2 in vitro phosphoryliert (Jiang et al., 1999; Masai et al., 2000; Sato et al., 1997).
Moglicherweise fungiert MCM?2 als Substrat fiir Cdc7 wéhrend der Initiation (Ishimi et al.,

2001; Kelly and Brown, 2000; Lei et al., 1997; Masai et al., 1999). Es sollte zunichst heraus
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gefunden werden, ob Unterschiede der Phosphorylierung von MCM2 unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung vorliegen. Bei Auftreten einer Phosphorylierung sollte die Cdc7 Kinase und
ihr Verhalten und ihre Aktivitit, sowohl unter Hypoxie, als auch nach Reoxygenierung niher

untersucht werden.

Es wurde gezeigt, dass die konzertierte Aktion von Cdk2 and Cdc7 moglicherweise wichtig
fiir die Phosphorylierung von MCM-Proteinen in vitro ist (Masai et al., 2000). Es wurde auch
nachgewiesen, dass MCM2 eine Phosphorylierungssequenz fiir Cdk2 besitzt (Masai et al.,
2000; Montagnoli et al., 2006). Daher soll in der vorliegenden Arbeit, das Verhiltnis
zwischen Cdk2 und Cdc7 untersucht und deren Rolle in der O;-abhingigen Regulation der
DNA-Replikation untersucht werden, z.B. ob eine konzertierte Aktion von Cdk2 und Cdc7 an
der Phosphorylierung von MCM2 in vivo bei der Initiations-Auslosung nach Reoxygenierung
eine Rolle spielt. Dies sollte mit folgenden Methoden geschehen: Western-Blot,
Immunopréazipitation, Co-Immunoprézipitation, Phosphatase-Verdau, in vitro Kinase-Assay,
klassische molekularbiologische Methoden, wie PCR, Restriktions-Verdau, Ligation und

Transformation von Bakterien, Plasmidpriparation zur Expression von MCM2.

Inhibitor-Screening

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein Inhibitor-Screening durchgefiihrt. T24-
Zellen sollten nach verschiedenen Vorbehandlungen (Normoxisch, Hypoxisch) mit
verschiedenen Kinase-Inhibitoren einer Substanz-Bank inkubiert werden. AnschlieBend sollte
iberpriift werden, ob die Kinase-Inhibitoren in der Lage sind die hypoxische
Initiationshemmung aufzuheben. Dazu wurde zunichst der *H-Thymidin Einbau in T24-
Zellen unter normoxischen und hypoxischen Inkubationen iiberpriift. Bei Vorliegen eines
erhohten Einbaus unter Hypoxie sollte mit Hilfe der alkalischen Sucrosegradienten

Zentrifugation Ttberpriift werden, ob dabei Replikon-Initiationen stimuliert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in p.a. Qualitit von den Firmen
Applichem und Sigma bezogen.

2.1.2 Puffer und Losungen
Acrylamid-Stammldsung (40%, 24:1)
Acrylamid 38,4%
Bisacrylamid 1,6%

In lichtgeschiitzter Flasche aufbewahren

Acrylamid-Stammlosung (40%, 149:1)
Acrylamid 39,73%
Bisacrylamid 0,27%

In lichtgeschiitzter Flasche aufbewahren

alkalische Sucroseldsung 15% (w/w)

NaOH 250 mM
NaCl 600 mM
EDTA 1 mM
Sarkosyl 0,1%
Sucrose 15% (w/w)

(158,9 g/l)

alkalische Sucroselosung 30% (w/w)

wie 15%ige Sucroselosung, jedoch 338,1 g/l Sucrose je Liter
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Anode I Puffer
Tris 30 mM
Methanol 20%
H>0 pigest ad 11
Anode II Puffer
Tris 300 mM
Methanol 20%
H>0 bidest ad 11
Baseldsung
NaOH IM
EDTA 200 mM

blaue Sucroseldsung 65% (w/v)

650 g/l Sucrose, mit Methylenblau geférbt

Carrier-DNA-Losung

200 pg/ml Heringsperma DNA in 0,1 x TE

CsCl 57M

DNA-Auftragspuffer (10x)
Ficoll 25%
EDTA 10 mM

Bromphenolblau  0,25%
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GuaSCN-Losung
Guanidinthiocyanat 4 M
Na-N-Laurysarcosin  0,5%
Natrium-Citrat 25 mM

Mercaptoethanol 0,1 M

Kathodenpuffer

Aminohexansiure 40 mM

Tris 25 mM
Methanol 20%
H:0 pigest ad 11

Kinase-Puffer

Tris 0,5M
MgCl, 10 mM
DTT 1 mM

B-Glycerolphosphat 20 mM
Natriumfluorid 10 mM

Natriumorthovanadat 1 mM

Aprotinin 1 M

Leupeptin 50 uM

AEBSF I mM
Lyselosung

Sarkosyl 1%

EDTA 10 mM



2 Material und Methoden

12

,Lysepuffer A’ hypoton

,Lysepuffer B’ isoton (Extraktionspuffer)

NaCl

HEPES, pH 7,5 50 mM

B-Glycerolphosphat 20 mM

DTT 1 mM
AEBSF I mM
Leupeptin 50 uM
Aprotinin 1 uM

Natriumorthovanadat 1 mM

Natriumfluorid 10 mM

NP 40 0,1%
HEPES, pH 7,5 50 mM

B-Glycerolphosphat 20 mM

DTT 1 mM
AEBSF 1 mM
Leupeptin 50 uM
Aprotinin 1 uM

Natriumorthovanadat 1 mM

Natriumfluorid 10 mM

5M

PBSEcL (IOX)

Na,HPO,4 x 2H,0O 0,8 M
NaH,PO4 x H,0O 0,2M
NaCl 1M

Tween 20 5%
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PBSger
Na,HPO4 x 2H,0 6,5 mM
KH,PO4 1,5 mM
NaCl 135 mM
KCL 2,5 mM
Phenol

Phenol wurde mit TE pH 8 &quilibriert geliefert, in Portionen zu ca. 25 ml

abgefiillt und bei -20°C gelagert.

Proteinauftragspuffer

Sucrose 0,58 M
SDS 4%
Bromphenolblau 0,04%

0,5M Tris/HCL, pH 6,8 62,5 mM

Vor Gebrauch wurde DTT (60 mg/ml) zugesetzt.

SDS Laufpuffer (Laemmli) 10x

Glycin 192 mM
SDS 0,1%
Tris 125 mM

TAE Puffer (20x)

Tris 0,8 M
Natrium Acetat 0,1M
EDTA 0,02 M

mit Eisessig auf pH 7,9 einstellen
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TCA
1%, 17% und 50%
TE Puffer (100x%)
Tris/HCL, pH 7,5 1M
EDTA 0,1 M
mit konz. HCL auf pH 7,5 einstellen
Hogness Medium (10x%)
Na,HPO,4 x 3H,0O 825¢g
Na Citrat 045¢g
MgSO4 x TH,0 0,09 g
(NH4)2SO4 09¢g
KH,PO4 1,8 ¢
Glycerin 44 ¢

auf 100 ml mit H,O y;4es¢ auffiillen und sterilfiltrieren

Glucosepuffer
Glucose 50 mM
EDTA 10 mM

Tris pH 8 25 mM
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2.1.3 pRSET Expressionsvektor
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Abbildung 2: pRSET A,B,C Expressionsvektor

PT7: T7 promoter

RBS: Ribosome-binding site

ATG: Start codon

6xHis: 6xHis tag sequence

MCS: Multiple cloning site

Stop Codons: In all 3 reading frames
Col El: Col E1 origin of replication
Ampicillin: Ampicillin resistance gene

2.1.4 Primer zur Amplifikation von MCM2
Forward: AG&G ATC CAT GGC GGA ATC ATC GGA A

Reverse: ATC AAG CTT CAC CAC GTA CCT TGT GCT TG

Hervorgehoben:
Bam HI Schnittstelle

Hind III Schnittstelle
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2.1.5 DNA-Langenstandard
Der DNA-Lingenstandard III wurde von der Firma Boehringer bezogen. Die eingesetzte

Konzentration betrug jeweils 100 ng DNA/pul.

Abbildung 3: DNA-Lingenstandard III

2.1.6 Antikorper
Der Mouse Anti-Cdc7 und der Goat Anti-Cdk2 wurden von der Firma Molecular
Biotechnologies (Mo Bi Tech) bezogen. Der Mouse Anti-Cdk2, Goat Anti-MCM2 und

Mouse Anti-PCNA wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnologies bezogen.

Die Verdiinnung der Antikorper in PBS:

Primér-Antikorper Sekundir-Antikorper
Mouse Anti-Cdc7 1:2500 Anti-Mouse 1:3000
Goat Anti-MCM2 1:500 Anti-Goat 1:3000

Mouse Anti-Cdk2 1:2500

Mouse Anti-PCNA 1:10000
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Zur Immunopréazipitation wurden Mouse Anti-Cdc7 (Mo Bi Tech), Goat Anti-MCM?2
(Santa Cruz) und Goat Anti-Cdk2 (Mo Bi Tech) verwendet. Konzentration des Antikdpers:

2ug Antikorper/300ug Protein in Losung.

2.1.7 Proteinmarker

Fiir Protein-Polyacrylamidgele wurde der ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” der Firma

Fermentas als Marker verwendet.

~170
~130

~100

~55
~d]

~3a

w25

— ~13
— ~10

Abbildung 4: PageRuler™ Prestained Protein Ladder

2.1.8 Zellmaterial

Alle Untersuchungen wurden mit T24-Zellen (ATCC No.HBT-4) durchgefiihrt. Diese Zellen
sind epitheliale, immortalisierte menschliche Blasenkarzinomzellen und wachsen als

Monolayerkulturen im DME-Medium.

Fiir die Herstellung von MCM2 wurden 2 E.coli-Stimme verwendet. Der Stamm JM 83
diente nur der Vermehrung des Plasmids pRSET mit einkloniertem MCM2-Gen. Da in E.coli
Bakterien die effiziente Produktion eines Proteins oft durch das mangelnde Vorhandensein

spezieller tRNAs limitiert wird, wurde zur Produktion des Proteins MCM2 der E.coli Stamm


http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/marksm0671.htm
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BL21 (DE3) RIL (Stratagene) verwendet, welcher auf einem Extraplasmid zusitzliche Kopien

der argU, ileY und leuW tRNA-Gene, sowie das Chloramphenicolresistenzgen besitzt.

2.1.9 Medien
Dulbeccos Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco BRL)

Vor Gebrauch wurden dem Medium jeweils 10% FKS, sowie Penicillin (50.000 U/ml) und

Streptomycin (50 mg/ml) zugesetzt.

LB-Medium
Bactotrypton 10g
Bactoyeast S5¢g
NaCl 10 g

mit 12N NaOH auf pH 7,6 einstellen.

Nach dem Autoklavieren wurde das Medium auf etwa 55°C abkiihlt und die entsprechenden

Menge an Antibiotika zugegeben. Ampicillin: 80 pg/ml; Chloramphenicol: 50 pg/ml

LB-Agar

LB-Medium wurde mit 15 g Agar/l angesetzt und autoklaviert. Die Agaroseplatten wurden zu
etwa 20 ml/Schale nach Abkiihlen auf 55°C im Wasserbad unter der Cleanbench gegossen.
Fiir die LB-Agaroseplatten mit Antibiotika wurde die entsprechende Menge an Antibiotika
nach Abkiihlen in das Medium zugegeben und danach unter der Cleanbench gegossen.

Ampicillin: 80 pg/ml; Chloramphenicol: 50 pg/ml

2.1.10 Radiochemikalien

[2-"*C]-Thymidin wurde von Amersham Biosciences, [y-"P]-ATP (10 mCi/ml) und [methyl-

*H]-Thymidin (I mCi/ml), wurden Hartmann Analytik (Braunschweig) bezogen.
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2.1.11 Enzyme
Die Restriktionenzyme BamHI, HindIIl und RNAse wurden von der Firma Boehringer, die
T4 DNA-Ligase von der Firma Invitrogen bezogen. Die A Protein Phosphatase wurde von der

Firma New England Biolabs bezogen.

2.1.12 Inhibitoren
Phosphataseinhibitoren:

Von Natriumfluorid und Natriumorthovanadat wurden vor den Versuchen frische

Stammldsungen von 1 M angesetzt und dann verwendet (1:1000 verdiinnt).

Proteaseinhibitoren:

Es wurden von AEBSF (4-(Aminoethyl)-benzosulfonylfluorid), Leupeptin und Aprotinin
100x Stammldsungen angesetzt und bei -20°C gelagert. Im Versuch wurden sie in folgenden

Konzentrationen eingesetzt: AEBSF 1 mM, Leupeptin 50 uM, Aprotinin 1 pM.

2.1.13 Scintillatoren, Filter und Rontgenfilme

Scintillatoren:

Ultima Gold (Packard)

Filter und Membranen:

Glasfaserfilter Whatman GF/C

PVDF Membranen fiir den Western Blot Hybond P (Amersham)

Rontgenfilme:
Hyperfilm ECL (Amersham)
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2.1.14 Gase und Gasmischungen
Die Gase wurden von der Firma Messer Griesheim GmbH bezogen. Gasmischungen wurden

unter barometrischer Kontrolle selbst hergestellt.

Argon 5.0
Stickstoff 5.0
Kohlendioxid (,,medizinische Qualitat®)
Sauerstoft (,,Narkose Qualitét™)
Normox‘“-Gas:
5% CO,
20% Sauerstoff
75% Stickstoff
~Hypox“-Gas:
5% CO,
75ppm Sauerstoff
ad 100% Argon
,,Reox“-Gas:
5% CO,

95% Sauerstoff

2.1.15 KulturgefalRe
Es wurden 250 ml und 650 ml Gewebekulturflaschen von Greiner verwendet. Fiir Versuche,
die unter hypoxischen Bedingungen erfolgen sollen, wurden Glaspetrischalen verwendet, da
sich in Kunstoff zuviel Sauerstoff lost. Da sich Zellen unter Hypoxie leicht vom
Schalenboden abldsen, wurde die Oberfldche der Glasgefdfle durch zweistiindige Behandlung
mit 1 N NaOH leicht angeédtzt, um die Haftung der Zellen zu verbessern. Die Schalen wurden
anschlieBend mit HyO pigest griindlich gewaschen, getrocknet und im Brennschrank bei 180°C

2 h gebrannt.
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2.1.16 Substanz-Bank fur das Inhibitor-Screening

Das Inhibitor-Screening wurde mit folgenden Kinase-Inhibitoren durchgefiihrt. Die Bank
wurde von Altana Pharma zur Verfiigung gestellt. Aus patentlichen Griinden wurden einige

Inhibitoren nur mit Code-Nummer bezeichnet.

