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“Hallo!” said Piglet, “what are you doing?”
“Hunting,” said Pooh.

“Hunting what?”

“Tracking something,” said Winnie-the-Pooh very
mysteriously.

“Tracking what?” said Piglet, coming closer.
“That’s just what I ask myself. I ask myself,
What?”

“What do you think you’ll answer?”

“I shall have to wait until I catch up with it,”

said Winnie-the-Pooh.

(A. A. Milne, Winnie-The-Pooh)

fiir P.U.X.
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1. Einleitung
1.1. Die Replikation in eukaryontischen Zellen

Die meisten eukaryontischen Zellen sind in der Lage, sich zu teilen. Das Produkt der Zelltei-
lung sind zwel Zellen, die mit der urspringlichen Zelle identisch sind und insbesondere die
gleiche genetische Information tragen. Damit eine Zelle bel der Zellteilung jeder Tochterzelle
ihre vollstéandige genetische Information mitgeben kann, muss sie diese zuvor verdoppeln. Die
Replikation der chromosomalen DNA der Zelle ist der Vorgang der Verdopplung des geneti-
schen Materials. Dieser Vorgang findet in der S-Phase des Zellzyklus statt. Dieser Abschnitt
des Zdllzyklus nimmt aber trotz der grossen Menge an genetischer Information, die im euka-
ryontischen Genom gespeichert ist, nicht den grossten Teil des Zellzyklus ein. Durch die
komplexe Organisation der Replikation des Genoms kann das Kopieren der DNA in wenigen
Stunden erfolgen. Es gibt ndmlich nicht wie bel Prokayonten nur einen Startpunkt fir die
Replikation jedes Chromosoms. Vielmehr enthalt jedes eukayontische Chromosom viele Ori-
gins der Replikation und ist so in viele Replikationseinheiten, die Replikons, unterteilt!.

Die Replikation erfolgt dabei nach dem Prinzip der Untergliederung der zu replizierenden
Einheiten. Es wird aso nicht alle gleichzeitig oder aber in einer Reihe fort repliziert. Vielmehr
sind zwanzig bis achtzig benachbarte Replikons jeweils zu Clustern zusammengeordnet, die
simultan repliziert werden. Diese zeitsparende Methode birgt jedoch die Gefahr, dass einzelne
Sequenzen mehrfach repliziert werden. Die sogenannte Rereplikation von Replikons wird
durch die ausgefeilte Kontrolle der Replikation unterbunden, die zwischen bereits replizierten
und nicht replizierten Replikons unterscheidet. So kann gewahrleistet werden, dass am Ende

der Replikation jedes Replikon genau einmal kopiert wurde.

Der Ablauf der Replikation eines Replikons kann funktionell wiederum in einzelne Schritte
unterteilt werden. Der Beginn der Replikation eines Replikons wird als Initiation bezeichnet.
Die Fortfuhrung der Replikation bezeichent man als Elongation. Fur diesen Vorgang sind zum
Teil andere Proteine zustandig als fir den Abschnitt der Initiation. Den Abschluss der Repli-
kation der Replikons und die Zusammenfigung einzelner Replikons zu einem geschlossenen

DNA-Strang bezeichnet man als Termination.

! Hand, R. 1978, Eucaryotic DNA: organisation ...



1.2. Regulation der Replikation in vivo

Fur die Zellen stellt die Replikation der DNA einen sehr energieaufwandigen Prozess dar.
Deshalb ist es fur Zellen sinnvall, die Replikation nur dann durchzufihren, wenn gewéhrleis-
tet ist, dass genuigend Energie zur Verflgung steht um auch die Zellteilung zu Ende zu brin-
gen. Wenn diese Kopplung der Replikation nicht vorhanden wére bestiinde die Gefahr, dass
Zéellen trotz knapper Energievorréte in die Replikation eintreten. Dadurch wirde die Zelle an
Energie depletiert, was den Tod der Zelle zur Folge hétte. Deshalb sind die Regulationsme-
chanismen, durch welche die Replikation mit anderen energieliefernden Stoffwechselwegen

verbunden ist, sehr wichtig.

Die meisten Zellinien treten unter Mangelbedingungen nicht in die S-Phase ein. Sie gehen in
eine Wartephase, die G%-Phase (iber, die sie bei verbesserten Bedingungen wieder verlassen
konnen. Ist jedoch eine Zelle bereits in die S-Phase eingetreten und wird dann einer Mangelsi-
tuation, zum Beispiel Sauerstoffmangel oder die Gabe eines Antibioticums, ausgesetzt, so ist

es den meisten Zellinien moglich, die Replikation reversibel abzuschalten.

1.2.1. Replikation unter vermindertem Sauerstoffpartialdruck

Wenn asynchrone Zellkultur-Zellen unter Sauerstoffpartialdriicken zwischen 2000 und 200
ppm O, (kontrollierte Hypoxie)? inkubiert werden, vermindern sie ihre DNA-Syntheserate. Bel
erneuter Sauerstoffgabe wird dann eine verstéarkte DNA-Syntheserate beobachtet, die sogar
digjenige der Kontrolle Ubersteigt.®> Dieser Anstieg der DNA-Syntheserate kann jedoch nicht
beobachtet werden, wenn wahrend des vortibergehenen Sauerstoffmangels der Sauerstoffge-
halt des Gases zu niedrig war. Wenn durch den Sauerstoffgehalt die mitochondriale Atmung
nicht mehr ermoglicht wird (unter 150 ppm O) und so ein Zusammenbruch der Versorgung
mit ATP verursacht wird, fuhrt dies zu einer Schadigung der Zellen. Der Stillstand der DNA-

Synthese ist dann nicht reversibel .*

Bel kontrolliertem Sauerstoffmangel zeigt sich, dass wahrend der hypoxischen Begasung die
Initiationen der Replikation bei den Zellen vollig ausbleiben.® Die verstarkte Replikationsakti-

vitét nach Reoxygenierung zeichnet sich durch ein vestérktes Auftreten von Initiationen aus.

Probst, H., Gekeler, V., 1988 / Riedinger, H.-J., Gekeler, V., 1992,
Probst, H., Gekeler, V., 1988,
Probst, H., Gekeler, V., 1988

2
3
4
® Probst, H., Gekeler, V., 1980



Dieses wird darauf zurtickgefuhrt, dass mit steigender Hypoxiezeit immer mehr Replikons zur
Initiation bereit wurden. Da offenbar unter Hypoxie die Initiation nicht moéglich ist, wurden
diese Replikons aufgestaut. Nach Zutreten des Sauerstoffs treten dann alle diese Uber einen
langeren Zeitraum hinweg aufgestauten Replikons in die Initiation ein. Hierdurch wird im
Verlauf von 2-5 Minuten® ein sprungartiger Anstieg der Replikationsaktivitét der Zellen ver-

ursacht.

1.2.2. Replikation unter Hemmung der Proteinbiosynthese

Die Proteinbiosynthese von Zellkulturzellen kann durch das Antibiotikum Cycloheximid sehr
effektiv und innerhalb einer sehr kurzen Zeitspanne gehemmt werden. Diese Hemmung hat
dann eine ebenso schnelle und intensive Hemmung der DNA-Replikation mit einer zeitlichen
Verzoégerung von 4-5 Minuten zur Folge.” Nach entfernen des Antibiotikums aus dem Kul-
turmedium findet ein zlgiger Anstieg der Replikationsaktivitét statt, der sich durch verstéarkte
Initiationen auszeichnet. Auch unter der Hemmung der Proteinbiosynthese liegt also eine Ini-
tiationshemmung fir die Replikation vor. Die initiationsbereiten Replikons werden aufgestaut

und nach Entfernung der Hemmsituation vorwiegend gemeinsam initiiert.

Einen Angriffspunkt fur die Regulation der Replikation einzelner Replikons ist also auf der
Ebene der Initiation zu sehen. Dies zeigt sich besonders durch das verstérkte Auftreten von

Neuinitiationen nach der Aufhebung von Hemmsituationen.

Sowohl die Hemmung der Replikon-Initiation als auch die Aufhebung der Hemmung finden
mit einer sehr kurzen zeitlichen Verzogerung nach dem Eintritt oder dem Wegfallen einer
Hemmsituation auf. Es handelt sich hierbei also um eine schnelle Regulation der Replikation,
die es der Zelle ermoglicht, auf plotzlich auftretende Verénderungen im Umfeld zu reagieren.
Die beschriebene Zeitspanne, die fur die Hemmung erforderlich ist, betragt 5 Minuten. Inner-
halb dieses Zeitraumes ist eine Verdnderung der Genexpression oder auch die Expression ei-
nes effektorischen Proteins kaum denkbar. Deshalb erscheint es moglich, dass die beschriebe-
ne Form der Regulation der Replikationsregulation auf der Stufe der Initiation durch einen

niedermolekularen Stoff erfolgt.

6 Probst, H., Gekeler, V., 1980 / Probst, H., Gekeler, V., 1984 / Probst, H., Schiffer, H., 1988 etc
" Probst, G., Riedinger, H.-J., 1999



1.3. In vitro Systeme zur Untersuchung der Replikation

Bel intakten Zellen stellt die Untersuchung des Einflusses niedermolekularer Substanzen auf
zellulére Vorgénge oft ein Problem dar. Zum einen gelangen viele Stoffe in der Form, in der
sie intrazelluldr wirksam sind nicht durch Zellmembran hindurch; andererseits werden die
Substanzen in intakten Zellen nicht nur in der beabsichtigten Weise verwertet, und kommen
deshalb vielleicht nicht am intendierten Wirkort an. Aus diesem Grund werden zur Untersu-
chung einzelnener Stoffwechselwege in eukaryontischen Zellen ex vivo oder in vitro Systeme
verwendet. Im einfachsten Fall bestehen solche Systeme aus einem Gemisch von Enzymen

und den dazugehorigen Substraten und K of aktoren.

Komplexe Ablaufe wie die DNA-Polymerisation oder die Replikation konnen in einfachsten in
vitro Ansétzen nicht redisiert werden. Um einen Ablauf dieser Vorgange —wie siein vivo dtattfin-
den — smulieren zu kénnen, ist es offenbar notwendig, vielerlel Faktoren aus dem zelluléren Um-
feld mitzubringen. Deshalb wurden verschiedene Systeme zur Replikation in vitro getestet. Durch
Zusatz zellfreier Extrakte liess sich fur die Replikation des Smian Virus 40 Minichromosoms &n
funktionsfahiges in vitro System etablieren. Auf diese Weise konnten wichtige Informationen Uber

die Replikation dieses ModelIs fur die eukaryontische Replikation erhalten werden®.

1.4. Permeabilisierung von Zellen mit o-Toxin aus

Staphylococcus aureus

Das a-Toxin der Staphylococcus aureus ist ein porenbildendes Protein.® Dieses lagert sich in
die Membranen eukaryontischer Zellen ein und fungiert dort selbst als Transmembranpore®™.
Diese Pore ist ein wassergefullter Kanal, der bis zu einer Molekilgrosse von etwa zwei kDa
durchlassig ist. Bei Anwesenheit dieser Poren kénnen also niedermolekulare wasserl6sliche
Stoffe, die durch die Membran nicht hindurch konnten, in eukaryontische Zellen hineingelan-
gen. Dies bietet die Méglichkeit unter Erhaltung aller makromolekularen zelluléren Bestand-
teile ein System zu etablieren, dessen Zusammensetzung an niedermolekularen Stoffen durch

den Experimentator bestimmt werden kann.

Ein solches System wurde fur die Replikation des Simian Virus 40 Minichromosoms erfolg-

® Dreier, T., 1995
° Bayley, H., 1997
10 Langzhou, S., 1996



reich angewendet.** Es wurde gezeigt, dass dieses ex vivo System zur Replikation auf der Ba-
sis der Permeabilisierung von Zellen mit a-Toxin von Staphylococcus aureus sich auch auf
die Untersuchung der Replikation der eukaryontischen chromosomale Replikation Ubertragen
lasst. Durch Permeabilisierung von HeLa-Zellen in dem auch fir die Simian Virus 40 Repli-
kation eingesetzten Inkubations-Medium konnte die Replikationsfahigkeit der Zellen nach der
Permeabilisierung erhalten werden.”? Es konnte also ein System zur Verfligung gestellt wer-
den, das offenbar DNA-Replikation der Chromosomalen eukaryontischen DNA betreibt und

das fr niedermolekulare Stoffe zuganglich ist.

Mit Hilfe dieses Systems sollte es moglich sein, die Charakterisierung von niedermolekularen

Substanzen, die eine Regulation der Replikationsinitiation ermoglichen, durchzufihren.

1.5. Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, den Weg zu identifzieren, auf dem die
Hemmung und Enthemmung der Replikationsinitiation als Antwort auf Mangelsituationen
ausgel 6st wird. Von vorausgegangenen Studien war bekannt, dass die zeitliche Kopplung zwi-
schen dem Eintreten einer Hemmsituation wie Hypoxie oder Protenbiosynthesehemmung und
Initiatioanshemmung sehr kurz ist. Es vergeht nur sehr wenig Zeit zwischen dem ausl 6senden
Ereignis und dem Erfolg der Replikation. Dies Zeitspanne von funf Minuten ist fur alle weit-
reichenden Regulationsmechanismen mit Veranderung der Genexpression, wie sie fur die
Steuerung des Zellzyklus berichtet werden, zu kurz. Allenfalls ist an die Biosynthese eines
regulatorischen Proteins zu denken. Am ehesten jedoch erscheint eine derart kurze Zeit durch

einen niedermolekularen Stoff erklarbar zu sain.

Ein solcher Stoff misste entweder im hemmenden Sinn unter Hemmsituationen wirksam sein,
oder aber aktivierend im nicht gehemmten Zustand vorhanden sein. In beiden Fallen erscheint
es denkbar, dass die regulierende Substanz sich frei diffusibel im Cytosol der Zelle aufhalt
und so Stoffwechselprozesse, die an unterschiedlichen Orten des Zellinneren stattfinden,

miteinander verbinden kann.

Wenngleich die Zahl an niedermolekularen Substanzen, die in Zellen vorkommen untiber-

schaubar gross ist, so kénnte die Identifikation des gesuchten Stoffes durch Eingrenzung der

Y Trummler, K., 1995, Eger, F., 1995
2 Martin, P., 1997



Kandidaten erleichtert werden. Es sollten solche Stoffe in erster Linie herangezogen werden,
die in unmittlebarem Zusammenhang mit einem der hier beteiligten Stoffwechselwegen ste-
hen. Optimalerweise sollten Stoffe gefunden werden, die eine gemeinsame Verbindung zwi-

schen den verschiedenen Stoffwechselwegen darstellen.

Zur Untersuchung der Wirkung von niedermolekularen Stoffen auf die Replikationsinitiation
soll das System permeabilisierter HeLa-Zellen eingesetzt werden. Vorab sollte jedoch eine
genauere Charakterisierung der Replikationsaktivitét dieses Systems durchgeftihrt werden.

Fir das ex vivo System sollten Methoden gefunden werden, durch die die Hemmsituationen
Hypoxie und Proteinbiosynthesehemmung gewéhrleistet werden. Dies heisst fur die Hypoxie,
dass versucht werden sollte, die kontrollierte Verminderung des Sauerstoffgehaltes zu ermdg-
lichen. In Bezug auf die Proteinbiosynthese sollte vorab sichergestellt werden, dass das Sys-
tem zur Proteinbiosynthese in der Lage ist. Auch sollte eine Hemmung der Proteinbiosynthese

Im System mdglich sein.

Insbesondere sollte die Replikation im ex vivo Replikationssystem unter hemmenden Bedin-
gungen Uberprift werden. Dabel war zuerst zu untersuchen, ob auch in permeabilisierten Zel-
len die Initiation der Replikation als Folge von vermindertem Sauerstoffpartialdruck oder ge-

hemmter Proteinbiosynthese gehemmt wird.

Danach sollte versucht werden, einen Effekt auf die Replikon-Initation bei permeabilisierten
Zéellen durch Cytosol oder Zellextrakte aus gehemmten Zellen hervorzurufen. Bei Vorhanden-
sein eines solchen Effektes sollte dann versucht werden, durch nachfolgende Fraktionierungen
und chemische Behandlungen die biochemische Identitdt des effektorischen Stoffes einzu-

grenzen und diesen so letztendlich zu charakterisieren und identifizieren.

Sofern sich kein Effekt von cytosolischen Extrakten zeigen sollte, wére alternativ die Wirkung

von verschiedenen in Frage stehenden Substanzen direkt im permeabilisierten System zu testen.



2. Materialien und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Reaktionsgefasse

Die verwendeten Kunststoff-Reaktionsgefésse stammen, soweit nicht anders angegeben von
den Firmen Greiner und Sarstedt. Fir die Zellkultur wurden Kulturflaschen von den Firmen
Greiner und Falcon eingesetzt. Fir die Versuche wurden die Zéllinien auf 35 mm Kunststoff-
petrischalen in TC-Qualitét von der Firma Greiner ausgesét. Fur Hypoxie-Versuche wurden
35 mm Glaspetrischalen verwendet, die 2 h lang mit 1 M NaOH angeétzt und anschlief3end
2 hbei 220 °C sterilisiert wurden.

2.1.2. Szintillatoren, Filter und Rontgenfilme
Glasfaserfilter GF/C Whatman
Ultima Gold (Packard)

Hyperfilm MP (Amersham)

2.1.3. Gase und Gasmischungen

Argon Argon 5.0 (Messer Griesheim GmbH)
Kohlendioxid medizinische Qualitédt (Buse)

Sauerstoff Narkose Qualitét (Linde)

Stickstoff Stickstoff 5.0 (Messer Griesheim GmbH)
euoxisches Gasgemisch 5% CO,, 20 % O,, 75 % N>

euoxisches Gas fir Pemeabilisierung Pressluft

hypoxisches Gasgemisch 5 % CO,, 200 ppm O,, Argon ad 100 %
hypoxisches Gas fur Permabilisierung 200 ppm O,, Argon ad 100 %



2.2. Zellen und Bakterien

Die Replikationsversuche wurden mit den Zellinien CCRF-CEM und HelLa durchgefihrt.

Beide Zdlinien wurden auch fr Permeabilisierungsexperimente eingesetzt.
Hela ATCCCCL 2
CCRF CEM ATCC CCL 119

Das verwendete a-Toxin wurde aus dem Bakterienstamm Staphylococcus aureus Wood 46,
wie bei Zoller 1991 und Martin 1997 beschrieben, isoliert und bei -80 °C gelagert.

2.3. Chemikalien

Die in vorliegender Arbeit eingesetzten Salze fur Lésungen und Puffer wurden, soweit nicht
anders angegeben, von den Firmen Merck, Sigma und Fluka bezogen. Die eingesetzten Bio-
chemikalien und Enzyme stammen von den Firmen Boehringer und Sigma. Das eingesetzte

Diphtherie-Toxin wurde von der Firma Calbiochem bezogen.

2.3.1. Radiochemikalien

Die verwendeten Radiochemikalien wurden von den Firmen ICN und Amersham bezogen:

[Methyl-*H]-Thymidin 82 Ci/mmol

a-[*P]-dATP 3000 Ci/mmol
2-[*C]-Thymidin 50 mCi/mmol
[**S|Methionin 1000 Ci/mmol



2.4. Puffer und Losungen
2.4.1. Losungen fiir Zellbiologische Methoden

2.4.1.1. Losungen fiir die Zellkultur allgemein

RPMI 1640 Medium

Trypsin Losung

Einfriermedium

fotales Kélberserum
Penicillin
Streptomycin

RPMI Medium

Trypsin

RPMI 1640 Medium

DMSO

2.4.1.2. Losungen fiir in vivo Markierungen

PBS

NaCl

KCl
NagHPO,
KH2>PO,
MgCl,
CaCl,

pH 7,4 (evtl. mit HCI
korrigiert)

10 % (v/v)
500 U/ml
500 pg/ml

ad 100 %

0,05 %

in PBS4er.

wie oben beschrieben

ad7%

137 mM
2,7 mM
8 mM

1,5mM
0,5mM

0,7mM



PB Syer.

HANKS-Losung

NaOH-Lysel6sung

NaCl

KCl
NagHPO,
KH2PO,

pH 7,4 (evtl. mit HCI
korrigiert)

NaCl

KClI

MgSO4x 7 H,O
MgCl,x 6 H,O
NaHPO,x 2 H,0O
KH,PO,
Glucose x 2 H,0O
NaHCO;

CaCsz 2 H>,O

NaOH

2.4.1.3. Losungen fiir Permeabilisierung von Zellen

Kaium Glutamat Puffer

Kalium Glutamat
EGTA

NTA

PIPES

pH 7,2 (KOH)

10

137 mM
2,7 mM
8 mM

1,5mM

8,00 g/l
0,40 gl
0,10 g/l
0,10 g/l
0,06 g/l
0,06 g/l
1,00 g/l
0,30 g/l

0,18 g/l

02M

150 mM
0,5mM
5mM

10 mM



Permeablilisierungsl 6sungen (10x)

L6sung |

Losung Il

Losung 11 fur Dichtemarkierung

mit BrdUTP

L6sung 11

o-Toxin (5x)

Kalium Glutamat
NTA

EGTA

PIPES

Mg"*

C a++

dATP
dCTP
dGTP
dTTP
ATP
CTP
GTP

uTpP

wie Loésung Il nur :

BrdUuTP

dTTP

Creatinphosphat

Creatinkinase

o-Toxin 1500 hU

11

1,2M
40 mM
4mM
160 mM
85mM

10 mM

1mM
1mM
1mM
1mM
28 mM
1mM
1mM

1mM

1mM

OmM

500 mM

0,1%

in0,001 TE



NaOH-Lysel 6sung

Ascorbatlésung (10 x)

Ascorbatoxidase-L6sung (10 x)

Hydrogencarbonatl dsung (10 x)

NaOH

Natriumpyrophosphat

Ascorbinsiure
Ascorbatoxidase
(Lyophyllisiert)

NaHCO;

2.4.1.4. Losungen fiir die Herstellung von Cytosolen

hypotoner Puffer

TCC-Puffer

Hepes

Kalium Acetat
MgCl,

DTT

pH 7,8 (autoklaviert
ohne DTT gelagert)

Rohrzucker
Tris

NaCl

KCl

CaCl,
MgCl,

pH 7,4 (Rohrzucker
wird nach dem Auto-

klavieren zugegeben)

12

02M

1%

70mM

0,3 U/}J.| in Hzodd

140 mM

20 mM
5mM
0,5mM

0,5 mM

250 mM
20 mM
137 mM
5mM
1mM

0,5mM



2.4.2. Losungen fiir Saurefallung

TCA Losung fur Fallungen TCA 15%

Natrium Pyrophosphat 1 %

TCA Lo6sung zum Waschen TCA 1%

Natriumpyrophosphat 0,02 %

neutrale Carrier DNA HeringsspermaDNA 0,25 g/l in HyOyqg

2.4.3. Losungen fiir Ultrazentrifugationstechniken

2.4.3.1. alkalische Rohrzuckergradienten

alkalische Rohrzuckerlsungen NaOH 250 mM
NaCl 600 mM
EDTA 1mM
Sarkosyl 0,1 %(wi/v)

Rohrzucker (Sidzucker 15 % (158,9 g/l)

Einmachzucker) hzw.:
30 % (338,12 g/l)
Base Losung NaOH 1M
EDTA 02M
Lyse L6sung Sarkosyl 1%
EDTA 02M
Blaue Rohrzuckerl6sung Rohrzucker 65 %
Methylenblau (wenig zum Anfarben)
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2.4.3.2. Losungen fiir alkalische Cs,S0, Gradienten
alkalische Ldsung NaOH 0,08 M

fir Cs,S0, Gradienten NagsPO,4 0,02 M

2.4.3.3. Losungen fiir neutrale Cs,S0, und CsCl Gradienten

Lysemedium Tris’HCI pH 8,0 20mM
EDTA 10 mM
Na-N-Laurosyl-
sarkosin 0,5%
Proteinase K 100 pg/ml
TE Puffer Tris’HCI pH 7,4 10 mM
EDTA 01M

2.4.4. Losungen fiir denaturierende Gelektrophorese von Replikations-

intermediaten

TBE-Puffer 1x Tris-Base 90 mM
Borsaure 87 mM
EDTA 2,5mM
Acrylamid-Stamml6sung Acrylamid/Bis- 20 %
Acrylamid (19:1)
Harnstoff 8M
TBE-Puffer 1x

14



Formamid-Auftragspuffer

2.4.5. Sonstige Losungen

Bradford-Reagenz

EDTApH 7,4
Formamid
Bromphenolblau

Xylencyanol

Coomassie
Brillant Blue G 250
Ethanol

Phosphorsaure

15

20 mM
92 %
0,02 %

0,02 %

0,01 %
0,01 %
5%

8,5%



2.5. Methoden
2.5.1. HelLa-Zellkultur

Die in den Versuchen eingesetzten HelL.a-Zellen wurden bel 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luft-
feuchtigkeit in RPMI1 1640 Medium gefuhrt. Fur die dauernde Fuhrung der Kultur wurden 250
ml Kulturflaschen verwendet. Konfluente Zellrasen wurden nach Entfernen des Kuturmedi-
ums mit 0,05 % Trypsin vom Untergrund abgel0st. Nach Verdinnen der Zellsuspension mit
Kulturmedium und Bestimmen der Zelldichte unter dem Mikroskop in einer Neubauer Zahl-
kammer wurde mit der gewtinschten Zelldichte ausgesét. Fur Versuche wurde auf 35 mm &
Schélchen aus Kunststoff oder Glas mit einer Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen / ml in 2 ml Kul-
turmedium ausgesét. Aussaat erfolgte 18-22 Stunden vor dem Versuch. Dann konnte bel An-
nahme einer Verdoppelungszeit von 20 h von knapp 10° Zellen / eingesetzter Kulturschale

ausgegangen werden.

2.5.2. CCRF-CEM Zellkultur

CCRF-CEM Zéellen wurden ebenfalls in RPMI 1640 Medium bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen wurden als Suspensionskultur in 250 ml Zellkulturfla-
schen gehalten. Aussaat fur Versuche erfolgte 18 Stunden vor dem Versuch mit einer Dichte
von 8 x 10° Zellen / ml Medium. Eine Stunde vor dem Versuch wurde die Zelldichte mit tem-
periertem voraquilibriertem RPMI Medium auf 10° Zellen / ml eingestellt. Die Inkubation fiir
Versuche erfolgte in Glas oder Kunststoff Zentrifugenrdhrchen. Fur langere Inkubationen
wurden die Réhrchen durch Locher im Deckel begast. Bel kurzen Inkubationen bis zu 10 Min.

wurde auf eine Begasung verzichtet.

2.5.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die zum Einfrieren vorgesehenen Zellen wurden bis zu ungefahr 90 % Konfluenz kultviert.
Sodann wurden die Zellen vorsichtig trypsiniert. Die Zellen wurden bei 500 g sedimentiert
und in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen aus einer 250 ml Kulturflasche
wurden in 3 ml Einfriermedium aufgenommen. Die Suspension wurde vorsichtig homogeni-
siert und auf Einfrierréhrchen verteilt. In jedes Rohrchen wurden 1,8-1,9 ml eingefiilit. Die
befullten Rohrchen wurden in Eis verpackt und tber Nacht auf -80 °C abgekuhlt. Dann wur-

den die Rohrchen in flissigen Stickstoff Gberfuhrt, in welchen sie gelagert wurden.
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Zum Auftauen wurde ein Cryotube aus dem Stickstofftank entnommen. In warmem Wasser
wurde die Zellsuspension aufgetaut, bis sie nur noch ein kleines Eisstiick enthielt. Sodann
wurde der Inhalt in eine Kulturflasche mit Medium Uberfihrt. Nachdem die Zellen festge-

wachsen waren, wurde das M edium gewechselt, um Reste des DM SO zu entfernen.

2.5.4. Radioaktive Markierung zellularer DNA

2.5.4.1. Langzeitmarkierung

Bei Einbauversuchen mit HeLa- und CCRF-CEM-Zdlen wurde den Zellen bel der Aussaat
4C Thymidin zugegeben. Der Marker wurde mit einer Aktivitat von 0,05 uCi/ml eingesetzt.

Die Markierung dient asinterner Standard.

Die absolute Précursor-Einbaurate bei radioaktiven Markierungen der DNA von Zellkulturen
wird unter anderem durch die Replikationsaktivitdt der Zellen bestimmt. Eine Differenz des
Einbaus zwischen zwei Kulturschalen kann auch auf unterschiedliche Zelldichte oder unter-
schiedliche Ausbeute bei der Zellernte zurlickzufihren sein. Solche Schwankungen, die
Schwankungen der Replikationsaktivitat vortéauschen, konnen durch den internen Standard
korrigiert werden. Vor der Aussaat wurde der Zellsuspension, die bereits auf die gewiinschte
Zelldichte eingestellt wurde, der radioaktive Marker zugegeben. Sodann wurde die homogene
Suspension auf die Kulturschalen ausgesét. Schwankungen im Aussaatvolumen treten dann
als Schwankung der Gesamtradioaktivitdt auf. Der Verlust von Zellen bel der Zellernte macht
sich durch Radioaktivitétsverlust bemerkbar. Wenn die erhaltenen Einbauwerte mit Hilfe des

internen Standards normiert werden, fallen so auftretende Schwankungen weg.

2.5.4.2. Einbaukurven mit Dauermarkierung

Dauermarkierungen wurden mit 5 pCi [Methyl-*H]-Thymidin/ml Medium durchgefiihrt. Um
einen konstanten Einbau Uber léangere Zeitrdume hinweg zu gewahrleisten, musste der radio-
aktive *H-Thymidin Marker mit unmarkierten Thymidin verdiinnt werden. Ublicherweise
wurden 2 uM Thymidin eingesetzt. Hierdurch wurde eine Uber mehrere Stunden konstante
Thymidin-Konzentration im Medium erreicht. Bel Dauermarkierungs-Einbaukurven wurde
der Marker bei alen Proben zu Beginn der Inkubationszeit direkt zum Medium gegeben. Zu

unterschiedlichen Zeiten wurden Proben entnommen und gestoppt.
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2.5.4.3. Puls Experimente

Bei Puls-Experimenten wurde eine Aktivitét von 5 pCi [Methyl-*H]-Thymidin / ml Medium ein-
gesetzt. Hier wurde die Aktivitét nicht verdinnt. Die Dauer von Pulsmarkierungen betrug, sofern
nicht anders angegeben, 8 Minuten. Die Zugabe des Markers erfolgte zu Beginn der Markierungs-
zeit direkt zum Kulturmedium. Das Abstoppen der Kultur erfolgte wie unten beschrieben.