1 | Wortmannin

Chem. Klasse: Polyketid

Targets: PI-3K, (myosin light chain kinase, PI 4K, PLD)

2| LY294002

Chem. Klasse: Benzpyranon

Targets: PI-3K

3 | Diacylglycerol Kinase Inhibitor | (syn. R59022) F

e O
Targets: DAG-kinase, potentiates PKC activity by Q\/Nj;(/ N —
o]

inhibiting DAG metabolism O

4 | Diacylglycerol Kinase Inhibitor 1l

F
H
IS
. @(N\/_N —
Targets: DAG-kinase (more potent O
F

compared to DAG kinase Inhibibor | o
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5 | A3, Hydrochloride

Chem. Klasse: Naphthylsulfonamid

Targets: CKIl, CKIl, MLCK, PKA, PKC, PKG

CIH
HC~N
cH,
6 | ML-9, Hydrochloride o (jNH
SN
Chem. Klasse: Naphthylsulfonamid OO CIH
Targets: MLCK (Myosin Light Chain Kinase),
Cl
PKA, PKC

7 | Code 1

8 | 5-lodotubericidin

Chem. Klasse: Purin

ERK2, Adenosine Kinase

9 | Bisindolylmaleimide I, Hydrochloride

Chem. Klasse: Maleimide

CH
Targets: PKC(PKA) 5
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10

Bisindolylmaleimide IV
Chem. Klasse: Maleimide

Targets: PKC, PKA

11

Ro0-31-7549
Chem. Klasse: Maleimide

Targets: PKC (acts at ATP-binding site)

H,C.__O
T
12 | Ro-31-8425
Chem. Klasse: Maleimide
Targets: PKC
2 CIH

13

GO 6976
Chem. Klasse: Maleimide

Targets: Ca++ dependent PKC isoforms

14

GO 6983
Chem. Klasse: Maleimide

Targets: PKC Isoforms
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15 | Staurosporine
Chem. Klasse: Maleimide

Targets: Protein kinases
(CaM kinase, PKA, PKC, PKG)

16 | 4-Cyano-3-methylisoquinoline
Chem. Klasse: Isochinolin

Targets: PKA, PKC, MLCK,
cyclic nucleotide-bdg phosphatase

17 | Roscovitine, (S)-lsomer NH
N
Chem. Klasse: Purin )Nl\ A \>
~
N
Targets: cyclin-dependent kinases (CDKSs) e HN- N >\CH
s "1 H.C 3
OH
18 | Olomoucine K
Chem. Klasse: Purin N N\
. . HO )l\ ~ >
Targets: p34cdc2/cyclinB, p33cdk2/cyclinA, NN N
p33cdk2/cyclingE, p44MAPK H CH

19 | Iso-Olomoucine
Chem. Klasse: Purin

Targets: negative control for olomoucine
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20

Kenpaullone
Chem. Klasse: Paullon

Targets: CDKs, c-src, casein kinase I,
ERK1, ERK2

21

Indirubin-3'-monoxime
Chem. Klasse: Oxindolin

Targets: CDKs

H O
22 | Alsterpaullone N
Chem. Klasse: Paullon O
Targets: CDK1/cyclinB, GSK-3b HN Q ,0
N
¢}
23 | WHI-P180 Q\
Chem. Klasse: Chinazolin HN OH
.0
Targets: Cdk2, inhibits IgE-mediated mast cell H.C ~N
responses to allergens H,C. N/)
24 | Purvalanol A /@\
Chem. Klasse: Purin Cl INH
T ts: CDK
argets s HOJ:N)\\N | N>
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25 | BSF 466895, Tie2 Inhibitor 4 2o cl
N
E (@]
Chem. Klasse: Purin @CI HOF§F
NH,
Targets: Tie-2 Inhibitor F
(BASF / Abbott) NN
L

26 | SB203580

NT
0O
Chem. Klasse: Diazol | 7 N>/©/§/
- CH,
Targets: p38MAPK N
F
27 | SB202190 NI AN
Z N
Chem. Klasse: Diazol @OH
=N
Targets: p38MAPK
F

28 | p38 MAP Kinase Inhibitor
Chem. Klasse: Diazol

Targets: p38MAPK

29 | PD169316
Chem. Klasse: Diazol

Targets: p38MAPK
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30

SB220025

H
N
Chem. Klasse: Aminopyrimidin )\2
i)
N

Targets: p38MAPK

31

PD98059

Chem. Klasse: Benzpyranon

Targets: MEK

H
32 | ZM336372 N
CH,
Chem. Klasse: Phenol 9/
Targets: c-Raf, B-Raf, (p38alphaMAPK, p38beta2ZMAPK) HN™ ~O
i
N
HO 3
33 | RG-14620
a
Chem. Klasse: Acrylnitril Cl - XN
Targets: EGF-stimulated HER14 cell proliferation NZ
Cl
34 | SC68376
N
Chem. Klasse: Diazol \ \>——CH3
O

Targets: p38




2 Material und Methoden 28

N
35 | SKF-86002
o
Chem. Klasse: Diazol \ ’\{>/
Targets: p38MAPK, COX, 5-lipoxygenase
F
36 | Code 2
37 | PD184352 Y
Chem. Klasse: Diazol 0]
N__O
Targets: MAPK-Signalling H b Cl
N. i
F |
F
=
38 H'89 HNhH/\/\Q\Br

Chem. Klasse: Isochinolin

Targets: PKA inhibitor (Ki = 48nM), RhoK IC50 270nM

CHH CIH

39

Tyrphostin AGL 2043 | \
N N S
Chem. Klasse: unspec 4 h
. ; : H3C—< _
N N
H,C

Targets: Type lll RTK (PDGFR IC50 90nM)
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40
Aloisine A CH,
Chem. Klasse: Phenol | OH
NS
N
Targets: CDK inhibitor (IC50 CDK1 150 nM) H
41 | CGP74514A Q
cl
Chem. Klasse: Purin HN
N7 SN
Targets: CDK1 (IC50 25 nM) Q\ I | N>
N N
NH, : \\CH3
42 | CDK1/5 Inhibitor
3-Amino-1H-pyrazolo.quinoxaline NH,
/N A\
Chem. Klasse: unspec. LN
N N
Targets: CDK1/5 (IC50 600 nM) H
43 | Fascaplysin, synthetic cl

Chem. Klasse: unspec.

Targets: CDK4 (IC50 350nM)

44 | SL327

Chem. Klasse: Acrylnitril

Targets: MEK1/2 (IC50 180nM bzw. 220 nM)

45 | SU 9516
Chem. Klasse: Oxindolin

Targets: CDKs (IC50 20 bis 200 nM)

=
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46

Bisindolylmaleimide Il

Chem. Klasse: Maleimide

Targets: PKC, PKA (IC50 2000 nM)

47

H-1152 / ROCK-Inhibitor
Chem. Klasse: Isochinolin

Targets: ROCK, Ki=1,6 nM

48

Code 3

49

Bisindolylmaleimide VI

Chem. Klasse: Maleimide

50

Bisindolylmaleimide VII

Chem. Klasse: Maleimide
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51

Code 4

52

Code 5

53

Code 6

54

Code 7

55

Code 8

56

Code 9

57

Code 10

58

Code 11

59

Code 12
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2.2 METHODEN

2.2.1 Zellkultur der T24-Zellen
T24-Zellen werden als Monolayerkultur gefiihrt. Die Kultur erfolgt im Brutschrank bei 37°C,
5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit in Glas- oder Kunstoffpetrischalen bzw. -flaschen in
DME-Medium. Zum Weiterfithren werden konfluente Zellkulturen (ca. 20 Mio. Zellen in
DME-Medium je 650 ml Kulturflasche) nach Absaugen des Kulturmediums mit 7 ml
Trypsinlosung (0,05%) in PBS versetzt. Nach etwa 2 bis 4 min bei 37°C haben sich die Zellen
abgelost. Eine homogene Zellsuspension wird durch mehrmaliges Auf- und Absaugen mit
einer Pipette erhalten. AnschlieBend wird ein Aliquot entnommen und die Zellzahl mit Hilfe
der Neubauerschen-Zdahlkammer unter dem Phasenkontrastmikroskop bestimmt. Die
entsprechende Verdiinnung der Zellsuspension mit der erforderlichen Menge an DME-
Medium wird berechnet und auf neue Kulturschalen bzw.-flaschen ausgesit. Dabei soll die
Zellzahl von 20.000 Zellen/ml nicht unterschritten werden. Die Verdopplung dieser Zellen

dauert ca. 20 h.

2.2.1.1 Einfrieren von Zellen

Da sich die Zellen in einem logarithmischen Wachstumszustand befinden sollen, werden die
Zellen aus Monolayerkulturen gewihlt, die zu ca. 80 bis 90% konfluent sind. Daraus kénnen
pro 650 ml Kulturflasche 2 Portionen einzufrierender Zellen gewonnen werden. Die T24-
Zellen werden dazu mit einer Trypsin-Losung (0,05%) nach 2.2.1 vom Flaschenboden
abgelost, in ein neues Medium iiberfiilhrt und 5 min bei 500 x g abzentrifugiert. Nach
Abdekantieren des Mediums werden die Zellen in 4 ml eiskaltem Einfriermedium (DMEM
mit 5% DMSO) resuspendiert und auf zwei Einfrierr6hrchen verteilt. Die Einfrierrdhrchen
werden auf Eis gestellt und tiber Nacht auf -80°C abgekiihlt. Danach werden die R6hrchen bis

zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert.
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2.2.1.2 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen werden die Zellen in warmem Wasser (42°C) erwérmt, bis nur noch ein kleines
Eisstiickchen in der Mitte des Einfrierrbhrchens zu erkennen ist. Die Zellen werden dann
direkt in eine 250 ml Kulturflasche gegeben, in die zuvor 25 ml kaltes Medium vorgelegt

wurde. Die Kulturflasche wird in den Brutschrank gestellt, um die Kultur weiterzuverfolgen.

2.2.2 Hypoxie
Die T24-Zellkultur fiir Hypoxie-Versuche erfolgt ausschlieBlich in sterilen Glaspetrischalen.
Das Aussden erfolgt mit einer Gesamtzellzahl von 160.000 Zellen/ml (35mm, 1,5 ml;
145 mm, 25 ml). Nach ca. 40 h wird das DME-Medium durch vorgewdrmtes DME-Medium
mit einer Glucose-Endkonzentration von 1 mg/ml ersetzt. Die Zellen werden sofort flir 7 h mit
Hypox-Gas begast. Fiir die Hypoxie werden die Kulturen in speziellen, der Grosse der
verwendeten Petrischalen angepassten Begasungskammern aus Aluminium in einem auf 37°C

temperierten Raum begast.

2.2.3 Reoxygenierung
Zur Reoxygenierung der Hypoxischen Kultur wird 42 Volumen auf 37°C erwirmtes
sauerstoffgesittigtes Medium zugegeben und anschliefend mit Normox-Gas bis zum

Abstoppen weiter begast.

2.2.4 Abstoppen der Kulturen
Durch Absaugen des Mediums und zweimaliges Waschen mit eiskalter PBS 4¢ werden die
normoxischen, hypoxischen und reoxygenierten Kulturen abgestoppt. Die Kulturen werden

bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
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2.2.5 Inhibitorzugabe

Rottlerin wurde 10 mM in DMSO in die Kulturen zugegeben. Gegebenenfalls wird es zuerst
10 min hypoxisch vorbegast und 3 h vor Ende der hypoxischen Inkubation in das Medium

zugegeben.

Fiir das Inhibitor-Screening werden die Inhibitoren den Kulturen vor Versuchsbeginn, gleich
nach Mediumwechsel, in der Regel aus einer 1000-fach konzentrierten Stammldsung in

DMSO zugegeben.

2.2.6 Radioaktive Markierung der DNA

2.2.6.1 Pulsmarkierung

Fir die Pulsmarkierung wird wissrige *H-Thymidin-Losung (1% Ethanol) mit einer
radiochemischen Konzentration von 1 uCi/ul verwendet. Zur Markierung unter hypoxischer
Inkubation wird die erforderliche Menge Radioaktivitdt auf ,,Glasloffeln® im Exsikkator
eingetrocknet, vor Hypoxie-Start in die Begasungskammer montiert und zum erforderlichen
Zeitpunkt ins Kulturmedium (ohne die Kammer zu 6ffnen) abgesenkt. Unter Normoxie und
nach Reoxygenierung wird die erforderliche Menge Radioaktivitéit direkt ins Kulturmedium
pipettiert. Zur Beendigung der Markierung, wird das Medium abgenommen und die Zellen
werden zweimal mit eiskalter PBSyr gewaschen. Bis zur weiteren Verarbeitung wird die
Kultur dann auf Eis gestellt. Fiir den alkalischen Sucrosegradienten werden die Zellen nach
hypoxischer, normoxischer und reoxygenierter Begasung mit 10 xCi *H Thd 8 min
pulsmarkiert. Fiir "Einbauversuche" werden die Zellen nach der hypoxischen oder
normoxischen Inkubation mit 5,5 xCi’H-Thymidin und 2 pM kaltem Thymidin fiir 15 min

pulsmarkiert.
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2.2.6.2 Vormarkierung
Fir den alkalischen Sucrosegradient und fiir das Inhibitor-Screening werden die Zellen
(240.000 Zellen/1,5 ml Medium) wihrend des Aussdens (ca. 40 h vor Versuchsbeginn) mit

6 nCi '*C-Thymidin vormarkiert.

2.2.7 Alkalischer Sucrosegradient
Die Analyse der Kettenlingen-Verteilung wachsender Tochterstringe der DNA der T24-
Zellen erfolgt auf einem 15-13%igen alkalischen Sucrosegradienten. Durch Absaugen des
Mediums und zweimaliges Waschen mit eiskalter PBSqer werden die Kulturen abgestoppt und
auf Eis gestellt. Wihrend der Inkubationszeiten der Zellen werden mit dem ISCO-
Gradientfarmer 30-15% lineare alkalische Sucrosegradienten in SW28-Polyallomer-Rohrchen
(Beckmann) aufgebaut. Dieser Gradient eignet sich besonders zur Auftrennung wachsender
Tochterstringe der DNA. Die Zellen werden mit 500 pl 0,05% Trypsin bei Raumtemperatur
abgelost und direkt auf den Gradienten aufgetragen, der zuvor mit 500 pul Lyselosung
iberschichtet war. Anschliefend wird mit 500 pl Baselosung tiberschichtet. Dann werden die
Gradienten mit Baseldsung einander angeglichen. Anschliefend werden die Gradienten in die
Zentrifugen-Buckets gestellt und mindestens 5 h stehen gelassen. Dann werden sie fiir 6 h mit
26000 rpm in der Beckmann-Zentrifuge (L5-75) bei 23°C zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren werden die Gradienten mit Hilfe des ISCO Density Gradient Fractionator
Model 640 durch Unterschichten mit 65% Sucroselosung in 31 Fraktionen zu je 1,2 ml

fraktioniert. Die Vorschubgeschwindigkeit der Sucroseldsung betrégt dabei 5 ml/min.

Saurefillung: 20 pg Carrier-DNA und 1 ml 17% TCA werden in die einzelnen Fraktionen
gegeben und jeweils gut gevortext. Durch Inkubation fiir 15 min auf Eis wird die DNA
gefillt. Die gefillte DNA auf GF/C-Filtern (22 mm) gesammelt und mit 1% TCA-Ldsung

gewaschen. Dann werden die Filter 15 min bei 80°C getrocknet, mit 3 ml Ultima-Gold,
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Szintillations-Losung versetzt und im Liquid Scintillation Spectrometer Tri-Carb Typ 1600

TR der Firma Packard ausgezahlt.

2.2.8 Trennung von Cytoplasmatischen, Nucleosolischen und Chromatin-
gebundenen Proteinen

Die Trennung von cytoplasmatischen, nucleosolischen und Chromatin-gebundenen Proteinen
erfolgt im Kiihlraum bei 4°C. Die jeweiligen Inkubationen werden durch zweimaliges
Waschen der T24-Zellen mit eiskalter PBSqer gestoppt. Es wird zweimal mit hypotonem-
Puffer (Lysepuffer A) gewaschen und nach erneuter Zugabe von 5 ml Hypotonem-Puffer wird
der Zellrasen mit einem Silikonschaber vom Boden abgeschabt und fiir 15 min auf Eis
gelagert. Danach werden die Zellen in einen 2 ml Dounce-Homogenisator iiberfiihrt und
durch 20 StoBe mit einem eng sitzenden StoBel aufgeschlossen. Durch sofortige
Zentrifugation bei 3000 x g fiir 6 min werden die Zellkerne vom Cytoplasma getrennt. Der
Uberstand wird abgenommen und entspricht der cytoplasmatischen Protein-Fraktion. Zur
Elution der 16slichen Kern-Proteine wird das Pellet in 1 ml Extraktionspuffer (Lysepuffer B)
resuspendiert und weitere 15 min auf Eis gestellt. Zunichst wird es bei 3000 x g fiir 6 min
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Der Uberstand entspricht der nucleosolischen
Protein-Fraktion. Das Pellet wird zweimal mit Extraktionspuffer durch ebensolches
Zentrifugieren gewaschen. Das resultierende Pellet enthdlt DNA, DNA-gebundene Proteine
und  Strukturproteine. Es kann fiir einen einfachen Western-Blot direkt im
Proteinauftragspuffer aufgenommen werden. Alternativ konnen Chromatin-gebundene
Proteine durch eine Hochsalz-Losung herausgelost werden. Dazu wird das Material mit 2 ml
Extraktionspuffer, der zusdtzlich 450 mM NaCl enthélt, resuspendiert und
ultraschallbehandelt. Das Chromatin wird fiir 1 h auf Eis gestellt und fiir 30 min bei
13000 rpm (volle Drehzahl) bei 4°C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand, der die Chromatin-gebundenen Proteine enthilt, wird zum Western-Blot und zur

Immunoprizipitation eingesetzt.
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2.2.9 Proteinbestimmung nach Lowry (1951)
Der Proteingehalt der cytosolischen, nucleosolischen und chromatinen Fraktione wird nach
Lowry mit Hilfe des Dcs Protein-Assay von der Firma Biorad im Wesentlichen nach den
Angeben des Herstellers bestimmt. 25 pl wéssrige Protein-Losung aus 2.2.8 werden mit einer
50% TCA-Losung versetzt und fiir 30 min bei -20°C inkubiert. Der Ansatz wird 10 min bei
13000 rpm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Durch vorsichtiges Absaugen wird der
Uberstand abgenommen. Das Pellet wird mit 100 pl Aceton gewaschen und fiir 1 min in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. AnschlieBend werden 125 ul Reagenz C zugegeben und
gevortext. Reagenz C entspricht einer Losung von 20 pl Reagenz S/1 ml Reagenz A. Danach
wird 1 ml Reagenz B zugegeben, griindlich gevortext und 15 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln stehen gelassen. Nach 15 min wird die Absorption bei 600 nm in einem Eppendorf-

Photometer gemessen.

2.2.10 Proteinfallung nach Wessel-Flugge
Die Proteinféllung erfolgt nach Vorschrift des Wessel-Fliigge-Protokolls (Wessel and Flugge,
1984). 200 pl wissrige Proteinlosung werden mit 800 pl (4 Teilen) Methanol und 200 pl
(1 Teilen) Chloroform versetzt. Nach griindlichem Vortexen, bei dem nur eine Phase
vorhanden ist, werden 600 pl (3 Teile) HyO pigest Zugegeben, gevortext und 2 min in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge bei 13000 rpm (volle Drehzahl) zentrifugiert. Die obere
organische Phase wird vorsichtig abgenommen. Die proteinhaltige Interphase darf nicht
beriihrt werden. Dann werden 600 pl (3 Teile) Methanol zugegeben, gevortext und 5 min in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei 13000 rpm zentrifugiert. Danach wird der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Pellet fiir 8 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.

AnschlieBend wird das Proteinpellet in Proteinauftragspuffer aufgenommen.
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2.2.11 Protein-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Die cytosolischen, nukleosolischen und chromatin-gebundenen Proteine werden {iiber ein
(17%19%0,08 cm) Polycrylamid Gel mit 8%igem oder 12%igem Trenngel und 3,7%igem
Sammelgel aufgetrennt. Zuerst werden die Glasplatten mit Ethanol p.a. griindlich gereinigt.
Anschliefend werden die Spacer eingelegt und die Gelkammer wird mit Klebeband
abgedichtet. Das Trenngel wird gegossen und sofort mit n-Butanol {iberschichtet, um eine

scharfe Gelfront zu erhalten.

Trenngellosung (8% PAA):

40% Acrylamide (je nach Art des Gels) 4 ml

1,5M Tris/HCL, pH 8,8 5 ml
10% SDS 200 ul
3% APS 300 ul
TEMED 10 ul
H20 pidest 10,49 ml

Das Butanol wird nach Polymerisation abgegossen. Die Reste werden mit einem saugfahigen
Papier entfernt. Dann wird das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm

eingesetzt.
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Sammelgellosung (3,7% PAA):

40% Acrylamide 925 ul
0,5M Tris/HCL, pH 6,8 2,5ml
10% SDS 100 pl
3% APS 250 ul
TEMED 8 ul
H20 pidest 6,22 ml

Das Gel kann ein bis drei Tage in Folie eingewickelt bei 4°C aufbewahrt werden. Vor der
Elektrophorese werden die Proben in Proteinauftragspuffer aufgenommen. Die Proben
werden 10 min im Heizblock bei 96°C erhitzt und anschlieBend kurz zentrifugiert. Die

Elektrophorese erfolgt bei 28 mA, 3 h bei Raumtemperatur.

2.2.12 Western Blot
Die aufgetrennten Proteine vom Gel werden direkt auf PVDF-Membranen mit einer Semi-
Dry-Blot-Apparatur (LKB 2117 Multiphor II  Horizontal-Elektrophoresekammer)
tibergetragen (Burnette, 1981; Kyhse-Andersen, 1984; Towbin et al., 1979). Die SDS-
Proteingele konnen nach Entfernung des Sammelgels ohne weitere Vorbehandlung geblottet
werden. Zuerst wird eine Graphit-Anode mit H,O pigest befeuchtet. Dann werden 6 in
Anodenpuffer II getrinkte, auf Gelgrosse zurechtgeschnittene Whatman 3 MM-Filterpapiere
auf die Graphit-Anode gelegt. Darauf legt man 3 weitere in Anodenpuffer I getrinkte
Whatmann 3MM-Filterpapiere. Auf diesem Stapel wird luftblasenfrei die mit Anodenpuffer I
benetzte PVDF-Membran, sowie anschlieBend das Proteingel aufgelegt. Dann kommen 9

weitere in Kathoden-Puffer benetzte Whatmann 3 MM-Filterpapiere darauf. Die getrinkten
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Whatman 3 MM-Filterpapiere sollten feucht, jedoch keinenfalls tropfnass sein. AnschlieBend
wird das Blot-Sandwich mit der angefeuchteten Graphit-Kathode abgedeckt. Der
Proteintransfer wird bei einer Stromstiarke von 1 mA/cm2 fiir 1 h durchgefiihrt, um die SDS
negativ geladenen Proteine in Richtung Anode zu bewegen und auf die Membran zu

transferieren.

2.2.13 Immunologischer Nachweis von auf PVDF immobilisierten Proteinen
Der Immunologische Nachweis von auf PVDF immobilisierten Proteinen wird weitestgehend
gemil dem ,,ECL-Westernblotting-Protokoll" durchgefiihrt. Das Prinzip beruht darauf, dass
der primére Antikorper mit einem Meerrettichperoxidase-gekoppelten sekundiren Antikorper
komplexiert wird. Die durch die Meerrettichperoxidase katalysierte Oxidation von Luminol
durch H;O, unter alkalischen Bedingungen ist eine lichtentwickelnde Reaktion. Das
Lichtsignal wird durch 4-Iodophenol (Enhancer) um das 1000fache verstirkt und die Dauer

der Lichtemission wird verldngert.

2.2.13.1 Blockierung der Membran

Die geblottete Membran wird fiir 10 min in einer 10% Magermilchpulverldsung in PBSgcr
mit 0,5% Tween 20 bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen abzusittigen. Dann wird sie zweimal kurz mit PBSgcr, abgespiilt.

2.2.13.2  Inkubation mit dem primiren Antikorper

Die gewiinschte Konzentration des proteinspezifischen primiren Antikérpers wird in einer
Losung von 5% Magermilchpulver in PBSgcr, mit 0,5% Tween 20 gelost und die Membran
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation erfolgt in verschraubbaren Rohren, die
permanent gedreht werden (60 rpm), um die antikorperhaltige Losung gleichmaBig iiber die
Membran zuverteilen. Nach einer Stunde Inkubation wird die Membran fiir 2x10 min mit

PBSgcrL + 0,5% Tween 20 und 1x10 min mit PBSgcr ohne Tween 20 gewaschen.
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2.2.13.3 Inkubation mit dem sekundiren Antikorper
Der sekundire Antikorper wird ebenso in der gewlinschten Konzentration in einer Losung
von 5% Magermilchpulver in PBSgcp + 0,5% Tween 20 gelost und die Membran 1 h so wie
der primére Antikdrper bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wird die Membran fiir
2x10 min mit PBSgcr + 0,5% Tween 20 und 1x10 min mit PBSgcy ohne Tween 20

gewaschen.

2.2.13.4 Detektion
Nach dem Waschen wird die Membran in eine Filmkassette gelegt. Gleiche Volumen der
Losung 1 und 2 des ECL Kits (enthalten H,O, in stabilisierter Form, sowie zum Nachweis
bendtigte Komponenten (s.0)) werden gemischt und gleichmiBig auf die Membran pipettiert.
Ein Endvolumen von 0,125 ml/cm® ist ausreichend um die Membran zu benetzen. Die
Fliissigkeit wird nach einer Minute mit saugfahigem Papier entfernt, wobei das Papier nur an
den Rand der Membran gelegt wird. Danach wird die Membran mit Frischhaltefolie
abgedeckt. Die nachfolgenden Schritte werden im Dunkelraum durchgefiihrt. Ein
vorbelichteter Hyperfilm ECL wird auf die Membran gelegt. Die Exposition variiert je nach
Intensitiat zwischen 10 s bis 1 h. Fiir eine wiederholte Immunodetektion, kann die Membran
fiir einige Zeit im feuchten Zustand in Frischhaltefolie verpackt und kiihl (bei 4°C) gelagert

werden.

I'i'l—H H,O, O

. + N, + light
N—H Peroxidase o

NH, NH,

Abbildung 5: Reaktionsgleichung des ECL-Systems.
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2.2.14 Immunopréazipitation
Zur Immunoprézipitation wird eine 300 pg Protein entsprechende Menge der Losung der
Chromatin-Fraktionen aus 2.2.8 mit 2 pug Antikorper fiir 1h bei 4°C inkubiert.
Wihrenddessen werden 20 ul Protein-G Agarose im Extraktionspuffer, welcher zusétzlich
noch 450 mM NaCl enthélt, dquilibriert, danach wird fiir 20 s bei 12000 x g zentrifugiert, um
die Agarose zu sedimentieren. Nach einer Stunde wird die dquilibrierte Protein-G-Agarose
dem Chromatin-Antikorper-Ansatz  zugesetzt und iiber Nacht bei 4°C unter
"Uberkopfschiitteln" inkubiert. Am niichsten Morgen wird sie bei 12000 x g fiir 20 s
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen. Dann wird zweimal mit Extraktionspuffer,
welcher zusitzlich noch 450 mM NaCl enthilt, gewaschen. Die Agarosebeads werden in
20 pl Proteinauftragspuffer aufgenommen, fiir 10 min bei 96°C erhitzt. Die Auftrennung der

Proteine erfolgt mit einem SDS-Polyacrylamidgel.

2.2.15 Phosphatase-Verdau von MCM2
Der Phosphatase-Verdau von MCM2 erfolgt mit A Protein-Phosphatase (New England
BioLabs). Dazu wird Chromatin-gebundenes MCM2 nach 2.2.14 immunoprézipitiert. Am
nichsten Morgen werden die Agarosebeads zweimal mit Extraktionspuffer, welcher
zusitzlich noch 450 mM NaCl enthédlt, und zweimal mit Phosphatase-Puffer gewaschen.
Danach werden dem Pellet 5 pul 10 x Phosphatase-Puffer und 5 pl 10 x 20 mM MnCl,-Losung
und 0,5 ul (200U) A Protein Phosphatase zugesetzt und mit HyO pigest auf 50 pl aufgefiillt. Der
Ansatz wird fiir 1 h bei 30°C inkubiert und danach fiir 20 s bei 12000 x g abzentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Die Agarosebeads werden zweimal mit Extraktionspuffer,
welcher zusétzlich noch 450 mM NaCl enthilt, gewaschen, in 20 pl Proteinauftragspuffer
aufgenommen und fiir 10 min bei 96°C denaturiert. Dieses wird auf ein 8% (149:1) SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen.
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2.2.16 In vitro Kinase-Assay
Zum in vitro Kinase-Assay wird Chromatin-gebundenes Cdc7 mit Mouse Anti-Cdc7 (Mo Bi
Tech) nach 2.2.14 immunoprézipitiert. Nach der Immunoprizipitation werden die
Agarosebeads nach kurzer (20 s) Zentrifugation bei 4°C zweimal mit Extraktionspuffer mit
450 mM NaCl und zweimal mit Kinase-Puffer gewaschen. Die Agarosebeads werden mit 5 pl
Kinasepuffer, 1 ul ATP (4 mM) und 4 pl **P y-ATP versetzt. Dieser Ansatz wird 1 h bei 30°C
inkubiert, danach mit 20 ul Proteinauftragspuffer versetzt und fiir 10 min bei 96 °C
denaturiert. Dann werden die Proben in einem 12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach

dem Western-Blot wird die Membran autoradiographiert.

2.2.17 Molekularbiologische Methoden
2.2.17.1  Analytisches-Minigel
Die analytische Minigelelektrophorese erfolgt mit einem 1%igen oder 2%igen Agarosegel.
Dafiir werden 200 mg oder 400 mg Agarose in 20 ml 1x TAE-Puffer so lange gekocht, bis die
Agarose vollstandig gelost ist. Die Losung wird dann kurz abgekiihlt und in das mit
Klebeband abgedichtete Gelbett des Minigelapparates gegossen, der Kamm eingesetzt, bis
zum Erstarren der Agarose gewartet und anschlieBend mit 400 ml 1x TAE-Puffer
tiberschichtet. Die Proben werden grundsitzlich wie folgt in sterilen Eppendorfcups

vorbereitet:

1 ul DNA

ad 9 ul H,O

1 ul 10x DNA-Auftragspuffer
Die Proben werden durch Antippen gemischt, kurz abzentrifugiert und auf das Minigel
aufgetragen. Es wird 5 min bei 100 V und dann 90 min bei 50 V aufgetrennt. Marker LS III

und LS VIII von der Firma Boehringer werden als Langen-Standard verwendet. Das Gel wird
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10 min in Ethidiumbromid-Losung (2 pg/ml) gelegt, um die DNA anzufiarben und zweimal
fiir 10 min in HyO pigest €ntfarbt. Bei einer Anregungswellenlinge von 302 nm 148t sich die
Fluoreszenz des DNA-Ethidiumbromidkomplexes (598 nm) beobachten. AnschlieBend wird

das Gel mit Hilfe einer Digitalkamera mit einem Rotfilter fotografiert.

2.2.17.2  Préparatives Minigel
Ein Préaparatives-Minigel wird mit 1% Lowmelting Agarose in TAE-Puffer durchgefiihrt. Es
werden 200 pg Lowmelting-Agarose in 20 ml 1XxTAE suspendiert und im Wasserbad auf
70°C erhitzt, um die Agarose zu 16sen. Danach werden 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben
und das Gel im Kiihlraum gegossen. Als Laufpuffer dient 1x TAE-Puffer mit 0,5 pug/ml
Ethidiumbromid. Das Gel wird 5 min bei 100 V und anschlieBend 2 h bei 50 V im Kiihlraum

aufgetrennt. Die DNA-Banden werden unter dem Transilluminator sichtbar.

2.2.17.3  Phenolextraktion
Die DNA-haltige Losung wird mit gleichem Volumen Phenol-Ldsung versetzt und griindlich
gevortext. Diese Mischung wird fiir 2 min bei 14000 rpm zentrifugiert, um die Phasen zu

trennen. Die DNA-enthaltende wissrige Phase wird abgenommen.

2.2.17.4  Phenol-/Chloroformextraktion
Die DNA-haltige Losung wird bei einer Phenol-/Chloroformextraktion je zur Hélfte Thres
Volumens mit Phenol und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und gevortext. Zur
Phasentrennung wird die Mischung in der Eppendorfzentrifuge 2 min bei 14000 rpm

abzentrifugiert. Die DNA-haltige obere Phase wird abgenommen.

2.2.17.5 Chloroformextraktion
Zur Chlorophormextraktion wird die DNA-haltige Losung mit dem gleichem Volumen
Chlorophorm/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, gevortext und fiir 2 min bei 14000 rpm

zentrifugiert. Die DNA-enthaltende wiassrige Phase wird abgenommen.
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2.2.17.6  Ethanol und Isopropanolfdllung
Die DNA-L6sung wird mit dem 2,5-fachen ihres Volumen 100% eiskaltem Ethanol bzw. mit
dem 0,6-fachen ihres Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt. Zuvor wird noch das 0,1-fache
Volumen an Natriumacetat/Eisessig (3 M, pH 5,3) zugegeben und 30 min bei - 20°C gefillt.
Danach wird die DNA in der Eppendorfzentrifuge bei 4°C und 14000 rpm abzentrifugiert und
mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird 8 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und

im 1x TE-Puffer aufgenommen.