2.5.4.4. Puls-Chase Experimente

Fir Puls-Chase Experimente wurde eine Pulsmarkierung wie beschrieben durchgefihrt. Am
Ende der Markierungszeit wurde das gesamte Medium von der Kultur entfernt. Bei Monolay-
erkulturen durch Absaugen, bei Suspensionskultur durch Zentrifugation bei 37 °C unter Auf-
rechterhaltung der Begasungsbedingungen. Die Kultur wurde dann zweimal mit Kulturmedi-
um, das sich bis zu diesem Zeitpunkt auf einer unmarkierten Kontrollkultur befunden hatte,
gewaschen. Hierauf wurde in ebensolchem vordquilibriertem Medium fir die als Chasedauer

angegebene Zeit weiterinkubiert. Danach erfolgte Abstoppen in der beschriebenen Weise.

2.5.4.5. Abstoppen von Kulturen

Zum Abstoppen wurden die Kulturschélchen am Ende der Inkubationszeit auf Eis gestellt. Im
Eisbad wurden die Zellrasen zweima mit eiskalter HANKS-L6sung (bei permeabilisierten
Zellen mit KG-Puffer) gewaschen. Hierauf wurden die Zellen bis zur Weiterverarbeitung auf
Eis oder bei -20 °C gelagert.

2.5.5. Permeabilisierung von Zellen

Fur die Permeabilisierung von Zellen wurden Zellkulturen verwendet, die wie beschrieben
ausgesdt und vorbehandelt wurden. Das eingesetzte Permeabilisierungsmedium wurde nicht
mehr als eine Stunde vor dem Versuch aus den bei -80 °C gelagerten Komponenten zusam-
mengesetzt und bis zum Einsatz auf Eis gelagert. Zur Permeabilisierung wurde das Kulturme-
dium moglichst vollstdndig mit der Wasserstrahlpumpe abgezogen. Danach wurden zugig
100 pl angewarmtes Permeabilisierungsmedium Uber den gesamten Zellrasen verteilt. Abzie-
hen des Mediums, Zugabe des Permeabilisierungsmediums und vollstandige Benetzung des
Zé€llrasens wurden innerhalb von héchstens 20 Sekunden ausgefiihrt. Die Permeabilisierungs-

zeit wurde ab der vollstéandigen Verteilung des Mediums auf den Zellrasen berechnet.
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2.5.5.1. Dauermarkierungen

Fur Dauermarkierungen wurde die Radioaktivitét direkt dem Permeabilisierungsmedium zu-
gesetzt. Es wurde, wenn nicht anders angegeben, eine Aktivitat von 10 uCi a-[*P]-dATP/ ml
Permeabilisierungsmedium engesetzt.

2.5.5.2. Puls-Markierungen

Fir Puls-Markierungen wurden in der Regel 50 puCi o-[*P]-dATP / ml Permeabilisierungs-
medium eingesetzt. Zur Zugabe wurde die Radioaktivitdt 1:10 mit Permeabilisierungsmedium
ohne a-Toxin verdinnt. Die Pulsdauer war, wenn nicht anders angegeben, 8 Minuten. Die

Zugabe des Markers erfolgte direkt in das Permeabilisierungsmedium auf der Schale.

2.5.5.3. Puls-Chase Experimente

Puls-Chase Experimente wurden bel permeabilisierten Zellen analog dem Vorgehen bei in

vivo Zellen durchgefihrt.

2.5.6. Hypoxie

2.5.6.1. Hypoxie in vivo

Fur Hypoxie-Experimente wurden die Zellen auf Glaspetrischalen ausgesét. Die Inkubation
wurde in speziellen Aluminiumbegasungskammern unter Begasung mit angefeuchtetem hy-

poxischem Gas bei 37 °C durchfihrt.

Vor Beginn der Hypoxie wurden die Kulturschalen eine Stunde lang mit euoxischem Gas
vorbegast. Mit dem Umstellen des Gases auf hypoxisches Gas begann die Hypoxiezeit. Die
Radioaktivitéts- und Wirkstoffzugabe erfolgte in eingetrocknetem Zustand auf Glas 6ffeln.

2.5.6.2. Hypoxie bei permeabilisierten Zellen

Fir die Permeabilisierung unter Hypoxie wurde das Medium mittels einer Kanile durch ein
Septum im Deckel der Begasungskammer abgesaugt. Das Permeabilisierungsmedium wurde
10 Minuten mit hypoxischem Gas begast und dann mit einer Hamiltonspritze auf die Kulturen

verteilt.
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Wenn Sauerstoff vollstandig aus dem Permeabilisierungsmedium entfernt werden sollte, wur-
de dies durch Ascorbat / Ascorbatoxidase bewirkt. Hierfir wurde je ein Volumen Ascorbatl 6-
sung (10x), Ascorbatoxidasel 6sung (10x) und Hydrogencarbonatl sung (10x) in kleinen Trop-
fen nebeneinander auf eine Glasschale pipettiert. Die Tropfen durften sich nicht durchmi-
schen. Das Schélchen wurde in eine Begasungskammer eingebracht und fir wenige Minuten
hypoxisch begast. Dann wurde das 10-fache Volumen Permeabilisierungsmedium mit einer
Glasspritze zugegeben, so dass ale drei Tropfen darin aufgenommen wurden. Mit der Spritze
wurde gut vermischt. Das Permeabilisierungsmedium wurde nun 10 Minuten mit hypoxi-
schem Gas welterbegast. Zur Permeabilisierung wurde das Medium mit einer Hamiltonspritze
auf die von Medium befreiten hypoxischen Zellen Uberfuhrt und gleichméssig auf den Zellen
vertellt. FUr hypoxische Begasung permeabilisierter Zellen wurde hypoxisches Gas ohne CO;
eingesetzt. Die Radioaktivitétszugabe erfolgte auch hier eingetrocknet von Gladl 6ffeln.

2.5.7. Reoxygenierung

Fur die Reoxygenierung von hypoxisch begasten Zellen wurde die Begasungskammer mit
starkem Luftstrom mit euoxischem Gas durchspuilt. Zusétzlich wurde kurz mit der Wasser-
strahlpumpe mit einer Kanile Luft vom Boden der Begasungskammer abgesaugt, um den
vollstéandigen Austausch des Gases zu gewahrleisten. Von der Kultur wurde ein Drittel des
Kulturmediums abgezogen und durch Kulturmedium, das zuvor 30 Minuten lang mit Reoxy-

genierungsgas geséttigt wurde, ersetzt.

2.5.8. Inkubationen mit Hemmstoffen

Die Zugabe von Hemmstoffen erfolgte bei euoxischen Inkubationen direkt zum Kulturmedium aus
frisch hergestellten 100-fach konzentrierten Losungen des Hemmstoffes. Unter Hypoxie wurden
Hemmstoffe, auf Glad6ffeln eingetrocknet, zugegeben. Die Auswaschung von Hemmstoffen wie
Cycloheximid erfolgte andog zu Chase-Experimenten. Bei permeabilisierten Zellen wurden Wirk-
stoffe, wenn nicht anders angegeben, dem Permeabilisi erungsmedium bel gegeben.

2.5.9. Bestimmung der saurefdllbaren Radioaktivitat

Zur Bestimmung der saureféllbaren Radioaktivitét wurden die markierten, gewaschenen Kul-
turen mit 1 ml 0,2 M NaOH lysiert. Die Falung der DNA erfolgte mit 1 ml 17 %iger TCA auf
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Eisfir 20 Minuten. Die gefédlte DNA wurde auf Glasfaserfiltern GF/C abgesaugt und die Filter fir
20 Minuten bei 80 °C im Brennschrank getrocknet. Danach erfolgte die Auszdhlung der séurefal-
baren Radioaktivitét in Szintillator im Szintillationszahler. Die Zahlzeit betrug, wenn nicht anders
angegeben, 4 Minuten. Die Eingtellung der Zahlkande wurde wie folgt vorgenommen.

Kand A 0-13keV *H
Kana B 18,5— 156 keV 14¢ und *°s
Kanal C 156 — 1700 keV 2p

Dabei ergab sich eine Kreuzkontamination firr **C Markierungen in den *H Kanal in Hohe
von 36 % desin Kanal B gezéhlten Wertes. Die Kreuzkontamination fir 32P Markierungen in
den *C/**S Kanal betrug bei den obigen Einstellungen 16 % des in Kanal C gemessenen Wer-
tes. Die Kreuzkontamination von *P Markierungen in Kanal A betrug 0,05 % des Wertes in
Kanal C und kann deshalb in der Regel vernachlassigt werden. Aufwartskontamination wurde

bei allen gemessenen Isotopen nicht registriert.

2.5.10. Langenanalyse von Replikationsintermediaten mit

alkalischen Rohrzuckergradienten

Die Langenanalyse von Replikationsintermediaten aus CCRF-CEM und Hel a-Zellen wurden
mit Hilfe linearer akalischer Rohrzuckergradienten durchgefihrt. Markierte Zellen wurden
hierfir nach der Inkubation wie beschrieben abgestoppt und gewaschen. Danach wurden die
Zellen mit 200 pl Trypsinldsung vom Untergrund gel6st und sofort auf einen linearen Rohr-
zuckergradienten aufgetragen (s. u.). Die Gradienten wurden mit Hilfe eines ISCO-
Gradientenmischers Model 570 nach Vorlage von 500 ul 30 % Rohrzuckerl 6sung automatisch
in SW 28 Polyallomer-Rohrchen aufgebaut. Uber die Gradienten wurden 500 pl Lyselésung
Uberschichtet. Hierauf wurden die abtrypsinierten Zellen tberschichtet. Nach einer Lysezeit
von 15 Minuten wurden 500 pl BaselGsung Uberschichtet. Nun blieben die Gradienten unter
Lichtausschluss 6 Stunden zur Strangentwindung der DNA stehen. Dann erfolgte eine Zentri-

fugation bel 22.000 rpm fur acht Stunden.

Die zentrifugierten Gradienten wurden mit Hilfe eines ISCO-Gradienten Fraktionators Model
640 durch Unterschichten mit 65 %iger blauer Rohrzuckerlésung in 31 Fraktionen mit je
1,2ml fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen wurden mit 250 ul Carrier-DNA versetzt und
dann mit 750 pl 17 % TCA gefdlt. Die Weiterverarbeitung erfolgte wie bei ,, Bestimmung der
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saurefdlbaren Radioaktivitat® beschrieben. Bel diesen Gradienten ergab sich (nach Studier)
eine Verteilung fur Sedimentationskoeffizienten und DNA-Kettenldnge Uber den Gradienten
wie bel Dreier 1995, Seite 33 beschrieben.

2.5.11. Dichteanalysen mit isopyknischen Gradienten

2.5.11.1. Alkalische Cs,S0, Gradienten

Fur akalische Cs,SO, Gradienten wurden je Gradient 4,77 g Cs,SO, in 6,03 g alkalischer
Losung aufgenommen. Diese Lésung wurde in Polyallomer-Réhrchen fir den Rotor 70.1 Ti
gefullt und die Deckel verschraubt. Die inkubierten und gewaschenen Zellen wurden in 1 ml
Lysemedium (ohne Proteinase K) lysiert und dann mit Hilfe eines diinnen Siliconschlauches,
der auf eine Pipettenspitze gesteckt wurde, durch das Deckelloch in die Gradientenréhrchen
einpipettiert. Die mittlere Ausgangsdichte der so praparierten Gradienten betrugt 1,475 g/cm®.
Die Gradienten wurden mit Paraffindl tberschichtet, bis sich keine Luft mehr im Réhrchen
befand. Nach Kontrolle der Massenkongruenz der Zentrifugationsréhrchen wurde die Zentri-
fugation gestartet. Es wurde fur 70 Stunden bei 33.000 rpm zentrifugiert. Nach Einstellung
des Dichte-Gleichgewichtes wurden die Gradienten in 40 Fraktionen zu 200 ul getrennt. Hie-
fur wurde in den Boden des Zentrifugenrohrchens ein Loch gebohrt. Durch das Deckelloch
wurde nun Paraffindl in das Roéhrchen gepresst und die unten austretenden Gradienten-
Fraktionen gesammelt. Von jeder zehnten Fraktion des Gradienten wurden 10 % abgenom-
men, um den Brechungsindex zu bestimmen. Nach Zugabe von Carrier-DNA wurden die

Fraktionen geféllt und wie oben beschrieben weiteranalysiert.

2.5.11.2. Neutrale CsCl Gradienten

Fur neutrale CsCl Gradienten wurden die vorbereiteten Zellen mit 1 ml Lysel6sung lysiert.
Danach wurde eine Stunde bei 37 °C zum Abbau der Proteine durch Proteinase K inkubiert.
Das Lysat wurde dann auf Gradienten aufgetragen (resultierende mittlere Ausgangsdichte 1,72
g/em®). Die Zentrifugation erfolgte bei 36.000 rpm fiir 70 Stunden. Die Aufarbeitung erfolgte
wie oben fur alkalische Cs,SO4-Gradienten beschrieben.
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2.5.12. Analyse kurzkettiger Replikationsintermediate durch Polyacry-

lamid-Gelelektrophorese

Fur die Anayse kurzkettiger Replikatonsintermediate auf denaturierenden Polyacrylamid-
Gelen (F. Uhlmann, 1994) wurden permeabilisierte HeLa Zellen mit 1000 pCi/ml Permeabili-
sierungsmedium markiert. Nach der Markierung wurde der Uberstand abgesaugt und die Zel-
len durch Zugabe von 50 pl Formamidauftragspuffer lysiert. Das Lysat wurde fur 5 Min. auf
95 °C erhitzt und dann auf denaturierende 8 %ige oder 20 %ige Gele aufgetragen.

Die Polyacrylamidgele wurden mit einer Dicke von 1,8 mm zwischen zwei Glasplatten von
20 x 25 cm Grosse gegossen. Hierfur wurde eine Losung von 6M Harnstoff und 20 % Acrylamid
in 1 x TBE verwendet. Zur Polymerisation wurde der Acrylamid Lésung 0,08 % TEMED und
0,08 %APS zugesetzt. Fir eine Gelstérke von 8 % Acrylamid wurde die 20 %ige StammlGsung
entsprechend mit einer Lésung von 8M Harngtoff in 1 x TBE verdinnt. Auf der vorderen Platte
des vertikal montierten Geles wurde eine Thermostatiserplatte aus Aluminium befestigt. Als E-
lektrodenpuffer diente 1 x TBE-Puffer. Es wurde kein Vorlauf des Geles durchgeftihrt. Vor dem
Probenauftrag wurden die Auftragstaschen mit Elektrodenpuffer gesplilt. Der Gellauf erfolgte fir
1,5 h bei 36 Watt Leistung. Nach dem Lauf wurden die Gele in Frischhaltefolie verpackt.

Die Darstellung der radioaktiv markierten Replikationsintermediate erfolgte durch Autoradiogra-
phie. Hierfir wurde ein Amersham Hyperfilm MP Rontgenfilm auf das in Frischhdtefolie ver-
packte Gel gelegt, und beides in eine Expositionskassette verpackt. Die Expostion erfolgte bel -80
°C Uber Nacht oder nach Bedarf auch langer. Exponierte Filme wurden 5 Min. in einem Tank mit
Tetena Roentgen Entwickler entwickelt, in 3 % Essigsiure gestoppt und 10 Min. in Agfa Acidofix
fixiert. Die Filme wurden mit Aquages. gespllt und anschliefRend zum Trocknen aufgehangt.

2.5.12.1. Radioaktive Endmarkierung des DNA-Langenstandards

Fur die autoradiographische Darstellung wurde Boehringer DNA-Langenstandard VIII durch
die Polynucleotidkinasereaktion am 5 -Ende mit %P markiert (F. Uhlmann 1994). Der Lan-
genstandard enthielt DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, die alle glatte Enden oder
Uberhéngende 5'-Enden aufweisen, und somit Substrate der Polynukleotidkinase sind. Zur
Markierung wurde die Polynukleotidkinasereaktion als Austauschreaktion eingesetzt, da der
Phosphorylierungszustand der einzelnen Fragmente nicht bekannt war, und auf ene

Dephosphorylierung verzichtet werden sollte.
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Der Kinasierungsansatz wurde fol gendermal3en zusammengesetzt:

12l Boehringer DNA-Langenstandard VIII (3 ug, entsprechend ~20 pmol 5°-Enden)
2 ul 10 x Polynukleotidkinasepuffer fur die Austauschreaktion

2 ul 10 mM ADP

3ul v-[*P]-ATP (30 pCi)

1ul T4-Polynukleotidkinase

10 x Polynukleotidkinasepuffer fur die Austauschreaktion besteht aus 500 mM Imidazol/HCI
pH 6,4; 180 mM MgCl,; 50 mM DTT; 1 mM Spermidinhydrochlorid und 1 mM EDTA.

Der Ansatz wurde 1,5 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Der Ansatz wurde in Formamid-
Auftragspuffer aufgenommen und direkt eingesetzt.

2.5.13. Praparation zellularer Extrakte

2.5.13.1. Cytosolischer Extrakt

Fir die Herstellung des cytosolischen Zellextraktes (T. Dreier 1995) wurden knapp konfluent
bewachsene 145 mm & Schalen mit ~20-25 Millionen Zellen eingesetzt. 4-8 Stunden vor der
Préparation wurde die Hélfte des Kulturmediums auf den Schalen durch voraquilibriertes fri-
sches Medium ersetzt. Die Zellkulturschalen wurden zur Préparation auf Eis gestellt und in
den Kuhlraum Uberfuhrt. Die weitere Préparation fand im Kihlraum statt. Nach Abgiessen des
Mediums wurden die Zellen 2 x unter vorsichtigem Schwenken mit 15 ml eiskaltem TCC-
Puffer gewaschen. Dann wurden die Zellen dreima mit 10 ml hypotonem Puffer gewaschen.
Das letzte Mal blieb der hypotone Puffer fir 10 Min. auf den Zellen. Danach wurde der Puffer
abgezogen und die Schalen schrag gestellt, so dass letzte Reste des Puffers ablaufen konnten.
Diese Reste wurden sorgféltig abgezogen. Hierauf wurden die Zellen zum Schwellen 15 Min.
auf Eis stehen gelassen, anschlief3end mit dem Zellschaber von der Platte geschabt und mit der
Pipette in einen Dounce-Homogenisator Uberfuhrt. Hier wurden die Zellen auf Eis durch 20
vorsichtige Auf- und Ab-Bewegungen des Stempels aufgeschlossen. Der Aufschluss wurde
weitere 15 Min. auf Eisinkubiert und dann in Ultrazentrifugencups Uberfuhrt. Es wurde fur 25
Min. bei 35.000 rpm im TLA 45-Rotor zentrifugiert. Dabei sedimentierten Zellkerne mit zel-
luldrem Chromatin, Zelltriimmer und verschiedene Organellen. Der Uberstand wurde aliquo-

tiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bel -80 °C aufbewahrt. Von einem Aliquot
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wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Der Proteingehat lag bei
9-13 mg Protein/ml.

2.5.13.1.1. Proteinbestimmung nach Bradford

1 ml Bradford-Reagenz wurde in einer Kunststoffkivette mit 10 pl Probe (~1-5 pg Protein)
versetzt und gut gemischt. Nach 10 Min wurde die Extinktion gegen einen Reagenzienleer-
wert bei 595 nm bestimmt.

2.5.13.2. Methanol Extrakt

Fur die Herstellung des Methanolextraktes wurden knapp konfluente Hela-Kulturen in
650 ml Kulturflaschen (~4 x 10” Zellen pro Flasche) dreimal mit HANK S-Lésung gewaschen.
Dann wurden in jede Flasche 5 ml Methanol gegeben und verteilt. Die Extraktion erfolgte
Uber Nacht bei -80 °C. Der methanolische Uberstand wurde abgezogen und in einem Vaku-
umkonzentrator in Aliquots zu 1 ml Gber 6 h getrocknet. Bei der Annahme eines Zellvolu-
mens von 1 x 10°® ml fir Hel.a Zellen resultieren 400 ul Zellvolumen firr eine Kulturflasche.
Der Extrakt von einer Flasche wurde deshalb in 200 pl 1/5 x Permeabilisierungsésung |
(zweifache Endkonzentration) aufgenommen, um auch von den extrahierten Substanzen eine
doppelte Konzentration zu erhaten. Der Extrakt wurde aliquotiert und schockgefroren bel
-80 °C gelagert.
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3. Ergebnisse

3.1. Replikation in o-Toxin permeabilisierten HeLa-Zellen

3.1.1. Ungehemmte Replikation

HelLaZellen sollten vorliegend permeabilisiert werden, um so as Modell fur die Untersu-
chung der DNA-Replikation zu dienen. In vivo wird die Markierung mit radioaktiven DNA-
Bausteinen fur Studien Uber das Replikationsverhalten eingesetzt. Dies sollte auch bei per-
meabilisierten Hela-Zellen geschehen. Als radioaktiver Marker wurde o-[*?P]-dATP einge-
setzt. Um zu erfahren, ob die Zellen nach der Permeabilisierung noch Replikationsaktivitét
zeigen, wurden Dauereinbaukurven aufgenommen. Es zeigt sich, dass nach Permeabilisierung
bei HelLa-Zellen ein signifikanter Einbau von a-[*P]-dATP in siurefallbares Material statt-
findet. Abbildung zeigt eine Dauermarkierungs-Einbaukurve. Die gemessene siureféllbare
a-[**P]-dATP Radioaktivitét in Abhangigkeit von der Zeit steigt tiber einen Bereich von mehr

as zwei Stunden anndhernd linear an.
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Abb. 1: Dauereinbaukurve mit permeabilisierten Hel a-Zellen: HeLa-Zellen wurden ab der Permeabilisie-
rung fir die gegebenen Zeiten mit a-[*P]-dATP (10 uCi/ml Permeabilisierungsmedium) inkubiert.
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Dieses Verhalten deutet auf aktive Replikationstétigkeit der Zellen nach der Permeabilisierung
hin. Anhand der Einbaukurve ist jedoch nicht auszuschliessen, dass der Anstieg der gemesse-
nen saureféllbaren Radioaktivitdt in einem anderen Prozess als der Replikation von DNA be-
grindet ist. Hierfir sind weitere Untersuchungen des markierten Materials nétig. Das Sedi-
mentationsverhalten replizierender DNA von HelL a-Zellen ist auf alkalischem Rohrzuckergra-
dienten eingehend untersucht worden.** Ein Vergleich mit replikativen Produkten der in vivo
Replikation ist somit leicht mdglich. Deshalb sollte zundchst das Sedimentationsverhalten der
markierten Produkte aus den permeabilisierten HelL a-Zellen dargestellt werden. Hierfir wur-
den permeabilisierte HeLa-Zellen mit dem radioaktiven Marker pulsmarkiert. Zusétzliche
Information Uber das Schicksal der radioaktiv markierten Spezies wurde erlangt, indem die so

pulsmarkierten permeabilisierten Zellen einem Chase von zwei Stunden unterworfen wurden.

—&— 8 Min. Puls (Summe: 5.568 CPM)
—O— 120 Min. Chase (Summe: 7.838 CPM)
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Abb.: 2: Puls-Chase Experiment mit permeabilisierten Hel a-Zellen: HelL. a-Zellen wurden nach Permeabili-
sierung fir 8 Min. mit o-[*2P]-dATP-pulsmarkiert. Eine Probe wurde direkt nach dem Puls auf Eis gestoppt und
die radioaktiv markierten Produkte auf alkalischem Rohrzuckergradienten aufgetrennt. Bel einer weiteren Probe
wurde dem Puls ein Chase ohne radioaktiven Marker von 120 Min. Dauer angeschlossen. Die markierten Pro-
dukte wurden dann auf den Gradienten aufgetragen. Zu sehen ist das Profil der gemessenen saureféllbaren Ra-
dioaktivitét in den einzelnen Gradientenfraktionen. Fraktion 1 ist die oberste Fraktion.

13 probst, G., Riedinger, H.-J., 1999
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Abbildung 2 zeigt die Sedimentationsprofile von a-[**P]-dATP markiertem Materia aus per-
meabilisierten HelLa-Zellen, die Pulssmarkiert und in einem Fall einem Chase unterworfen
wurden. Die eingebaute Radioaktivitét verhalt sich im isokinetischen Rohrzuckergradienten

analog der [*H]-Thymidin markierte DNA ausin vivo Versuchen.

Das Sedimentationsprofil der Pulsmarkierung aus den permeabilisierten Zellen ist mit ver-
gleichbaren Profilen aus HeLa-Zelen beinahe deckungsgleich. Auch die Verschiebung der
Markierung durch den Chase zu grésseren Sedimentations-Koeffizienten hin entspricht dem
Verhalten der in vivo markierten DNA. Die Tatsache, dass die Markierung, die bei Puls Ver-
suchen in saureféllbares Material mit niedrigen Sedimentationskoeffizienten eingebaut wurde
durch nachfolgenden Chase wachsen, und so einen hdheren Sedimentationskoeffizienten an-
nehmen, deutet stark darauf hin, dass es sich bei dem markierten Material tatsachlich um rep-
lizierende-DNA handelt.

Auch die Darstellung der markierten Produkte mit Hilfe der Faserautoradiographie stitzt die-
sen Eindruck. Die Replikation in HeLa-Zellen in vivo wurde durch die Faserautoradiographie
eingehend dokumentiert, so dass hier ebenfalls auf umfangreiches Vergleichs-Material zu-
rickgegriffen werden kann. Die durch permeabilisierte HeLa-Zellen erhaltenen Bilder ent-
sprechen denjenigen ausin vivo Versuchen gut.** Es handelt sich bei dem vorliegend beobach-
teten markierten Material offenbar um das gleiche wie bei in vivo Faserautoradiographiversu-

chen.

Die gezeigten Ergebnisse belegen, dass der Vorgang des fortschreitenden Einbaus von radio-
aktiven DNA-Bausteinen in saureféllbares Material, wie er in Abb. 1 gezeigt wurde, Replika-
tion von DNA in den permeabilisierten Zellen darstellt.

Durch genauere Analyse des Sedimentationsverhaltens der erhaltenen o-[*2P]-dATP markier-
ten DNA auf alkalischen Rohrzuckergradienten konnte gezeigt werden, dass die Wachstums-
geschwindigkeit in permesabilisierten Zellen etwa der Hélfte der in vivo festgestellten Gabel-
geschwindigkeit entspricht.

Im ungehemmten Zustand zeigen permeabilisierte HeL a-Zellen aso eine verlangsamte, sonst

jedoch mit der in vivo Situation vergleichbare Replikationsaktivitét.

14 Ergebnisse hier nicht gezeigt
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3.1.2. Replikation in permeabilisierten HeLa-Zellen unter

hemmenden Bedingungen

Bel HelLa-Zellen wurden in vivo umfangreiche Studien Uber das Replikationsverhalten unter dem
Einfluss von verschiedenen Hemmsituationen durchgeftihrt. Dabel konnte gezeigt werden, dass die
Zdlen in Féllen der Hemmung zentraler Stoffwechsalwege auch mit einer Hemmung der Replika-
tionsaktivitéat reagieren. Zur Frage, inwiefern permeabiliserte Zellen in der Lage sind, auf hem-
mende Bedingungen in dhnlicher Weise zu reagieren, wurden unterschiedliche Situationen, unter
denen die Replikation in vivo gehemmt ist, bel permeabilisierten Hel a-Zellen getestet.

3.1.2.1. Hemmung der DNA-Polymerisation

Bevor die Auswirkung der Hemmung von einzelnen Stoffwechsalwegen auf die DNA-Replikation
untersucht werden kann, ist festzustellen, ob bel permeabiliserten Zellen Uberhaupt eine Hem-
mung des beobachteten o-[**P]-dA TP-Einbaus und damit der DNA-Polymerisation hervorgerufen
werden kann. Die Replikation kann in HeLa-Zellen in vivo unmittelbar durch Eingriff in die DNA-
Polymerisation gehemmt werden. Dies kann durch Hemmung der DNA-Polymerasen geschehen.
Als Hemmstoffe stehen hier Aphidicolin oder Ara-CTP zur Verfligung.® Durch beide Hemmstoffe
werden sowohl Polymerase o as auch die Polymerasen 8 und & gehemmt. Hierdurch wird die
DNA-Polymerisation, wie sie fir die Replikation des Leit- und auch Folgestranges erforderlich ist,
ausgeschaltet. Die Aktivitét der Primase bleibt jedoch unbertihrt. Dies hat zur Folge, dass sdure-
falbares Materid von geringem Molekulargewicht erzeugt werden kann. Diese beiden Hemmstof-

fewurden vorliegend bel permesbilisierten HeLa-Zdllen auf ihre Wirksamkeit getestet.

3.1.2.1.1. Hemmung durch Aphidicolin

Bel HeLa-Zdlen in vivo wird durch Aphidicolin die DNA-Polymerisation unterbunden und so-
mit die Replikation gehemmt. Dies zeigt sich durch ausbleibenden Einbau von radioaktiven
DNA-Bausteinen in séurefédllbares Material in der Dauereinbaukurve und durch ein Sedimenta-
tionsprofil, das kein hochmolekulares Material aufweist. Fraglich ist jedoch die Wirkung dieses
Hemmstoffes bel permeabilisierten Zellen. Um zu erfahren, wie der Effekt von Aphidicolin bei

permeabilisierten Zellen ist, wurden HelL a-Zellen in Gegenwart von Aphidicolin permeabilisiert

1% Catapano, C. et al. 1991
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und fiir acht Minuten mit o-[*P]-dATP markiert. Die permeabilisierten Zellen wurden auf alka-

lische Rohrzuckergradienten aufgetragen und unter den Standardbedingungen ultrazentrifugiert.

Abbildung 3 zeigt das Sedimentationsprofil des o-[*?P]-dATP-markierten Materials. Daneben
ist das Sedimentationsprofil einer Probe, die als Kontrolle inkubiert wurde aufgetragen. Es
zeigt sich, dass unter dem Einfluss des Hemmstoffes nur Material markiert wurde, das in den
Fraktionen 1 bis 5 des Gradienten wiederzufinden ist. Es handelt sich dabei um sehr kleine
Polynukleotid-K etten bis zu einer Grosse von 7 kB. Bei der Kontrolle dagegen ist der Peak in
Fraktion 13 angesiedelt und reprasentiert damit eine Kettenlange von mehr als 100 kB.*
Durch die Gegenwart des Hemmstoffes wurde der Einbau von radioaktivem Marker in hoch-
molekulare DNA unterbunden. Offenbar wurde durch Aphidicolin die DNA-Polymerisation in

den permeabilisierten Zellen gehemmit.
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Abbildung 3: Sedimentationspr ofil von permeabilisierten Hel a-Zellen: Die Zellen wurden in Gegenwart von
Aphidicolin permeabilisiert und von Beginn der Permeabilisierung an markiert. Gezeigt ist das Sedimenta-
tionsverhalten von Material, da unter Einwirkung des Hemmstoffes markiert wurde. Daneben ist das Verhalten
von Kontrollmaterial zu sehen.

Die Hemmung der Replikation durch den Hemmstoff Aphidicolin ist bei permeabilisierten
Zellen moglich.

18 \igl. hierzu Tabelle bei Dreier T. 1995, S. 33
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3.1.2.1.2. Hemmung durch Ara-CTP

Auch durch Ara-CTP wird bel HeLa-Zellen in vivo eine Hemmung der DNA -Polymerisation
bewirkt, durch die die Replikation unterbunden wird. Um zu Uberprifen, ob auch bel permea-
bilisierten Zellen eine solche Hemmung infolge von Ara-CTP auftritt, wurden Dauereinbau-
werte aufgenommen. Hierbel zeigt sich, dass der Einbau durch die Gegenwart von Ara-CTP
stark vermindert wird. Ara-CTP wurde dabel in einer Konzentration von 100 uM eingesetzt.
Bel der Sedimentationsanalyse des unter dem Einfluss des Hemmstoffes markierten Materias
(Abb. 4) zeigt sich, wie schon bei Aphidicolin, nur Radioaktivitét in den ersten Gradienten-
fraktionen. Offenbar wurde durch den Hemmstoff der Einbau in hochmolekulares Material

verhindert.

—®— 100 uM AraCTP (Summe: 9.976 CPM)
—O—Kontrolle (Summe: 57.307 CPM)
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Abbildung 4: Sedimentationsprofil von permeabiliserten Hel a-Zellen: Die Zellen wurden unter 100 pM
Ara-CTP permesabilisiert und von Beginn der Permeabilisierung an fiir 8 Minuten mit a-[**P]-dATP markiert.
Daneben ist das Sedimentationsverhalten von Kontrollmaterial, das ohne Hemmstoff markiert wurde, gezeigt.

Auch durch den Hemmstoff Ara-CTP konnte der Einbau von a-[*?P]-dATP in permeabilisier-
ten HelLa-Zellen inhibiert werden. Dies zeigt deutlich, dass der Einbau vorliegend durch die
Aktivitdt der DNA-Polymerasen hervorgerufen wird. Es handelt sich also um DNA-
Polymerisation im Zuge der Replikation. Auch im ex vivo System ist die Hemmung der Re-
plikation durch Hemmstoffe, die direkt an der DNA-Polymerisation angreifen moglich.
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3.1.2.2. Auswirkung von Hydroxyharnstoff

Hydroxyharnstoff ist ein Hemmstoff, der an der Ribonukleotidreduktase angreift. Durch
Hemmung dieses Enzyms wird der Nachschub an Bausteinen fur die DNA-Synthese unter-

brochen. Bei Hel.a-Zellen in vivo bewirkt Hydroxyharnstoff eine Hemmung der Replikation.

Der Einsatz von Hydroxyharnstoff bei permeabilisierten Zellen bereitet keine Schwierigkeiten.
Um den Effekt des Hemmstoffes auf die Replikation zu Uberprifen, wurden Einbauversuche
und Sedimentationsanalysen auf alkalischen Rohrzuckergradienten durchgefiihrt. Bei einem
Dauereinbauversuch tber 30 Minuten wird durch die Gegenwart von Hydroxyharnstoff im
Permeabilisierungsmedium der Einbauwert an saurefdllbarer o-[*?P]-dATP Radioaktivitét
nicht beeinflusst. Abbildung 5 zeigt das Sedimentationsprofil des a-[**P]-dATP-markierten
Materials aus permeabilisierten Zellen unter Hydroxyharnstoff. Dieses Sedimentationsprofil

entspricht demjenigen permeabilisierter HeL a-Zellen, die ohne Hemmstoff inkubiert wurden.

—#— Hydroxyharnstoff (Summe: 13.537 CPM)
—O— Kontrolle (Summe 12.971 CPM)

Prozent der Gesamt CPM
n
| |
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Abb. 5. Sedimentationsprofil von permeabilisierten Hel a-Zellen: HeLa Zellen wurden 10 Minuten unter
Hydroxyharnstoff inkubiert und anschlieRend in Gegenwart von Hydroxyharnstoff permeabilisiert. Daneben ist
das Sedimentationsverhalten von markiertem Material aus permeabilisierten Zellen ohne Hydroxyharnstoff ge-
zeigt. Die Pulsdauer betrug jeweils 8 Minuten.

Das Sedimentationsprofil zeigt zwei getrennte Peaks. Einen bel Fraktion 6 und einen bei Frak-

tion 21. Dies entspricht nicht vollstandig dem Verhalten, wie es fur permeabilisierte Zellen

gezeigt wurde. Da jedoch hier ebenfalls eine Kontrolle ohne Zusatz von Hemmstoff mitge-
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fuhrt wurde, die das gleiche Sedimentationsprofil aufweist, ist davon auszugehen, dass das

beobachtete V erhalten nicht auf Hydroxyharnstoff zurtickgefthrt werden kann.

Das Sedimentationsverhalten im akalischen Rohrzuckergradienten legt den Schluss nahe,
dass das gesamte replikative Verhalten der permeabilisierten Zellen durch Hydroxyharnstoff
nicht beeinflusst wird. Die Einbaurate in Dauereinbaukurven entspricht der von Kontrollzellen
ohne Hydroxyharnstoff. Auch das Sedimentationsprofil im alkalischen Rohrzuckergradienten
ist im Vergleich zur Kontrolle nicht veréndert. Die Replikation bei permeabilisierten HeLa

Zéllen ist offenbar von der Kopplung an die Funktion der Ribonukleotidreduktase |osgel 6st.

3.1.2.3. Einfluss von vermindertem Sauerstoffpartialdruck (Hypoxie)

Der as Hypoxie bezeichnete kontrollierte Sauerstoffmangel stellt auch eine Situation dar, in
der bei HelL.a-Zellen in vivo eine Hemmung der DNA-Replikation auftritt.*” Notwendige Vor-
aussetzung fur die Untersuchung des Hypoxie-Effektes ist die Kontrolle des Sauerstoffgehal-
tes nicht nur im Gasraum Uber dem Inkubationsmedium, sondern auch des Sauerstoffgehaltes
im Medium und somit unmittelbar um die untersuchten Zellen herum. Die Einstellung des
Sauerstoffgehaltes im Gasraum wird durch die Inkubation der Zellkulturschalen in Bega
sungskammern mit definierten Gasmischungen erreicht. Die Einstellung des Sauerstoffgehal -
tes im Inkubationsmedium konnte theoretisch durch Gleichgewichtseinstellung mit dem Gas-
raum erfolgen. In vivo kann durch langere Inkubation unter hypoxischer Begasung infolge der
Zellatmung, die dem Medium standig Sauerstoff entzieht, eine solche Einstellung einfacher
erreicht werden. Bel permesbilisierten Zellen wirde jedoch diese Gleichgewichtseinstellung
wahrend der Inkubation zu lange dauern. Schliefdlich unterstiitzt das Medium die Replikation
nur tber einen begrenzten Zeitraum hinweg. Es besteht jedoch die Moglichkeit, das Permeabi-
liserungsmedium vor der Permeabilisierung der Zellen bereits Uber einige Zeit hinweg mit
dem hypoxischen Gas ins Gleichgewicht zu setzen. Aufgrund des sehr geringen Volumens
kann diese Gleichgewichtseinstellung hier auch erreicht werden. Der Nachteil dieser Methode
ist jedoch die schlechte Kontrollierbarkeit des Sauerstoffgehaltes. Deshalb wurde fir die Ver-
suche mit permeabilisierten Zellen unter Hypoxie nach einer Methode gesucht, den Sauer-
stoffgehalt des Mediumsin kurzer Zeit in definierter Form zu verringern. Diesist auf enzyma-

tischem Weg mit Hilfe von Ascorbat und Ascorbatoxidase, wie bei Frank Eger™® beschrieben,

7 probgt, G., Riedinger, H.-J., 1999
18 Eger, Frank, Dissertation 2001



maoglich. Durch die Gegenwart der eingesetzten Reagenzien wird der Einbau der Permeabili-
sierten Zellen nicht beeinflusst. Es liegt offenbar kein direkter Effekt einer der Substanzen, die
fur das Ascorbat / Ascorbatoxidase-System notwendig sind, auf die Replikation vor. Vorlie-
gend wurden die Versuche unter Hypoxie mit permeabilisierten Zellen in Gegenwart von As-

corbat und Ascorbatoxidase durchgefihrt.

Bel der Untersuchung des Einflusses von kontrolliertem Sauerstoffmangel, wie er in vivo bei
HelLa-Zellen eine Hemmung der Replikation zur Folge hat, auf permeabilisierte Zellen sind
zweierlel Fragestellungen von Interesse. Erstens ist zu fragen, wie sich euoxisch permeabili-
sierte Zellen verhalten, wenn ihnen wahrend der Permeabilisierung der Sauerstoff entzogen
wird. Diese Fragestellung kann Aufschluss dartiber geben, ob permeabilisierte Zellen in der
Lage sind, den hypoxischen Zustand zu etablieren.

Zum anderen ist zu testen, welchen Einfluss die Permeabilisierung auf gehemmte Zellen unter
Hypoxie hat. Hierbei kann Aufschluss dartiber erlangt werden, ob der hemmende Effekt, der

sich in vivo durch die Hypoxie entfaltet hat, durch die Permeabilisierung aufgehoben wird.

3.1.2.3.1. Permeabilisierung hypoxischer HeLa-Zellen

Durch Hypoxie wird bei HeLa-Zellen in vivo die Replikationsaktivitét stark vermindert.
Wenn der Sauerstoffgehalt wieder auf physiologische Bedingungen eingestellt wird, steigt die
Replikationstétigkeit der Zellen rasch wieder an®. Fraglich ist nun, ob HelLa-Zellen, die nach
6 Stunden hypoxischer Begasung unter Aufrechterhaltung der Hypoxie permeabilisiert wer-
den, auch nach der Permeabilisierung noch in der Repliaktion gehemmt sind. Es wére denk-
bar, dass die Zellen infolge der Permeabilisierung ihre Replikationstétigkeit wieder aufneh-

men as wéren sie mit Sauerstoff reoxygeniert worden.

19 probst, H., Gekeler, V., 1988
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Abb. 6: Einbaukurve mit Hel a-Zellen, die nach 6h Hypoxie permeabilisiert wurden: Gezeigt ist der Einbau
von Zellen, die wéhrend der Inkubation euoxisch begast wurden; Daneben ist der Einbau in Gegenwart von As-
corbat/Ascorbatoxidase unter hypoxischer Begasung zu sehen.

Abbildung 6 zeigt eine Einbaukurve von permeabilisierten HeLa-Zellen, die unter hypoxi-
scher Begasung in Gegenwart von Ascorbat und Ascorbatoxidase permeabilisiert worden
sind. Als Kontrolle wurde hierzu eine Einbaukurve mit permeabilisierten HeLa-Zellen aufge-
nommen, die nach 6 Stunden Hypoxie unter euoxischer Begasung permeabilisiert wurden.
Der Verlauf der hypoxisch durchgefiihrten Einbaukurve ist dem der Kontrolleinbaukurve sehr
ahnlich. Insbesondere kann hier keine geringere Einbaurate unter hypoxischer Begasung fest-
gestellt werden. Wenn Hela-Zellen nach 6 Stunden Hypoxie permeabilisiert werden, ist also
die o-[**P]-dATP Einbaurate kaum durch die Anwesenheit oder Abwesenheit von Sauerstoff
beeinflusst. Da die Zellen durch vorhergehende Hypoxie in unginstigen Zustand sind, ist der
Einbau jedoch viel niedriger als bei Zellen, die nach euoxischer Vorinkubation permeabilisiert
werden. (vgl. Abb. 9) Um sicherzustellen, dass es sich bel dem hier markierten Material um

frisch replizierte DNA handelt, wurde eine Sedimentationsanalyse damit durchgefihrt.
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—#— euoxische Begasung nach 6h Hypoxie (Summe: 23.323 CPM)
—O— hypoxische Bagasung mit Asc/AO nach 6h Hypoxie (Summe: 69.433 CPM)
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Abb. 7: Sedimentationsprofil von permeabilisierten Hel a-Zellen: Gezeigt ist das Sedimentationsprofil fir
das a-[*P]-dATP markierte Material aus Hel.a-Zellen, die nach 6 Stunden Hypoxie permesabilisiert wurden. Eine
Probe wurde unter Aufrechterhalteung der Hypoxie in Gegenwart von Ascorbat/Ascorbatoxidase permeabilisiert
und markiert. Die zweite Probe wurde nach 6 Stunden Hypoxie euoxisch permeabilisiert und markiert.

Abbildung 7 zeigt das Sedimentationsprofil der saureféllbaren o-[*?P]-dATP Radioaktivitat
aus permeabilisierten HeLa-Zellen, die zuvor 6 Stunden hypoxisch begast wurden. Das Sedi-
mentationsprofil, das von den hypoxisch begasten Zellen erhalten wurde unterscheidet sich
nicht wesentlich von demjenigen der euoxisch permeabilisierten Kontrolle. Beide Sedimenta-
tionsprofile entsprechen nicht dem gewohnten Bild fir permeabilisierte Zellen. Dies ist auf
die zuvor fur mindestens zwel Stunden stark gehemmte Replikation der Zellen zurtickzufih-
ren. Das Sedimentationsprofil zeigt zweifelsfrei, dass hier hochmolekulares Material markiert

wurde, das unter den fur den Gradienten angewendeten Bedingungen nur DNA sein kann.

Offenbar findet in beiden Fallen in gleichem Masse Replikation statt. Durch die Permeabili-
sierung wird der Effekt der Hypoxie aufgehoben, so dass durch Hypoxie gehemmte Hel a-
Zéellen, die hypoxisch permeabilisiert werden, auch ohne Zutreten von Sauerstoff die Replika-
tionsaktivitét aufnehmen.
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3.1.2.3.2. Hypoxische Begasung von permeabilisierten HeLa-Zellen

Der Effekt, den die Entfernung des Sauerstoffs aus dem Inkubationsmedium bei permeabilisier-
ten Zellen auf den o-[*2P]-dA TP Einbau hat, sollte durch eine Einbaukurve aufgezeigt werden.

—#— euoxische Begasung nach euoxischer Vorincubation
—O— hypoxische Begasung unter Asc/AO nach euoxischer Vorincubation
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Abb. 8: Einbau bei Hel a-Zellen, die nach euoxischer Vorinkubation permeabilisiert wurden: Hel a-Zellen
wurden fir die gegebenen Zeitspannen oder unter hypoxischer Begasung mit Ascorbat und Ascorbatoxidase
inkubiert. FUr die hypoxische Inkubation wurde nach 5 Minuten nach Permeabilisierung die Hypoxie etabliert.

Abbildung 8 zeigt die Dauereinbaukurven mit HelL.a-Zellen, die nach Permeabilisierung unter Hy-
poxie gesetzt wurden. Die Hypoxie wurde nach funf Minuten durch Zugabe von Ascorbat und
Ascorbatoxidase zum Permesbiliserungsmedium und Starten der hypoxischen Begasung einge-
sellt. Daneben ist die Einbaukurve aus euoxisch inkubierten permesbiliserten Zdlen zu sehen.

Die Verlaufe der beiden Kurven weichen nicht signifikant voneinander ab.

Werden euoxische HeLa-Zellen permeabilisiert und danach unter hypoxischer Begasung der Sau-
erstoff mittels Ascorbat und Ascorbatoxidase aus dem Medium entfernt, so findet Replikation statt
wie bel permeabiliserten HeLa-Zdlen, die euoxische begast werden. Bel permegbiliserten HeLa
Zdlen kann durch entfernen des Sauerstoffs aus dem Kulturmedium kein Effekt auf die Replikati-

onsaktivitét erzielt werden.

Die Versuche konnten zeigen, dass durch Sauerstoffmangel bei permeabiliserten Hel.a-Zellen
kein Einfluss auf den Einbau an o-[**P]-dA TP genommen werden kann. Die Replikationsaktivitét
von permeabilisierten HeL.a-Zellen erweist sich als vom Sauerstoff unabhéngig. Da der bestehende
Effekt der Hypoxie, der in vivo erzeugt worden ist, durch Permeabilisierung aufgehoben werden
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kann, wird hier offenbar die Kopplung der Replikations-Aktivitét an den Zustand des Sauerstoff-
mangel s unterbrochen. Dies scheint direkt durch den Akt der Permeabilisierung zu geschehen.

3.1.2.4. Hemmung der Proteinbiosynthese

Die Proteinbiosynthese als zentraer Stoffwechselweg der Zelle stellt einen Angriffspunkt fir ver-
schiedene Hemmstoffe dar. Sofern durch einen Hemmstoff eine vollsténdige Hemmung der Prote-
inbiosynthese bewirkt wird, zieht dies in vivo auch eine Hemmung der DNA-Replikation nach
sich. Dies wurde inshesondere fur Cycloheximid und Puromycin berichtet®®. Beide Hemmstoffe
bewirken eine reversble Hemmung des Proteinbiosynthese-Apparates. Nach Auswaschen des
Hemmstoffes stellen sich nach einiger Zeit wieder normale Verhdtnisse ein. Daneben ist durch
Diphtherie-Toxin auch ene irreversble Hemmung der Proteinbiosynthese moglich. Nach Gabe
dieses Hemmstoffes kann sich die Zelle nicht wieder erholen. Dadurch ist sichergestellt, dass der
Effekt des Hemmstoffes nicht durch die Permeabilisierung vermindert wird, und so gleichsam eine

Aufhebung der Hemmung durch Permeabilisierung eintritt.

Vorliegend sollte die Wirkung von Cycloheximid (CHX), von Puromycin und Diphtherie-Toxin,
also von drei Substanzen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen, bei permesbiliserten Hel a-

Zdllen getestet werden.

Bevor adlerdings die Hemmung der Proteinbiosynthes nach Permeabilisierung untersucht wer-
den konnte, musste Uberprift werden, ob in permeabilisierten Zellen Proteinbiosynthese statt-
findet. Zu diesem Zweck wurden permeabilisierte Zellen in einem Permeabilisierungsmedi-
um, das zu den normalen Bestandtellen auch einen Aminosduremix enthielt, mit
[*°S]-Methionin inkubiert. Daneben wurden auch HelLaZellen in vivo mit [**S]-Methionin
markiert. Beide Ansdtze wurden durch PAA-Gelelektrophorese auf einem 8 %igen Gel aufge-

trennt und die frischmarkierten Proteine durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

Dabei konnte gezeigt werden, dass Proteine in den permeabiliserten Zdlen synthetisiert werden und
dass keine auffdligen Unterschiede in der Aktivitét im Vergleich zur Situation in vivo vorliegen.

3.1.2.4.1. Cycloheximid

In vivo zeigt sich bei HeLa-Zellen eine schnelle Reaktion auf die Gabe von CHX in ener

20 Schulte, D., Knippers, R., 1975;/ Probst, H., Riedinger, H.-J., 1999
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K onzentration von 30 uM. Sowohl der Einbau von [**S]-Methionin als auch der Methyl-[*H]-
Thymidin-Einbau werden stark gehemmt.

Dies zeigt, dass sowohl Proteinbiosynthese al's auch Replikaton bei HeLa-Zellen in vivo durch
CHX in weniger als 2 Minuten auf unter 5% der Kontrollaktivitét gesenkt werden kénnen. Im
Sedimentationsprofil zeigt sich ein volliges Ausbleiben von saureféllbarer Radioaktivitét in

dem Bereich des Gradienten, der fir aktiv replizierende Zellen eéin Maximum darstellt.

HelLa-Zellen reagieren in vivo auf Gabe von CHX mit stark verminderter Replikations- und
Protei nbiosyntheseaktivitét.

Fur eine Untersuchung der Wirkung von Cycloheximid bei den permegbiliserten Zdlen sollte zuerst
festgestellt werden, in welcher Konzentration dieser Stoff seine Wirkung entfatet. Zu diesem Zweck
wurde eine Doss-Wirkungs-Kurve fur Cycloheximid bel permesbiliserten Hel a-Zdlen aufgenom-
men. Es wurde der Einbau von a-[2P]-dATP und [®S]-Methionin in Abhsngigkeit von der einge-

setzten Konzentration von Cycloheximid im Permeabilisierungsmedium gemessen.
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Abb. 9: DosisWirkungs-Kurve fiir CHX bei permeabilisierten Hel a-Zellen: Gezeigt ist der Einbau an
a-[*P]-dATP und [*S]-Methionin bei permeabilisierten Hel a-Zellen in Abhéngigkeit von der eingesetzten Kon-
zentration an Cycloheximid (CHX).

2 vgl. hierzu G. Probst et al. 1999
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Abdildung 9 zeigt diese Dosis-Wirkungs-Kurve. Esist zu sehen, dass bel einer Konzentration
von 100 pM Cycloheximid im Permeabilisierungsmedium der Einbau von [*°S]-Methionin
vollsténdig unterbunden wird. Bel dieser Konzentration liegt vollstandige Hemmung der Pro-
teinbiosynthese vor. Der Einbau von o-[*P]-dATP wird durch diese Konzentration dagegen
nicht vermindert. Auch eine Erhdhung der Cycloheximid-Konzentration um zwel Zehnerpo-
tenzen vermag diesen Einbau nicht vollstandig zu hemmen. Dies kénnte darauf hindeuten,

dass DNA-Replikation vorliegend durch Cycloheximid nicht signifikant gehemmt wird.

Um dies weiter zu untersuchen, sollten unter 10 mM Cycloheximid weitere Untersuchungen
durchgefuihrt werden, die zeigen sollten, dass der beobachtete Einbau auf DNA-Replikation

zurtckzufihren ist.

Durch eine Dauereinbaukurve sollte festgestellt werden, ob die erhatenen Einbauwerte durch
stetiges Einbauverhalten der Zellen, wie es auch bel ungehemmten permeabilisierten Zellen
vorliegt, zustandekommen. Es wurden deshalb Einbaukurven aufgenommen, bei denen per-
meabilisierte HeLa-Zellen unter 10 mM Cycloheximid unterschiedlich lange inkubiert wur-
den. Hierbei wurden Einbauwerte fiir a-[**P]-dATP und fir [*S]-Methionin aufgenommen.
Neben der Probe mit Cycloheximid wurde auch eine Kontrolle ohne Hemmstoff inkubiert.
(vgl. Abb. 10)
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Abb. 10: Dauereinbaukurven mit per meabilisierten Hel a-Zellen unter Cycloheximid: Gezeigt ist der Ein-
bau an o-[*P]-dATP und [*S]-Methionin unter 10 mM Cycloheximid und ohne Hemmstoff.

Die Einbaukurve zeigt Uber den Bereich von 90 Minuten, der hier untersucht wurde, einen
stetigen Anstieg der gemessenen Werte an saurefallbarem o-[*P]-dATP markiertem Material
sowohl bei der Probe mit Hemmstoff als auch bel der Kontrolle. In Gegenwart von Cyclohe-
ximid ist der Einbau an [**S]-Methionin dagegen vollstandig gehemmt. Bei der Kontrolle ist

stetiger Einbau an [*S]-Methionin (iber den gesamten beobachteten Zeitraum zu verzeichnen.

Die Dauereinbaukurve zeigt, dass durch 10 mM Cycloheximid bel permeabilisierten HeLa
Zellen zwar die Proteinbiosynthese vollsténdig gehemmt werden kann, jedoch der Einbau an
a-[**P]-dATP nicht beenflusst wird. Die Einbaurate entspricht dabei derjenigen permeabili-

sierter Zellen ohne Hemmstoff und kénnte durch DNA-Replikation verursacht sein.

Die Analyse des unter Cycloheximid mit a-[**P]-dATP markierten Materials auf alkalischen
Rohrzuckergradienten sollte Uberprift weiteren Aufschluss dariiber geben, ob es sich dabei
um neureplizierte DNA aus HeLa-Zellen handelt. Deshalb wurden permeabilisierte HelLa
Zellen unter Kontrollbedingungen und unter 10 mM Cycloheximid mit a-[*P]-dATP pulsmar-

kiert und das markierte Material durch Sedimentationsanlyse untersucht.
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Abb. 11: Sedimentationsprofil von permeabilisierten Hel a-Zellen: Gezeigt ist das Sedimentationsprofil der
saurefalbaren o-[¥P]-dATP Radioaktivitat aus Zellen, die unter 10 mM CHX inkubiert wurden und dasjenige
aus Kontrollzellen.

Die in Abbildung 11 dargestellten Sedimentationsprofile zeigen nur geringe Unterschiede zwi-
schen der Kontrolle ohne CHX und der Probe, die mit 10 mM CHX inkubiert worden war.

Das markierte Material aus gehemmten Zellen verhélt sich genau wie die neureplizierte DNA
aus HelLa-Z€llen. Es kann aso davon ausgegengen werden, dass die beobachtete Einbauaktivitat

unter Hemmung der Proteinbiosynthese hier durch DNA-Replikation verursacht wird.

Eine Hemmung der Replikationsaktivitdt kann bei permeabilisierten HeLa-Zellen durch CHX
nicht in dem Ausmass wie in vivo erzeugt werden, obwohl offenbar eine Hemmung der Prote-
inbiosynthese durch den Hemmstoff herbeigefihrt wird. Selbst wenn die Konzentration des
Hemmstoffes um den Faktor 100 gesteigert wird, liegt keine Auswirkung auf die Replikati-
onstétigkeit vor.

3.1.2.4.2. Puromycin

Die mit dem Hemmstoff Cycloheximid erhaltenen Ergebnisse sollten durch zusétzliche Unter-
suchungen mit anderen Hemmestoffen der Proteinbiosynthese abgesichert werden. Hierdurch

sollte ausgeschlossen werden, dass das Ausbleiben der Hemmung auf einen spezifischen Ef-
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fekt des eingesetzten Hemmstoffs zurtickzufthren ist. Als zweiter Hemmstoff wurde Puromy-
cin eingesetzt, das einen von Cycloheximid grundverschiedenen Wirkmechanismus hat. Fur
diesen Inhibitor der Proteinbiosynthese wurde lediglich eine Dosis-Wirkungs-Kurve aufge-
nommen. Diese wurde unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt wie bei Cycloheximid.
(vgl. Abb. 12)
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Abb. 12: Dosis Wirkungs Kurve fir Puromycin bei permeabilisierten Hel a-Zellen: Gezeigt ist der Einbau
von a-[*P]-dATP und [*S]-Methionin in Abhéngigkiet von der Puromycin-Konzentration im Permeabilisie-
rungsmedium

Die Dosis-Wirkungs-Kurve fur Puromycin in Abbildung 12 zeigt, dass bei permeabilisierten
Hel a-Zellen die Proteinbiosynthese durch 30 uM Puromycin gehemmt werden kann. Es zeigt
sich hier auch eine Hemmbarkeit des a-[**P]-dATP Einbaus. Die Hemmung wird allerdings
erst bei einer sehr hohen Konzentration (1 mM) signifikant. Fiir [*S]-Methionin ist bei einer
Hemmstoffkonzentration unter 1 mM Puromycin noch geringflgiger Einbau zu verzeichnen.
Esist fraglich, ob fur die Hemmung der DNA-Replikation eine teilweise Hemmung der Prote-
inbiosynthese nicht ausreichend ist. Wenn dies der Fall wére, musste ein Hemmstoff, der zur
vollstéandigen irreversiblen Ausschaltung des Proteinbiosynthese-Apparates fuhrt, auch eine

Hemmung der Replikation nach sich ziehen.



3.1.2.4.3. Diphtherie-Toxin

Um auszuschliessen, dass das zuvor beobachtete Ausbleiben der Hemmung der DNA-
Replikation infolge der Hemmung der Proteinbiosynthese auf unzureichende Hemmung der
Proteinbiosynthese zurtickzufihren ist, wurden Versuche mit Diphtherie-Toxin, das eine irre-
versible Hemmung der Proteinbiosynthese bewirkt, durchgefuhrt. Hierfir wurden Hela
Zéllen in vivo solange mit dem Toxin inkubiert, bis in vivo eine vollstandige Hemmung der
Proteinbiosynthese eingetreten war. Dann wurden die Zellen permeabilisiert und mit
[**S]-Methionin und a-[**P]-dATP markiert. Die Markierung erfolgte in Form einer Dauer-

einbaukurve.
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Abb. 13: Dauereinbaukurve mit permeabilisierten Hel a-Zellen: Gezeigt sind Einbaukurven mit permeabili-
sierten HelLa-Zellen, die 60 Minuten nach Diphtherie-Toxin-Gabe permeabilisiert wurden. Dabel wurde mit
a-[*P]-dATP und [*S]-Methionin markiert. Daneben wurde eine Kontrollmarkierung mit ungehemmten Zellen
ohne Diphtherie-Toxin durchgefiihrt.