2.2.17.7 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau erfolgt mit 2-5 U des entsprechenden Restriktionsenzyms pro 1 pg
DNA. Die DNA-Losung wird nach Zugabe von 1/10 Volumen eines fiir das Enzym
geeigneten 10x Verdaupuffers sowie Auffiillen des Ansatzes auf das gewiinschte Endvolumen
1 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubationszeit flir einen priaparativen Verdau betrdgt 2 bis 3 h
oder erfolgt iiber Nacht. Der Erfolg des Restriktionsverdaus wird auf einem analytischen

Minigel iiberpriift.

2.2.17.8 RNAse-Verdau
Fiir einen RNAse-Verdau wird RNase H (Boehringer Mannheim) in einer Endkonzentration
von 100 pg/ml zugesetzt. Ein RNAse-Verdau erfolgt separat oder in Kombination mit einem

Restriktionsverdau.

2.2.17.9 Herstellung kompetenter E.coli Zellen

Der Herstellung kompetenter E.coli Zellen erfolgt im Kiihlraum. Die verwendeten Gerite,
z. B Pipetten, Zentrifugenrohrchen, Eppendorfcups etc., werden auf Eis vorgekiihlt. Mit einer
2 ml Ubernachtkultur werden 100 ml, auf 37°C vorgewirmtes LB-Medium in einem 500 ml
Schikanekolben angeimpft. Die Zellkultur wird nach Erreichen einer OD von 0,5 (548 nm) fiir
5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. In 40 ml eiskalter Losung von 0,1 M MgCl, wird das

Pellet resuspendiert, 10 min bei 2000 rpm abzentrifugiert und danach in 40 ml 0,1 M CsCl,-
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Losung resuspendiert. AnschlieBend wird die Suspension fiir 20 min bei 0°C inkubiert und
wiederum zentrifugiert. Das Pellet wird in 4 ml einer Losung von 0,1 M CaCl,/14% Glycerin
resuspendiert und in eiskalte, sterile Eppendorfcups in Portionen zu 200 pl verteilt. Diese
kompetenten Zellen werden sofort schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.2.17.10 Einfrieren von E.coli Zellen

Das Einfrieren von E.coli Zellen erfolgt in Hogness-Medium. Eine 3 ml Ubernachtkultur wird
aus einer Einzelkolonie angesetzt. 1,35 ml der Zellsuspension der Ubernachtkultur werden am
ndchsten Morgen in Einfrierréhrchen gefiillt. Danach werden 150 pul 10x Hogness-Medium
zugegeben und gemischt. AnschlieBend werden die Bakterien sofort in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und dann bei -80°C gelagert.

2.2.17.11 Plasmid-Isolierung (MidiPréparation)
Die Isolierung von Plasmid-DNA wird weitestgehend gemil3 der ,,Plasmid Maxi Preparation®
der Firma Qiagen durchgefiihrt. Es wird eine Ubernachtkultur von 200 ml aus einer
Einzelkolonie angesetzt. Am niachsten Morgen wird abzentrifugiert. Das Pellet wird in 10 ml
Puffer P1 resuspendiert, weitere 10 ml Puffer P2 zugegeben und vorsichtig gemischt. Die
Suspension wird fiir 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann werden 10 ml Puffer
P3 zugegeben, es wird sofort vorsichtig gemischt und bei 4°C fiir 30 min bei 20000 x g
zentrifugiert. Um einen partikelfreien Uberstand zu erhalten, wird der Uberstand
abgenommen und nochmals bei 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Eine Qiagen-tip 500 wird
wihrenddessen mit dem Puffer QBT équilibriert. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand
auf die Sdule gegeben. Nach dem Durchfluss wird die Sdule dreimal mit 10 ml Puffer QC
gewaschen. Mit 15 ml Puffer QF wird die Plasmid-DNA in ein sauberes ,,Falcon-Tube*
eluiert. Diese DNA wird mit 10,5 ml Isopropanol gefillt und bei Raumtemperatur fiir 30 min

in der Varifuge bei 6000 rpm sedimentiert. Das DNA- Pellet wird mit Ethanol gewaschen und
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in 1x TE-Puffer aufgenommen. Mit Hilfe des Eppendorfphotometers bei 260 nM wird eine
Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Ein Extinktionswert von 1 (d=1 cm) entspricht

dabei 50 pg/ml.

2.2.17.12 Plasmid-Miniprédparation
Die Plasmid-Minipréiparation erfolgt von weillen oder hellblauen Kolonien. Eine weille oder
hellblaue Kolonie wird gepickt, in 5 ml LB-Medium resuspendiert und iiber Nacht unter
Drehen iiber Kopf im Wérmeraum inkubiert. Am nidchsten Morgen werden 1,5 ml
entnommen und fiir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen.
Das Pellet wird durch Vortexen in 100 pul Glucosepuffer resuspendiert und fiir 5 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Die Bakterien werden durch Zugabe von 200 pl frisch
hergestellter 0,2 N NaOH/1% SDS unter vorsichtigem Schiitteln (nicht vortexen) lysiert und
5 min auf Eis gestellt. Danach werden 150 pl eiskaltes Natrium-Acetat (pH 5.3, 3 M) durch
vorsichtiges Schiitteln zugegeben und auf Eis gestellt. Dann wird 10 min bei 13000 rpm bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird in 1,5 ml Eppendorfcups iiberfiihrt. Der Uberstand wird
einmal mit dem Phenol, einmal mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform und einmal
mit Chloroform extrahiert. Nach der letzten Zentrifugation wird der wissrige Uberstand in ein
neues Eppendorfcup iiberfiihrt, 1 ml Ethanol werden zugegeben und es wird fiir 20 min bei -
20°C gefillt. Danach wird fiir 10 min bei 13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet mit
dem kaltem 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird fiir 8 min in der Vakuumzentrifuge
getrocknet, in 10 TE-Puffer aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.2.17.13 RNA-Isolierung

Zellkulturen werden auf 90 mm Schalen angesetzt und nach entsprechender Inkubation durch
zweimaliges Waschen mit eiskalter PBSger gestoppt. Die Zellkultur wird mit 350 pl GuaSCN-

Losung versetzt, abgeschabt und in ein Eppendorfcup tiberfiihrt. Das Lysat wird mit Hilfe des
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Sonifiers (8 Pulse bei Stufe 8 in Brandson Sonifier) zur DNA-Fragmentierung beschallt.
Danach werden 500 pl des beschallten Lysats auf 500 ul CsCl/GuaSCN-Loésung in ein
dickwandiges Polycarbonatzentrifugationsréhrchen gegeben und bei 90000 rpm iiber Nacht
bei Raumtemperatur in der TL100 Tischzentrifuge (Beckmann) zentrifugiert. Danach wird
das Roéhrchen entnommen, der DNA- und Protein-haltige Uberstand vorsichtig abgegossen
und das Rohrchen zum Trocknen des RNA-Pellets tiber Kopf auf ein Filterpapier gestellt.
AnschlieBend wird das RNA-Pellet zweimal mit 50 pl Ethanol/Formamid (70/30) gewaschen
und in 80 pl HyO pigest aufgenommen. Das Rohrchen wird fiir 10 min bei -80°C eingefroren
und fiir 10 min bei 60°C inkubiert. Zur Konzentrationsbestimmung werden 2 ul der RNA-
Losung mit HyO pigese auf 500 pl aufgefiillt. Die Absorption wird bei 260 nm gegen H,O als
Leerwert gemessen. Die Absorption von 1 (d=1 cm) entspricht einer RNA-Konzentration von

40 pg/ml.

2.2.17.14 cDNA- Synthese

Die ¢cDNA Synthese erfolgt mit Hilfe der reversen Transkriptase des MMLV (Mouse
Moloney Leucemia Virus). Dafiir werden 2 ug RNA mit 3 pl des Oligo-dT-Primer und 4 pl
des 10x REVT-Puffer versetzt. Diese Mischung wird 10 min auf 60°C erhitzt und dann auf
37°C temperiert. Zunidchst wird zu diesem Ansatz 8 ul dNTP-Mix und 1 pul Reverse
Transkriptase gegeben und weitere 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird mit HyO pigest

auf 100 pl gefiillt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.2.17.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Amplifikation von MCM2, wird folgender Ansatz pipettiert:

2,5 pl 10x PCR-Puffer (200 mM Tris-Hcl, pH 8.4, 500 mM KCI)

0,75 ul 50 mM MgCl,

0,5ul 10 mM dNTP Mix

0,5 ul  Forward MCM2 Primer (10 uM)

0,5ul  Reverse MCM2 Primer (10uM)

0.25 pl  Taq DNA Polymerase (5U/ul)

10 ul  cDNA (von first strand reaction)

10l H0 pidest

Die Ansétze werden kurz zentrifugiert, zuniachst im Perkin Elmer PCR Prozessor fiir 3 min

bei 96°C denaturiert und anschlieBend 32 Zyklen nach folgendem Programm inkubiert.

Denaturierung - 30s bei 94°C
Annealing - 30s bei 58°C
Polymerisation - 1,5 min bei 72°C

2.2.17.16 Herstellung von rekombinantem Plasmid

2.2.17.16.1 Herstellung von ** klebrigen' Enden in MCM2:

Die Herstellung von klebrigen Enden in MCM2-DNA-Amplifikat erfolgt durch

Restriktionsverdau mit BamHI und HindlIIl. Zuerst werden die PCR-Produkte in einem
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analytischen Minigel {iberpriift. Danach werden die gewiinschten PCR-Produkte auf ein
priaparatives Minigel aufgetragen und die Bande von MCM2 unter dem Transilluminator mit
einem Einmal-Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die ausgeschnittene Bande wird mit 1x
TE-Puffer (pH 7.6) auf 500 pl aufgefiillt und 5 min bei 70°C geschmolzen. Danach wird
einmal mit Phenol, einmal mit Phenol/Chloroform und einmal mit Chloroform extrahiert. Die
wissrige Phase wird unter Zugabe von 1/10 Vol. Natrium-Acetat (pH 5.3, 3 M) und gleichen
Vol. (550 ul) Isopropanol fiir 1 h bei -20°C gefallt. AnschlieBend wird der Ansatz fiir 30 min
bei 13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert, das Pellet wird mit 70% kaltem Ethanol gewaschen
und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die DNA wird in 6 pl 1x TE-Puffer aufgenommen

und durch ein analytisches Minigel {iberpriift. Dann wird mit BamHI und HindIII geschnitten.

Der Verdauansatz besteht aus folgenden Komponenten:

4 ul MCM2 PCR Fragment

1 ul 10% Verdau-Puffer H

0,5 ul BamHI (20U)

0,5 ul HindIII (20U)

ad 10 Hl H0 pidest

Die Ansitze werden fiir 2 h im 37°C Wasserbad inkubiert. Nach der Verdaureaktion wird ein
Teil des Verdauprodukts auf einem analytischen Minigel {berpriift. Durch ein
Priparatives Minigel wird das mit BamHI und HindIII geschnittene MCM2 wiedergewonnen.

MCM2 wird bis zur Ligation bei -80°C gelagert.
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2.2.17.16.2 Herstellung von klebrigen Enden in pRSET

Die klebrigen Enden von pRSET A,B,C werden durch Restriktionsverdau mit BamHI und
HindIIT erzeugt, um ein rekombiniertes Plasmid pRSET A,B,C mit MCM2 zugewinnen.
Dafiir wird pRSET mit BamHI und HindIIl durch eine Verdaureaktion geschnitten. Der

Verdauansatz besteht aus folgenden Komponenten:

4 ul Plasmid pRSET A,B,C

1 ul 10x Verdau-Puffer H

0,5 ul BamH I (20U)

0,5 ul Hind III (20U)

Ad 10 pl mit HyO pigest

Die Verdaureaktion wird fiir 2 h im 37°C Wasserbad durchgefiihrt. Nach der Verdaureaktion
wird das Plasmid durch ein priaparatives Minigel wiedergewonnen und durch ein analytisches

Minigel tiberpriift. pPRSET A,B,C wird bis zur Ligation bei -80°C gelagert.

2.2.17.16.3 Ligation und Transformation

Zur Ligation werden mit BamHI und HindIIl geschnittenes MCM2 und pRSET A,B,C
Plasmid aus 2.2.17.16.2 verwendet. Die Ligation erfolgt mit der T4-DNA-Ligase der Firma

Invitrogen.
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Ligationsansitze:

1 ul pRSET A,B,C (62ng)

2 ul MCM2 (217ng)

5 ul 2xT4 DNA Ligationspuffer

0,5 ul T4 DNA Ligase

mit HyO pigest ad 10 Ml

Die Ligationsansitze werden bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Nach 5 min werden
tief gefrorene kompetente E.coli-Zellen auf Eis aufgetaut, die Ligationsansitze zugegeben
und durch Antippen gemischt. Die Zellen werden 10 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen
werden 40 ul einer 2% Losung von X-Gal (in DMF) und 4 pul einer 20% Losung IPTG-
Losung (in HzO pigest) auf LB/Amp-Platten pipettiert, mit einem Drygalski-Spatel gleichmifBig
verteilt und bis zum Ausplattieren der Transformationansidtze mit der Oberseite nach unten
gelagert. Von den Zellen wird 1/10 Vol und 9/10 Vol auf verschiedene LB-Amp-Platten
(vorher mit X-Gal und IPTG bestreichene Platten) ausplattiert. Dann wird bei 37°C {iber
Nacht inkubiert. Aus den Bakterienkolonien werden nach 2.2.17.12 Plasmide isoliert und
durch eine Verdaureaktion iiberpriift. Das mit MCM2 rekombinierte Plasmid pRSET wird

durch Plasmid-Midipréparation aus den Bakterienkolonien isoliert und bei -80°C gelagert.

2.2.17.17 Expression von MCM2-Protein
Ein Klon wird von den Bakterienkolonien (aus 2.2.17.16.3) gepickt und in ein 15 ml
Polypropylen-Réhrchen mit 4 ml LB Medium {iberfiihrt. Die Kultur wird bei 37°C unter
Uberkopfschiiteln inkubiert. Dabei wird alle 20 min die Absorption bei 548 nm gemessen. Bei
einer OD von 0,5 wird IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM fiir 2 h in die Kultur

zugegeben. Danach werden die Zellen bei 6000 x g fiir 5 min und bei 4°C abzentrifugiert. Der
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Uberstand wird abgenommen, das Pellet in 500 ul Lysozym-Lésung (30 ug/ml) pro 1,5 ml
Kultur aufgenommen und iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Am néichsten Morgen wird
Tritonx100 in einer Endkonzentration von 0,5% zugegeben, sonifiziert (8 Pulse bei Stufe 8 in
Brandson Sonifier) und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand (enthiilt 18sliche Proteine)
wird abgenommen. Das Pellet wird in den Proteinaufstragspuffer aufgenommen und auf ein
8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach dem Western-Blot wird der Nachweis mit

Goat Anti-MCM2 Antikdrper durchgefiihrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Verédnderung von MCM2 und PCNA unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung

3.1.1 Western-Blot-Analyse von MCM2 und PCNA
MCM?2 ist eine Komponente des Préinitationskomplexes und essentieller Faktor fiir die
Initiation der DNA-Replikation. Die Grofe von MCM2 betridgt etwa 1116 kDa. Nach
Phosphorylierung von MCM2 16st es sich ab. Moglicherweise wird dabei die
Helikaseaktivitit von MCM4/6/7 induziert (Ishimi et al., 2001; Ishimi et al., 1998). Es sollte
zunichst das Verhalten von MCM2 aus hypoxischen und reoxygenierten Zellen untersucht
werden, um daraus eventuell Riickschliisse auf den Ablauf der Replikationsinitiation nach
transienter Hypoxie ziehen zu koénnen. Die Versuche wurden nach Stimulierung der
ausgehungerten T24-Zellen durch Mediumwechsel unter normoxischen, hypoxischen und
S min, 30 min und 1 h reoxygenierten Bedingungen durchgefiihrt. Nach den Inkubationen
wurden die Proteine aus den verschiedenen Zellfraktionen nach 2.2.8 isoliert und iiber ein

8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet.