Abbildung 13 zeigt die Einbaukurve unter Hemmung durch Diphtherie-Toxin und die entspre-
chende Kontroll-Einbaukurve. Durch die Einwirkung von Diphtherie-Toxin wird der Einbau von
[**S]-Methionin vorliegend auch nach Permesbilisierung vollsténdig unterbunden. Unter unge-
hemmten Kontrollbedingungen findet Uber den getesteten Zeitraum hinweg linearer Einbau dieses
Markers statt. Fiir den Einbau an o-[*P]-dATP dagegen ist kein Unterschied zwischen dem Ver-

halten der Kontrollzellen und den durch das Toxin gehemmten Zellen zu erkennen.
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Hier konnte festgestellt werden, dass trotz vollstdndigem Ausbleibens des Einbaus von
[*°S]-Methionin keine Hemmung des a-[**P]-dA TP-Einbaus auftritt. Um sicherzustellen, dass
der hier beobachtete Einbau auf die zu untersuchende DNA-Synthese zurlickzufthren ist,
wurde das markierte Material auch durch Sedimentationsanalyse auf alkalischen Rohrzucker-

gradienten untersucht.
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Abb. 14: Sedimentationsprofil auf alkalischem Rohrzuckergradienten: Gezeigt ist die Auftrennung von
Material, das in permeabilisierten Zellen unter Einfluss von Diphtherie-Toxin markiert wurde.

Abbildung 14 zeigt das Sedimentationsprofil von a-[**P]-dATP markiertem Materia aus
permesabilisierten Zellen, die 60 Minuten vor Permeabilisierung mit Diphtherie-Toxin inku-
biert waren. Der Verlauf des Sedimentationsprofils unterscheidet sich nicht von demjenigen

aus Zellen, die ohne Hemmstoff inkubiert wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass die eingebaute o-[*?P]-dA TP Radioaktivitét sich wie die von Kon-
trollzellen eingebaute Radioaktivitéat verhdlt. Dies stellt Sicher, dass der Einbau auch unter Hemmung
der Proteinbiosynthese durch Diphtherie-Toxin auf DNA-Replikation zurtickzufUhren ist.

Die Untersuchungen zur Hemmung der Proteinbiosynthese haben gezeigt, dass permeabilisierte
HeLa-Zellen in der Lage sind, Proteinbiosynthese zu betreiben. Die Hemmung der Proteinbio-
synthese durch die eingesetzten Hemmstoffe ist nach der Permesbilisierung durchaus moglich.
Jedoch wirkt sich dies nicht auf die Replikationsaktivitét aus.
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3.1.3. Auftreten kurzkettiger Intermediate

Bel den zuvor gezeigten Ergebnissen zur Replikation bei permesbilisierten HelLa-Zellen ist aufge-
falen, dass das Sedimentationsprofil nicht immer demjenigen der Replikation in vivo entspricht. In
vivo befindet sich die meiste saureféllbare Radioaktivitét in den Fraktionen 10 bis 13. Bei Permea-
biliserten Zdlen ist neben diesem Hauptpeak noch ein zweiter Peak bel Fraktionen 2 bis 5 zu se-
hen. In diesen Fraktionen ist DNA zu finden, die maximal eine Grésse von 7 kb hat. Fraglich ist

nun, wodurch dieser zweite Gipfe bel permeabilisierten Zellen hervorgerufen wird.

3.1.3.1. Grossenbestimmung

Um die Natur des Materials, welches sich im akalischen Rohrzuckergradienten in diesen
Fraktionen zeigt, zu kléaren, wurden verschiedene Anayse-Methoden angewendet. Zuerst soll-

te jedoch das Sedimentationsverhalten genauer geklart werden.

In akalischen Rohrzuckergradienten tritt bei HeLa-Zellen in vivo ein Gipfel bel Fraktion 10
bis 13 auf. Nach Permeabilisierung erscheint neben diesem auch noch ein Gipfel bei Fraktion
3-5. Zunéchst sollte festgestellt werden, wie gross das Material, das sich in dem ersten Peak
befindet, ist. Hierzu wurden alkalische Sedimentationsanslysen durchgefiihrt, bei denen radio-
aktive DNA bekannter diskreter Grosse mitgefuhrt wurde. Als Marker wurde DNA des
A-Phagen und linearisierte SV40-DNA eingesetzt. Zuerst wurden beide Marker auf den auch
sonst eingesetzten SW28-Gradienten analysiert. Durch Eichung dieser Gradienten mit SV40-
DNA konnte gezeigt werden, dass in den fraglichen Fraktionen Material auftritt, das kleiner
als 4 kb ist. Eine Auftrennung ist jedoch in diesen oberen Fraktionen des eingesetzten Gra-
dienten nicht méglich. Aus diesem Grund wurde eine Analyse auf SW40-Gradienten durchge-
fahrt, der zur Analyse kleinerer DNA geeignet ist. Fur diese Sedimentationsanalyse wurde
wiederum o-[*P]-dATP-markierte DNA aus permeabilisierten Zellen eingesetzt. Die Radio-
aktivitét, die sich im SW28-Gradienten in den ersten Fraktionen findet wird auch hier nicht
zur Sedimentation gebracht und bleibt so in den Fraktionen 2-5. Eine Gréssenbestimmung
des Materials ist also auch durch Sedimentation auf einem Gradienten, der fur die Auftren-

nung kleinerer DNA-Molekile eingerichtet wurde, nicht mdglich.

Da auch hier keine Sedimentation des Materials stattzufinden scheint, und der Gipfel in den
ersten Fraktionen des Gradienten verharrt, ist fraglich, ob das vorliegende Material reine Nuk-
leinsdure ist. Der niedrige Sedimentationskoeffizient des Materials konnte auf einen Protein-
anteil in Verbindung mit Nukleinsauren hindeuten.
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3.1.3.1.1. Isopyknische Dichtegradientenzentrifugation

Um dies zu Uberprifen, wurde eine Analyse auf einem isopyknischem Gradienten, der DNA, RNA
und Protein gleichzaitig darstdllt, durchgefuihrt. Hierfir wurde zur Eingtellung des Dichtegleichge-
wichts eine neutrde Cs,S0, eingesatzt. Die Dichte und die Zentrifugationsbedingungen wurden so
eingestdlt, dass dle zu andyserenden Stoffklassen durch den Gradienten dargestellt werden konnen.
Als Marker fiir Protein wurde mit [3H]-Leucin markiertes Protein aus CCRF-CEM Zéllen eingesetzt.
Die DNA aus permeshilisierten Zellen wurde fiir 30 Minuten mit a-[*P]-dATP inkubiert,
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Abb. 15: Dichtegradient mit Material aus permeabiliserten Hel a-Zellen: Verteilung der sdureféllbaren Ra
dioaktivitét aus permeabilisierten Hel a-Zellen auf einem isopyknischen neutralen Cs,SO, Gradienten der Aus-
gangsdichtel,325 g/cm3, der fiir 70 Stunden bei 50.000 rpm zentrifugiert wurde. Gezeigt ist der Verlauf der [*H]-
L eucin-Radioaktivitat und der a-[*?P]-dATP Radioaktivitat; daneben ist der Verlauf des Dichtegradienten aufge-
tragen.

Abbildung 15 zeigt den Gehalt an saureféllbarer Radioaktivitét der einzelnen Gradientenfrak-
tionen. ®H findet sich in den obersten Fraktionen, bei geringer Dichte. In diesen Fraktionen ist
kein a-[*P]-dATP Marker zu finden. Die a-[**P]-dATP-Markierung findet sich bei hoherer
Dichte in Fraktion 10. Diese Fraktion enthalt keinen *H-Marker. Zwischen beiden Peaks fin-
det sich kaum radioaktives Material. Es wurde demnach auch kein Material von einer Dichte

zwischen derjenigen von reiner DNA und reinem Protein gebildet, das beide Marker tragt.
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Es zeigt sich aso, dass das beobachtete Materia nicht mit dem Protein zusammen bandet. Die
a-[**P]-dATP-Markierung stellt demnach keine Nukleoproteine oder mit Proteinen kovalent
verbundene DNA-Bausteine dar. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass die Dichte der a-
[*°P]-dATP-Markierung hier der Dichte reiner DNA entspricht. Aus der Breite des erhaltenen
Peaks muss geschlossen werden, dass das Materia bei neutralem pH-Wert auch keine ausge-

sprochen kurze K ettenlange aufweisen kann.

3.1.3.1.2. Elektrophoretische Analyse

Durch die Analyse mittels Ultrazentrifugation konnten keine genauen Aussagen Uber die
Grosse des o-[*P]-dATP markierten Materials aus den ersten Fraktionen der alkalischen
Rohrzuckergradienten gemacht werden. Zur genaueren Analyse wurde deshalb Zellysat auf
denaturierenden Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Die Grdssenbestimmung erfolgte hier mit
Hilfe eines radioaktiv endmarkierten Langenstandards, der ebenso wie das untersuchte Mate-
rial durch Autoradiographie sichtbar gemacht werden kann. Hierbel konnte eine genaue Gros-

senbestimmung durchgefihrt werden.
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Abb. 16: Autoradiographische Darstellung des a-[*P]-dATP-markierten Materials aus per meabilisierten
Hel a-Zellen: HeL a Zellen wurden mit 98 % Formamid lysiert und das erhaltenen Lysat nach Erhitzen auf einem
denaturierenden 8 % PAA-Gel aufgetrennt.

Abbildung 16 zeigt die autoradiographische Darstellung des durch Elektrophorese aufgetrenn-
ten Zellysates. Esist zu erkennen, dass im Bereich zwischen 10 und 60 Basen eine Reihe dis-
kreter Banden auftritt. Der unterste Bereich bel 19 nt kann auf dieser Darstellung nicht gezeigt
werden, da das verwendete Gel diesen Bereich nicht ausreichend auftrennt. Um den unteren
Bereich aufzutrennen, wurde ein Gel mit 15 % PAA verwendet. Hier wurde zusétzlich zum
Langenstandard noch ein synthetisches Oligonukleotid von 18 nt Grisse eingesetzt. Dieses
wurde auch endmarkiert. Aufgrund von Fehlern bei der Synthese enthélt das Oligonukleotid

Verunreinigung von kirzeren Oligonukleotiden. Diese bilden eine Leiter von Banden mit 1 nt
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Abstand. Mit Hilfe dieser Leiter l&sst sich eine genaue Grdssenbestimmung im unteren Be-

reich des Geles durchfuhren.

Marker Lénge [nt]

e o)
—_ro S O
O —J OO

67

37
34

26

19

17
16

14
13

Abb. 17: Autoradiogr aphische Darstellung des o-[*°P]-dAT P-markierten Materials aus per meabilisierten
Hel a-Zellen: Das Material wurde wie bei Abbildung 16 gewonnen aber auf einem denaturierenden 15 % PAA-

Gel aufgetrennt.

Abbildung 17 zeigt die Autoradiographie eines Gels, das unter den beschriebenen Bedingun-
gen eingesetzt wurde. Die Hauptfraktion der radioaktiv markierten Produkte lauft hier bel

einer Grosse von 19 nt. Von dieser Grisse zeigt sich aufsteigend eine Leiter weiterer Produkte.
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Es tritt kein kontinuierliches Gemisch von unterschiedlich grossen Fragmenten auf. Die Ban-
den lassen sich auf dem Gel sehr scharf trennen. Offenbar liegt eine diskrete Gossenverteilung

zwischen den einzelnen Produkten vor.

3.1.3.2. Untersuchung zur biochemischen Natur des Materials

Durch die beschriebene Methode konnte gezeigt werden, dass in permeabilisierten HelLa
Zellen neben der replizierenden DNA, wie sie auch in vivo auftritt, auch sehr kurze Nuklein-
saureketten mit radioaktiven Marker versehen werden. Die Grosse dieser DNA-Ketten verteilt
sich Uber einen weiten Bereich in Form diskreter Banden. Die Hauptfraktion liegt dabel zwi-
schen 19 und 60 Nukleotiden Kettenlénge. Im folgenden sollte der Frage nachgegangen wer-
den, ob diese kurzen Ketten Intermediate der Replikation sind, wie sie auch in vivo auftreten

konnen, oder ob es sich dabel um Artefakte der permeabilisierten Zellen handelt.

Anhand der Grosse der beobachteten o-[*?P]-dA TP-markierten Ketten ergibt sich die Vermu-
tung, dass es sich bel diesen um Primer der Replikation handelt. Typisch fur diese Primer ist
die Hybrid-Natur aus DNA mit einem kurzen RNA-Anteil. Sofern sich bel den beobachteten
Molekilen ein solcher kurzer RNA-Anteil nachweisen liesse, wére dies ein starker Hinwels

darauf, dass hier Replikationsprimer vorliegen.

3.1.3.2.1. Hydrolyse-Versuche

Die Gegenwart eines RNA-Anteils kénnte gezeigt werden, wenn durch alkalische Hydrolyse,
oder durch Verdau mit RNAse sich die beobachteten Molekile um einige Nukleotide verklei-
nern liessen. Zur Klarung dieser Frage wurde markiertes Material aus permeabilisierten Zellen
zur Hafte mit Natronlauge hydrolysiert und zur anderen Halfte unbehandelt gelassen. Beide
Proben wurden nach Einstellung des pH Wertes und Angleichung der lonenstérke nebenein-

ander auf Polyacrylamidgel en aufgetrennt.
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Abb. 18: Autoradiographische Darstellung des a-[32P]-dATP-markierten M aterials aus per meabilisierten
Hel a-Zellen: Das Material wurde auf einem denaturierenden 8 % PAA-Gel aufgetrennt und zum Teil vor dem
Auftrag auf das Gel mit NaOH hydrolysiert.

Abbildung 18 zeigt die Autoradiographie eines solchen Geles. Es ist deutlich zu erkennen,
dass durch die Hydrolyse eine Verschiebung der Bande erzielt wird. Die hydrolysierte Bande
lauft schneller und enthédlt damit kleineres Material as die unhydrolysierte Bande. Es liegt
somit ein akalilabiler Antell vor. Dies deutet stark darauf hin, dass hier ein RNA-Anteil in
dem Molekul vorhanden ist. Offenbar handelt es sich bei den beobachteten kurzen Nuklein-

saure-K etten um Primer der Replikation.
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Um auszuschliessen, dass die kurzkettigen markierten Produkte Folge abgebrochener Elonga-
tion sind, die nicht weiter in die DNA integriert werden, sollte ein Puls Chase Experiment

durch Gelektrophorese analysiert werden.
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Abb. 19: Autoradiographische Darstellung des a-[**P]-dATP-markierten Materials aus per meabilisierten
Hel a-Zellen,: Hel.a Zellen wurden mit 98 % Formamid lysiert. Das Lysat wurd 5 Minuten gekocht und an-
schlief3end auf einem denaturierenden 8 % PAA-Gel aufgetrennt. Zu sehen ist eine Puls Markierung, von 8 Minu-
ten Dauer; eine ebensolche Pulsmarkierung, die einem Chase von 120 Minuten Dauer unterworfen wurde und
eine Dauermarkierung von 120 Minuten Dauer.




Abbildung 19 zeigt die autroadiographische Darstellung eines Gels, auf dem eine pulsmarkier-
te Probe und eine Probe, die nach dem Puls fir 60 Minuten einem Chase unterworfen wurde,

nebeneinander aufgetragen wurden. Ausserdem ist eine Dauermarkierung aufgetragen worden.

Es zeigt sich, dass das a-[**P]-dATP-markierte Material durch Chase vollstandig aus dem
Bereich unter 60 nt verschwindet. Es ist nur noch Material hoherer Kettenlange zu sehen. Bei
der Dauermarkierung ist das Bandenmuster mit dem der Pulsmarkierung vergleichbar. Es ist
kein Unterschied in der Intensitét zu erkennen, wie er durch die 10-fache Inkubationszeit bei

einer reinen Akkumulation der Produkte zu erwarten wére.

Die Ergebnisse zeigen, dass das kurzkettige Material tatsachlich ein Zwischenprodukt der
Replikation ist. Der endgultige Beweis konnte jedoch nur gefihrt werden, wenn eben das ge-
zeigt kleine Materia in gereifte DNA eingebaut werden konnte. Jedoch deutet dieser Befund
zusammen mit dem RNA-Antell und der festgestellten Grosse stark darauf hin, dass es sich

hier um Primer der Replikation handelt.

3.1.3.3. Bedingungen fiir das Auftreten der kurzkettigen Intermediate

Da die kurzkettigen Intermediate, die als Replikatiosprimer dargestellt werden konnten nach
Permeabilisierung in verstérktem Mass auftreten und in vivo nicht auffallig hervortreten, soll-
te untersucht werden, ob durch Variation verschiedener Parameter der Permeabilisierung Ver-

haltnisse der Replikation wie in vivo hergestellt werden konnen.

3.1.3.3.1. Variation der o-Toxin-Konzentration

Zuerst sollte Gberprift werden, ob das Auftreten der kurzkettigen Intermediate auf Ubermassi-
ge oder zu geringe Permeabilisierung zuriickzufthren sein konnte. Zu diesem Zweck wurden
Hel a-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an a-Toxin permeabilisiert. Wéhrend der
permeabilisierten Inkubation wurde mit a-[*2P]-dATP markiert. Das markierte Material wurde

durch Sedimentationsanalyse und durch Gelelektrophorese aufgetrennt.
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Abb. 20: Sedimentationsprofile permeabilisierter Hel a-Zellen. Dargestellt sind die Sedimentationsprofile
pulsmarkierter DNA aus Hel a-Zellen, die mit unterschiedlichen Konzentrationen o—-Toxin permeabilisiert wur-
den. Die Pulsdauer betrug 8 Minuten.

Abbildung 20 zeigt die Sedimentationsprofile des Materials, das durch Pulsmarkierung bei
Permeabilisierung mit unterschiedlichen a-Toxin-K onzentrationen radioaktiv markiert wurde.
Daneben ist das Sedimentationsprofil einer Pulsmarkierung von HeLa-Zellen in vivo, die im

selben Versuch durchgefiihrt wurde aufgetragen.

Bel der niedrigsten eingesetzten a-Toxin Konzentration ist nur in den ersten Fraktionen séure-
fallbare Radioaktivitét vorhanden. Bei 10 pul a-Toxin, was der Halfte der standardmassig ein-
gesetzten Menge entspricht, tritt in einem Bereich, der in Vergleich zum Sedimentationsprofil
der Kontrolle um 3 Fraktionen nach héherem Sedimentati onskoeffizienten verschoben ist, ein
Gipfel auf. Daneben ist auch in den ersten Fraktionen Radioaktivitét zu finden. Prozentual tritt
sie jedoch nicht so stark hervor, wie bei der niedrigeren a-Toxin Kontration. Bel Einsatz der
ublichen Konzentration des Toxins sieht das Sedimentationsprofil demjenigen, das bel Einsatz
von 10 pl Toxin erhalten wurde, sehr dhnlich. Bel Einsatz von 40 pl Toxinlésung tritt der
Gipfel in den ersten Fraktionen des Gradienten wieder stérker in den Vordergrund. Jedoch ist
im erwinschten Bereich um den Kontrollpeak aus der in vivo Markierung herum auch ein

Gipfel zu finden.
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Es zeigt sich, dass durch die Variation der a-Toxin Konzentration Einfluss auf das Sedimenta-
tionsprofil genommen werden kann. Durch wenig Toxin werden die Zellen nicht stark per-
meabilisiert. Als Folge davon tritt nur kleines markiertes Material auf. Der Gipfel, wie er fur
aktive Replikation in vivo charakteristisch ist, bleibt dann véllig aus. In einem weiten Bereich
um die Ublicherweise eingesetzte Konzentration herum tritt der Gipfel fur die Replikation in
ahnlicher Weise wie in vivo auf. Daneben findet sich jedoch immer auch Radioaktivitét in
nicht zu geringem Umfang in den ersten Fraktionen des Gradienten. In vivo wird dies nie be-
obachtet. Wenn bei Permeabillisierung die a-Toxin-Konzentration stark gesteigert wird, so
tritt der Anteil des kleinen Materias in den ersten Fraktionen wieder stérker hervor. Eine voll-
sténdige Vermeidung der kurzkettigen Intermediate durch eine bestimmte Konzentration an

Toxin konnte vorliegend nicht beobachtet werden.

Fraglich ist, ob die beobachteten Verénderungen im Sedimentationsprofil sich in gleicher
Weise auch in der gelelektrophoretischen Darstellung abbilden.
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Abbildung 21: Autoradiographische Darstellung des o-[*P]-dATP-markierten Materials aus per meabili-
serten Hel a-Zellen: Das Materal wurde auf einem denaturierenden 8 % PAA-Gel aufgetrennt. Zu sehen sind
die Produkte, die bei verschiednen a-Toxin-Konzentrationen markiert wurden.

Abbildung 21 zeigt die Autopradiographie eines Gels, auf dem Proben aufgetrennt wurden, die
denjenigen der zuvor gezeigten Sedimentationsanalyse entsprechen. In der Stérke der vorhandenen
Banden kann kein sgnifikanter Unterschied gesehen werden. Offenbar wird die Menge an Pri-

mern, die markiert werden, durch die eingesetzte o-Toxin Konzentration nicht beeinflusst.

3.1.3.3.2. Verschiedene Hemmsituationen

Der Gipfel in den ersten Fraktionen der alkalischen Rohrzuckergradienten ist nicht nur

unter ungehemmten Bedingungen beobachtet worden, sondern ganz besonders unter
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hemmenden Bedingungen. Es sollte gezeigt werden, dass der dort aufgetretene Gipfel

auch gelelektrophoretisch kurzkettige DNA aufzeigt.
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Abb. 22: Autoradiographische Darstellung des a-[32P]-dATP-markierten Materials aus permeabilisierten
Hel a-Zellen: Das Materialwurde auf einem denaturierenden 8 % PAA-Gel aufgetrennt. Die Markierung erfolgte
unter verschiedenen hemmenden Bedingungen.
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Das Bandenmuster in Abbildung 22 wird vorliegend nicht durch die Gegenwart von Hemm-
stoffen beeinflusst.
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3.1.4. Verwertung der angebotenen Nukleotid-Bausteine

Bel den Studien des Replikationsverhaltens von permeabilisierten HeLa-Zellen ist auch von
Interesse, in welchem Umfang die permeabilisierten Zellen die Bausteine fur die produzierte
DNA aus dem zelleigenen Nukleotidpool beziehen. Die Tatsache, dass die saureféllbare Ra-
dioaktivitdt bei Pulsen sich nicht proportional zur eingesetzten spezifischen Radioaktivitét des
Markers verhdt, weist darauf hin, dass die DNA nicht vollstandig aus dem zur Verfligung

gestellten Permeabilisierungsmedium aufgebaut wird.

3.1.4.1. Dichteverschiebung im isopyknischen Gradienten

Um die Verwertung der angebotenen Bausteine zu Uberprifen, erscheint der Substitutionsgrad
an Dichtemarker bei DNA geeignet. Es wurde untersucht, ob ein Unterschied im Substituti-
onsgrad auftritt, wenn permeabilisierte HelL a-Zellen mit Hydroxyharnstoff inkubiert werden.
Unter diesem Hemmstoff wird die Eigensynthese von Desoxythymidin durch die Zelle ver-
hindert. Da die Dichtemarkierung mit Bromdesoxyuridintriphosphat durchgefihrt wird zeigt
sich eine Veranderung in der Versorgung mit zelleigenen Bausteinen direkt in der Dichte der
DNA. Es wurde eine Markierung bel Gegenwart von 100uM BrdUTP unter verschiedenen
Bedingungen durchgefihrt. Die Zellen wurden isopyknisch auf Cs,SO,4-Gradienten analysiert.
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Abb. 23: Isopyknische Gradienten mit permeabilisierten Hel a-Zellen: Hel a-Zellen wurden unter verschie-
denen Bedingung mit 100uM BrdUTP dichtemarkiert und gleichzeitig mit radioaktivem Marker versehen. Die
Zellysate wurden auf alkalischen Cs,SO, Gradienten analysiert.

Abbildung 23 zeigt die Vertellung der sdurefdlbaren Radioaktivitét in den einzelnen Gradienten. Um
die unterschiedliche Verschiebung zu verdeutlichen, wurden die Profile gemeinsam in enem Dia-
gramm aufgetragen. Esist zu sehen, dass permesbiliserte HeL a-Zdlen unter Hydroxyharngtoff eine
Sérkere Dichteverschiebung zeigen ds solche ohne den Hemmstoff. Dies zeigt, dass die permesbili-
serten Zdlen noch in der Lage sind, Nukleotidbausteine fur die DNA-Synthese selbst herzugtellen.
Die produzierte DNA bestent nicht alein aus den Nukleotiden des Permeabilisierungsmediums.
Auch unter Hypoxie zeigen die permesbiliserten Zdlen eine sérkere Verschiebung a's euoxisch, die
jedoch nicht so stark ist wie mit Hydroxyharnstoff. Die Dichteverschiebung l&sst sich durch Reoxy-
genierung der permesbiliserten Zdlen nicht umkehren. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine Re-
radikaliserung der Ribonukleotidreduktase unter Permeabilisierung nicht moglich ist. Dies konnteim
Fehlen des Fe™ lons begriindet sein. Jedoch kann auch bei Anwesenheit von Fe™ kein Reoxygenie-
rungseffekt beobachtet werden. Der Versuch zeigt jedoch, dass sowohl Hypoxie as auch Hydroxy-
harngtoff den gleichen Effekt auf die Ribonukleotidreduktase der permeabilisierten Zdlen zu haben
scheinen. Die Auswirkung auf die DNA-Replikation in Form der Hemmung bleibt jedoch aus.
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3.1.4.2. Markierung mit radioaktiven Ribonukleotiden

Um das Ausmass abschétzen zu konnen, in dem die Zellen ihre Bausteine selbst herstellen
wurde eine Markierung mit [*H]-rCDP durchgefiihrt. Da dieser Baustein nur eingebaut wer-
den kann, wenn er selbst von den Zellen durch die Ribonukleotidreduktase reduziert und dann
zu dCTP aufphosphoryliert wird, kann hierbel abgeschétzt werden in welchem Ausmass die
Synthese der Zellen stattfindet, wenn nebenher mit bekannter spezifischer Aktivitéat o-[3P]-
dATP eingesetzt wird.
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Abb. 24: Sedimentationsprofile von 3H rCDP markiertem Material aus permeabilisierten HelL a-Z€llen;
Gezeigt ist eine Pulsmarkierungvon 8 Minuten Dauer. Die Markierung erfolgte mit [*H]-rCDP und a-[*P]-
dATP-in einem Ansatz.

Im Sedimentationsprofil zeigt sich bei [3H]-rCDP Markierung zwar nur wenig Radioaktivitét,
diese sedimentiert allerdings genau wie die Kontroll Aktivitét. Nur in den Fraktionen 1 — 5
findet sich prozentual mehr Radioaktivitét as bei der o-[*P]-dATP Markierung. Eine Kreuz-
kontamination von %P nach *H kann bei den benutzten Kanaleinstellungen ausgeschlossen
werden. Es ist also davon auszugehen, dass [°H]-rCDP in die DNA der permesbilisierten He-
La-Zellen eingebaut wird. Auch wird die al's Pulsmarkierung eingebaute Radioaktivitét durch

einen Chase zu grdsseren Sedimentationskoeffizienten hin verschoben.
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Es zeigt sich bei diesem Einbauversuch, dass Markierung, die as Ribonukleotid angeboten
wird in geringem Ausmass in die frischreplizierte DNA eingebaut wird. Die Replikation der
permesabilisierten HelL a-Zellen wird demnach nicht nur mit den dNTP, dieim Medium enthal -
ten sind betrieben.

3.1.5. Zusammenfassung der Befunde iiber die DNA Replikation in

permeabilisierten HeLa-Zellen

HeLa-Zellen zeigen nach Permeabiliserung mit a-Toxin aus Staphylococcus aureus noch
Replikationsaktivitét. Diese ist Uber einen grésseren Zeitraum konstant und auch von der Repli-
kationsgeschwindigkeit her mit der Situation in vivo vergleichbar. Hemmung der Replikation ist
bel permeabiliserten HeLa-Zellen prinzipiell mdglich. Dies zeigen die Versuche mit den
Hemmstoffen Aphidicolin und Ara-CTP. Jedoch scheint diese Hemmung nur dann aufzutreten,
wenn unmittelbar an der DNA-Polymerisation angreift. Denn Hemmstoffe, die auf anderen Ebe-
nen des zdluléren Stoffwechsels angreifen, die aber in vivo dennoch zu einer Hemmung der
Replikation fihren, haben nach Permeabilisierung diese Wirkung nicht mehr. So konnte gezeigt
werden, dass durch Hydroxyharnstoff keine Hemmung der Replikationsaktivitét erzielt wird,
obwohl davon ausgegangen werden kann, dass der Hemmstoff seine hemmende Wirkung auf
die Ribonukleotidreduktase auch in permeabilisierten Zellen entfaltet. Auch durch Hypoxie kann
keine Effekt auf die Replikation erzielt werden. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass permeabili-
serte Zellen zur Proteinbiosynthese in der Lage sind. Auch kann diese Proteinbiosynthese durch
verschiedene Substanzen gehemmt werden. Eine Hemmung der Replikation ist bei permesbili-
serten Zellen alerdings nicht a's Folge der Proteinbiosynthese Hemmung zu beobachten. Insge-
samt zeigt sich, dass eine mittelbare Hemmung der Replikation bel permeabilisierten HelLa-
Zdlen nicht mehr moglich ist. Die Kopplung zwischen der Regulation der DNA-Replikation
und der Aktivitét der untersuchten Stoffwechselwege geht offenbar durch die Permeabilisierung

verloren.

Des weiteren kann bei der Replikation in permeabilisierten Zellen neben den gewohnten
Replikatonsprodukten eine Klasse kurzkettiger Produkte nachgewiesen werden. Diese Pro-
dukte treten in vivo in sehr geringem Ausmass auf, werden aber nach Permeabilisierung so
vermehrt, dass mehr als 50 % des radioaktiv markierten sdureféllbaren Materials ausmachen
konnen. Nach der Permeabilisierung sind HelLa-Zellen noch zur Synthese von Nukleotid-

bausteinen fur die DNA-Synthese in der Lage. Dies lasst sich durch Hemmung der Enzyme,
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die an der Synthese der entsprechenden Bausteine beteiligt sind zeigen. Auch kénnen Ribo-
nukleotiddiphoshate in DNA incorporiert werden und schliefdlich in gereifter DNA auftau-

chen.

3.2. Versuche, die durch die Permeabilisierung verlorengegan-

gene schnelle Replikationsregulation wiederherzustellen

Wie zuvor gezeigt wurde, sind nach der Permeabilisierung die Merkmale der schnellen Repli-
kationsregulation nicht mehr vorhanden. Da das Ziel der vorliegenden Arbeit darin besteht die
Regulation zu Untersuchen, sollte versucht werden, die Regulierbarkeit wiederherzustellen.
Der Verlust der Koppelung der DNA-Replikation an Hemmsituationen kénnte im vorliegen-
den Fall auf dem Vorhandensein eines enthemmenden Stoffes im Permeabilisierungsmedium
oder aber auf dem Herausdiffundieren eines niedermolekularen regulatorischen Hemmstoffes

aus der Zelle beruhen. Um dies zu Untersuchen, wurden verschiedene V ersuche durchgeftihrt.

3.2.1. Einfluss von Riickstianden aus dem Kulturmedium

Zuerst sollte untersucht werden, ob das Fehlen der Regulierbarkeit auf einer Verunreingung
des Permeabilisierungsmediums, die durch auf den Zellen verbliebenens Kulturmedium ein-
geschleppt wurde, zuriickzufthren ist. Hierfir wurden die Zellen vor der Permeabilisierung
mehrfach mit PBS gewaschen, so dass Ruckstdnde ausgeschlossen werden konnten. Mit den

so vorbehandelten Zellen wurden Dauerei nbaukurven tber 60 Minuten durchgeftihrt.
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Abb. 25: Einbaukurven mit permeabilisierten Hel a-Zellen: Die Zellen wurden vor der Permeabilisierung mit
unterschiedlichen Medien 3x gewaschen. Anschlief3end wurde mit normalem Permeabilisierungsmedium inku-
biert.

Abbildung 25 zeigt die Einbaukurven der unterschiedlich vorbehandelten HelL a-Zellen. Die
Kurven verlaufen Uber einen Zeitraum von 60 Minuten hin weitgehend linear. Im gezeigten
Fall ist der Einbau bel den mit PBS und HANKS-L6sung gewaschenen Zellen besser als bei
denjenigen, die mit Medium gewaschen wurden. Bei einem zweiten Durchlauf dieses Versu-
ches konnte das gegenteilige Ergebnis erhalten werden. Offenbar ist der Unterschied in der
Einbauhohe nach langerer Zeit hier nicht als signifikant zu werten. Zwischen den einzelnen

Proben kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Bel diesen Versuchen konnte kein Effekt der Medium-Ricksténde auf die Netto-DNA-
Synthese in permeabilisierten Zellen festgestel It werden.
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3.2.2. Einfluss von normalen Konsequenzen der Permeabilisierung

der Plasmamembran

Als néchstes sollte Uberprift werden, ob die Deregulation eine direkte Folge der Permeabili-
sierung der Zellwand ist. Dabei wurden der Verlust des Plasmamembranpotentials, die Veran-
derung des lonenmilieus, die Veranderung des intrazelluldaren pH-Wertes und Anderung des

Redoxzustandes intrazellulérer Proteine in Betracht gezogen.

3.2.2.1. Einfluss des Plasmamembranpotentials

Um den Einfluss des Membranpotentials auf die Regulierbarkeit des DNA-Replikation bei
HelLaZellen zu untersuchen wurden Versuche bei HelLa-Zellen in vivo durchgefiihrt. Das
Membranpotential 1&sst sich bei den Zellen mit Hilfe von Ouabain zerstoren. Um festzustel -
len, ob Ouabain sich von sich aus auf die Replikationstétigkeit auswirkt sollte zuerst eine Do-
sis Wirkungskurve aufgenommen werden. Der Wirkbereich fir Ouabain liegt nach der Litera-
tur bel 2-12 mM. Aus diesem Grund wurde fir die Dosis-Wirkungs-Kurve ein Bereich von
0-10° M erfasdt.
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Abb. 26: Wirkkurve fur Quabain bei Hel a-Zellen. Hel a-Zellen wurden 30 Minuten mit unterschiedlichen
K onzenrationen an Ouabain inkubiert. Danach erfolgte Markierung mit [*H]-Thymidin fir 10 Minuten.
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Die in Abbildung 26 dargestellte Wirkkurve fir Ouabain zeigt, dass bei hdherer Konzentrati-
on des Stoffes ein verminderter Einbau stattfindet. Eine vollsténdige Hemmung der Replikati-

onstétigkeit liegt jedoch nicht vor.

Fur eine Einschétzung der Wirkung dieses Stoffes auf die Hemmbarkeit der Replikationsté
tigkeit bel HeLa-Zellen wurden Zellen, welche 30 Minuten lang mit 5 mM Ouabain behandelt

waren, verschiedenen Inkubationsbedingungen unterworfen.
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Abb. 27: Einbauwerte mit Hel a-Zellen unter Ouabain. Der Einfluss verschiedener Hemmsituation in Ver-
bindung mit Ouabain wurde durch den Einbauwert aus 10 Minuten Inkubation mit [*H]-Thymidin getestet. Oua-
bain wurde 5mM eingesetzt, und wirkte jeweils 30 Minuten auf die Zellen ein.

Bel Kontrollzellen zeigt sich hier eine massige Hemmung des Einbaus durch das Toxin. Bei
Zéllen, die 4 Stunden durch Cycloheximid vorgehemmt waren, wird durch Ouabain auch noch
eine geringe zusatzliche Verminderung des Einbaus hervorgerufen. Wird nach der Inkubation
mit Ouabain das Cycloheximid ausgewaschen, so kann ein Anstieg des Einbaus verzeichnet
werden, wie er auch bel Abwesenheit von Ouabain eintritt. Wenn Cycloheximid nach 30 Mi-
nuten Inkubation mit Ouabain auf die Zellen gegeben wird tritt dennoch eine Hemmung ein,
wie sie auch ohne Ouabain auftritt. In allen getesteten Situationen kann also der Effekt des
eingesetzten Hemmstoffes auch in Gegenwart von Ouabain erzielt werden. Es konnten keine

Effekte von Ouabain auf die Regulierbarkeit der Replikation festgestellt werden.

67



Eine weitere Moglichkeit, das Membranpotential zu beeinflussen besteht darin, das lonenmi-
lieu im Medium stark zu verandern. So kann bei Weglassen von Na* im Aussenmedium kein
Membranpotential aufgebaut werden. Der Effekt von Cycloheximid sollte deshalb bei veran-

derter lonenzusammensetzung des Inkubationsmediums getestet werden.

B Incubation unter Cycloheximid
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Abb. 28: Einbauwerte bei Hel a-Zellen in I nkubationsmedium mit ver@nderter | onenzusammensetzung:
HelLa-Zellen wurden in Medium mit veranderter lonenzusammensetzung inkubiert. Weggel assene Anionen wur-
den durch Glutamat substituiert; als Ersatz fir Kationen wurde Kalium eingesetzt.

Abbildung 28 zeigt die Einbauwerte, die unter den genannten Bedingungen erhalten wurden.
Es zeigt sich, dass in alen Féllen durch Cycloheximid eine Hemmung erreicht werden kann,
die sich im Einbauwert deutlich niederschlagt. Die Veranderung der lonenzusammensetzung
bewirkt jedoch eine Storung des Einbaus. Diesist alerdings auch zu erwarten. Bei dieser Ver-
suchskonstellation konnte wiederum kein Einfluss des fehlenden Membranpotentials auf die
Hemmbarkeit durch CHX festgestellt werden.

3.2.2.2. Einfluss des pH-Wertes des Permeabilisierungsmediums

Eine weitere Veranderung, welche unmittelbar durch die Permeabilisierung hervorgerufen

wird betrifft den pH-Wert des Cytosols. Fraglich ist, ob der bei permesabilisierten Zellen be-
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obachtete Effekt auf die Verénderung des intrazelluléaren pH zurtickzufihren ist. Um dies zu
testen, wurden Permeabilisierungsmedien mit verschiedenen pH-Werten angesetzt. HelLa
Zellen wurden in den Medien mit variiertem pH permeabilisiert und fir 30 Minuten inkubiert.

Wahrend der Inkubation wurde zur Kontrolle der DNA-Polymerisationsaktivitat mit o-[*2P]-

dATP markiert.
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Abb. 29: Darstellung des Einbaus bei permeablisierten Hel a-Zellen in Abhéngigkeit vom pH-Wert des
Permeabilisierungsmediums: Hel.a-Zellen wurden in Permeabilisierungsmedium mit verschiednen pH-Werten
fir 30 Minuten inkubiert und mit a-[*P]-dATP markiert.

Abbildung 29 zeigt die Abhangigkeit des Einbaus an o-[*P]-dATP vom pH-Wert des Per-
meabilisierungsmediums. Bei saurem pH sinkt die Einbauaktivitét. Im physiologischen Be-
reich kann keine starke Veradnderung der Einbautétigkeit festgestellt werden. Beim Einbautest
ergibt sich insgesamt keine starke Veranderung in Abhangigkeit vom pH. Eine regulatorische
Wirkung von pH-Veranderungen, wie sie vorliegend physiologisch denkbar sind, wird da-

durch ebenfalls weniger wahrscheinlich.

3.2.2.3. Einfluss von Calcium

Es sollte gepriift werden, inwiefern durch die Konzentration von Ca'™ ein regulatorischer Ef-

fekt auf die Replikationsaktivitdt der permeabilisierten HeLa-Zellen ausgelibt werden kann.
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Hierfir wurde Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen an Ca™ ohne EGTA in einem
Dauereinbauversuch eingesetzt. Als Kontrolle diente Medium mit 100 uM Ca™ mit EGTA.
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Abb. 30: Einbau in permeabilisierten Hel a-Zellen unter verschiedenen Ca’™ Konzentrationen: Gezeigt
sind die Einbauwerte aus 30 miniitigen Inkubationen mit den angegebenen Ca™ K onzentrationen.

Abbildung 30 zeigt, dass durch Veranderung der Ca™ Konzentration im mikromolaren Be-
reich kein Effekt auf die Einbauaktivitat der permeabilisierten HeLa-Zellen fir o-[*P]-dATP

hervorgerufen werden kann.

3.2.2.4. Einfluss des Redoxzustandes der Proteine

Moglicherweise wird durch die Permeabilisierung der Zelle der Redoxzustand intrazelluldrer
Proteine verandert. Hierdurch konnte die Replikationsaktivitdt der Zellen beeinflusst werden.
Um den Redoxzustand der Proteine zu kontrollieren wurden die reduzierenden Agentien DTT

und GSH und H,0, a's Oxidationsmittel in unterschiedlichen Versuchsansdtzen eingesetzt.
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3.2.2.4.1. Einfluss von DTT

Um festzustellen, ob durch das Reduktionsmitel DTT eine Veranderung in der Einbaurate bei
permeabilisierten Hel a-Zellen bewirkt werden kann, wurde eine Dosis Wirkungs Kurve auf-

genommen. Abb. 31 zeigt diese Dosis Wirkungs Kurve von 0-5 uM DTT.
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Abb. 31: DosisWirkungs-Kurve fur DTT bei permeabilisierten Hel a-Zellen: Hel a-Zellen wurden in Per-
meabilisierungsmedium mit unterschiedlicher Konzentration an DTT inkubiert und radioaktiv markiert.

Es zeigt sich ein klares Einbaumaximum bei 0,5 uM DTT. Offenbar kann durch die Anwe-
senheit des reduzierenden Agens ein positiver Einfluss auf die Replikationstétigkeit bewirkt
werden. Jedoch tritt dieser nur bei sehr geringen Konzentrationen zu Tage. Zu hohe Konzen-

trationen fuhren wieder zu vermindertem Einbau.
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3.2.2.4.2. Einfluss von Glutathion

Da GSH das in vivo vorkommende Redox-System ist, sollte auch der Einfluss hiervon tber-

pruft werden. Auch hier wurde ein Dosis-Wirkungs-Kurve aufgenommen (vgl. Abb. 32).
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Abbildung 32: DosisWirkungs-Kurve fir Glutathion bei per meabilisierten Hel a-Zé€llen.

Hierbel ergab sich kein ausgesprochenes Maximum bei einer bestimmten Konzentration. Der
Einbau ist vielmehr Uber den gesamten getesteten Bereich weitgehend konstant. Ein Einfluss
von Glutathion auf den a-[*?P]-dA TP Einbau konnte hier nicht festgestellt werden.
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3.2.2.4.3. Einfluss von H,0,

Auch fur H,O, wurde eine Dosis-Wirkungs-K urve aufgenommen. ( Abb. 33)
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Abb. 33: DosisWirkungs-Kurve fir Wasser stoffperoxid bei permeabilisierten Hel a-Zellen: Aufgetragen
ist der Einbau von o-[**P]-dATP in Abhangigkeit von der Konzentration von H,O,.

Es zeigt sich, dass mit steigender Konzentration des Oxidationsmittels der Einbau stark zu-
riickgeht. Dies konnte durch den schadigenden Effekt der starken Oxidation bewirkt werden.

Insgesamt kann die Vermutung, dass die fehlende Hemmbarkeit auf Verdnderung im Redox-
zustand von Proteinen nach Permeabilisierung zurlckzufihren ist, nicht bestétigt werden.
Zwar wird die Einbaurate generell durch die Anwesenheit von DTT beeinflusst. Jedoch ist
DTT im Standardansatz in der gefundenen Konzentration vorhanden. Die gesuchte Hemm-
barkeit ist jedoch sowohl im Standardmedium als auch in solchem ohne DTT nicht vorhan-
den. Ein Hinweis auf einen Einfluss auf die schnelle Replikationsregulation kann den vorlie-

genden Ergebnissen also nicht entnommen werden.

3.2.3. Einfluss der Variation der Konzentration von Nukleotiden

In vivo konnte gezeigt werden, dass der Effekt von hypoxischer Begasung durch Zugabe von

Desoxycytidin zum Kulturmedium aufgehoben werden kann. Dies legt die Vermutung nahe,
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dass die Konzentration von Desoxyribonukleosidphosphaten einen Einfluss auf die Hemmung
der Replikation haben kénnte. Das permeabilisierte System erscheint zur Erforschung solcher
Zusammenhange besonders geeignet, da sich hier die Zusammensetzung des Nukleotidpools
willkarlich wahlen l&sst. Hier wurden die Konzentrationen aller dNTP und dNDP variiert und
bei einzelnen ausgesuchten Nukleotiden, fir die eine effektorische Wirkung besonders nahe-
liegend erschien, wurden dartberhinausgehende Studien durchgefihrt. Zusétzlich wurde auch
der Effekt der Konzentrationsdnderung von Ribonukleotiden und Variationen im Verhdltnis

von Ribo- und Desoxyribonukleotiden untersucht.

3.2.3.1. Einfluss der Konzentration einzelner Desoxynukleosidt riphosphate

Zur Untersuchung des Einflusses der Desoxynukleosidtriphosphate wurde jeweils eines vari-
iert und die anderen konstant gehalten. Bei dCTP, dGTP und dTTP wurde mit o-[*P]-dATP
markiert. Bei dATP wurde mit *P-dCTP markiert. (vgl. Abb. 34)
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Abb. 34: Einbau unter verschiedenen Konzentrationen an dNTP: Hel.a-Zellen wurden fir 30 Minuten in
einem Permeabilisierungsmedium inkubiert, in welchem jeweils die Konzentration eines dNTP variiert wurde.
Aufgetragen sind die erhaltenen Einbauwerte in Abhangigkeit von der eingsetzten Konzentration an dNTP.

Abbildung 34 zeigt die Einbauwerte fir die einzelnen Konzentrationen an Desoxynukleo-

sidtriphosphaten. Fir den Einbau bei Variation von dATP und dTTP zeigt sich kein signifi-
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kanter Unterschied. Bel Variation von dGTP und dCTP dagegen kann ein deutlicher Anstieg
des Einbaus in Abhéngigkeit von der Konzentration der Desoxynukleotidtriphosphate ver-
zeichnet werden. Dieser Anstieg kann auch bei Dauereinbaukurven mit unterschiedlichen

Konzentrationen dieser dNTP reproduziert werden.
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Abb. 35: Einbaukurven mit unterschiedlichen Konzentrationen fiir dCTP und dGTP: Mit permeabilisierten
HelLa-Zellen wurden Einbaukurven in Permeabilisierungsmedien mit variierten Konzentrationen an dCTP und
dGTP aufgenommen. Als Marker wurde a-[*P]-dATP eingesetzt.

Durch die Variation von dGTP und dCTP kann die Einbaurate von permeabilisierten HeLa-
Zéellen beeinflusst werden. Fur dCTP wird bei 100 uM im Vergleich zur Probe ohne dCTP der
zehnfache Einbauwert erreicht. Bei dGTP tritt eine Steigerung um den Faktor vier auf. Frag-
lich ist jedoch, ob diese Steigerung auf eine regulatorische Wirkung der Substanzen zuriickzu-
fdhren ist. Auch durch enzymkinetische Effekte infolge der Verarmung an einem Substrat

kann ein solcher Unterschied in der Enzymaktivitét hervorgerufen werden.
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3.2.3.2. Einfluss der Konzentration der Desoxynukleosiddiphosphate

Der Einfluss der Desoxynukleosiddiphosphate auf die Replikationsaktivitét wurde durch Do-
sis-Wirkungs-Kurven fir je ein Nukleotid bei ungehemmten Hel a-Zellen getestet.
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Abb. 36: Einbau unter Variation der Konzentration an dNDP bei permeabilisierten Hel a-Zellen: HeLa
Zellen wurden in Permeabilisierungsmedium mit variierter Konzentration an dNDP fir 30 Minuten inkubiert.

Abbildung 36 zeigt die Auftragung des erhatenen Einbauwertes bei 30 Minuten Inkubation
gegen die eingesetzte Konzentration an dNDP. Dabel kann keine starke Veranderung der Ein-
baurate in Abhangigkeit von der Konzentration der zugesetzten Substanzen festgestellt wer-

den. Ein Einfluss der Desoxynukleosiddiphosphatkonzentration scheint nicht vorzuliegen.

3.2.4. Einfluss zellularer Extrakte

Bel der Untersuchung des replikativen Verhaltens der permeabilisierten HelLa Zellen war fest-
gestellt worden, dass diese nicht auf Hemmsituationen reagieren. Als mogliche Ursache hier-
fr kommt die Verdinnung eines cytosolischen Stoffes durch das Permeabilisierungsmedium
infolge der Permeabilisierung in Betracht. Dieser Effekt musste sich dann durch die Aufkon-
zentrierung dieser Substanz im Aussenmedium oder durch Extraktion derselben aus dem Cy-

tosol umkehren lassen.
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3.2.4.1. Versuch der Vorkonditionierung von Permeabilisierungsmedium

Es wurde getestet, ob das Replikationsverhalten der HeLa-Zellen durch Vorkonditionierung
des Mediums veréndert werden kann. Daftr wurde Permeabilisierungsmedium unterschied-
lich lange auf Hela-Zellen belassen und anschlief3end zur Permeabilisierung neuer Zellen

verwendet. Bei diesen wurde dann der Einbau getestet. ( Abb. 37)
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Abbildung 37: Einbau bei permeabilisierten Hel a-Zellen in ,vorkonditioniertem’ Medium: Das fir die
Markierung der Zellen eingesetzte Medium wurde zuvor zur Permeabilisierung von Zellen eingesetzt und fir die
angegebene Zeit auf diesen Zellen belassen. Danach wurden die zur Markierung vorgesehen Zellen in diesem
Medium 30 Minuten inkubiert und radioaktiv markiert.

Abbildung 37 zeigt die Einbauwerte, die in vorkonditioniertem Medium erhalten wurden. Es
zeigt sich eine Abhéangigkeit der Einbaurate von der Dauer der Vorkonditionierung. Mit stei-
gender Dauer der Vorkonditionierung wird der Einbau geringer. Offenbar wird durch dieses
Verfahren keine Anreicherung von effektorischen Substanzen im Permeabilisierungsmedium
erreicht. Vielmehr wird das Medium an den fir die Replikation notwendigen Substanzen de-

pletiert.
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3.2.4.2. Versuch mit rohem Zellextrakt aus HelLa-Zellen

Die Anreicherung von cytosolischen Substanzen kann auf dem Weg des methanolischen Ex-
traktion aus Zellen erreicht werden. Dabel kann ein roher Zellextrakt erhalten werden, der alle
niedermolekularen Substanzen aus dem Cytosol enthélt. Vorliegend wurde ein Methanolex-
trakt aus HelL a-Zellen eingesetzt, um damit das Permeabilisierungsmedium an cytosolischen
Substanzen anzureichern. Mit dem so verénderten Permeabilisierungsmedium wurden Einbau-
tests durchgefuihrt. (Herstellung des Methanolextraktes vgl. 2.5.13.2) Der erhatenen rohe
Zéellextrakt wurde zu 50 % (v/v) der Permeabilisierungsl 6sung eingesetzt.
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Abb. 38: Einbaukurve mit rohem Zellextrakt im Permeabilisierungsmedium: Gezeigt ist der Einbau von
permeabilisierten HeLa-Zellen in Permeabilisierungsmedium, das mit 50 %(v/v) Methanolextrakt vesetzt war.
Daneben ist der Einbau von Hel a-Zellen, die unter Kontrollbedingungen inkubiert wurden, zu sehen.

Abbildung 38 zeigt die Einbaukurve von Hel.a-Zdlen, die in Permeabiliserungsmedium mit Metha:
nolextrakt inkubiert wurden. Es ist ein kongtanter Angtieg der saurefd|baren Radioaktivitét zu beo-
bachten. Allerdingsist der Einbau um den Faktor zwanzig niedriger dsbei der Kontrolle in gewohn-
lichem Permesbilisierungsmedium. Der Zusatz von Methanolextrakt wirkt sich negativ auf die Repli-
katonsaktivitéat aus. Im Vergleich zur Kontrolle bauen die Zdlen mit Methanolextrakt nur einen
Bruchteil ein. Dies kdnnte folge eines hemmenden cytosolischen Faktors im Methanolextrakt sein.
Da der Methanolextrakt jedoch aus ungehemmien aktiv replizierenden Zdlen ssammt, erscheint dies
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unwahrschenlich. Eine Erklarung fr den gestrten Einbau konnte die Anwesenheit von Zdlwandbe-
sandteillen im Extrakt sein, die zusitzlich d's Detergenzien wirken, und so die Zdlen schédigen. Die
Methanolextraktion wére dann fur den vorliegenden Zweck nicht geeignet. In jedem Fal snd die
erzidten Einbauwerte fir Untersuchungen Uber die Hemmbarkeit nicht ausreichend.

3.2.4.3. Versuch mit Cytosol

Durch Ultrazentrifuzgation lésst sich ein Extrakt aus Zellen gewinnen, der alle cytosolischen
Bestandteile enthdlt. Ein solcher Extrakt wurde fir Einbauversuche unter verschiedenen Be-
dingungen mit a-Toxin versetzt, mit dem energieregenerierenden System ausgestattet und
zusétzlich an Nukleotidbausteinen angereichert. Um zu zeigen, ob im cytosolischen Permeabi-
lisilerungsmedium mit cytosolischem Extrakt eine Hemmbarkeit der Replikation gegeben ist,
sollten Cycloheximid gehemmte Zellen eingesetzt werden. Diese sollten in Permeabilisie-
rungsmedium inkubiert werden, das einen cytosolischen Extrakt aus Cycloheximid gehemm-
ten Zellen und zusétzlich noch Cycloheximid enthielt.
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Abb. 39: Einbaukurve mit permeabilisierten Hel a-Zellen in Medium mit cytosolischem Extrakt: CHX
vorgehemmte Zellen wurden in Permeabilisierungsmedium mit cytosolischem Extrakt, der aus CHX gehemmten
Zellen stammt, unter Zusatz von CHX inkubiert. Daneben wurden vorgehemmte Zellen unter CHX in Permeabi-
lisierungsmedium ohne Zusatz von Zellextrakten inkubiert.

2 Beschrei bung der methode bei Dreier, T., 1995
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Abbildung 39 zeigt eine Einbaukurve in CHX-haltigem Permeabilisierungsmedium mit Cyto-
sol aus CHX gehemmten Zellen. Es ist zu erkennen, dass in den Zellen Einbau von o-[*P)-
dATP stattfindet. Der Einbau ist mit dem von Zellen in Permeabilisierungsmedium vergleich-
bar. Als Kontrolle wurden hier ebenfalls vorgehemmte Zellen eingesetzt. Deren Einbauverhal -
ten kann mit demjenigen der untersuchten Situation besser verglichen werden. Bel permeabili-
sierten Zellen findet nach Hemmung in Gegenwart von CHX — wie oben gezeigt — Replikation
Statt.

Im Medium mit Cytosol zeigt sich ebenfalls kein Einfluss von CHX auf die Replikationsakti-
vitét der permeabilisierten Zellen. Auch wenn das Medium aus gehemmten Zellen gewonnen

wurde, konnte hierdurch keine Hemmung bei den permeabilisierten Zellen erzeugt werden.

3.2.5. Einfluss einer Auswahl niedermolekularer Substanzen

Neben den bisher getesteten Parametern kommen eine Reihe niedermolekularer Substanzen
als Effektoren in Frage. Im folgenden sollen solche niedermolekularen Substanzen auf ihre
Wirksamkeit beziiglich der Einbauaktivitdt bei permeabilisierten HeLa-Zellen getestet wer-

den.

3.2.5.1. Einfluss des NAD/NADH Verhiltnisses

Da durch die hemmenden Situationen, durch welche die Replikationsaktivitét der Zelle in
vivo gehemmt wird, stets ein zentraler Stoffwecheslweg betroffen ist, wirken sich die Hemm:-
situtationen auch auf dasNAD/NADH Verhdltnis der Zelle aus. Esist davon auszugehen, dass
dieses unter Hemmsituation nicht demjenigen unter Kontrollbedingungen entspricht. Es wére
demnach moglich, dass die Hemmung der Replikation direkt durch dieses Verhéltnis vermit-
telt wird. Um den Einfluss des NAD/NADH Verhdltnisses auf die Replkationsaktivitat zu
testen, wurden beide Substanzen in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt und dann Ein-
bauversuche durchgefuhrt. (vgl. Abb. 40)
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Abb. 40: Einbau mit permeabiliserten Hel a-Zellen unter verschiedenen Konzentrationen von
NAD/NADH: Hela-Zellen wurden in Permeabilisierungsmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen an
NADH und NAD inkubiert. Inkubationsdauer betrug 30 Minuten. Markiert wurde mit a-[*2P]-dATP.

Abbildung 40 zeigt die Einbauwerte, die erhalten werden, wenn HeLa-Zellen in Permeabili-
sierungsmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen an NAD und NADH inkubiert wer-
den. Bel den erhaltenen Ergebnissen treten grossere Schwankungen der Einbauwerte auf. Eine
signifikante Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration der getesteten Substanzen er-
gibt sich jedoch nicht. Ein Hinwels auf eine Abhangigkeit der DNA-Replikationsaktivitét vom
NAD/NADH-Verhéltnisin der Zelle konnte hier nicht beobachtet werden.

3.2.5.2. Einfluss der Konzentration von Adenosintriphosphat

Auch das ATP/ADP Verhdtnis wird durch den veranderten Stoffwechsel der Zelle unter
hemmenden Bedingungen verandert. Es ist deshalb auch denkbar, dass dieser Quotient als
effektorisches Element die Replikationsaktivitat der Zelle steuert. Im folgenden soll deshalb
die Erhéhung von ATP getestet werden. Eine Verminderung des ATP-Gehaltes erscheint nicht
praktikabel, weil dadurch aleine die Reaktionsgeschwindigkeit der fir die Replikation not-
wendigen Reaktionen herabgesetzt wirde, und so auch der Einbau vermindert wirde. Der
eingesetzte ATP-Gehalt des Permeabilisierungsmediums wurde bei der Etablierung des Sys-
tems durch Eger a's derjenige gefunden, bei dem die Reaktionen optimal unterstiitzt werden.

Es soll hier untersucht werden, ob sich durch starke Erhdhung des ATP-Gehaltes eine auffa-
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lige Veranderung des replikativen Verhaltens ergibt. In jedem Fall erscheint es nicht sinnvoll,
in diesem Fall reine Einbauwerte heranzuziehen, um Information Uber das replikative Verhal-
ten zu bekommen. Deshalb wurden hier Sedimentationsanalysen von markiertem Material
durchgefihrt.

—— 5,6 mM ATP/50mM Creatinphosphat (Summe: 16.308 CPM)
—O—5,6 mM ATP/100mM Creatinphosphat (Summe: 7.603 CPM)
_—t— 2,6 mM ATP/50mM Creatinphosphat (Summer: 11.332 CPM)
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Abb. 41 : Sedimentationsprofil von markiertem M aterial aus permeabilisierten Hel a-Zellen: Hel.a Zellen
wurden mit verschiedenen ATP Konzentrationen und unterschiedlicher Konzentration an Creatinphosphat inku-
biert. Markierung erfolgte mit *P-dATP. Das markierte Material wurde auf alkalischen Rohrzuckergradienten
analysiert.

Abbildung 41 zeigt die Sedimentationsprofile von markierten Produkten aus permeabilisierten
Zellen, die mit erhhtem ATP-Gehalt permeabilisiert wurden. Durch Erhdhung des ATP-
Gehaltes des Permeabilisierungsmedium kann jedoch auch kein signifikanter Einfluss auf die
Replikationsaktivitét erzielt werden. Es zeigt sich im Sedimentationsprofil kein Unterschied
zur Kontrollsituation. Das Ausbleiben signifikanter Verénderungen infolge der Modifikation
des ATP-Gehaltes lasst den ATP-Spiegel als regulatorischen Parameter fir die Replikations-

regulation unwahrscheinlich erscheinen.
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3.2.5.3. Einfluss von zyklischem Guasnosinmonophosphat

Zyklisches Guanosinmonophosphat ist eine Substanz, die auf eine Reihe von Signal Ubertra-
gungswegen, die Proteinkinasen involvieren, Einfluss hat. Ein potentieller Einfluss von cGMP
auf die DNA-Replikation sollte vorliegend durch Dosis-Wirkungskurven zu verschiedenen

Zeiten nach Permeabilisierung abgeklart werden.
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Abb. 42: Dosis Wirkungs-Kurve fir cGM P bei per meabilisierten Zellen; HeL a-Zellen wurden in Permeabili-
sierungsmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen an cGMP inkubiert. Dabel wurde zu den angegebenen
Zeiten nach Beginn der Permeabilisierung markiert und danach sofort abgestoppt.