Cytosol
T — D —" .
Nucleosol
- . :
Chromatin

Abbildung 6: Western-Blot-Analyse von MCM2.

Immunologischer Nachweis von cytosolischem, nucleosolischem, Chromatin-gebundenem MCM2:
Nach Auftrennung der Proteine iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot wurde die
Membran mit Goat Anti-MCM?2 Antikorper geprobt. Die Zellen wurden wie folgt inkubiert:

Spur 1: Normox ohne Mediumwechsel, Spur2: Normox nach Mediumwechsel, Spur 3: Hypox, Spur 4:
Reox 5 min, Spur 5: Reox 30 min und Spur 6: Reox 1 h.
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Abbildung 6 zeigt, dass MCM2 in der cytosolischen, nucleosolischen und chromatin Fraktion
aus Zellen nach normoxischer Inkubation ohne Mediumwechsel schwach vorhanden ist. Dies
damit vereinbar, dass die Zellen durch Nahrstoffentzug in der fritheren G1-Phase arretiert
wurden. Nach Mediumwechsel riicken die Zellen wahrscheinlich in der G1-Phase weiter vor
und es kommt zur Bildung des Priinitiationskomplexes. Unter Hypoxie wird dieser angestaut,
wie man an der steigenden Signalintensitit von MCM2 aus hypoxischen Zellen erkennen
kann. Das Chromatin-gebundenes und nucleosolisches MCM2 sind unter Normoxie nach
Mediumwechsel sowie nach Reoxygenierung deutlich weniger vorhanden, als unter Hypoxie
(Abbildung 6). Im Gegensatz dazu nimmt cytosolisches MCM?2 aus normoxischen Zellen nach
Mediumwechsel zu. Dies konnte darauf hinweisen, dass MCM2 wihrend der Reoxygenierung
vom Chromatin abgeldst wird und gleichzeitig ins Cytosol wandert. MCM2 scheint dabei
etwas schneller im Gel zu wandern. Dieses Laufverhalten deutet auf eine Phosphorylierung
hin. Die weiteren Versuche sollen bestitigen, ob MCM2 nach Reoxygenierung in T24-Zellen

phosphoryliert wird.

Als Kontrolle fiir einen korrekten Versuch wurde PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
nachgewiesen. Die Grofle von PCNA ist etwa 36 KDa. Es ist bekannt, dass PCNA der
Prozessivitatsfaktor fiir die DNA-Polymerase 6 ist. Chromatin-gebundenes PCNA ist somit
ein Indikator fiir aktive Replikation. Hohes Chromatin-gebundenes PCNA nach hypoxischer

Inkubation deutet auf Fehler hin, z. B. durch undichte Inkubationsgefifle.
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Abbildung 7: Western-Blot-Analyse von PCNA.

Nach Auftrennung der Proteine iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot wurde die
Membran mit Mouse Anti-PCNA Antikorper geprobt. Die Zellen wurden wie folgend inkubiert:

Spur 1: Normox ohne Mediumwechsel, Spur 2: Normox nach Mediumwechsel, Spur 3: Hypox, Spur
4: Reox 5 min, Spur 5: Reox 30 min und Spur 6: Reox 1 h.

Cytosolisches und nucleosolisches PCNA sind gleichbleibend hoch in Material aus Zellen
nach normoxischer, hypoxischer oder reoxygenierter Inkubation (Abbildung 7). Die
Signalintensitdt von chromatin-gebundenem PCNA ist vor Stimulation der Zellen schwach
oder nicht zu erkennen, da sich die Zellen im G1-Arrest befinden (Abbildung 7). Nach dem
Mediumwechsel gehen die Zellen von der G1-Phase zur S-Phase. In Abbildung 7 ist ein sehr
schwaches Signal von Chromatin-gebundenem PCNA aus hypoxischen Zellen zu erkennen.
Unter Hypoxie findet keine Initiation sowie Elongation statt. PCNA hat 5 min, 30 min und 1 h
nach Reoxygenierung zugenommen. Diese Zunahme von PCNA zeigt eine erfolgreiche
Initiation und anschlieBende Elongation an. Das bestitigt, dass die hypoxische reversible
Hemmung der Initiation der DNA-Replikation in T24-Zellen nach Reoxygenierung in
wenigen Minuten schnell wieder verschwindet. Das Verhalten von PCNA reflektiert hier

somit einen korrekten Versuchsablauf.
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3.1.2 Phosphorylierung von MCM2

Um eine eventuell vorliegende Phosphorylierung von MCM2 nachzuweisen, sollte
immunoprézipitiertes MCM2 mit Phosphatase-verdaut werden. Chromatin-gebundenes
MCM2 wurde nach 2.2.14 immunoprizipitiert, in einem 8%igen (149:1,
Acrylamid:Bisacrylamid) Gel aufgetrennt. Abbildung 8 zeigt die Versuch-Zustinde ohne
Verdau.

1 2 3 4 5

Abbildung 8: Immunoprizipitation von MCM2.

Chromatin-gebundenes MCM2 wurde mit Goat Anti-MCM2 immunoprézipitiert, iiber ein 8%iges
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Western-Blot die Membran mit Goat Anti-MCM?2
Antikorper geprobt.

Spur 1: Normox nach Mediumwechsel, Spur 2: Hypox, Spur 3: Reox 5 min und Spur 4: Reox 30 min,
Spur 5: Reox 1 h.

Es ist zu erkennen, dass unter Anwesenheit von O, eventuell eine zuséitzliche schneller

wandernde Bande vorhandeln ist, diese wiirde fiir die Phosphorylierung von MCM2 sprechen.

Unter Hypoxie fehlt diese Bande.

Die Phosphorylierung von MCM2 wurde durch Phosphatase-Verdau (Abbildung 9)
nachgewiesen. Dazu wurde chromatin-gebundenes MCM2 30 min nach Reoxygenierung nach
2.2.14 immunoprézipitiert und ein Phosphatase-Verdau nach 2.2.15 durchgefiihrt. Der Ansatz
wurde iiber ein 8%iges (149:1, Acrylamid:Bisacrylamid) Gel aufgetrennt und geblottet. Die
nach Reoxygenierung aufretende Doppelbande von MCM2 (Spur 2) ist nach dem Verdau

verschwunden. Dies zeigt, dass MCM2 30 min nach Reoxygenierung phosphoryliert ist.



3 Ergebnisse 58
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—)
Abbildung 9: Phosphatase-Verdaureaktion von MCM2.
Chromatin-gebundenes MCM2 wurde 30 min nach Reoxygenierung immunoprézipitiert und mit
A Phosphatase-verdaut. Nach dem Verdau wurde das Prizipitat {iber ein 8%iges (149:1,
Acrylamid:Bisacrylamid) Gel aufgetrennt und Western-Blot durchgefiihrt. Der Immunologischer

Nachweis erfolgte mit Hilfe von Goat Anti-MCM2 Antikdrper.
Spur 1: Phosphataseverdautes MCM2 und Spur 2: unverdaute Kontrolle.

3.2 Veranderung von Cdc7 unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung

3.2.1 Western-Blot-Analyse von Cdc7
Da MCM2 ein Substrat fiir die Cdc7 Kinase ist, sollte deren Verhalten in Material aus Zellen
nach hypoxischer und reoxygenierter Inkubation untersucht werden. Cdc7 ist eine
Serin/Threonin-Kinase und soll MCM2 wihrend der Initiation der DNA-Replikation
phosphorylieren (Jiang et al., 1999; Lei et al., 1997; Xu et al., 2003). Vermutlich induziert die
Phosphorylierung von MCM2 die Helikaseaktivitit von MCM4/6/7 und fiihrt zur Initiation
der Replikation (Ishimi et al., 2001). Die GroBe von Cdc7 betrigt etwa 67 KDa. Die
Chromatin-gebundene Fraktion wurde iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und geblottet. Danach erfolgte der immunologische Nachweis des chromatin-gebundenen

Cdc7 mit Mouse Anti-Cdc7 Antikorper.

Abbildung 10: Western-Blot-Analyse von Cdc7.

Chromatin-gebundene Proteine wurden liber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach
Auftrennung erfolgte Western-Transfer der Proteine. Zum Nachweis wurde die Membran mit Mouse
Anti-Cdc7 Antikorper geprobt. Die Zellen waren wie folgt inkubiert:

Spur 1: Normox ohne Mediumwechsel, Spur 2: Normox nach Mediumwechsel, Spur 3: Hypox, Spur
4: Reox 5 min, Spur 5: Reox 30 min und Spur 6: Reox 1 h.
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Abbildung 10 zeigt, dass Chromatin-gebundenes Cdc7 in ausgehungerten Zellen nur gering
vorhanden ist. Nach Mediumwechsel steigt Cdc7 unter normoxie, hypoxie sowie nach
Reoxygenierung an, wobei die Menge des Chromatin-gebundenen Cdc7 mit der Dauer der
Reoxygenierung leicht zunimmt. Somit spielt es bei der Initiation und Phosphorylierung von
MCM2 moglicherweise eine Rolle. Die Wechselwirkung zwischen MCM2 und Cdc7, bzw.,

ob Cdc7 MCM2 phosphoryliert, wurde in weiteren Versuchen untersucht.

3.2.2 Immunoprazipitation von Cdc7
Zunichst wurde Chromatin-gebundenes Cdc7 nach 2.2.14 immunoprézipitiert, fiir 10 min bei
96°C denaturiert und iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Auftrennung
der Proteine und Western-Blot wurde Cdc7 mit Mouse Anti-Cdc7 Antikdrper nachgewiesen.
Abbildung 11 zeigt, dass Cdc7 sich gut prézipitieren ldsst. Allerdings zeigt sich die leichte

Zunahme der Bandenintensitit nach Reoxygenierung hier nicht.

Abbildung 11: Immunoprizipitation von Cdc7.

Chromatin-gebundenes Cdc7 wurde mit Mouse Anti-Cdc7 immunoprazipitiert, iiber ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Auftrennung erfolgte Western-Transfer der Proteine. Das Cdc7
wurde mit Mouse Anti-Cdc7 Antikorper nachgewiesen.

Spur 1: Normox nach Mediumwechsel, Spur 2: Hypox, Spur 3: Reox 5 min und Spur 4: Reox 30 min,
Spur 5: Reox 1 h.

3.3 Proteininteraktion zwischen Cdc7 und MCM2

3.3.1 Co-Immunopréazipitation von MCM2 und Cdc7
Da bei einer Immunoprézipitation meist neben dem Zielprotein des Antikdrpers auch Proteine
préazipitiert werden, die mit diesem interagieren, sollte untersucht werden, ob Cdc7 mit
MCM2 co-prézipitiert und umgekehrt. Chromatin-gebundenes Cdc7 wurde mit Mouse Anti-

Cdc7 Antikdrper nach 2.2.14 immunoprézipitiert. Das Prizipitat wurde iiber ein 8%iges SDS—
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Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Auf der Membran wurde neben Cdc7 auch

MCM2 nachgewiesen.
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Abbildung 12: Co-Immunoprizipitation von MCM2 und Cdc7.

Co-Immunoprizipitation von MCM2

Chromatin-gebundenes Cdc7 wurde immunoprézipitiert, die Proteine iiber ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und Co-Immunoprizipitation von MCM2 nach dem Western-Blot mit
Goat Anti-MCM2 Antikorper durchgefiihrt.

Co-Immunoprizipitation von Cdc7.

Chromatin-gebundenes MCM2 wurde immunopréazipitiert und die Proteine iiber ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Co-Immunoprézipitation von Cdc7 wurde nach dem Western-Blot mit
Mouse Anti-Cdc7 Antikérper nachgewiesen.

Spur 1: Normox nach Mediumwechsel, Spur 2: Hypox, Spur 3: Reox 5 min und Spur 4: Reox 30 min,
Spur 5: Reox 1 h.

In Abbildung 12 ist mit Cdc7 co-immunoprizipitiertes MCM2 deutlich zu erkennen. In
Material aus Zellen nach hypoxischer Inkubation erscheint ein schwaches Signal. Unter
Normoxie nach Mediumwechsel und nach 5 min, 30 min Reoxygenierung es stérker. Dieses
Ergebnis besagt, dass MCM2 mit Cdc7 interagieren kann, und dass es nach der
Reoxygenierung co-prazipitiert wird. Dies konnte darauf hinweisen, dass Cdc7 tatsdchlich
auch wihrend der Initiation nach Reoxygenierung mit MCM2 interagiert und es dabei
phosphoryliert. Eventuell wird die Kinaseaktivitit von Cdc7 nach Reoxygenierung in T24-
Zellen aktiviert. Die Zunahme erst nach der Reoxygenierung ist damit vereinbar, dass Cdc7
erst zur Aktivierung des Préinitiationskomplexes bendtigt wird und erst danach mit MCM2

interagiert.
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Umgekehrt wurde dann Chromatin-gebundenes MCM2 mit Goat Anti-MCM?2 nach 2.2.14
prazipitiert und Uber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Auftrennung
erfolgte Western-Transfer der Proteine. Neben MCM2 wurde Cdc7 auf der Membran unter
verschiedenen Inkubation detektiert (Abbildung 12). Abbildung 12 zeigt, dass das schwéchste
Signal von Cdc7 aus Zellen nach hypoxischer Inkubation zu finden ist. So wie co-
immunopréazipitiertes MCM?2, hat co-immunoprizipitiertes Cdc7 nach Reoxygenierung
zugenommen. Dies bestétigt die Moglichkeit einer Interaktion zwischen Cdc7 und MCM2
wihrend der DNA-Replikation in T24-Zellen. Auch deutet diese Zunahme nach
Reoxygenierung erneut darauf hin, dass Cdc7 mdoglicherweise nach Reoxygenierung in T24-
Zellen aktiviert wird und dann mit MCM2 interagiert. Dies ist damit vereinbar, dass Cdc7
nach Reoxygenierung zur Aktivierung des Hypoxischen-Préinitiationskomplexes nach

Reoxygenierung bendtigt wird.

3.3.2 Invitro Phosphorylierung von MCM2 durch Cdc7
Zur Untersuchung der Kinaseaktivitit des Cdc7 und der mogliche Phosphorylierung von
MCM2 aus Zellen nach normoxischen, hypoxischen und reoxygenierten Inkubationen, wurde
ein in vitro Kinase-Assay durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht werden, ob das
Immunoprézipitat von Cdc7 das Immunoprézipitat von MCM2 phosphoryliert. Dazu wurden
die Immunoprézipitationen gemischt und ein in vitro Phosphorylierung-Versuch durchgefiihrt.
Auf diese Weise gelang es jedoch nicht, MCM2 zu phosphorylieren. Daher sollte in E.coli

exprimiertes MCM2 eingesetzt werden.
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3.4 Expression von MCM2-Protein in E.coli

3.41 PCR
Die entsprechende Sequenz (1562bp) wurde zuerst durch RT-PCR amplifiziert. Fiir die RT-
PCR wurde die Gesamt-RNA aus normoxischen, hypoxischen, 5 min, 30 min und 1h
Reoxygenierten Bedingungen nach 2.2.17.13 isoliert. Zur Qualitdtskontrolle der Gesamt-RNA

wurde jeweils 1 pg iiber ein RNA-Minigel aufgetrennt.

RMNA Minigel
E H 5 0 G

Abbildung 13: RNA-Minigel.
Die Gesamt-RNA wurde isoliert und iiber ein RNA-Minigel aufgetrennt.
Spur E: Normox, Spur H: Hypox, Spur 5: Reox 5 min, Spur 30: Reox 30 min, Spur 60: Reox 60 min.