Abbildung 42 zeigt den Einbau von o-[*P]-dATP unter Einwirkung von cGMP. Es zeigt sich
kein Effekt von cGMP auf die Einbauaktivitét der permeabilisierten HeLa-Zellen.

3.2.5.4. Einfluss von Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin

Als eine reziproke Moglichkeit zur Regulation der biochemischen Aktivitét von Proteinen
wird die N-Acetylglucosaminylierung berichtet.”® Es erscheint daher mdglich, dass eine
Hemmung der Initiation durch die N-Acetylglucosmainylierung von Aminosaureresten von

Proteinen bewirkt wird. Diese Modifikation wird durch UDPAG bewirkt.

2 schmitz, B., Griffith, L., 1998
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Fur UDPAG wurden deshalb Dosis-Wirkungs-Kurven unter erschiedenen Bedingungen auf-
genommen. Es sollte Gberprift werden, ob die Hemmung von CHX durch UDPAG aufrecht-
erhalten werden kann. Deshalb wurden Zellen, die CHX vorgehemmt waren unter CHX per-
meabilisiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen ohne CHX.
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Abb. 43: Einbau bel permeabilisierten Hel a-Zellen uner dem Einfluss von CHX und UDPAG: Hela
Zellen wurden fur 30 Minuten in Gegenwart von verschiedenen Konzentration an UDPAG inkubiert und radioak-
tiv markiert. Dabel wurde dem Inkubationsmedium einerseits der Hemmstoff Cycloheximid zugesetzt, und ande-
rerseits ungehemmt inkubiert.

Bel den vorgehemmten Zellen, die unter CHX permeabilisiert wurden zeigt sich ein betrécht-
liches Ausmass an Einbau. Dies ist zwar niedriger as bei den ungehemmten Inkubationen,
jedoch zeigt sich deutlich, dass die Zellen durch CHX in der Replikationstétigkeit nicht voll-
sténdig gehemmt sind. Vor allem zeigt sich kein Effekt von UDPAG auf die Hemmbarkeit der
Replikation.



3.2.5.5. Einfluss von Diadenosinoligophosphaten

Um den Einfluss von Diadenosinoligophosphaten zu tberprifen, wurden die Stoffe ApsA und
ApsA unter gehemmten und unter ungehemmten Bedingungen fir Einbaukurven eingesetzt.
Beide Substanzen wurden in Gegenwart von NAD und NADH getestet.
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Abb. 44: Einbaukurven in Permeabilisierten Hel a-Zellen mit ApsA bzw. Ap,A: Gezeigt sind Einbaukurven
mit permeabilisierten HeLa-Zellen. Im Permeabilisierungsmedium befanden sich die Ap,A (je 200uM) und ge-
gebenenfalls NADoder NADH (je 2mM). Die Markierung erfolgte von Beginn der Permeabilisierung an.

Die Einbaukurven in Abbildung 44 fallen in allen Féllen mit der Kontrollkurve zusammen. Es
zeigt sich hierbel kein Einfluss der getesteten Stoffe bel permeabilisierten HeLa-Zellen in be-
zug auf den Einbau von o-[*?P]-dATP.

3.2.5.6. Einfluss von Polyaminen

Auch fur die Polyamine Spermin und Spermidin konnten wachstumshemmende Eigenschaften
bei Tumorzellen festgestellt werden Daneben wird ein forderlicher Einfluss der Polyamine auf
die Apoptose von Zellen berichtet. Es erscheint mdglich, dass auch die Replikationregulation
in eukaryontischen Zellen in Zusammenhang mit den Polyaminen steht. Deshalb soll hier der
Einfluss von Spermin und von Spermidin auf die Replikation in permeabilisierten HelLa-
Zellen untersucht werden. Zur Uberpriifung des Einflusses der biologischen Polyamine wur-
den Dosis-Wirkungs-Kurven von Spermin und Spermidin bel permeabilisierten Zellen aufge-

nommen.

85



—#— Incubation mit Spermin

50000 —O— Incubation mit Spermidin

EERSAS

30000 +

CPM *P (korr.)

20000 +

10000 H

0 T T T 17T T T T T TTI] T T T T T T T T T 1770 T
0,1 1 10 100 1000

Polyaminkonzentration [uM]

Abb. 45: Einbau bei permeabilisierten Hel a-Zellen unter verschiedenen Konzentrationen von Polyami-
nen: Gezeigt ist der Einbau unter dem Einfluss von Spermin und unter dem Einfluss von Spermidin. Die markie-
rung erfolgte fur 30 Minuten. Die Polyamine befanden sich von Anfang an im Permeabilisierungsmedium.

Abbildung 45 zeigt den Einbau an o-[*?P]-dATP bei permeabilisierten Hel.a-Zellen unter ver-
schiedenen Konzentrationen von Spermin und Spermidin. Die Einbauwerte differieren dabel
nur gering. Die Konzentration der Polyamine zeigt keinen Einfluss auf den Einbau an a-[*P]-
dATP bei permeabilisierten HelL a-Zellen. Allein durch die Variation dieser Substanzen kann
kein regulatorischer Effekt auf die Repliaktion bel permeabilisierten HelLa-Zellen beobachtet

werden.

3.2.6. Zusammenfassung der Ergebnisse zur Replikationsregulation

Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Replikationsregulation in permeabilisierten

Hel a-Zellen nicht eine direkte Folge der Permeabilisierung der Plasmamembran an sich ist.

Auch konnte in bezug auf die Nukleotide durch die durchgefihrten Versuche kein Einfluss

auf die Replikationsregulation festgestellt werden.

Hierauf wurde versucht, das Permeabilisierungsmedium durch zellulére Extrakte zu kompl et-

tieren. Jedoch konnte auch durch diesen Versuch keine Regulierbarkeit der DNA-Synthese
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infolge Hemmsituationen erzeugt werden. Schliefdich wurden verschiedene niedermolekulare
Substanzen, welche als regulatorische Effektoren in Frage kommen, in unterschiedlichen
Konzentrationen dem Medium zugesetzt und deren Effekt beobachtet. Durch keine der getes-
teten Substanzen wurde die Hemmbarkeit der Replikation, wie sie in vivo besteht, hergestellt.
Vorliegend ist es nicht gelungen, in permeabilisierten HeLa-Zellen eine Hemmung der DNA-
Replikation anders als durch Inhibition der prozessiven DNA-Polymerisation zu erreichen.
Die Regulierbarkeit der Replikation, wie sie in vivo beobachtet wird, geht durch die Permea-
bilisierung verloren. Da es nicht geglickt ist, die Verhdtnisse wie in vivo herzustellen, kann
der Signaltbertragungsweg fir die Hemmung im vorliegenden System nicht untersucht wer-

den.
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4. Diskussion
4.1. Ungehemmte Replikation in permeabilisierten HeLa-Zellen

Die Replikation der permeabilisierten HeLa-Zellen wurde hier anhand des Einbaus von
a-[*P]-dATP verfolgt. Das angebotene radioaktive Nukleotid wurde von den permeablisier-
ten HeLa-Zellen in saurefdlbarer Form fixiert. Dies gilt sowohl bel Einbaukurven Gber einen
langeren Zeitraum als auch bei kurzzeitigen Pulsen. Diese nur quantitative Auswertung des
markierten Materials durch Lyse der Zellen und anschlief3ende Bestimmung der saureféllbaren
Radioaktivitét gibt jedoch keinen Aufschluss Uber die biochemische Form, in der die fixierte
Radioaktivitéat vorliegt. Aufgrund der Natur des Markers als Baustein fir die DNA-Synthese
liegt der Verdacht nahe, dass die fixierte Radioaktivitét in Form von DNA vorliegt. Um diese
Annahme zu bestétigen, wurden die erhaltenen Produkte durch alkalische Sedimentationsana-
lyse analysiert. Diese Methode ist in der Lage, die Grossenverteilung der markierten DNA in

Form eines Sedimentationsprofiles aufzuzeigen.

Durch die Markierung mit o-[*?P]-dATP wird bei den permeabilisierten Zellen eine bioche-
mische Molekilklasse erfasst, die das gleiche Sedimentationsverhalten zeigt, wie in vivo
durch Methyl-[®H]-Thymidin markierte DNA. Das markierte Material ist also frisch replizier-
te zellulare DNA der untersuchten HelLa-Zellen. Anhand der Sedimentationsprofile lassen
sich darlber hinaus auch einige Aussagen Uber das Replikationsverhalten der HeLa-Zellen

nach der Permeabilisierung machen.

Der Pegk im Sedimentationsprofil der pulsmarkierten DNA befindet sich bel einem Sedimentations-
koeffizienten von ungefdhr 50 S. Diese Pogtion ist bel ener Pulsdauer von acht Minuten nur dann
maglich, wenn neben der Elongation von bereits replizierender DNA auch Neuinitiationen stattfin-
den. Sofern die Initiation durch Hemmstoffe unterbunden wird, ergibt sich bel der gegebenen Puls-
dauer ein Sedimentationsprofil, das zu héheren Sedimentationskoeffizienten verschoben ist. Dem-
nach sind die unter den hiesigen Bedingungen permesbilisierten HelLa-Zellen sowohl zur Elongation
wie auch zur Initiation der DNA-Polymerisation in der Lage. Die Postion des Pesks nach 120
Min.Chasedauer befindet sich in eéinem Bereich von mehr ds 100 S. Dem entspricht eine Kettenldnge
der DNA von Uber 400 kB. Solche Kettenléngen werden nur von gereifter genomischer DNA er-
reicht. Das ex vivo System ist vorliegend auch zur Reifung und damit zur Integration der eongierten
DNA ins replizierte Genom befahigt. Dieses Ergebnis wird auch durch das Bild der Faserasutoradi-
ographie bestétigt, das dle replikativen Strukturen aufweist, die auch in vivo auftreten.
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Insgesamt zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass bel permesabilisierten HeLa-Zellen alle an
der Replikation der genomischen DNA beteiligten Reaktionen unterstiitzt werden und auch
tatsachlich stattfinden.

Weiterhin konnte anhand von Chase-Studien mit der pulsmarkierten DNA aus permeabilisier-
ten HeLa-Zellen gezeigt werden, dass die Gabelgeschwindigkeit in permeabilisierten Zellen
etwa die Halfte des in vivo gemessenen Wertes betragt. Auch die Reaktionsgeschwindigkeit,
mit der die Replikation im untersuchten ex vivo System vonstatten geht entspricht innerhalb
eines gewissen Toleranzrahmens den zelluldren Bedingungen. Insgesamt wurde gezeigt, dass
das Replikationsverhalten der permeabilisierten Zellen demjenigen der HelLa-Zellen in vivo
sehr @hnlich ist. Die Permeabilisierung stellt also keine wesentliche Stérung des untersuchten
Verhaltens dar. Da die Replikation bei den permeabilisierten Zellen Gber einen Zeitraum von
mindestens zwei Stunden linear voranschreitet, liegt offenbar kein Mangel an notwendigen
Stoffen vor. Das Permeabilisierungsmedium unterstitzt die zur Replikation der zellul&ren
DNA notwendigen Reaktionen Uber diesen Zeitraum in ausreichender Weise und stellt Vorré

te aller notwendigen Substanzen in genligendem Ausmass zur Verfligung.

Das System scheint deshalb zur Untersuchung replikativer Vorgange geeignet zu sein.

4.2.Replikation unter hemmenden Bedingungen

In vivo ist es moglich, die Replikation in verschiedenen Zellkultur-Zellinien mittelbar durch
die Hemmung von zentralen biochemischen Stoffwechselwegen der Zelle zu beeinflussen. So
konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Proteinbiosynthese auch zu einer Hemmung
der DNA-Replikation fuhrt. Auch hemmende Situationen, die sich auf den gesamten zellul&
ren Stoffwechsel auswirken, wie Sauerstoffmangel, bewirken in vivo eine Hemmung der Re-

plikation.

Daim permeabilisierten System die Replikation offenbar gut unterstiitzt wird und Uber lange-
re Zeit éhnlich wie in vivo stattfinden kann, sollten Untersuchungen zur Hemmung maoglich
sein. Jedoch muss bei der Erforschung von sekundéren Effekten auf die Replikation jeweils
auch sichergestellt sein, dass der jeweils gehemmte Stoffwechselweg in der permeabilisierten
Z€lle noch stattfindet. Desweiteren muss zur Untersuchung der Replikation unter hemmenden
Bedingungen der jeweilige Hemmstoff in das Untersuchungs-System eingebracht werden. Um
dabel Verhdtnisse, wie sie in vivo vorherrschen erzeugen zu kénnen ist es nétig, die intrazel-

lulédren Konzentrationen der eingesetzten Hemmestoffe zu kennen. Dies ist unproblematisch,
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sofern der Hemmstoff sich zwischen Aussenmedium und Cytosol ins Gleichgewicht setzt und
auf beiden Seiten der Zellmembran in gleicher Konzentration vorhanden ist. Dann kann die
eingesetzte Konzentration als die Wirkkonzentration angenommen werden. Anders ist die
Situation, wenn Hemmstoffe durch die Zelle aufkonzentriert werden. In diesem Fall kann nur
eineim Vergleich zur Aussenkonzentration erhohte fir den cytosolischen Raum angenommen
werden. Genaue Konzentrationen kdnnen nur geschétzt werden. Generell gilt dies fur den
Fall, dass Effektoren in der Zelle lokal angereichert werden und nicht einheitlich verteilt sind.
Fir solche Félle ist es immer nétig bel permeabilisierten Zellen eine Dosis-Wirkungs-Kurve
der eingesetzten Substanz durchzufthren. Hierbel kann festgestellt werden, in welcher Kon-
zentration eine maximale Wirkung erzielt wird. Vorliegend wurde fir jeden eingesetzten
Stoff, bei dem sich eine dirkekte Wirkung auf Einbauwerte der DNA-Synthese festellen lasst
eine Dosis-Wirkungs-Kurve aufgenommen. Ein weiteres Problem tritt bei Hemmstoffen auf,
die sehr schwer wasserl6slich sind. Die Zugabe solcher Hemmstoff kann beim permeabilisier-
ten System unmoglich sein, da die Replikationsfahigkeit der permeabilisierten Zellen bereits
durch sehr geringen Konzentrationen an DMSO oder durch mehr as 5% Ethanol zerstort
wird. Die Zugabe von Staurosporin in gentigender Konzentration war aus genanntem Grund

bei permeabilisierten Zellen nicht moglich.

4.2.1. Direkte Hemmung der prozessiven DNA-Polymerisation

Durch die Hemmstoffe Ara-CTP und Aphidicolin wird die DNA-Synthese direkt durch
Hemmung der DNA-Polymerase unterbunden. Dies &dussert sich in der Form, dass der einge-
setzte radioaktive Marker in Gegenwart des Hemmstoffes nicht in DNA-Molekile von der
Grosse, wie sie in ungehemmten Zellen auftreten, eingebaut wird. Vielmehr finden sich nur
sehr kurze DNA Ketten. Es findet somit keine Elongation der DNA-Strange statt. Dies steht
mit Ergebnissen zur Wirkung der verwendeten Hemmstoffe in Einklang. Es wurde gezeigt,
dass durch Aphidicolin und Ara-CTP digjenigen DNA-Polymerasen gehemmt werden, die an
der Elongation der DNA beteiligt sind. Die Initiation auf der Stufe der Primer-Synthese dage-
gen wird durch die Hemmstoffe nicht unterbunden. So bleibt die Polymerisation auf der Stufe

der Initiation, genauer des Primings, stehen.

Bel permeabilisierten Zellen konnte gezeigt werden, dass unter Einfluss von Aphidicolin und
Ara-CTP ebenfalls nur kurze DNA-Ketten synthetisiert werden konnen. Eine Hemmung der
Elongation auf diesem Weg ist offensichtlich auch bei permeabilisierten Zellen moglich. Auch
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hier konnte gezeigt werden, dass kein Einbau von o-[**P]-dATP in hochmolekulare DNA
stattfindet.

Dieses Ergebnis verwirft zum einen den Verdacht, dass der beobachtete o-[*P]-dATP Einbau
nicht auf DNA-Replikation zurtickzufihren ist. Da namlich die Hemmung durch direkte Ein-
fluss der DNA-Polymerisation erfolgt, ist anzunehmen, dass der Einbau auch auf DNA-

Polymerisation zurtickzufihren ist.

Darlber hinaus konnte so gezeigt werden, dass die Replikation, wie sie nach Permeabilisie-
rung gefunden wurde, durch Hemmstoffe, die auch in vivo wirksam sind, gehemmt werden
kann. Offenbar wird die Replikation auch nach Permeabilisierung noch durch die in vivo akti-
ven Polymerasen ausgefihrt. Die in permeabilisierten Zellen beobachtete Replikationsreaktion

Ist demnach weitgehend identisch mit der in vivo beobachteten.

4.2.2. Hemmung der Proteinbiosynthese

Durch Einbaukurven mit [*S]-Methionin mit permeabilisierten Zellen wurde gezeigt, dass die
Poteinbiosynthese, sofern diese durch Anwesenheit von Aminosauren im Medium unterstiitzt
wird, ablaufen kann. Wenn die markierten Proteine aus permeabilisierten Zellen neben einer
Markierung aus in vivo Zellen elektrophoretisch analysiert werden, so zeigt sich hier kein
Unterschied im Bandenmuster. Offenbar findet die Proteinbiosynthese auch nach Permeabili-
sierung in vergleichbarer Form statt wie in vivo. Ebenso wie in vivo ist diese auch nach Per-
meabilisierung hemmbar. Durch Gabe von den einzelnen getesteten Hemmstoffen konnte der
Einbau von [*S]-Methionin praktisch vollstandig gehemmt werden. Diese verbleibende Ein-
baurate an [**S]-Methionin in saurefallbares Material ist hier eventuell auf die hohe spezifi-
sche Aktivitat, mit der der radioaktive Marker eingesetzt ist, zurtickzufuihren. Ahnliche Ein-
bauraten, wie sie hier bel permeabilisierten Zellen beobachtet wurden, finden sich auch bel in
vivo Einbauversuchen unter Hemmstoffen, wenn die spezifische Aktivitét des radioaktiven
Markers entsprechend hoch angesetzt wird. Da dieses Ansteigen der saurefdllbaren
%5 Radioaktivitét bei 1angeren Inkubationen auftritt ist es moglich, dass es nicht auf spezifi-
sche Reaktionen der Proteinbiosynthese zuriickzufthren ist, sondern auf Verbindung der an-
gebotenen Aminosaure mit t-RNA oder auch auf kovalente Verknupfung der Aminosiure mit
Thiol-Gruppen von zelluléaren Proteinen. Ausserdem kommt Methionin auch in anderen
Stoffwechselwegen als der Proteinbiosynthese zum Einsatz, so dass der geringe Einbau, der

unter starker Hemmung der Ribosomen beobachtet wurde auch auf andere Stoffwechedwege
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zuriickgefuhrt werden kann. Die Hemmung mit Cycloheximid und Puromycin ist unter diesem
Gesichtspunkt als ebenso erfolgreich anzusehen wie mit Diphtherie-Toxin. Insgesamt ist die
Hemmung der Proteinbiosynthese in permeabilisierten Zellen mit den gleichen Substanzen
maoglich wie in vivo. Jedoch sind erhéhte Konzentrationen der Hemmstoffe nétig, um eine
vollstdndige Hemmung zu erzielen. Dies konnte Folge der Anreicherung des Hemmstoffes bel
intakten Zellen im Cytosol sein.

Cycloheximid hemmt die Proteinbiosynthese durch Wechselwirkung mit der 60 S Unterein-
heit des Ribosoms. Es bewirkt dabel eine Hemmung der Translokation der Peptidyl-tRNA und
auch eine Hemmung der Termination des Peptidsynthese. Diese Befunde wurden mit in vitro
Tranglationssystemen erarbeitet. Auch mit dem vorliegenden ex vivo System der permeabili-
sierten Zellen konnte eine Hemmung des [**S]-Methionin Einbaus registriert werden. Ein vél-
liges Ausbleiben des Einbaus scheint nicht erreicht zu werden. Dies ist eventuell auf die oben
genannten Griinde zuriickzufiihren. Dennoch wird eine Hemmung des **S Einbaus um mehr
as eine Zehnerpotenz erreicht, und es ist von einer weitgehenden Hemmung der Proteinbio-

synthese auszugehen.

Puromycin fuhrt bei der Proteinbiosynthese zu Kettenabbruch. Der Hemmstoff fungiert als
Analogon des 3' Endes der Amionoacyl-tRNA und interagiert so mit der Akzeptor-Stelle der
60S Untereinheit des Ribosoms. Der Hemmestoff wird anschlief3end transpetidiert. Eine weite-
re Synthese ist an einem solchen Peptid nicht mehr mdglich. Es kommt zu abgebrochenen
Peptidketten, die an ihrem Ende ein Pyromycinmolekil tragen. Dieser Mechanismus kann
auch bei permeabilisierten Zellen stattfinden. So kann auch in der Dosis-Wirkungskurve ge-
zeigt werden, dass eine Hemmung des **S Methionin bewirkt wird. Der a-[32P]-dATP Ein-
bau wird hierbei nicht beeinflusst. Hier kann eine starke Hemmung der Proteinbiosynthese
hervorgerufen werden, wie sie auch in vivo auftritt. Dies steht in Einklang damit, dass fur Pu-

romycin keine Anreicherung im Zellinneren angenommen wird.

Diphtherie-Toxin schliefdlich inhibiert die Proteinbiosynthese irrevbersibel, indem es den eu-
karyontischen Elongationsfaktor 2 (eEF 2) mit Hilfe von NAD" ADP-ribosyliert und dadurch
inaktiviert. Diese Hemmung ist absolut irreversibel und kann nur durch Neusynthese des eEF2
aufgehoben werden. Dies ist jedoch wegen der Hemmung der Proteinbiosynthese unmaglich.
Eine Hemmung, die in vivo eingetreten ist wirkt somit in den danach permeabilisierten Zellen
fort. Diese theoretischen Annahmen konnen durch das Ausbleiben des 35-Methionin Einbaus

in Diphtherie-Toxin gehemmten Zellen bestétigt werden.
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Es konnte also gezeigt werden, dass in permeabilisierten Zellen durch verschiedene Hemm-
stoffe eine Verminderung der Proteinbiosyntheseaktivitét bis hin zur vollstandigen Hemmung
madglich ist. Analog zur Situation in vivo war nun zu erwarten, dass hierdurch auch eine
Hemmung der DNA-Replikation und damit des o-[*P]-dATP Einbaus bewirkt wird. Dies
konnte jedoch hier nicht beobachtet werden. In den verschiedenen Situationen findet Einbau
an a-[*P]-dATP statt. Durch qualitative Analyse der radioaktiv markierten Produkte konnte
sichergestellt werden, dass es sich dabel um frischreplizierte DNA aus Hel a-Zellen handelt.
Trotz der Hemmung wird in permeabilisierten Zellen also DNA-repliziert. Durch den Einsatz
verschiedener Hemmstoffe, die biochemisch sehr unterschiedlich sind und auch auf verschie-
dene Weise in die Proteinbiosynthese eingreifen, konnte sichergestellt werden, dass das beo-
bachtete Ausbleiben der mittelbaren Hemmung kein Effekt eines einzelenen Hemmstoffes ist.
Auch konnte durch die extrem hohen Konzentratonen der eingesetzten Hemmstoffe, die den-
noch keine Auswirkung auf die Replikation haben, gezeigt werden, dass kein direkter hem-
mender Einfluss der Stoffe auf die Replikation fur die in vivo beobachtete Hemmung verant-
wortlich ist. Dort tritt die Hemmung also sekundér als Folge der Proteinbiosynthesehemmung
auf. Dieser Sekundareffekt bleibt nach Permeabilisierung aus. Das Fehlen dieses Sekundaref-
fektes geht so weit, dass Zellen, die in vivo durch Diphtherie-Toxin in bezug auf Proteinbio-
synthese und auch Replikation gehemmt waren, nach Permeabilisierung die DNA-Synthese
aufnehmen. Die Tatsache, dass die in vivo vorhandene mittelbare Hemmung nach der Per-
meabilisierung nicht mehr aufrechterhalten wird, zeigt eine Unterbindung der Signaltbertra-
gung zwischen der gehemmten Proteinbiosynthese und der Replikation. In vivo kénnte auf
nicht bekanntem Wege die Hemmung der Proteinbiosynthese durch einen regulatorischen
Hemmstoff auf die DNA-Replikation Ubertragen werden. Der Weg der Informationstibemitt-
lung zwischen beiden Stoffwechselwegen, der zur Koppelung fuhrt, wird durch die Permeabi-
lislerung unterbrochen. Die Wirkung dieser Unterbrechung setzt offensichtlich sehr schnell
ein, da zwischen dem Verlauf der Einbaukurve unter Diphtherie-Toxin und der Kontrollkurve
kein Unterschied zu erkennen ist. Als Permeabilisierungs-Dauer wird eine Zeit von 2 Minuten
angenommen, bis die Zellen gleichmassig mit Poren durchsetzt sind. Aufgrund der gezeigten
Ergebnisse ist davon auszugehen, dass in eben dieser Zeit auch der koppelnde Informations-
weg unterbrochen wird. Dies kann dann nur als unmittel bare Folge des Permeabilisierungsak-

tes geschehen.

Eine Hemmung der DNA-Replikation durch gehemmte Proteinbiosynthese in reinen in vitro

Systemen ist nicht verwunderlich. Dort fehlt eine Vielzahl an cytosolischen und anderen in-
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trazelluldren Komponenten, die zur Signaltbertragung von einem biochemischen Weg zum
anderen notwendig sind. Das hier eingesetzte System beinhaltet jedoch die gesamte Zelle, und
macht diese lediglich durch Poren in der Membran von aussen zugénglich fir niedermolekula-
re Stoffe. Deshalb wére zu erwarten gewesen, dass eine Signal Gibertragung zwischen den beo-
bachteten Phdnomenen DNA-Synthese und Proteinbiosynthese dhnlich wie in vivo ablaufen
kann. Der Faktor, der die Kopplung zwischen der Proteinbiosynthese und der DNA-
Replikation in vivo vermittelt, muss durch die Permeabilisierung unmittelbar betroffen sein,

in einer Weise, dass die Ubertragung der Information , Hemmung' unterbrochen ist.

Trotz der erfolgreichen Hemmung der Proteinbiosynthese im permeabilisierten System kann
kein Einfluss auf die DNA-Replikation festgestellt werden. Die Einbaurate an a-[*P]-dATP
wird nicht parallel zur **S Einbaurate gesenkt, sondern bleibt weiter konstant oder setzt sogar
nach Permeabilisierung wieder ein. Auch das Sedimentationsprofil des erzeugten radioaktiv

markierten Material's entspicht dem aus ungehemmten Zellen.

4.2.3. Hypoxie

Der Zustand der transienten Hypoxie bei HeLa-Zellen ist in der Literatur eingehend charakte-
risiert worden. Bei der Etablierung des hypoxischen Zustandes in vivo macht man sich die
Atmungsaktivitdt der Zellen zunutze, durch die der Sauerstoff aus dem Inkubationsmedium

entfernt wird. Dieser Vorgang bendtigt allerdings einen Zeitraum bis zu vier Stunden.

Da der Erhalt der Replikationsfahigkeit im permeabilisierten Zustand bis maximal vier Stun-
den moglich ist, ist es nétig, den Sauerstoff hier auf anderem Wege zu entfernen. Vorliegend
geschieht dies durch den Einsatz von Ascorbat und Ascorbatoxidase. Durch dieses enzymati-
sche System wird der im Medium vorhandene Sauerstoff vollstandig in einer oxidativen
Reaktion aufgebraucht und so dem Medium entzogen. Die Entfernung des Sauerstoffes aus
dem Kulturmedium konnte mittels Sauerstoffelektrode dargestellt werden. Auch wurde
Uberprift, inwiefern die in dieser Reaktion zur Entfernung des Sauerstoffs zum Einsatz
kommenden Agenzien selbst einen Einfluss auf die Replikation ausliben. Durch
Einbauversuche konnte sichergestellt werden, dass die hier eingesetzten Reagenzien keinen
hemmenden Einfluss auf den Einbau von a-[**P]-dATP haben. Es scheint kein toxischer
Effekt vorzuliegen. Das eingesetzte System von Ascorbat und Ascorbatoxidase erscheint
demnach geeignet, um Versuche mit permesbilisierten Zellen unter Sauerstoffmangel
durchzufihren. Es stellt sicher, dass der Sauerstoff entfernt wird, und behindert nicht per se

die Replikationstatigkeit.
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Dieses System wurde eingesetzt, um bei ungehemmten Zellen nach Permeabilisierung schnell
hypoxische Verhdtnisse zu erzeugen. Daneben wurden Versuche mit Zellen, die zuvor langere
Zeit hypoxisch gehalten waren durchgefuhrt. In allen Féllen replizieren hypoxisch permeabili-
serte HeLa-Zellen in gleicher Weise wie euoxische Kontrollen mit gleicher Vorbehandlung.
Eine Hemmung der Replikation, wie sie in vivo beobachtet wird bleibt nach Permeabilisierung
vollig aus. Auch kann kein Phdnomen, das der Reoxygenierung ahnlich wére, bel
permeabiliserten Zellen beobachtet werden. Nach erneutem Zutritt von Sauerstoff zu
permeabilisierten Zellen, die nach 6h Hypoxie in vivo permeabilisiert worden waren, wird die
Replikationstétigkeit der Zellen vielmehr immer mehr vermindert. Dies konnte auf oxidative
Schadigung der Zellen zurickgefiihrt werden. Offenbar haben die Zdlen durch den langen
Sauerstoffentzug die Mechanismen zum Schutz vor Oxidation zurlickgefahren, und sind nach

Permeabilisierung nicht in der Lage, die nétigen Enzyme schnell genug wieder zu synthetisieren.