Abbildung 13 zeigt die Gesamt-RNA von verschiedenen Inkubationsbedingungen. Da die
RNA intakt war, wurde mit der RNA von normoxischen Zellen ¢c-DNA nach 2.2.17.14
synthetisiert. AnschlieBend wurde eine PCR (32 Zyklen) mit MCM2 Forward und Reverse
Primer nach 2.2.17.15 durchgefiihrt. Der Forward-Primer enthdlt eine BamHI- und der
Reverse-Primer eine HindIII-Schnittstelle um spéter klebrige Enden von MCM?2 erzeugen zu
konnen. Das PCR-Produkt wurde auf einem 1%igen Agarosegel iiberpriift. Das PCR-Produkt
lieferte dabei eine Bande bei 1562 bp, die dem erwarteten Amplifikat von MCM2 entspricht.
Das Amplifikat wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIIl nach 2.2.17.7
verdaut, iiber ein praparatives Minigel aufgetrennt und anschlieend isoliert. Das verdaute

Produkt wurde in einem analytischen Minigel tiberpriift.
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Abbildung 14: 1%iges Agarosegel mit BamHI und HindIII geschnittener pRSET A,B,C und
MCM2

Der pRSET A,B,C-Vektor und MCM2 (PCR-Produkte) wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI
und HindlIII verdaut und in einem analytischen Minigel {iberpriift.

Abbildung 14 zeigt das mit Baml und HindIII geschnittene MCM2 bei 1562 bp. Der pRSET
A,B,C-Vektor wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten. Der mit BamHI und
HindIIT geschnittene pRSET A,B,C wurde nach dem Verdau ebenfalls durch ein préparatives
Minigel aufgetrennt und anschlieBend isoliert. Abbildung 14 zeigt den mit BamHI und HindIII
geschnittenen pRSET-Vektor. Zur Herstellung von rekombiniertem pRSET A,B,C wurde

MCM2 mit linearisiertem pRSET A,B,C ligiert und in BL21 (DE3) RIL Zellen transformiert.
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3.4.2 Ligation

BamH1 Hind1l11

Abbildung 15: Herstellung von rekombiniertem pRSET A,B,C-Vektor

Die Herstellung von rekombiniertem pRSET-Vektor erfolgte durch Ligation von MCM2 mit
pRSET und Transformation in BL21 (DE3) RIL Zellen. Die Ligation und Transformation
wurden mit T4-Ligase von der Firma Invitrogen nach 2.2.17.16.3 durchgefiihrt. Dafiir wurde
mit BamHI und HindIII geschnittenes MCM2 und pRSET A,B,C aus 3.4.1 verwendet. Nach
Transformation wurden die Zellen bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
daraus entstandene Kolonie durch einen Verdau identifiziert. Dafiir wurde ein weiler oder
hellblauer Klon gepickt und in ein 15 ml Polypropylen-Rérchen mit 4 ml LB-Medium mit
Chloramphenicol und Ampicillin angesetzt, im Wirmeraum bei 37°C unter Uberkopfschiitteln
inkubiert. Danach wurden die Plasmide durch Miniprép nach 2.2.17.12 isoliert, ein Verdau
mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIIl durchgefiihrt und das Produkt in einem

analytischen Minigel iiberpriift.
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Abbildung 16: Verdaureaktion von rekombiniertem pRSET A,B,C-Vektor.

Die Plasmide wurden aus einem weilen oder hellblauen Klon durch Miniprép isoliert, ein Verdau mit
den Restriktionsenzymen BamHI und HindIII durchgefiihrt und das Produkt {iber ein analytisches
Minigel aufgetrennt.

Spur 1: Verdaureaktion mit BamHI und HindIII, Spur 2: Kontrolle ()

Abbildung 16 zeigt das Ergebnis. Spur 1 zeigt das mit BamHI und HindIIl geschnittene
Plasmid. Spur 2 zeigt das Plasmid vor dem Verdau. Rekombiniertes pRSET erreichte nach
Rausschneiden von MCM2 wieder die urspriingliche Grofe c.a 1562 bp (Spur 1). Die GroB3e
des ausgeschnittenen Stiickes entspricht der von MCM2. Dies spricht fiir eine erfolgreiche

Ligation.

3.4.3 Expression von MCM2-Protein
Zur Produktion von MCM2 wurde der oben genannte Klon in 10 ml LB-Medium, mit

Chloramphenicol und Ampicillin angeimpft und im Wirmeraum bei 37°C unter
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Uberkopfschiitteln inkubiert. Die Kultur wurde bis zu einer OD von 0,5 bei 548 nm bei 37°C

wachsen gelassen.
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Abbildung 17: Wachstumskurve der BL21 (DE3) RIL Zellen.
Der gewonnene Klon wurde in 10 ml LB-Medium, mit Chloramphenicol und Ampicillin angeimpft.
Bei einer Wellenldnge von 548 nm wurde die Absorption in jeden 20 Minuten aufgenommen.

Abbildung 17 zeigt die Wachsturmskurve der BL21 (DE3) RIL Zellen. Eine OD von 0,5 wurde
bereits nach 1,5 h erreicht. Zur Induktion der MCM2-Synthese wurde IPTG (Isopropyl-B-D-
thioglactopyranosid) in einer Endkonzentration von 1 mM in das Medium gegeben und die
Zellen weitere 3 h wachsen gelassen. Danach wurde das erhaltene Protein, wie in 2.2.17.17
beschrieben, aufgetrennt. Die unldsliche Fraktion wurde auf ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen, geblottet und die Membran mit Goat Anti-MCM2 Antikorper

geprobt. MCM2 war jedoch auf dem Immunoblot nicht zu erkennen.
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3.5 Untersuchung der Interaktion zwischen Cdc7 und Cdk2

3.5.1 Invitro Phosphorylierung von Cdc7
Wihrend es nicht gelang MCM2 durch Cdc7 zu phosphorylieren, stellte sich heraus, dass
Cdc7 selbst beim Kinase-Assay phosphoryliert wurde. Nach dem Kinase-Assay mit y **P-
ATP wurden die Produkte iiber ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und

die Membran autoradiographiert.
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Abbildung 18: In vitro Phosphorylierung von Cdc7.

Chromatin-gebundenes Cdc7 von Normox, Hypox und Reox wurde mit Mouse Anti-Cdc7 Antikdrper
immunoprazipitiert. Mit dem Prézipitat wurde ein Kinase-Assay durchgefiihrt und nach Auftrennung
der Proteine iiber ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel Western-Blot eindurchgefiihrt und die Membran
autoradiographiert.

E: Normox, H: Hypox, R: Reox 1 h

Abbildung 18 zeigt eine in vitro Phosphorylierung des Immunoprézipitats, das mit Anti-Cdc7
erhalten wurde. Die Phosphorylierung nach Reoxygenierung unterscheidet sich leicht von den
hypoxischen und sowie den normoxischen Bedingungen. Ob es sich um eine
Autophosphorylierung handelt, oder ob weitere Kinasen mit Cdc7 bzw. MCM2 prézipitiert

werden, sollte anschlieffend untersucht werden.

3.5.2 Co-Immunopréazipitation von Cdc7 und Cdk2
Um festzustellen, ob Cdk2 mit Cdc7 co-immunoprizipitiert, wurde chromatin-gebundenes
Cdc7 in Material aus Zellen nach normoxischer, hypoxischer und reoxygenierter Inkubationen
nach 2.2.14 mit Mous Anti-Cdc7 Antikorper prézipitiert, iiber ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Die Membran wurde dann neben Cdc7 auch auf

Cdk2 geprobt.
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Abbildung 19: Immunoprizipitation von Chromatin-gebundenem Cdc7.

Immunoprézipitation erfolgte mit Mouse Anti-Cdc7 Antikorper. Das Prézipitat wurde tiber ein 8%iges
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Membran nach Protein-Transfer mit Mouse Anti-Cdc7
Antikorper geprobt.

E: Normox, H: Hypox, R: Reox
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Abbildung 20: Co-Immunoprizipitation von Chromatin-gebundenem Cdk2.
Immunoprézipitation erfolgte mit Mouse Anti-Cdc7 Antikorper. Das Prézipitat wurde tiber ein 8%iges
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Membran nach Protein-Transfer mit Mouse Anti-Cdk2
Antikorper geprobt.

E: Normox, H: Hypox, R: Reox

Abbildung 20 zeigt nach Immunoprézipitation durch Anti-Cdc7 ein Signal fiir Cdk2. Die
Signalintensitdt nach Reoxygenierung unterscheidet sich nicht unter Hypoxie und Normoxie.
Eine unterschiedliche Interaktion zwischen Cdk2 und Cdc7 unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung kann daraus nicht abgeleitet werden. Das Cdc7-Signal steigt wie schon

vorher gezeigt nach Reoxygenierung leicht an.

Umgekehrt wurde iiberpriift, ob mit Cdk2 ebenfalls Cdc7 co-prazipitiert wird. Dazu wurde
Chromatin-gebundenes Cdk2 aus normoxischen, hypoxischen und reoxygenierten Zellen nach
2.2.14 immunoprizipitiert, das Prézipitat iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt

und geblottet. Die Membran wurde dann neben Cdk2 auch auf Cdc7 geprobt.
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Abbildung 21: Immunoprizipitation von Chromatin-gebundenem Cdk2.

Immunoprézipitation erfolgte mit Mouse Anti-Cdk2 Antikoérper. Nach Auftrennung der Proteine iiber
ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot wurde der immunologische Nachweis von
Chromatin-gebundenem Cdk2 mit Mouse Anti-Cdk2 Antikorper durchgefiihrt.
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Abbildung 22: Co-Immunoprizipitation von Chromatin-gebundenem Cdc7.

Immunoprézipitation erfolgte mit Mouse Anti-Cdk2 Antikérper. Nach Auftrenneng der Proteine iiber
ein 8%iges Polyacrylamidgel und Western-Blot wurde der immunologische Nachweis mit Mouse
Anti-Cdc7 Antikorper durchgefiihrt.

E: Normox, H: Hypox, R: Reox

Das Cdk2-Signal éndert sich nicht durch Hypoxie und Reoxygenierung. In Abbildung 22 ist
die Bande von Cdc7 deutlich zu erkennen. Die Bandenintensitdt deutet darauf hin, dass sich
die Interaktion von Cdc7 mit Cdk2 weder nach normoxischer Begasung noch nach
hypoxischer oder reoxygenierter Inkubation &ndert. Die hier erhaltenen Ergebnisse sind damit
vereinbar, dass Cdc7 mit Cdk2 wéhrend der DNA-Replikation interagiert und Cdc7
moglicherweise als Substrat fiir Cdk2 fungiert, u.U. auch damit dass Cdk2 wéhrend der

Replikation mit Cdc7 interagiert und dieses phosphoryliert.

3.5.3 Einfluss von Rottlerin auf Cdk2 und die in vitro Phosphorylierung von
Cdc7

3.5.3.1 Inhibition von Cdk2

Um zu tberpriifen, ob Cdc7 durch Cdk2 phosphoryliert wird, wurde Cdk2 in T24-Zellen mit
Rottlerin gehemmt. Zundchst wurde die Wirkung im Western-Blot untersucht. Dazu wurden
Chromatin-gebundene Proteine isoliert und nach Protein-Bestimmung iiber ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Fiir den Nachweis wurde Mouse Anti-Cdk2 Antikorper

verwendet.
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Abbildung 23: Western-Blot-Analyse von Cdk2.

Immunologischer Nachweis von Chromatin-gebundenem Cdk2 nach Auftrennung der Proteine iiber
ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot. Die Zellen wurden wie folgend inkubiert:

Spur 1: Normox, Spur 2: Hypox, Spur 3: Hypox mit Rottlerin, Spur 4: Reox 30 min mit Rottlerin und
Spur 5: Reox 30 min.

In Abbildung 23 ist unter Hemmstoffwirkung eine deutliche Verdnderung des Laufverhaltens
von Cdk2 zu erkennen. Es handelt sich dabei moglicherweise um unterschiedliche
Phosphorylierungsmuster. Ob die Hemmung von Cdk2 einen Einfluss auf die

Phosphorylierung von Cdc7 in vitro hat, sollte im Weiteren untersucht werden.

3.5.3.2 In vitro Phosphorylierung von Cdc7 in Cdk2 inhibierten Zellen
Zunichst wurde die Auswirkung der Hemmung auf die Phosphorylierung von Cdc7
untersucht. Dazu wurde Chromatin-gebundenes Cdc7 in Material aus Zellen nach hypoxischer
Inkubation, hypoxischer Inkubation mit Rottlerin, reoxygenierter Inkubation mit Rottlerin und
reoxygenierter Inkubation allein nach 2.2.14 immunoprézipitiert und ein Kinase-Assay nach
2.2.16 durchgefiihrt. Nach Auftrennung iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel und nach

Western-Blot wurde die Membrane autoradiographiert.
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Abbildung 24: In vitro Phosphorylierng eines Immunoprizipitats mit Anti-Cdc7 gewonnen aus
Cdk?2 inhibierten hypoxischen und reoxygenierten Zellen.

Die Immunoprézipitation von chromatin gebundenen Cdc7 erfolgte mit Mouse Anti-Cdc7 Antikorper.
Ein Kinase-Assay wurde durchgefiihrt. Die Membran nach Auftrennung der Proteine iiber ein
12%iges SDS-Polyacrylamidgel und nach Western-Blot wurde autoradiographiert.

Spur 1: Hypox, Spur 2: Hypox mit Rottlerin, Spur 3: Reox 30 min mit Rottlerin und Spur 4: Reox
30 min.
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Im Vergleich zum ungehemmten Zustand erkennt man in der Autoradiographie, dass die in
vitro Phosphorylierung in einem Immunoprizipitat von Cdc7 aus hypoxischen und
reoxygenierten Zellen unter Rottlerin geringer war (Abbildung 24). Die erhaltenen Ergebnisse
konnten darauf hinweisen, dass Cdc7 durch Cdk2 wihrend der DNA-Replikation in T24-
Zellen phosphoryliert wird. Der Einfluss der Phosphorylierung von Cdc7 auf die in vivo
Phosphorylierung von MCM2 wihrend der Initiation der DNA-Replikation nach

Reoxygenierung sollte daher im Weiteren untersucht werden.

3.5.3.3 Western-Blot von MCM2 und Cdc7
Chromatin-gebundenes Protein aus hypoxischen und reoxygenierten Zellen, jeweils inkubiert
in Anwesenheit und Abwesenheit von Rottlerin, wurde iiber ein 8%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde ein Western-blot angefertigt
und MCM2 mit Goat Anti-MCM2 Antikorper nachgewiesen. Cdc7 wurde mit Mouse Anti-

Cdc7 Antikdrper nachgewiesen.

MCM2

Cdc7

Abbildung 25: Western-Blot Analyse von MCM2 und Cdc7.

Chromatin-gebundenes MCM2 und Cdc7 von Normox, Hypox, Hypox mit Rottlerin, Reox 30 min
Rottlerin und Reox 30 min wurden iiber ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die
Membran nach Proteintransfer mit Goat Anti MCM2 Antikdrper und Mouse Anti-Cdc7 Antikdrper
nachgewiesen.

Spur 1: Normox, Spur 2: Hypox, Spur 3: Hypox mit Rottlerin, Spur 4: Reox 30 min mit Rottlerin und
Spur 5: Reox 30 min.

Unter Hypoxie mit Rottlerin sowie Hypoxie ohne Rottlerin erkennt man ein starkes Signal
von MCM2. Weiter sicht man eine Abnahme von MCM2 aus normoxischen, reoxygenierten
mit und ohne Rottlerin behandelten Zellen. Dieser Abnahme von MCM2 entspricht Abbildung

6. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass MCM2 vom Chromatin abgeldst wird. Das
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vorliegende Ergebnis spricht nicht fiir eine Hemmung der Initiation nach Reoxygenierung.
Cdc7 hat unter normoxischen und reoxygenierten Bedingungen leicht zugenommen. Dies
Ergebnis entspricht dem aus Abbildung 10. Cdc7 aus hypoxischen Zellen, die mit Rottlerin
behandelt wurden unterscheidet sich nicht von hypoxischen Zellen ohne den Hemmer. Die
leichte Zunahme hat sowohl unter reoxygenierten Bedingungen, als auch unter reoxygenierten
Bedingungen mit Rottlerin stattgefunden. Dies deutet darauf hin, dass die Zugabe von

Rottlerin (3h vor Reoxygenierung) keinen Einfluss auf den Zustand von Cdc7 hat.

3.5.3.4 Inhibition durch Rottlerin und Chromatin-gebundenes PCNA

PCNA

Abbildung 26: Einfluss der Cdk2-Inhibition auf PCNA in der Chromatin-Fraktion.
Immunologischer Nachweis von Chromatin-gebundenem PCNA nach Auftrennung der Proteine {iber
ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot. Der Nachweis erfolgt mit Mouse Anti-PCNA
Antikdrper. Die Zellen wurden wie folgend inkubiert:

Spur 1: Normox ohne Mediumwechsel, Spur 2: Eoux nach Mediumwechsel, Spur 3: Hypox, Spur 4:
Hypox mit Rottlerin, Spur 5: Reox 30 min mit Rottlerin und Spur 6: Reox 30 min.

Zusitzlich wurde Chromatin-gebundenes PCNA in Material aus Zellen nach normoxischen,
hypoxischen, hypoxischen mit Rottlerin, reoxygenierten mit Rottlerin und reoxygenierten
Inkubationen untersucht. Dafiir wurden Chromatin-gebundene Proteine iiber ein 8%iges SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und schlieBlich PCNA mit Mouse Anti-PCNA

Antikorper nachgewiesen.

Abbildung 26 zeigt, dass mit Material aus Zellen nach normoxischer Inkubation ohne
Mediumwechsel, hypoxischer Inkubation mit und ohne Rottlerin das schwichste Signal von
PCNA entsteht. Nach normoxischen Bedingungen nach Mediumwechsel, reoxygenierten
Bedingungen mit Rottlerin und reoxygenierten Bedingungen allein hat PCNA zugenommen.

Diese Zunahme zeigt die erfolgreiche Initiation und anschlieBend die Elongation. Dieses
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Ergebnis lasst darauf schlieen, dass das eine Inhibition von Cdk2 mit Rottlerin die Initiation

der DNA-Replikation nach Reoxygenierung in T24-Zellen nicht hemmen kann.

3.5.3.5 Alkalischer-Sucrosegradient
Da sich anhand des Western-Blots kein Unterschied zum ungehemmten Zustand ergab, sollte
mit Hilfe der Kettenldngenanalyse im alkalischen Sucrosegradienten ermittelt werden, ob
unter Hemmung der Cdk2 Replikon-Initiation erfolgt. Daflir wurden die Zellen nach
Aushungern durch Mediumwechsel stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen hypoxisch
begast. Nach 7 h Hypoxie wurde flir 30 min reoxygeniert. Rottlerin (20 uM) wurde 10 min
hypoxisch vorbegast und 3 h vor Reoxygenierung in das Medium zugegeben. Nach
entsprechende Inkubation wurden die Zellen nach 2.2.7 verarbeitet. Die sdurefillbare
Radioaktivitit wurde gegen die Fraktionsnummern aufgetragen. Die niedrigen Fraktion-

Nummern entsprechen kurzen Kettenldngen, die hoheren entsprechen langen DNA-Ketten.
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Abbildung 27: Alkalische Sedimentationsprofile von T24-Zellen aus Cdk2 inhibierten und nicht
inhibierten hypoxischen und reoxygenierten Inkubationen.

m, Hypox, > cpm= 1067,13; e, Hypox mit 20 uM Rottlerin (3 h vor Reoxygenierung in die Zellen
zugegeben), Y cpm= 682,60; A, Reox 30 min mit 20 uM Rottlerin (3 h vor Reoxygenierung in die
Zellen zugegeben), Y cpm= 18079,45; V¥, Reox 30 min, ) cpm = 37668,75.
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Die Sedimentationsprofile unter Hypoxie zeigen keine Radioaktivitdt (Abbildung 27). Die
Sedimentationsprofile nach Reoxygenierung und Reoxygenierung mit Rottlerin sind quasi
deckungsgleich und zeigen einen Gipfel bei Fraktion 8. Die Steigerung der *H-Thymidin
Radioaktivitit in den Gradienten nach Reoxygenierung und Reoxygenierung mit Rottlerin
vergleichbar. Dies entspricht in beiden Féllen einem synchronen Eintritt in die Replikation
nach Reoxygenierung. Beide Sedimentationsprofile weisen auf Initiation nach
Reoxygenierung hin. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine Inhibition von Cdk2 mit Rottlerin in

vivo keinen Effekt auf die Initiation der DNA-Replikation nach transienter Hypoxie hat.

3.6 Screening von Protein-Kinase-Inhibitoren

Dieser Teil der Arbeit umfasst ein Screening einer Substanzbank. Bei den Inhibitoren
handelte es sich um Kinase-Inhibitoren aller Klassen (Bsp. Cdk, MAPK usw). Da Kinasen
allgemein eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklus und der Replikation spielen,
sollte untersucht werden, ob es mdglich ist, den hypoxischen Replikationsarrest durch
Inhibition von Kinasen aufzuheben. AuBlerdem wurde die Wirkung der Inhibitoren unter

normoxischen Bedingungen {iberpriift.

3.6.1 Inhibitor-Screening unter Normoxie
Zunichst erfolgte das Inhibitor-Screening unter normoxischen Bedingungen. Die Versuche
begannen durch Stimulation ausgehungerter T24-Zellen mit vorgewdrmtem DME-Medium
(1 mg/ml Glucose). Die Inhibitoren wurden sofort nach dem Mediumwechsel in den
Endkonzentrationen 1 uM bzw. 10 uM zugegeben. Danach wurden die Zellen 5h mit
Normoxie-Gas inkubiert und anschlieBend fiir 15 min mit 5,5 pCi *H-Thymidin und 2 puM
kaltem Thymidin markiert. Nach Abstoppen der Inkubation wurden die Zellen lysiert und die

saurefallbare Radioaktivitit bestimmt.
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Abbildung 28

Abbildung 28 zeigt das Ergebnis des Inhibitor-Screenings unter normoxischen Bedingungen.

Es findet teilweise eine Erniedrigung des °H-Thymidin Einbaus statt. Analog zu

Inhibitor-Screening auch unter hypoxischen Bedingungen

das

normoxischen wurde

durchgefiihrt.
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3.6.2 Inhibitor-Screening unter Hypoxie
da die Zellen unter Hypoxie weniger “H-Thymidin einbauen. Nach Abstoppen der Inkubation

5 h wurde unter hypoxischen Bedingungen inkubiert und anschlieBend fiir 1 h mit 5,5 pCi “H
Thymidin und 2 pM kaltem Thymidin markiert. Die Markierungszeit wurde ldnger gewdhlt,

Dafiir wurden die Inhibitoren gleich nach Mediumwechsel in das Medium zugegeben, weitere

wurde die sdurefallbare Radioaktivitat bestimmt.

3 Ergebnisse

<
IS}

(oswa) ajionuox

(0oswa) ajonuon

WIIT//v [ouefeind

WNOT// [ouefeAInd

WIT//08Td-IHM

WrlOT//08Td-HM

T,

WrloT//8uo|nedias)y

INTIT//aWixouow- g-uigniipu|
NHOT//aWiIxouoW- g-ignuipul

Writ//euolneduay

INroT//auojneduay)

WIT//8uUIoN0WO|O-0S|

WroT//auIonowo|o-os|

T T T
v <
B ¥

254
2,04
0,54

SIUNBUISA-D,/H,

0,0

(Osa) aljonuox

(OSWa) lonuox

Wi //eunowol0

WrioT o

WIHT//18W0SI-(S) ‘auminoasoy

WHoT/18Wos|-(S) ‘auninoasoy

Wi, " £y

Wriot £-0uekD-

T,

/1
[

T T
< 10
o IS}

SIUNBYIBA-D, /H,

1,54

WrloT//euLI0dsonels

WNiT//€869 09

WrloT//£869 0O

WNiT//9269 09

WrioT//9269 09

=3
IS}



78

3 Ergebnisse

(OsSWa) aljonuoy

(0swa) aljonuoy

WriT//z 8poD

WrloT//z 8pod

WriT//20098-3MS

Wr0T//20098-43S

WNiT//9,£890S

WN0T//9.£890S

WNiT//029vT-94

WH0T//0Z9vT-0d

WNT//22898ENZ

WHOT//2LE98EWZ

WriT//650860d

Wrl0T//65086d

T T
c [t
— (=]

SIUIBYIBA-O, /H,

I

2,04

T T
0 o 0 o
— o o

SIURUISA-D, /H,

0,0

(OSWa) aljonuos

(oswa) sjonuon
WriT//5200228S
WrloT//5z00228S
WriT//9T€69TAd
WrloT/9T€69TAd

WrT/ionquyul aseury dyi ged
WroT/ponaul aseunt dviv ged
WriT//06T2028S
Wrlot//06T20z8S
WriT/085€028S
WrloT//085€028S

WrIT//101q14ul 2911 ‘S6899Y 4S8

WrloT//10MqIyul 2311 56899F 4S8

(OSWa) aljonuoy

(oswa) ajionuoy

WriT//g apod

WrioT//g apod

WHT/A0NaIUI-©O0Y / 28 TT-H

WHOT/A0NaIUI-YO0Y / ZSTTH

WiT/I spuisrewOpUISIE

WHOT/I spiwisewiAjopuisia

WriT//9156 NS

Wri0T//9156 NS

WriT/eeTs

wriotyzzes

WrtT//onaLuAs uisfideose:y

1L

WroT//onetpuAs ‘uisAdeasey

2,0 4

T
[} ]
-~

0,5
0,0

SIURUIBA-D, /H,

[ | osnayamomoy
_H (OSWa) aljonuoy
WriT//auifexouinb 0j0zeiAd- HT-ouLLY-€
(I g ST
_H WHOT//aufexount ojozeAd-HT-ouy-£
00QUUI STHAD
) winwvmseeaco
_H WHOT//¥¥TSr2dD0
[I—
T wiowvausow
_H WHT//Ep0Z 1OV unsoydiAL
[ wiowevoe tov unsoudiky
[ T
[ T
(I

wrioT/zser8Tad

2,0

T
[y o
-

0,5

=3
=)

SILBUIBA-D, /H,

(OSWa) aljonuoy

(oswa) ajonuox

WriT//ZT 8pod

WrioT//zT 8pod

WHT//TT 3poD

WrOT//TT 8pod
WriT//0T 8poD
WrloT//0T 8poD

WriT//6 apod

WroT//6 3p0D

WriT//g 9pod

Wriot//g apoo

2,5

T T
w0 <
— o

2,04

SILNRUIBA-O, /H,

0,54

0,0

(OSWa) alionuoy
(oswa) ajionuoy
Writ//L 8pod
WrloT//2 3po0
WriT//9 3pod
WroT//9 2poD
WHT//S 8poD
WrioT//s 8pod
Wit/ 8pod
WHOT/f7 3p0D

WriT/AIA

WrloT/mA

WAT/IA

WrioT/A

0,54

SIURUIBA-D, /H,

=2
IS)

ingungen.

hen Bed

1SC

ter hypox

ing un

Inhibitor-Screeni

Abbildung 29
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Abbildung 29 zeigt die Wirkung von verschiedenen Inhibitoren unter Hypoxie in T24-Zellen.
Zu einer deutlichen Erhhung des *H-Thymidin-Einbaus fiihren der Diacylglycerol Kinase
Inhibitor II, Ro-31-8425, 4-Cyano-3-methylisoquinoline, Iso-Olomoucine, PD169316,
PD98059, RG-14620, SC68376, PD184352, SU9516, Code 5 und Code 11. Durch PD184352
kommt es sogar zu einem 3-4fach erhohten Einbau in die DNA unter Hypoxie. Im Gegensatz
dazu zeigt PD184352 bei den hier verwendeten Konzentrationen keine Wirkung unter
normoxischen Bedingungen. Zur Kontrolle wurde dieser Versuch nochmals mit den
genannten Inhibitoren durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass sich lediglich das Ergebnis
im Falle von PD184352 und Code 11 reproduzieren lie. Daher wurde deren Wirkung unter

Hypoxie ndher analysiert.

Um die Konzentration zu ermitteln, bei der die Stimulation unter hypoxischen Bedingungen
am grofiten ist, wurde eine Dosis—Wirkungskurve mit PD184352 und Code 11 erstellt. Dazu
wurden den Zellen nach Mediumwechsel PD184352 und Code 11 in Konzentrationen von
10 nM bis 20 uM zugesetzt und am Ende der Inkubationen fiir 1h mit 5,5 pCi *H Thymidin
und 2 pM kaltem Thymidin markiert. Nach Abstoppen der Inkubation wurde die séurefdllbare

Radioaktivitit bestimmt.
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Abbildung 30: Dosis-Wirkung von PD184352 unter hypoxischen Bedingungen.

PD184352 bewirkt bei einer Endkonzentration von 10 uM eine etwa 3-4fache Steigerung des
*H-Thymidin Einbaus. Die Konzentrationen dariiber oder darunter haben keinen Effekt auf
den Einbau. Die Herkunft dieser Einbausteigerung, und ob es sich um Initiation handelt, sollte

mit Hilfe der Kettenldngenanalyse im alkalischen Sucrosegradienten ermittelt werden.

Dazu wurden Zellen unter hypoxischen Bedingungen (7 h) mit und ohne Inhibitor PD184352
(10 uM) inkubiert. Am Ende wurden die Zellen mit 10 uCi *H Thymidin fir 8 min

pulsmarkiert, abgestoppt und nach 2.2.7 aufgearbeitet.
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Abbildung 31: Alkalische Sedimentation: Pulsmarkierter DNA aus T24-Zellen, die mit Hypoxie
und Hypoxie + PD184352 vorbehandelt wurden.

Unter hypoxischen Bedingungen fand kein Einbau von *H-Thymidin in die DNA statt. Nach
Inkubation unter hypoxischen mit PD184352 Bedingungen jedoch erscheint ein zwar sehr
schwaches, jedoch eindeutig repliziender DNA zuordenbares, Sedimentations-Profil. Dies
konnte dafiir sprechen, dass unter Hypoxie Initiation stattgefunden hat. Aufgrund der DNA-
Linge muss dies aber zu einem fritheren Zeitpunkt erfolgt sein. Als néchstes wurde
untersucht, ob der Zeitpunkt der Zugabe von PD184352 einen Einfluss auf das

Sedimentationsprofile hat.
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Abbildung 32: alkalische Sedimentationsprofile von T24-Zellen unter Hypoxie und Hypoxie mit
PD184352. Inhibitor wurde zu verschiedenen Zeitpunkten in die Zellen zugegeben.

m, Hypox, Y cpm = 1615,25; @, Hypox + 10uM PD184352 (7h), >_ cpm = 4433,3; A, Hypox
+ 10uM PD184352 (1h), Y. cpm = 2584; v, Hypox + 10uM PD184352 (30Min), >, cpm =
2083; ¢, Hypox + 10uM PD184352 (2h), Y, cpm = 2119,7.
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Abbildung 33: (A) und (B) alkalische Sedimentationsprofile von T24-Zellen unter Hypoxie und
Hypoxie mit PD184352, Hypoxie mit PD184352 und mit Nucleotiden.
(A) m, Hypox, Y’ cpm = 1782,45; ®, Hypox + PD184352 + 100uM dCytidin(1h), > cpm = 2642,3;
, Hypox + PD184352 + 1uM dAdenosin(1h), Y. cpm =4013,95; ¥, Hypox + PD184352 + 1uM
dGuanosin(1h), Y’ cpm = 3014,2; ¢, Hypox + PD184352 + 1uM dAdenosin und 1uM
dGuanosin(1h), >, cpm = 5141,05.
(B) m, Hypox, Y, cpm = 2246,95; ®, Hypox + 10uM PD184352, )" cpm = 3263,2; A, Hypox +
10uM PD184352 + 4uM dAde, 4uM dGua, 10uM dCtd (1h), > cpm = 10857,3; ¥, Hypox + 10uM
PD184352 + 4uM dAde, 4uM dGua, 4uM dCtd, 2uM dThd (1h), ¥ cpm = 3870,3; ¢, Hypox + 4uM
dAde, 4uM dGua, 4uM dCtd, 2uM dThd (1h), . cpm = 3645,85; <, Hypox + 10uM PD184352 +
4uM dAde, 4uM dGua, 4uM dCtd, 2uM dThd (2h), Y. cpm = 21038,8.
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Dazu wurde PD184352 nach Mediumwechsel, 2 h, 1 h und 30 min vor Abstoppen unter
Hypoxie in das Medium gegeben und die Kettenlingenverteilung untersucht. Abbildung 32
zeigt deutlich, dass PD184352 eine Wirkung unter Hypoxie hatte, wenn es gleich nach dem
Mediumwechsel zugegeben wurde. Kleine Gipfel bei Zugabe ndher am Reoxygenierungs-
Zeitpunkt weisen jedoch darauf hin, dass Initiationen auch noch spéter in der hypoxischen
Periode durch PD184352 stimuliert werden konnen. Im weiteren sollte untersucht werden, ob
sich die Wirkung von PD184352 durch Nucleosidzugabe steigern ldsst. Deshalb wurden
dAdenin, dGuanin, dCytydin und dThymidin (Abbildung 33) in verschiedenen Kombinationen
und zu verschiedenen Zeitpunkten unter Hypoxie in das Medium zugegeben. Abbildung 33
zeigt, dass die Nucleotide keinen zusétzlichen Einfluss haben. Dies kdnnte darauf hinweisen,
dass die Wirkung von PD184352 unter Hypoxie nicht durch den d-Nucleotidmangel in

hypoxischen Zellen begrenzt wird.
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4 DISKUSSION