Der Effekt von vermindertem Sauerstoff, wie er in vivo eintritt, kann bei permeabilisierten
Zellen nicht gezeigt werden. Das Ausbleiben des hemmenden Effektes bei permeabilisierten
Zellen kann nur direkt als Folge der Permeabilisierung angesehen werden, da bei ungehemm-
ten Zellen durch die Bestandteile des Mediums kein Effekt bewirkt wird. Auch tritt die Auf-
hebung der Hemmung direkt infolge der Permeabilisierung ein, ohne dass weiteres nétig wére.
Offenbar ist auch hier die Kopplung des hemmenden Zustandes der Hypoxie an die Replikati-

onstétigkeit der Zellen durch den permeabilisierten Zustand unterbrochen.

4.2.4. Hydroxyharnstoff

Durch den Hemmstoff Hydroxyharnstoff wird der Ribonukleotidreduktase das fir die enzymati-
sche Aktivitét nétige Radika entzogen. Aufgrund der Inaktivitét des Enzyms konnen keine DNA-
Bausteine mehr zur Verfligung gestellt werden. Durch die Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase
kann die Replikation in vivo gehemmt werden. In vivo hat die Hemmung des Enzyms durch
Hydroxyharnstoff direkt eine Veranderung des Desoxynukleotidpools zur Folge. Da die Reaktion
zur Reduktion der Ribonukleotide gestoppt ist, muss auch die Produktion der Desoxynuklectide
vermindert sein. Da die Desoxynukleotidtriphosphate a's Substrate fir die DNA-Polymerasen die-
nen, liegt hier die Vermutung nahe, dass die Hemmung durch eine Substratverarmung ausftritt.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Zellen, die in vivo gehemmt waren und unter Aufrechterhal-
tung oder Erhéhung der Hydroxyharnstoffkonzentration permesbilisert werden, dennoch die
Replikationstétigkeit einsetzt. Auch hier ist offenbar alein die Permeabiliserung und das einge-
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setzte Permesbilisierungsmedium Aud0ser fir die Aufhebung der Hemmung. In vorliegenden Fall
bietet die Zusammensetzung des Permeabilisierungsmediums eine Erklarung fir die aktive Repli-
kation. Da im Permeabilisierungsmedium die Konzentration an Desoxyribonukleotiden eingesetzt
wird, wie sie bel aktiv replizierenden Zellen anzutreffen ist, wird hier ein hemmender Effekt, der

durch verénderte Zusammensetzung des Desoxynukleotidpool s hervorgerufen wird, aufgehoben.

4.3. Auftreten von kurzkettigen Intermediaten

Bel der Untersuchung des Replikationsverhaltens der permeabilisierten HeLa-Zellen konnten
a-[**P]-dATP-markierte siurefallbare Molekiile von geringem Sedimentationskoeffizienten
und hoher Wanderungsgeschindigkeit im 15 % PAA Gel beobachtet werden. Diese Molekile
treten as einzige markierte Spezies auf, wenn die DNA-Polymerisation durch Aphidicolin
gehemmt ist. Jedoch konnten diese DNA-Molekule auch unter Standardbedingungen unge-
hemmter Replikation markiert und gezeigt werden. Das Auftreten unter ungehemmten Bedin-

gungen unterlag dabel Schwankungen.

Es konnte gezeigt werden, dass die beobachteten Molekile von einer Grésse sind, die durch
die zur Verfigung stehenden Rohrzuckergradienten nicht mehr aufgel6st werden kann. In al-
len Fallen befindet sich die séureféllbare Radioaktivitét in den ersten Gradientenfraktionen. Es
konnte durch die Zentrifugation nicht Uber die Auftragsfraktionen hinaus bewegt werden. Das
Material konnte durch die angewendeten Bedingungen also nicht zur Sedimentation gebracht
werden. Durch Einsatz von radioaktiv markierten Vergleichsproben auf Gradienten konnte
gezeigt werden, dass die beobachteten DNA Molekile deutlich kleinere Sedimentationskoef-

fizienten aufweisen mussen asin der Replikation befindliche Tochterstrénge des SV 40.

Da die Sedimentationsanalyse auf alkalischen Rohrzuckergradienten nicht direkt die Grosse
des entsprechenden markierten Molekils darstellt sondern Aussagen Uber den Sedimentati-
onskoeffizienten der Molekile macht, ist hieraus nicht direkt eine Aussage zur Grésse mog-
lich. Sofern das beobachtete Material nicht DNA sondern andere o-[*2P]-dATP-markierte
Molekile enthielte, wéare die Ubliche Grossenzuordnung auf dem Gradienten nicht méglich.
Durch Dichteanalyse auf isopyknischen Cs,SO, Dichtegradienten konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass die beobachtete o.-[**P]-dATP-Markierung die Dichte von reiner DNA aufweist. Es
kann somit ausgeschlossen werden, dass es sich um eine andere Molekilklasse als DNA han-
delt, die unter Permeabilisierung durch a-[**P]-dATP markiert wurde. Diese Annahme wird

auch durch das beschriebene Einbauverhalten unwahrscheinlich.
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Da das beobachtete markierte Material DNA ist und fur Analyse durch Ultrazentrifugation zu
klein ist, wurde eine elektrophoretische Anayse zur Klérung der Grosse der DNA angeschlos-
sen. Dabei ergab sich, dass der grosste Teil der radioaktiv markierten Molekile unter 100 nt
gross ist. Durch Analyse auf unterschiedlich starken Polyacrylamidgelen wurde deutlich, dass

eine diskrete Grossenverteilung der DNA vorliegt.

Bel 15%igen Gelen, die den Bereich unter 30 nt gut auftrennen, werden 3 starke und einige
weitere schwéchere Banden aufgetrennt. Die starkste Bande findet sich bel 19 nt. Daneben
sind eine Bande bei 16 nt und eine weitere bei 23 nt zu sehen. Weitere schwéachere Banden
treten bel 25 nt und 29 nt auf. Die Auflésung des Bereichs bis 100 nt auf 8%igen Gelen zeigt
neben diesen Banden gréssere Polynukleotide der Grossen 34 nt, 46 nt, 57 nt und 67 nt. Die
Nukleotide dartiber treten nicht al's diskrete Banden auf sondern verlaufen zu einer kontinuier-

lichen Schwérzung.

Fir SV40 wurde berichtet, dass die Okazaki-Fragmente durch Ligation kirzerer Vorganger
Ketten synthetisiert werden. Dabel werden Fragmente der hier beobachteten Grossen aufge-
zeigt. Diese kurzeren Vorlaufer Ketten werden als Replikations-Primer charakterisiert, deren
Entstehung durch Einsatz von Aphidicolin nicht unterdriickt werden kann. Insbesondere
zeichnen sich diese Primer durch Anwesenheit eines kurzen RNA-Anteils aus. Dieser ruhrt
von der Initiation der DNA-Polymerisation her. Es handelt sich um die Initiator-RNA (iRNA),

die bei der Polymerisation um einige zehn Desoxynukleotidmonophosphate verlangert wird.

Vorliegend konnte gezeigt werden, dass die kurzkettigen Intermediate nach Hydrolyse mit
NaOH bei anschlieflender Auftrennung auf PAA-Gelen schneller wandern a's die nicht hydro-
lysierte Kontolle. Die Differenz zwischen der hydrolysierten und der nicht hydrolysierten
Bande betragt dabel jeweils 7 nt. Es zeigt sich also, dass die kurzkettigen Intermediate einen
ungefahr 7 nt langen akalilabilen Anteil haben. Dies deutet darauf hin, dass hier eine Anteil
von Ribonukleotiden in der Kette vorhanden ist. Dies entspricht den in der Literatur beschrie-
benen iRNA mit einer Lange von ungefahr 10 nt zwar quantitativ nicht genau. Jedoch stimmt
das Vorhandensein eines RNA-Anteils von konstanter Lange in den beobachteten verschiede-
nen Banden mit der vorgelegten Theorie Uberein. Die iIRNA wird durch eine DNA-
Polymerase mit dNTP verlangert. Danach werden einzelne Intermediate miteinander verbun-

den. Die beobachteten Langen kénnten wie folgt entstanden sein:
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Grosse des beobachteten Oligonukleotids: Mogliche Zusammensetzung: (Dabei werden die
gemessenen Grossen mit einer Genauigkeit von

+/- 1nt angenommen)

16 23-7 =

19 * 25-7
23 6+7 . *

25 19+7 é

29 23+7 o —

u 25+7 - —>

46 23 + 23 .

S7 23+34 — —-’
67 34+ 34

Zeichenerklarung: _> DNA-Strang (Aphidicolin resistent)

..... akalilabiler Anteil (iRNA)

- in DNA umgewandelter iRNA-Anteil (Aphidico-
lin sensitive DNA-Synthese)

Es konnten mindestens zwel verschiedene Spezies nachgewiesen werden, die einen RNA-
Antell aufweisen. Deren Synthese ist nicht Aphidicolin sensitiv. Die Ubrigen grésseren Inter-
mediate konnten in Einklang mit der bei Nethanel 1991 dargestellten Theorie verschiedene
Stadien der Weiterverarbeitung darstellen. Offenbar treten jedoch bel den permeabilisierten
Zellen im kirzesten Bereich mehrere verschiedene Grossenklassen auf. Nicht nur wie dort
beschrieben zwei verschiedene. Dies kann auf einer Besonderheit des permeabilisierten Sys-

tems oder aber auf hier erfolgter genauerer Auftrennung der Intermediate beruhen.

Ausgehend von den so erhaltenen Daten Uber die kurzkettigen Intermediate wurden die Be-
dingungen fur deren Auftreten néher charakterisiert. Dabel konnte gezeigt werden, dass bei
einem langeren Chase die Intermediate vollsténdig verschwinden. Dies stellt sicher, dass es
sich dabel nicht um Abfallprodukte der Replikation handelt. Diese wirden akkumulieren und

nicht weiterverarbeitet werden. Dies wird auch durch das Verhalten bei einer Langzeitmarkie-
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rung belegt. Vorliegend wurde eine Langzeitmarkierung von 120 Minuten mit gleicher spezi-
fischer Aktivitdt markiert wie eine Pulsmarkierung von 10 Minuten. Bel der Langzeitmarkie-
rung wird keine stérkere Schwérzug der einzelnen auftretenden Banden festgestellt als bei
einer Pulsmarkierung. Ein solches Verhalten kann nur durch eine steady state Konzentration
erklart werden. Offenbar liegen die markierten kurzkettigen Intermediate immer in ungefahr
der gleichen Konzentation vor. Sie werden also im gleichem Masse synthetisisert wie auch
weiterverarbeitet oder abgebaut. Die Schwérzung bei markiertem Material, das zu grossist um
vom Gel aufgetrennt zu werden, ist bel der Dauermarkierung auch deutlich stérker als bel der
Pulsmarkierung. Hohermolekulare DNA wird also bel der Dauermarkierung stérker markiert.
Dies spricht fur eine Inkorporation der kurzkettigen Intermediate in die hdhermolekulare
DNA. Dies konnte auch durch das Sedimentationsverhalten auf akalischen Rohrzuckergra-
dienten gezeigt werden. Denn Chase V ersuche zeigen dort, dass die auftretenden kurzkettigen

Molekule tatsachlich weiterverarbeitet und in die hthermolekulare DNA integriert werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Intergration der kurzen Ketten unter Einfluss von
Hemmstoffen, die DNA-Polymerasen hemmen, nicht stattfinden kann. Dartberhinaus konnte
kein Einfluss von Hemmstoffen auf deren Auftreten gezeigt werden. Egal welcher Hemmstoff
eingesetzt wurde treten die kurzkettigen Intermediate in gleicher Weise auf wie bel einer Kon-
trolle. Dies stimmt mit dem Bild Uber die Beeinflussbarkeit der Replikation bei permeabili-
sierten Zellen an sich Uberein. Einfluss auf die Replikation kann nach der Permeabilisierung
nur durch Antibiotica genommen werden, die direkt an DNA-Polymerasen angreifen. Indirek-
te Auswirkungen auf die Replikation infolge der Hemmung eines Stoffwechselweges der Zel-
le durch Antibiotica kann bei permeabilisierten Zellen weder in Bezug auf die grossen Repli-
kons noch in Bezug auf die kurzkettigen Intermediate der Replikation bewirkt werden. Da die
kurzkettigen Intermediate nach Permeabilisierung in besonders starkem Ausmass auftreten,
sollte versucht werden zu ergriinden, wodurch deren Auftreten verstarkt wird. Ein Hinwels
ergab sich aus der Sedimentationsanalyse von Material, da unter Einfluss von unterschiedli-
chen Konzentrationen von a-Toxin markiert wurde. Dabel zeigt sich, dass bel sehr niedrigen
und bei sehr hohen Konzentrationen in verstarktem Masse kurzkettige Intermediate produzeirt
wurden. In dem Bereich, der normalerwiese in Versuchen mit permeabilisierten Zellen einge-
setzt wird jedoch trat im Vergleich hierzu kaum kurzkettiges markiertes Material auf. Dies
konnte auf ungentigende oder Ubermassige Permeabilisierung der Zellen zurtickzufihren sein.
Bel zu geringer Permeabilisierung wére es moglich, dass die Zellen nicht schnell genug mit

dem Permeabilisierungsmedium ins Gleichgewicht gesetzt werden kénnen. Als Folge hiervon
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konnte Mangel an Substanzen, die darin enthalten sind auftreten. Bei tberméassiger Permeabi-
lisierung kénnten die Poren so gross werden, dass auch Protein und hochmolekulare Substan-
zen austreten. So wére die Integritét der Zelle vollstandig zerstort. In diesem Fall wirde die
Replikaton durch Fehlen von Substanzen, die im Medium nicht enthalten sind gestért. Bei der
Anayse von markiertem Material auf PAA-Gel, das unter den beschriebenen Bedingungen
markiert wurde, konnte jedoch kein Unterschied in der Stérke der einzelnen Banden in Ab-
hangigkeit von der a-Toxin-Konzentration gesehen werden. Dies deutet darauf hin, dass das
verstarkte Auftreten der Repliaktonsprimer im permeabilisierten System nicht eine Folge von

zu starker oder zu schwacher Permeabilisierung ist.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das kurzkettige Material sich verhalt wie die in der
Literatur fur SV40 beschriebenen Primer der Replikation. Diese Primer treten nach Permeabi-
liserung sehr stark vermehrt auf. Das Auftreten wurde in wechselndem Ausmass beobachtet.
Jedoch war immer eine kleine Fraktion vorhanden. Deren Ausmass konnte jedoch so weit
anwachsen, dass der grosste Anteil der markierten DNA sich in den ersten Fraktionen der
SW28 Gradienten fand. Die Ursache fur das vermehrte und unterschiedliche Auftreten konnte

vorliegend nicht geklart werden.

4.4. Verwertung der angebotenen Nukleotidbausteine

Die bisher dargestellten Ergebnisse wurden alle mit Hilfe des Einbaus von a-[**P]-dATP er-
halten. Bel Versuchen mit variierter spezifischer Radioaktivitét des Markers war jedoch fest-
gestellt worden, dass keine lineare Abhangigkeit der Einbaurate von der angebotenen Aktivi-

tét bestenht.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Gegenwart des Antibiotkums Hydroxyharnstoff die mar-
kierte DNA starker mit dem Dichtemarker BrdUTP substituiert wird als unter ungehemmten

Bedingungen. Dasselbe gilt auch unter hypoxischen Bedingungen.

Die beiden getesteten Situationen unterbinden die Synthese von Desoxynukleotidbausteinen
aus Ribonukleotidbausteinen, indem sie das Enzym Ribonukleotidreduktase inhibieren. Hier-
durch kénnen durch den Stoffwechsel der Zelle keine DNA-Bausteine mehr zur Verfigung
gestellt werden. Die Replikation ist in permeabilisierten Zellen dann vollstandig von den
Nukleotiden, die das Medium zur Verfigung stellt abhangig. Da bei aktiver Ribonukleotidre-
duktase und mdglicher Eigensynthese durch die Zellen der Substitutionsgrad geringer ist als

unter Hemmung, ist davon auszugehen, dass eine Verdinnung der im Permeabilisierungsme-
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dium angebotenen Marker durch Bausteine, die die Zelle aus dem eigenen Stoffwechsel zur
Verfugung stellt, erfolgt. Bei Ausschalten dieser Moglichkelt tritt eine hohere spezifische Ak-
tivitét des Dichtemarkers und damit ein stérkerer Substitutionsgrad zu Tage.

Bel Reoxygenierung nach Permeabilisierung konnte jedoch der Substitutionsgrad nicht wieder
auf den Zustand der euoxischen Kontrolle gebracht werden. Offenbar ist es den permeabili-
sierten Zellen nicht moglich, die Aktivitéat der Ribonukleotidreduktase wieder herzustellen.
Maoglicherweise fehlt hierfir ein Kofaktor, oder das verlorene Eisen kann wegen der zu star-
ken Verdinnung nicht wieder eingesetzt werden. Dies kdnnte auch der Grund daflr sein, dass
Zéellen, die hypoxisch permeabilisiert und anschlief3end euoxisch begast werden, Uber léngere

Zeit nicht die Einbaurate halten kénnen, die die hypoxisch begaste Kontrollen aufweisen.

Es zeigt sich also, dass permeabilisierte Zellen in der Lage sind, aus Ribonukleotiden DNA-
Bausteine herzustellen. Dies konnte insbesondere durch eine Markierung mit [*H]-rCDP ge-

zeigt werden.

Das Sedimentationsprofil des [*H]-rCDP-pulsmarkierten Materials auf alkalischen Rohrzu-
ckergradienten gleicht dem der a-[¥P]-dATP Markierung, die gleichzeitig bei denselben Zel-
len durchgefiihrt wurde. Es handelt sich dabel also um neureplizierte Tochterstrang-DNA aus
den HeLa-Zellen. Diese kann die Markierung nur tragen, wenn das eingesetzte Ribonukleotid
reduziert wurde. Eine Ribonukleotidmarkierung wéare auf dem akalischen Gradienten nicht
stabil und kénnte nicht sduregeféllt werden. Dieses Ergebnis belegt eindeutig die Aktivitét der
Ribonukl eotidreduktase der permeabilisierten Zellen.

Es konnte also gezeigt werden, dass die DNA-Synthese in permeabilisierten HelLa-Zellen
nicht vollstéandig von den zur Verfligung gestellten Nukleotidbausteinen abhangt. Ein geringer

Anteil stammt auch aus der eigenen Biosynthese.

4.5. Versuche zur Wiederherstellung der Hemmbarkeit

Grundsétzlich stellt sich die Frage, wie die Versuche durchgefiihrt werden sollen, mit denen
Uberprift wird, ob eine in Frage stehende Situation einen hemmenden oder steigernden Effekt

auf die Replikation in den permeabilisierten Zellen aufweist.

Es ist davon auszugehen, dass eine Situation, die einen hemmenden Effekt aufweist zu gerin-
gerer Einbaurate im Dauereinbauversuch mit den permeabilisierten Zellen fihrt. Die Untersu-

chung der Einbaurate der Zellen unter dem Einfluss der fraglichen Substanz soll deshalb im
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folgenden immer als Eingangexperiment dienen. Wenn bel einer solchen Einbaukurve signifi-
kante Verénderungen der Einbaurate beobachtet werden, so ist diese Verdnderung durch ande-

re Analysemethoden weiter zu verfolgen.

Sofern sich bei einer getesteten Substanz keinerlei Veranderungen der Aktivitét im Vergleich
zur Kontrollsituation ergeben, so kann nach Abwégung der an den Versuch gestellten Prémis-

sen und etwaigen Moglichkeiten eine Wirkung der Substanz ausgeschlossen werden.

4.5.1. Einfluss der Riickstande aus dem Kulturmedium RPMI

Zu Beginn der Versuche zur Regulierung der Replikation in permeabilisierten Zellen stellte
sich die Frage, ob nicht Bestandteile des Kulturmediums fur die Zellkultur Ursache fir die
ungehemmte Replikation sein konnten. Durch die Poren wére ein verstérkter Eintritt Wachs-
tumsvermittelnder Substanzen aus dem Medium in das Zellinnere denkbar. Als solche Sub-
stanzen kommen Nukleotide in Frage, die auch von den Zellen selbst in das umgebende Me-
dium abgegeben worden sein kdnnen. Solche Substanzen kénnten in nicht geringer Konzent-
ration in das Permeabilisierungsmedium verschleppt werden, da zwischen dem Entfernen des
Kulturmediums und der Permeabilisierung kein Waschschritt eingeschaltet wird. Durch Ver-
suche mit zusétzlichem Waschen konnte gezeigt werden, dass kein Einfluss von verbliebenen
Mediumbestandteilen auf die Replikationstéatigkeit in den permeabilisierten Zellen zu sehen
ist. Dabei konnte durch Waschen mit RPMI ohne FKS ein Einfluss von verbliebenen Bestand-
teilen des Kdaberserums ausgeschlossen werden. Da hierbei auch keine Antibiotika im
Waschmedium anwesend waren, kann auch ein Effekt durch diese Substanzen ausgeschl ossen
werden. Durch dieses Waschen mit frischen Medium konnten auch Effekte von Substanzen,
die durch die Zellen selbst wahrend der Kulturdauer ins Medium abgegeben wurden ausge-
schlossen werden. Offenbar wird also auch durch Substanzen, mit denen die Zellen sich ihr
Medium selbst konditionieren kein feststellbarer Effekt auf die Replikation ausgelibt. Das
Ausbleiben eines Effektes beim Waschen mit Puffern wie PBS oder HANKS Losung schlief3-
lich zeigt, dass auch die Bestandteile des Medium RPMI 1640 keinen Einfluss auf die Einbau-
rate unter den gegebenen Bedingungen haben.

Die Ausgangsbeobachtung fur die Versuche zur Wirkung des Mediums war eine ungehemmte
Replikation. Diese wies nicht die in vivo gegebene Replikationsregulation auf. Als Erklérung
hierfir wére wie gezeigt eine aktivierende Substanz, die in die Zellen eindringt, oder aber eine
hemmende Substanz, welche die Zellen verlasst denkbar. Fir die Ruckstéande aus dem RPMI-
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Medium, die als potentiell immer vorhanden anzusehen sind, wére also nur die Mdglichkeit
einer aktivierenden Wirkung auf die Replikation denkbar gewesen. Dann wére zu erwarten
gewesen, dass bei Wegfallen dieser aktivierenden Situation ein Riickgang der Replikation zu
verzeichnen ist. Da dies vorliegend nicht gefunden wurde, kann ein aktivierender Effekt, den
die Mediumriicksténde auf die Replikation ausiiben, ausgeschlossen werden. Die festgestellte
ungehemmte Replikation tritt also nicht als Artefakt infolge einer Verunreinigung der Per-

meabilisierungsmediums mit Ruckstanden aus dem Permeabilisierungsmedium auf.

4.5.2. Einfluss des pH-Wertes

Fir jede biochemische Reaktion gibt es einen pH-Wert, bel dem die grosste Reaktionsge-
schwindigkeit erreicht werden kann. Damit in intakten Zellen die notwendigen Reaktionen
optimal ablaufen kénnen, ist es natirlich nétig, dass dabel auch jeweils das pH-Optimum der
beteiligten Enzyme eingehalten wird. Andererseits kann durch eine Veradnderung des pH-

Wertes vom Optimum weg auch eine Hemmung der enzymatischen Aktivitét erreicht werden.

Durch die Permeabilisierung wird der intrazellulére pH-Wert auf den pH-Wert des Permeabi-
liserungsmedium eingestellt. Die Anwesenheit des Puffers PIPES verhindert eine Verande-
rung des pH sehr effektiv. Deshalb ist nicht davon auszugehen, dass pH-Unterschiede, wie sie
im Inneren von Zellen unter physiologischen Bedingungen infolge der Kompartimentierung
auftreten, nach Permeabilisierung noch mdglich sind. Vielmehr ist davon auszugehen, dassim
gesamten Cytosol und auch im damit in Verbindung stehenden Kernraum, der einheitliche

pH-Wert des Permeabilisierungsmediums vorherrscht.

Auf der Grundlage dieser Uberlegungen wurde gezeigt, dass in einem weiten Bereich von
physiologisch denkbaren pH-Werten keine drastische Verdnderung der Einbauaktivitét bei
permeabilisierten Hel.a-Zellen auftritt. Sowohl eine zu starke Ansduerung als auch zu starke
Alkalisierung des Mediums erscheint dabei nicht sinnvoll, weil dadurch Zellbestandteile ge-

schadigt werden kénnten. Dies konnte einen Effekt auf die Replikation vortauschen.

Die Einbauwerte, die in Abhangigkeit von dem pH-Wert des Permeabilisierungsmedium er-
halten wurden, zeigen eine schwaches Optimum bel den physiologisch Ublichen Werten um
pH 7,2. Durch den Einfluss von Hemmstoffen der Proteinbiosynthese wird jedoch in vivo eine
drastische VVerminderung der Einbauaktivitat an *H-dThd bewirkt. Unter Cycloheximid sinken
die Einbauwerte unter 5 % der Kontrolle ab. Bei Hypoxie ist ein Absinken auf 20 % der Kon-

trolle Ublich. Solche starken Veranderungen sind hier nicht zu verzeichnen.
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Esigt adso nicht davon auszugehen, dass die Hemmung in vivo durch eine Veranderung des pH-
Wertes erreicht wird. Die Hemmbarkeit geht dann im Permeabilisierungsmedium nicht infolge des
garren, durch einen Puffer gehadtenen pH-Wertes verloren. Dies ermdglicht, dass die weiteren

Versuche in dem tblichen Permeabilisierungsmedium mit pH 7,2 durchgef iihrt werden.

4.5.3. Einfluss des Membranpotentials auf die Replikationsaktivitat

Eine unmittelbare Folge der Bildung von Poren in der Membran von Zellen ist es, dass das
Potential, das sich Uber die Membran hinweg unter physiologischen Bedingungen einstellt
nicht mehr aufrecht erhalten werden kann. Ein Effekt, der unmittelbar in Zusammenhang mit
der Porenbildung in der Plasmamembran auftritt, konnte also durchaus auf den Zusammen-
bruch des Membranpotentials zurtickzufthren sein. Eine Untersuchung dieser Zusammenhan-
geist bel permeabilisierten Zellen jedoch nicht méglich, da es auch kiinstlich nicht mehr mog-

lichist, ein Membranpotential Gber die von Poren durchsetzte Membran hinweg zu erzeugen.

Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen zur Auswirkung des Membranpotentials auf

die Replikation in HeLa-Zellen an Zellen in vivo durchgefiihrt.

Dort bieten sich verschiedene Méglichkeiten das Membranpotential zu beeinflussen. Zum
einen kann eine Ausbildung des Membranpotentials dadurch verhindert werden, dass die lo-
nenzusammensetzung des Aussenmedium stark veréndert wird. Zum anderen kénnen die lo-

nenkandle der Zelle durch Ouabain vergiftet werden.

Fur beide Moglichkeiten konnte durch Einbauwerte unter verschiedenen Inkubationsbedin-
gungen gezeigt werden, dass die Hemmbarkeit der Replikationsaktivitdt bei HeL a-Zellen auch
bei fehlendem Membranpotential besteht.

Es wurde gezeigt, dass Zelen, die durch Cycloheximid gehemmt sind, durch Zerstérung des
Membranpotentias nicht zu einer ungehemmten Replikationsaktivitdt angeregt werden kdnnen.
Auch kann nach Zerstérung des Membranpotentias eine Hemmung durch Cycloheximid bewirkt
werden. Bel ungehemmten Zelen wirkt sich die Zerstérung des Membranpotentias innerhab des
beobachteten Zeitraumes nicht auf die Replikationstétigkeit der Zellen aus. Diese Beobachtungen
wurden bei beiden Méglichkeiten zur Zerstérung des Membranpotentials gemacht. In beiden Fal-
len wurde trotz des drastischen Eingriffs der jeweiligen Bedingungen in den Zdllstoffwechsel keine
Auswirkung auf die Regulation der Replikationstétigkeit festgestellt. Dies gilt sowohl fur die Ein-
bauaktivitét der Zellen, als auch fir das Erscheinungsbild der markierten DNA.

105



Es konnte gezeigt werden, dassin vivo der Regulationsmechanismus, der zur Hemmung der DNA-
Replikation infolge der Proteinbiosynthesehemmung durch Cycloheximid fuhrt, nicht durch das
Zusammenbrechen des Membranpotentials beeinflusst werden kann. Dies fihrt zu dem Schluss,
dass auch bei den permeabilisierten Zellen nicht die Zerstérung des Membranpotentials durch die
Poren die Ursache fur die beobachtete ungehemmte Replikation sein kann.

4.5.4. Einfluss der Ca""-Konzentration

Aufgrund der Tatsache, dass das zweiwertige lon Calcium in eukaryontischen Zellen kompar-
timentiert und nicht gleichférmig in der gesamten Zelle in einer Konzentration vorliegt, und
Calcium auf3erdem in Signal Ubertragungswegen eine Rolle spielt, sollte hier speziell seine
Auswirkung auf die Replikaionsaktivitét getestet werden.

Dabel sollte durch das Weglassen des Chelators EGTA sichergestellt werden, dass die einge-
setzten Konzentrationen auch wirklich in freler Form vorliegen. Es konnte gezeigt werden,
dass durch die Variation der Calcium-Konzentration im Permeabilisierungsmedium keinerlel
Effekt auf die Einbauaktivitdt ausgelibt werden kann. Die Einbauwerte sind alle weitgehend
gleich, und stimmen auch mit dem Kontrollwert fur Cacium, wie es im Standard-

Permeabilisierungsmedium vorliegt, Uberein.

Offenbar wird die indirekte Hemmbarkeit der Replikation nicht durch die im Permeabiliserungs-
medium eingesetzte Calcium-Konzentration verhindert. Calcium kommt demnach auch nicht as

die gesuchte Ubermittlersubstanz fiir die Regulation der Replikationsinitiation in Frage.