4.1 Hypoxie und T24-Zellen

Verschiedene Faktoren regulieren die DNA-Replikation in Eukaryoten. Hypoxie fiihrt zu
einer reversiblen Hemmung der DNA-Replikation, welche nach Reoxygenierung innerhalb
weniger Minuten wieder aufgehoben wird. Unter Hypoxie stauen sich die initiationsbereiten
Replikons an (Riedinger et al., 1999; Riedinger et al., 1992). Dies trifft flir alle bisher
untersuchten Zelllinien n.a. Ehrlich ascites, HeLa, CCRF, T24-Zellen (Brischwein et al.,
1997; Probst et al., 1999; Probst et al., 1988b; van Betteraey-Nikoleit et al., 2003) und auch in
A549, PC3, TC7, BHK, SW2, HL60, HUVEC-Zellen zu. Die DNA-Replikation in héheren
Eukaryoten beginnt mit der Ausbildung des Préinitiationskomplexes (Bell and Dutta, 2002;
Benbow et al., 1992; Dutta and Bell, 1997; Kelly and Brown, 2000). Dieser
Priinitiationskomplex der Eukaryoten ist #hnlich dem initiationsbereiten Stadium der
Replikons unter Hypoxie. Daher wurde dieser unter Hypoxie angestaute Zustand als
»Hypoxischer-Préinitiationskomplex* bezeichnet (van Betteraey-Nikoleit et al., 2003).
Hypoxie hemmt nach dieser Sichtweise die Aktivierung des Préinitiationskomplexes. Der
molekulare Mechanismus der schnellen O,-abhédngigen Regulation der Replikoninitiation ist
noch weitgehend ungeklirt. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die Cdc7-
Kinase, deren Substrat MCM2 ist, eine Rolle im Mechanismus der reversiblen Hemmung der

Replikonsinitiation in T24-Zellen spielt.

4.2 Cdc7 und MCM2 unter Hypoxie und nach Reoxygenierung

Der MCM-Proteinkomplex ist eine essentielle Komponente des Priinitiationskomplexes der
DNA-Replikation. Er besteht aus sechs verschiedenen Untereinheiten (MCM 2-7) (Kearsey
and Labib, 1998; Labib et al., 2000; Lei and Tye, 2001; Pasion and Forsburg, 2001; Shechter
and Gautier, 2004; Tye, 1999). Wahrend der Ausbildung des Préinitiationskomplexes bindet

der MCM-Proteinkomplex am Origin. MCM4/6/7 ist ein Heterotrimer und zeigt DNA-
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Helikaseaktivitdt (Ishimi, 1997; Lee and Hurwitz, 2001; You et al., 1999). MCM2 wirkt
inhibitorisch auf die DNA-Helikaseaktivitit des Komplexes (Ishimi et al., 2001; Lee and
Hurwitz, 2000). Die Phosphorylierung und das Ablosen von MCM2 vom Chromatin deutet
darauf hin, dass MCM2 moglicherweise wihrend der Initiation als Antwort auf eine
Phosphorylierung vom Komplex entfernt und so die Helikaseaktivitit im MCM4/6/7-
Komplex induziert. Danach konnte die Initiation sowie Elongation stattfinden (Chong et al.,
1995; Ishimi et al., 2001; Todorov et al., 1995; Yan et al., 1993). Chromatin-gebundenes
MCM2 wurde als Bestandteil des ,,Hypoxischen-Préinitiationskomplexes™ in T24-Zellen
gefunden (van Betteraey-Nikoleit et al., 2003). Deshalb wurde das Verhalten von MCM2
unter Hypoxie und nach Reoxygenierung untersucht. Durch Western-Blot-Analyse wurden
cytosolisches, nucleosolisches und Chromatin-gebundenes MCM2 untersucht. Das meiste
Chromatin-gebundene und nucleosolische MCM2 scheint unter Hypoxie vorzukommen. Nach
Reoxygenierung findet eine Abnahme von Chromatin-gebundenem und nuceosolischem
MCM2 und eine Zunahme von cytosolischem MCM?2 statt (3.1.1). Dies konnte darauf
hinweisen, dass MCM2 nach Reoxygenierung eventuell ausgelost durch Phosphorylierung
vom Nucleosol ins Cytosol wandert. Die Tatsache der Phosphorylierung wurde in 3.1.2 durch
Phosphatase-Verdau von immunoprizipitiertem MCM2 bestitigt. Dies steht in
Ubereinstimmung mit Beobachtungen, dass nach Phosphorylierung MCM2 vom Kern ins

Plasma wandert (Ishimi et al., 2001; Kimura et al., 1996; Todorov et al., 1995).

Es ist beschrieben, dass MCM2 ein Substrat fiir die Cdc7-Kinase ist (Brown and Kelly, 1998;
Ishimi et al., 2001; Lei et al., 1997; Masai et al., 2000). Daher wurde Cdc7 in 3.2 aus
hypoxischen und reoxygenierten Zellen untersucht. So wie Cdk2 (van Betteraey-Nikoleit et
al., 2003), zeigt der Immunoblot zwei Banden von Cdc7 in T24-Zellen. Cdc7 ist aus
normoxischen, hypoxischen sowie reoxygenierten Zellen mit Chromatin assoziiert. Cdc7 in

Material aus Zellen nach normoxischer Inkubation unterscheidet sich jedoch nicht deutlich
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von hypoxischer oder reoxygenierter Inkubation. Daher besteht die Moglichkeit, dass die
Kinaseaktivitdt von Cdc7 in T24-Zellen von der regulatorischen Untereinheit bestimmt wird
und die Menge sich nicht veréindert. Das steht in Ubereinstimmung mit entsprechenden
Beobachtungen anderer (Jiang and Hunter, 1997; Sclafani et al., 1988). Die Untereinheit Dbf4
wird in S.cerevisiae, Dfpl/Him1 in S.pombe oder ASK beim Menschen die Kinaseaktivitit
von Cdc7 wihrend der Replikation reguliert (Kumagai et al., 1999; Ogino et al., 2001; Sato et

al., 2003; Yamashita et al., 2005; Yanow et al., 2003).

4.3 Der Einfluss von Rottlerin

Immunoprizipitiertes Cdc7 wurde, im Kinase-Assay als Kinase gegen MCM2 (ebenfalls
immunoprézipitiert) eingesetzt, ,,autophosphoryliert”, wéhrend eine Phosphorylierung von
MCM?2 dabei nicht nachweisbar war (3.5.1). Signifikante Unterschiede zwischen Material aus
normoxischen,  hypoxischen = und reoxygenierten Zellen traten bei  dieser
,»Autophosphorylierung  nicht auf.  Andererseits verminderte  Rottlerin  diese
»Autophosphorylierung™ im Immunoprizipitat von hypoxischen Zellen (3.5.3.2). Cdk2 und
Cdc7 wurden coprézipitiert, wenn Cdk2- und, vice versa, Cdc7-spezifische Antikorper
eingesetzt wurden (3.5.2). Cdk2 und Cdc7 koénnen also miteinander in Wechselwirkung
treten. Diese Wechselwirkung konnte die Grundlage der o.g. ,,Autophosphorylierung® sein,
die dann in Wirklichkeit, in Ubereinstimmung mit Befunden von Masai et al (2000), eine
Phosphorylierung von immunoprézipitiertem Cdc7 durch coprizipitierte Cdk2 reflektieren
wiirde.

Die Anderung des Phosphorylierungszustands von Cdk2 in Antwort auf die Reoxygenierung
hypoxischer T24-Zellen lie§ sich andererseits durch Rottlerin unterdriicken (3.5.3.1). Dies
konnte der Grund fiir die o.g., durch Rottlerin verdnderte, (,,Auto“-) Phosphorylierung von
Cdc7 im Kinase-Assay mit dem Cdc7-Immunoprizipitat sein. Allerdings ist diese Wirkung

von Rottlerin ohne Bedeutung fiir die in vivo- Auslosung von Replikon-Initiationen nach



4 Diskussion 88

Reoxygenierung hypoxischer T24-Zellen. Diese wird in keiner Weise durch Rottlerin
beeinflusst (3.5.3.4 und 3.5.3.5). In Ubereinstimmung damit hatte Rottlerin auch keine
Wirkung auf die Phosphorylierung von MCM2 und seine danach auftretende Ablosung aus

dem Chromatin (3.5.3.3).

Die Kettenlingenanalyse im alkalischen Sucrosegradienten (3.5.3.5) =zeigt, dass die
Sedimentationsprofile nach Reoxygenierung und Reoxygenierung mit Rottlerin quasi
deckungsgleich sind. Dies deutet darauf hin, dass die Inhibition von Cdk2 mit Rottlerin auf
Initiation nach Reoxygenierung keinen Einfluss hat. Gleichzeitig hat die Inhibition von Cdk2
mit Rottlerin keinen Einfluss auf die Zunahme von Chromatin-gebundenem PCNA nach
Reoxygenierung (3.5.3.4). Die Menge von Chromatin-gebundenem PCNA kann als direktes
MaB fiir aktive Replikation gelten. Danach hat die Inhibition von Cdk2 mit Rottlerin keinen

Einfluss auf die Initiation der Replikation nach Reoxygenierung.

Zusammenfassend kann demnach festgestellt werden, dass eine Beeinflussung der Aktivitét
von Cdk2 gegeniiber Cdc7 beim Ubergang von T24-Zellen vom hypoxischen zum
reoxygenierten Zustand durch Rottlerin zwar nachweisbar ist, jedoch keinen Einfluss auf das
Verhalten von MCM2 und, in Ubereinstimmung mit Befunden von Stabenow et al (2005), auf
die Auslosung von Replikon-Initiationen hat. Es wurde auch kein Einfluss von Rottlerin auf
die Verdnderung des Phosphorylierungszustands von Cdc7 als Antwort auf die
Reoxygenierung hypoxischer T24-Zellen gefunden (3.5.3.3). Letzteres ist auch mit Daten von
Jares und Blow (2000) vereinbar, nach denen die die Bindung von Cdc7 im

Initiationskomplex nicht von seiner Phosphorylierung durch Cdk2 beeinflusst wird.

4.4 Inhibitor-Screening

Es sollte untersucht werden, ob verschiedene Protein-Kinase-Inhibitoren die reversible
Hemmung der Replikation unter Hypoxie aufheben konnen. Gleichzeitig wurde auch die

Wirkung der Inhibitoren unter Normoxie untersucht. Der Effekt der Inhibitoren auf den
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Einbau von dThymidin in DNA unter Normoxie war gering. Eine Steigerung des Einbaus im
Gegensatz zur Kontrolle konnte trat in keinem Fall auf. Eine Senkung des Einbaus erfolgte
hingegen teilweise. AnschlieBend wurde das Inhibitor-Screening unter hypoxischer
Inkubation durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass einige Inhibitoren unter hypoxischer Inkubation
eine Steigerung des d-Thymidin-Einbaus bewirken. Insbesondere der Inhibitor PD184352
zeigt eine 3-4fache Steigerung des Einbaus unter Hypoxie. Es bestand somit die Moglichkeit,
dass PD184352 einen Einfluss auf die reversible Hemmung der DNA-Replikation hat.

Bemerkungwerteweise hat PD184352 kaum einen Einfluss unter normoxische Inkubation.

Ob PD184352 auf die Initiation wirkt, wurde durch Analyse der Kettenlingen wachsender
Tochter-DNA im alkalischen Sucrosegradienten analysiert. Die Sedimentationsprofile zeigen
aktive Replikation unter Hypoxie mit Inhibitor im Gegensatz zur Kontrolle ohne Inhibitor.
Diese Erhohung zeigt sich am deutlichsten bei Zugabe von 10 uM PD184352 zu Beginn der
Hypoxie. Da Hypoxie zur Inhibition der Ribonucleotid-Reduktase und damit zur Verarmung
an d-Nucleotiden fiihrt, wurde untersucht, ob der stimulierende Effekt von PD184352 unter
Hypoxie durch Zugabe von d-Nucleosiden verstirkt werden kann. Die Sedimentationsprofile
von Abbildung 32 und Abbildung 33 zeigen jedoch kaum Unterschiede. Dies zeigt, dass die

Wirkung von PD184352 nicht durch den zelluldren d-Nucleotidpool begrenzt wird.



5 Zusammenfassung 90

5 ZUSAMMENFASSUNG
Hypoxie fiihrt in T24-Zellen zu einer reversiblen Hemmung der DNA-Replikation im
,~Hypoxischen-Préinitiationsstadium®, Nach Reoxygenierung erfolgt ein nahezu synchrones
Anfluten der DNA-Replikation durch neue Replikon-Initiationen. Im erstem Teil dieser
Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die Cdc7-Kinase, deren Substrat MCM2 ist, eine
Rolle bei der reversiblen Hemmung der Replikationsinitiation und ihrer Authebung nach

Reoxygenierung spielt.

Die erhaltenen Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass MCM2 nach Reoxygenierung
phosphoryliert wird und gleichzeitig vom Chromatin abgelost wird. Durch einen
Phosphataseverdau lieB3 sich die Phoshorylierung bestitigen. Gleichzeitig wurde eine leichte
Zunahme von Cdc7 nach Reoxygenierung gefunden. Durch Co-Immunoprizipitationsstudien
wurde Cdc7 als moglicher Bindungspartner von MCM2 unter verschiedenen

Inkubationsbedingungen ermittelt.

In vitro Versuche, MCM2 durch Cdc7 zu phoshorylieren, scheiterten. Es stellte sich jedoch
heraus, dass Cdc7 dabei selber phosphoryliert wird. Weitere Co-Immunoprézipitationsstudien
wiesen darauthin, dass neben Cdc7 auch Cdk2 co-prizipitiert wurde. Die in vitro
Phosphorylierung von Cdc7 konnte mit Rottlerin teilweise inhibiert werden. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass Cdk2 Cdc7 in vitro phosphoryliert. Die Zugabe von Rottlerin (3 h vor
Reoxygenierung) in das Medium unter hypoxische Inkubation fiihrte zu einer Inhibition von
Cdk2 in vivo in T24-Zellen. Die Zugabe von Rottlerin (3 h vor Reoxygenierung) in das

Medium unter Hypoxie hat keinen Einfluss auf chromatin-gebundenes Cdc7.

Western-Blot-Analyse von MCM2 zeigt, dass es nach Reoxygenierung in mit Rottlerin
inhibierten Zellen phosphoryliert und vom Chromatin abgeldst wurde. Analyse von

chromatin-gebundenen PCNA und Sedimentations-analyse in alkalischen Sucrosegradienten
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ergaben, dass die Inhibition von Cdk2 mit Rottlerin keinen Einfluss auf die Initiation nach

Reoxygenierung hat.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Kinase-Inhibitoren die reversible
Hemmung der Replikationinitiation unter Hypoxie autheben konnen. Es zeigte sich, dass
PD184352 zu einem 3-4fach hoherem Einbau von radioaktivem Thymidin fiihrt. Die Analyse
der Kettenldngen der wachsender Tochter-Strange der DNA im alkalischen Sucrosegradienten

ergab, dass PD184352 zu einer aktiven Replikation unter Hypoxie fiihrt.
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