4.5.5. Einfluss des Redoxzustandes von Thiolgruppen der Proteine

Eine weitere direkte Folge der Permeabilisierung der Zellen konnte die Veranderung des Re-
doxzustandes zellulérer Proteine sein. Dies wére dadurch zu erklaren, dass das physiologische
System zur Erhaltung des Redoxzustandes von Thiolgruppen, Glutathion, in den permeabili-
sierten Zellen nicht mehr aktiv ist.

Vorliegend wurden verschiedene reduzierende Agenzien und auch ein Oxidationsmittel eingesetzt,
um deren Wirkung in bezug auf die Replikationsaktivitét zu testen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Replikation bal einer Konzentration von 0,5 uM DTT en Optimum aufweist. Fur GSH konnte
kein Einfluss auf die Replikation festgestel It werden. Bel Einwirken von Wasserstoffperoxyd konnte
eine sehr starke Abnahme der Einbauaktivitét bel hohen Konzentrationen beobachtet werden.
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Die gezeigte Auswirkung von DTT auf die Einbauaktivitét entspricht im Ausmass dem Effekt, der
be Hemmstoffen auf die Replikation beobachtet wird. Hypoxie senkt die Replikationsaktivitét auf
weniger asen Drittd ab. Hier ist eine Steigerung durch DTT auf das vierfache zu verzeichnen. Das
Ausmass der beobachteten V eranderung entspricht also dem Erwarteten. Durch Sedimentationsanay-
S des Materids, das unter DTT und in Abwesenheit von DTT markiert wurde konnte gezeigt wer-
den, dass der Unterschied im Einbau hier nicht durch eine Hemmung der Replikation, wie Sein vivo
Auftritt, verursacht ist. Das Sedimentationsprofil entspricht demjenigen ungehemmter Replikation.
Auch ohne DTT findet dso Initiation statt. Die Steigerung des Einbaus in den permesbiliserten He-
La-Zdlen geht dso nicht mit dem Verlust der Hemmbarkeit der Initiation einher. Vielmehr ist auchin
Abwesenheit von DTT keine Hemmbarkeit vorhanden. Auch wenn sich kein DTT im Permesbililse-
rungsmedium befindet, betreiben die permesabiliserten HeLa-Zellen DNA-Replikation. Der Einbau-
unterschied ist demnach auf verlangsamte Reaktionen zurtickzufGhren.

Fur die Aktivitét des physiologischen Reduktors Glutathion konnte in einer Dosis-Wirkungs-
Kurve gezeigt werden, dass keinerlel Einfluss durch Variation der Konzentration auf den a-
[*?P]-dA TP-Einbau ausgeiibt werden kann. Dies deutet darauf hin, dass der Redoxzustand von
Poteinen mit Thiolgruppen, der durch dieses Agens beeinflusst wird, keine Rolle fir die Re-

plikationstatigkeit spielt.

Die Tatsache, dass durch hohe Konzentration an H,O, die Replikation gehemmt wird, ver-
wundert nicht. Schliefdlich wird eine Vielzahl zelluldrer Stoffe durch das starke Oxidations-
mittel geschadigt.

Die erhaltenen Daten zeigen, dass durch den Redoxzustand von Thiolgruppen zelluldrer

Proteine kein Einfluss auf die Replikation ausgeiibt wird.

4.5.6. Einfluss der Konzentration von Nukleotiden

Die Konzentrationen der vier Desoxynukleosidtriphosphate befinden sich in vivo in einem
komplexen Gleichgewicht.* Die Konzentrationen der vier Nukleotide differieren dabei unter-
einander zum Teil stark. Auch treten Variationen der Konzentrationen in Abhangigkeit vom
Zellzyklus auf. Veranderungen der natlrlichen Gegebenheiten konnen direkt die DNA-
Synthese beeinflussen. So fuhren Ungleichgewichte zu erh6hter Mutationsrate. Als Substrate
fur die DNA-Polymerasen bestimmen die dNTP auch deren Reaktionsgeschwindigkeiten.

24 Albert, D., Gudas, L., 1985.
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Aufgrund der komplexen und fir die einzelnen Nukleotide unterschiedlichen Regulation der
jeweiligen Konzentration erscheint es moglich, dass die Hemmung und Aktivierung der Re-

plikation durch Bestandteile der Nukleotidpools bewirkt wird.

Die einfachste denkbare M oglichkeit besteht darin, dass die Konzentration eines einzigen Nu-

kleotides bei Konstanthaltung der tbrigen eine effektorische Wirkung zeigt.

4.5.6.1. Konzentration der Desoxynukleosidtriphosphate

Ein direkter Einfluss auf die DNA-Replikation ist in direktester Weise fir die Desoxynukleo-
sidtriphosphat denkbar, die selbst Substrate fir die DNA-Polymerasen sind.

Der Effekt der einzelnen Desoxynukleosidtriphosphate wurde vorliegend durch Dosis
Wirkungs-Kurven fir jedes der vier bel konstanter Konzentration der Gbrigen und durch Ein-
baukurven mit verschiedenen Konzentrationen fur dGTP und dCTP gezeigt. Fur dATP und
dTTP konnte keine Abhéngigkeit der **P-Einbauaktivitit von der eingesetzten dNTP-
Konzentration gefunden werden. Fur die Basen Cytosin und Guanin wurde dagegen gezeigt,
dass durch eine Steigerung von deren Konzentration auch eine Einbausteigerung bewirkt wer-
den kann. Dieses Ergebnis konnte auch durch Einbaukurven mit unterschiedlichen Konzentra-

tionen der Nukleotide bestétigt werden.

Das Ausmass der Einbausteigerung liegt allerdings nicht in einer Gréssenordnung vor, dass
von einem regulatorischen Effekt der getesteten Substanzen ausgegangen werden kann. Viel-
mehr beeinflussen die eingesetzten Substanzen al's Substrate der beobachteten Reaktion deren
Ausmass automatisch mit. Die beobachtete Steigerung konnte also auf enzymkinetischen Ef-
fekten beruhen. Ein regulatorischer Effekt auf die DNA-Replikation durch die Konzentration

eines der dNTP erscheint anhand der erhaltenen Ergebnisse nicht wahrscheinlich.

4.5.6.2. Konzentration der Desoxynukleosiddiphosphate

Die Desoxynukleosiddiphosphate sind die Produkte der Reduktionsreation durch die Ribo-
nukleotidreduktase. Sie sind selbst keine Substrate fur die DNA-Polymerisation. Die dNTP
werden aber unmittelbar aus diesen durch Phosphorylierung hergestellt. Bel diesen Vorlaufern
der DNA ist also ein unmittelbarer Zusammenhang gegeben. Jedoch scheiden direkte kineti-
sche Effekte auf die DNA-Polymerisation aus.

Durch Dosis-Wirkungs-Kurven aller vier dNDPs konnte keine Abhangigkeit des a-[**P]-
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dATP-Einbaus von deren Konzentration gezeigt werden. Da ale Markierungen mit o-[*P]-
dATP durchgefiihrt wurden, erklart sich der Einbaurtickgang bei dADP mit steigender Kon-
zentration durch die Verdinnung des radioaktiven Markers durch phosphoryliertes dADP.

Insgesamt konnte aso kein Effekt der Variation der Konzentration einzelner Desoxynukleotide
festgestellt werden. Es kann aso ausgeschlossen werden, dass die ungehemmte Replikation der
permeabilisierten Zelle in Gegenwart von Hemmern der Proteinbiosynthese oder unter verminder-
tem Sauerstoffpartialdruck alein auf die Verfigbarkeit der Nukleotide aus dem Permeabilise-

rungsmedium zurlickzufthren i<t

4.5.7. Einfluss cytosolischer Extrakte

Die andere Alternative zur Erklérung des replikativen Verhaltens der Hela-Zellen nach der Per-
meabilisierung geht davon aus, dass eine hemmende Substanz durch die Poren in der Membran die
Zdle verlasst. Infolge dieses Audlritts gehen die Zdlen in einen ungehemmten Zustand Uber. Die
erneute Hemmung nach Permeabilisierung ist dann nicht moglich, well entweder die Substanz
nicht mehr synthetisert werden kann, oder, well sie ins Umgebende Permeabilisierungsmedium

verdinnt wird und so in zu geringer Konzentration vorliegt.

Sofern eine solche intrazellulére Substanz in stabiler Form vorliegt, sollte sie auch aus den Zellen
isoliert werden kdnnen. Vorliegend wurde nun versucht, auf verschiedene Weise niedermolekulare

Zdlextrakte zu erzeugen, und diese dem Permesbilisierungsmedium zuzusetzen.

4.5.7.1. Konditionierung des Permeabilisierungsmediums

Die vorliegende Annahme ist o, dass permesbilisierten Zdlen durch die Poren eine Substanz in das
Permesbiliserungsmedium abgeben, die die Hemmung ermdglichen konnte. Um dies zu untersu-
chen, wurde Permeabiliserungsmedium langere Zeit mit Zelen inkubiert, in der Absicht, diese aus-
getretenen Substanzen darin anzureichern. Als das so gewonnene konditionierte Permeabiliserungs-
medium auf weiteren Zellen eingesetzt wurde, konnte festgestellt werden, dass mit steigender Vor-
konditionierungszeit ein adlmahlicher Riickgang der Einbauaktivitét zu verzeichnen war. Aufgrund
der langen Inkubationszeit von Zdlen in dem jeweiligen Medium ist jedoch davon auszugehen, dass
dieser Ruickgang eine Folge der Verarmung des Mediums an ATP und DNA-Bausteinen ist. Daaso
in einem kurzen Konditionierungszeitraum keine Effekte gezeigt werden kdnnen, erweist sich die

Methode d's ungeeignet um die Anreicherung von austretenden Substanzen zu verfolgen.
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4.5.7.2. Roher Zellextrakt durch methanolische Extraktion

Mit Methanol lassen sich niedermolekulare Substanzen auf einfache Weise aus Zellen extra-
hieren. Deshalb sollte versucht werden, ob durch einen methanolischen Extrakt aus gehemm-

ten HeLa-Zellen eine Hemmung bei den permeabilisierten Zellen erzeugt werden kann.

Bel einer Dauereinbaukurve, die methanolischen Extrakt aus ungehemmten Zellen enthielt,
wurde ein Einbau erhalten, der etwa 5 % des Einbauwertes der Kontrolle betrug. Der metha-
nolische Extrakt aus ungehemmten Zellen bewirkt also eine Hemmung der a-[**P]-dATP-
Einbauaktivitét bel permeabilisierten HeLa-Zellen. Aus diesem Grund ist es hier nicht mog-

lich, den Effekt, den der Extrakt aus gehemmten Zellen hat zu untersuchen.

Die Hemmung der DNA-Polymerisation durch den methanolischen Extrakt kann darauf zu-
ruckgefhrt werden, dass dieser neben den niedermolekularen intrazellul&ren Substanzen auch
Membranbestandteile enthalt. Aufgrund dieser Bestandteile des methanolischen Extraktes
werden die Zellmembranen der permeabilisierten Zellen zusétzlich zur Porenbildung gesché-
digt. Auch kann der Extrakt moglicherweise Reste an Methanol enthalten. Dieses wirkt dann
toxisch auf die permeabilisierten HelL a-Zellen, die sich als empfindlich gegentber akoholi-
schen Losungsmitteln erwiesen haben. Eine Replikation wie in kontrolliert permeabilisierten

Zellenist in diesen stérker geschadigten Zellen nicht mehr mdéglich.

Die Gewinnung eines rohen Extraktes mit Methanol scheint also nicht geeignet um eine An-

reicherung einer regulatorischen Substanz aus Hel a-Zellen zu bewirken.

4.5.7.3. Cytosol

Eine weitere Moglichkeit, cytosolische Extrakte aus HelLa-Zellen zu gewinnen besteht darin,
die Zellen aufzuschliessen und dann durch Ultrazentrifugation das Cytosol zu gewinnen. Die-
se Methode wurde vorliegend fir die Gewinnung von Cytosolen aus ungehemmten und Cyc-
loheximid gehemmten HeLa-Zellen eingesetzt. Das Cytosol wurde dann dem Permeabilisie-

rungsmedium zugegeben.

Es konnte gezeigt werden, dass Cycloheximid vorgehemmte Zellen Uber einen Zeitraum von
90 Minuten hinweg in gleichem Masse a-[*?P]-dATP einbauen, egal ob das Permeabilisie-
rungsmedium den cytosolischen Extrakt aus gehemmten Zellen enthielt, oder ob es ein Kon-
trollmedium war. In beiden Féllen wird die Hemmung der Replikation durch die Permeabili-

sierung aufgehoben. Dies zeigt, dass durch den Zusatz des cytosolischen Extraktes kein Ein-
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fluss auf die Regulation der Replikation in permeabilisierten Zellen genommen werden kann.
In der eingesetzten Weise kann also die Anwesenheit von Faktoren, die die Replikationsregu-

lation vermitteln, im Cytosol nicht gezeigt werden.

4.5.8. Einfluss verschiedener niedermolekularer Substanzen

Die Hemmsituationen, deren Einfluss auf die Replikation vorliegend untersucht werden soll,
haben alle direkten Einfluss auf den metabolischen Zustand der Zelle. Durch die Hemmung
von Biosynthesewegen wird in den Energiehaushalt der Zelle eingegriffen. Das Verhdtnis der
zelluldren Redoxéaguivalente NAD*/NADH oder der Phosphorylierungsaguivalente ATP/ADP
wird in eine Richtung aus dem physiologischen Zustand heraus verschoben. Deshalb scheint
es moglich, dass die Regulation der Replikation direkt durch die genannten Verhdtnisse ge-
steuert wird. Um dies zu Uberpriifen, wurde der Einbau von permeabilisierten HeLa-Zellen

unter Variation dieser genannten Verhaltnisse untersucht.

4.5.8.1. Das NAD'/NADH Verhiltnis

In einer Vielzahl biochemischer Reaktionen wird NADH oder die oxidierte Form NAD einge-
setzt. Dadurch, dass alle Reaktionen in einem geregelten Ausmass ablaufen, entsteht so eine
balancierte Konzentration von NAD und NADH in der Zelle. Es stellt sich als steady state ein
bestimmter Quotient der beiden Formen ein. Wenn nun eine wichtiger Stoffwechselweg un-
terbrochen wird, kann dies dazu fuhren, dass der Umsatz der genannten Kofaktoren verandert
wird. Als Folge verandert sich der Quotient aus den Konzentrationen der beiden Formen. Die-
ser Quotient konnte also ein direktes Mass fur die normale Funktion aler wichtigen Stoff-
wechselwege in der Zelle darstellen. Die Veradnderung desselben konnte als direktes Signal fir
eine essentielle Stérung des Zellstoffwechsels gewertet werden. Hierin kdnnte eine einfache
Maoglichkeit bestehen, die Aktivitét von verschiedenen Stoffwechselwegen aufeinander abzu-
stimmen. So kdnnte auch die Regulation der Initiation der Replikation durch den genannten

Quotienten vermittelt sein.

Fur das Verhaltnis von oxidierter und reduzierter Form des NAD kdnnen in Abhéngigkeit von
einer Hemmsituation keine genauen Prognosen abgegeben werden, da zu viele verschiedene

Parameter auf dieses Verhdtnis einwirken. Deshalb wurden hier Einbauwerte mit einer Reihe
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unterschiedlicher Verhédltnisse unter variierten Einbaubedingungen aufgenommen. Es zeigt
sich dabei eine relativ weite Streuung der Einbauwerte. Jedoch sind die beobachteten Unter-
schiede nicht so gross, wie es fur eine gehemmte und nichtgehemmte Replikation zu erwarten
ware. Ausserdem sind die Schwankungen nicht in eine Korrelation zu den angelegten Bedin-
gungen zu bringen. Eine einfache Regulation durch das angelegte Verhaltnis der beiden Sub-

stanzen konnte damit nicht gezeigt werden.

4.5.8.2. Adenosintriphosphat-Gehalt des Permeabilisierungsmediums

Auch ATP wird in den meisten Stoffwechselwegen verbraucht oder aber erzeugt. Dies hat
auch hier einen definierten Quotienten von ATP zu ADP und AMP fir die normale Funktion
aller Stoffwechselwege zur Folge. Eine Prognose fur die Veranderung des Verhaltnisses der
Konzentrationen der Triphosphate zu niedrigeren Phosphorylierungszusténden ist hier gut
maoglich. Bel der Hemmung von biosynthetischen Wegen, die ATP verbrauchen kommt es zu
einer Erhdhung des zelluldren ATP-Gehaltes. So ist es auch fir die hier hauptsachlich unter-
suchte Hemmung der Proteinbiosynthese zu erwarten. Die Versuche zur Vermittlung der
Hemmung der Replikationsinitiation sollten hier vor allem mit erhéhten ATP Gehalten durch-
gefuhrt werden. Desweiteren fuhrt eine ATP Absenkung durch ihren Einfluss auf die Aktivitét
der Enzyme, die an der Replikationsgabel engagiert sind, zu einem verminderten Einbau an a-
[*2P]-dATP. Deshalb wurde vorliegend der Effekt von ATP durch eine Erhéhung der ATP-
Konzentration untersucht. Auch wurden fir die Analyse nicht Einbaukurven sondern Rohrzu-
ckergradienten eingesetzt. Durch Vergleich der erhaltenen Sedimentationsprofile konnte ge-
zeigt werden, dass durch die Verdnderung der ATP Konzentration keine Hemmung der Repli-

kationsinitiation bewirkt werden kann.

4.5.8.3. Zyklisches Guanosinmonophosphat

In vielen Fallen werden Signale in Zellen durch Proteinmodifikationen Ubertragen. So finden
bei Replikationsproteinen Phosphorylierungen statt, durch die die Aktivitat modifiziert wer-
den kann. Die Phosphorylierungen werden dabei durch eine Reihe komplex regulierter Prote-
inkinase durchgefuhrt. Die Aktivitéten der beteiligten Proteinkinasen konnen dabei durch be-
stimmte Botenstoffe beeinflusst. Ein Botenstoff, der speziell auf das Protein G-Kinase, das am
Anfang einer Kaskade steht, welche zur Phosphorylierung von Kernproteinen fuhrt, einwirkt
und dieses aktiviert ist cGMP. Durch cGMP kann in vivo bei verschiedenen Zelltypen die
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Proliferation der Zellen gehemmt werden.” Die Wirkung wird dabei Uber eine Reihe von Pro-
teinphosphorylierungen vermittelt. cGMP als niedermolekulare Substanz, die einen hemmen-
den Einfluss auf die Zellteilung hat, konnte auch die Replikation hemmend beeinflussen.
Auch wirde diese Substanz nach der Permeabilisierung die Zelle verlassen konnen. Der

hemmende Effekt konnte also durch die Poren in der Zellmembran aufgehoben werden.

Hier sollte nun Uberpriift werden, ob durch diese niedermolekulare Substanz im speziellen
auch die Initiation der Replikation, die im Laufe er Zellproliferation einen unerlasslichen
Schritt darstellt, beeinflusst wird.

Durch Dosis-Wirkungs-Kurven mit cGMP konnte jedoch kein Einfluss auf den o-[*P]-
dATP-Einbau festgestellt werden. Durch diesen Stoff kann also in permeabilisierten Hel a-
Zellen keine Hemmung der Replikon-Initiation erfolgen. Da davon auszugehen ist, dass die
Proteine, die fur die Weiteribermittlung in der Signaltransduktionskette an der cGMP teil-
nimmt verantwortlich sind die Zelle nicht verlassen konnen, ist dies ein Hinwels, dass kein

Einfluss durch diesen Signal Ubertragungsweg auf die Replikon-Initiation vorliegt.

4.5.8.4. Uridindiphosphat-N-Actylglucosamin

Einen alternativen Weg zur Signallbertragung durch Proteinphosphorylierung stellt die
N-Acetyglucosaminylierung von Proteinen dar. Diese Modifikation des Proteins tritt dabei
zum Teil in einer zur Phosphorylierung reziproken Weise auf. Die gleichen Aminosdurereste
des Proteins konnen dabei Angriffspunkt fur Phosphorylierungen und O-Glucosamin-
N-Acylierungen sein. Diese Arten der Modifikation wurden fiir eine Reihe von Proteinen ge-
zeigt, die an der Replikation in eukaryontischen Zellen beteiligt sind. Als Ausgangstoff fur die
Modifikation der Proteine dient Uridindiphosphat-N-A cetyl-Glucosamin. Dies ist ein nieder-
molekularer Stoff und kdnnte deshalb nach Permeabilisierung aus den Zellen austreten. Die
Modifikation von Proteinen durch O-Glc-NAc-Modifikation ware dann nicht mehr méglich.
Aus diesem Grund sollte Uberprift werden, ob durch Zusatz von UDPAG zum Permeabilisie-
rungsmedium ein notwendiger Signal ibertragungsweg wieder ermoglicht und die Hemmbar-

keit so wieder hergestellt werden kann.

Durch eine Dosis-Wirkungs-Kurve fir UDPAG konnte gezeigt werden, dass die Hemmbar-

keit durch CHX in Anwesenheit dieser Substanz nicht wie in vivo vorliegt. Zwar ist der Ein-

% vy, s, Hung, L., 1997
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bau bei der Inkubation mit CHX niedriger als bel der Kontrolle. Es hat sich jedoch bel allen
Einbauversuchen gezeigt, dass Zellen, die nach langerer Hemmung durch CHX permeabili-
siert werden einen geringeren Einbau zeigen als Zellen, die nicht vorgehemmt waren. Dies
wurde darauf zurtickgefihrt, dass die Zellen sich in einer unglnstigeren Ausgangsposition fir
das Einbauexperiment befunden haben. Deutlich zu sehen ist jedoch, dass hier Einbau bei den
vorgehemmiten Zellen in Gegenwart von UDPAG stattfindet. Dies wére nicht der Fall, wenn
die Hemmung, wie sie in vivo besteht auch nach der Permeabilisierung noch aufrecherhalten
werden konnte. Der Versuch zeigt also, dass auch in Gegenwart von UDPAG die Hemmung
durch CHX nicht aufrechterhaten werden kann. Die Hemmung wird al so offenbar nicht durch

Proteinmodifikation mit N-Acetyl-Glucosamin Gbermittelt.

Die beiden Mdglichkeiten zur Proteinmodifikation, die vorliegend untersucht wurden, konn-
ten also nicht den gesuchten Effekt zeitigen, dass eine Hemmbarkeit der Replikon-Initiation

bei permeabilisierten Hela-Zellen infolge der Hemmung der Proteinbiosynthese auftritt.

4.5.8.5. Diadenosinoligophosphate als Signaliibertragungsmolekiile

Eine Klasse von SignalUbertragungsmolekilen, deren intrazellulére Konzentration sich im
Laufe des Zellzyklus stark veréndert sind die Diadenosinoligophosphate®®. Die Wirkungen, die
bei Zellen durch verschiedene Aph,A erzielt werden sind mannigfaltig. Es werden verschiede-
ne Funktionen im Zellkern fir ApsA und ApsA berichtet. Dazu gehdren auch Vorgange wie
die Steuerung der Zdllteilung und die Vermittlung der Wachstumshemmung bei Krebszellen
nach Einwirkung von Interferon. Ap,A sind Molekile von der Grosse, wie sie problemlos
durch die a-Toxin Pore durchtreten kdnnen. Eine Verdiinnung dieser Molekile in das die Zel-
len umgebende Permeabilisierungsmedium ist deshalb méglich. Vorliegend sollte durch Zu-
satz von ApsA und ApsA zum Permeabilisierungsmedium festgestellt werden, ob ein Effekt
dieser Substanzen vorliegt. In der Literatur wird eine Assoziation von Ap,A mit kernstandiger
GAPDH berichtet. GAPDH findet sich dabei im Kernin direkter Assoziation an der Gabel der
DNA-Replikation. Da GAPDH mit dem Kofaktor NAD oder NADH beladen ist, sollte vorlie-
gend fur die Versuche mit Ap,A auch jeweils NAD oder NADH zugesetzt werden.

Bel Einbaukurven mit Ap,A und entweder NAD oder NADH konnten vorliegend keine Un-
terschiede in der Einbauaktivitét festgestellt werden. Offenbar kann durch den Zusatz dieser

% isselev, et. al., 1998
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Substanzen die Hemmbarkeit nicht ermdglicht werden. Méglicherweise ist dafir eine kom-
plexere Zusammensetzung aus verschiedenen Ap,A nétig. Dies liegt nahe, da in vivo durch
den Einfluss von Zellzyklus oder von Stoffen wie Interferon eine Verdnderung der Konzentra-
tion mehrerer Diadenosinoligophosphate berichtet wird.# Dies fuhrt dann jeweils zu einer
Veranderung in deren Konzentrationsverhdtnis. Durch den einfachen Zusatz eines der Diade-
nosi noligophosphate kann die Hemmbarkeit der Replikon-Initiation bel permeabilisierten Zel-

len nicht bewirkt werden.

4.6. Abschliessende Bewertung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei permeabilisierten HeLa-Zellen die
Initiation der Replikation der zelluldren DNA nicht gehemmt werden kann. Zwar besteht
Hemmbarkeit des Einbaus von a-[*P]-dATP durch Hemmstoffe die an der DNA-Polymerase
angreifen. Durch diese Hemmstoffe wird jedoch nicht die Initiation der Replikons sondern
deren Elongation gehemmt. Eine Hemmung der Replikationsinitiation, wie sie in vivo als
Folge verschiedener Hemmsituationen auftritt, ist in permeabilisierten Zellen nicht beobachtet

worden.

Bel den Versuchen, diese Hemmbarkeit auch in permeabilisierten Zellen wiederherzustellen,
wurde zuerst untersucht, ob das Fehlen der Replikationsregulation durch einen Bestandteil des
Mediums oder durch eine physiko-chemische Veranderung der Zellen infolge der Permeabili-
sierung hervorgerufen wird. Bei diesen Versuchen konnte keiner der getesteten Faktoren als
Ursache fur das Ausbleiben der Initiationshemmung identifiziert werden. Danach sollte ver-
sucht werden ausfindig zu machen, ob eine Beeinflussung der Initiationstétigkeit durch
Nukleotide moglich ist. Jedoch wurde auch hier kein aufschlussreiches Ergebnis erhalten.
Hierauf wurde getestet, ob cytosolische Extrakte aus gehemmten Zellen eine Substanz enthal -
ten, die die Initiation hemmen. Da keinerlei hemmender Effekt der Extrakte festgestellt wer-
den konnte, musste diese M&glichkeit ausgeschlossen werden. Schlief3lich sollte untersucht
werden, ob der metabolische Zustand der Zelle, der sich in Form der Quotienten der Konzent-
rationen von ATP und ADP und zum anderem der Konzentrationen von NAD und NADH
ausdriickt, einen Einfluss auf die Replikon-Initiation hat. Bel diesen Versuchen konnte wie-

derum kein Einfluss auf die Replikation gezeigt werden. Zuletzt wurden noch einige niederno-

2T isselev, et al.., 1998
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lekulare Signal Ubertragungsstoffe auf ihre Wirksamkeit in bezug auf die Replikatonsinitiation
getestet. Auch hier konnte kein Effekt beobachtet werden.

Mit den untersuchten Faktoren ist also eine Herstellung der Hemmbarkeit der Replikationsini-

tiation nicht moglich.
Dieses Ergebnis kann zweierlei bedeuten.

Die erste Moglichkeit fur die Erklarung der fehlenden Hemmbarkeit der Replikon-Initiation
postuliert, dass das Permeabilisierungsmedium einen aktivierenden Parameter enthalte. Bei
den hier angestellten Untersuchungen konnte kein einzelner Faktor, der durch die Permeabili-
sierung verandert wird, als ursdchlich fir das von der in vivo Situation abweichende Verhalten
befunden werden. Da fir jede einzelne Substanz Einbauwerte in deren Abwesenheit und in
deren Gegenwart durchgefihrt wurden, kann ausgeschlossen werden, dass eine der Substan-
zen eine aktivierende Auswirkung hat. Es konnten keine signifikanten Unterschiede festge-

stellt werden.

Zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass ein Parameter der Zellen — sei es ein Verhdltnis
verschiedener Substanzen oder eine einzelne Substanz — der in vivo die Hemmung bewirkt, in
den Zellen durch Permeabilisierung verandert wird, oder aus den Zellen austritt. Infolgedessen
findet nach Permeabilisierung ungehemmte Replikation statt. Dieser Hypothese folgend kann
vermutet werden, dass diese gesuchte Substanz in einem Gesamt-Cytosol aus gehemmten Zel-
len vorhanden ist. Dies konnte jedoch nicht gezeigt werden. Eine Erkl&rung hierfur kdnnte
sein, dass es sich um eine kurzlebige Substanz handelt, die bei der Gewinnung der Extrakte,
oder auch beim Einsatz im Permeabilisierungsmedium inaktiviert wird. Dies kénnte durch
schlichte Zerstérung der Substanz bei der Extraktion geschehen. Eine andere Moglichkeit ist
die Reaktion mit Bestandteilen des Permeabilisierungsmediums. Auch erscheint es mdoglich,
dass die hemmende Substanz in vivo nicht frei existiert, sondern in einer assoziierten Formim
Kern vorliegt. Dann wiirde sich die Substanz der Extraktion mit den angewendeten Methoden

entziehen.

Das Ergebnis, dass kein Effekt der cytosolischen Extrakte gezeigt werden konnte, schliesst in
jedem Fall die Anwesenheit einer hemmenden Substanz in den gehemmten Zellen nicht aus.
Es konnte lediglich gezeigt werden, dass in dem erhaltenen Extrakt keine aktive Substanz
vorhanden ist. Aus diesem Grund war es sinnvoll, weitere Parameter, die einen hemmenden
Einfluss haben konnten dem Permeabilisierungsmedium zuzusetzen. Bel diesen Untersuchun-

gen konnte jedoch keine Hemmbarkeit erhalten werden. Dies zeigt, dass keine der Substanzen
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in der eingesetzten Form die gesuchte Aktivitét zeigt. Der Grund dafur kann darin liegen, dass
auch in vivo tatsachlich keine dieser Substanzen an der Regulation beteiligt ist. Esist jedoch
auch denkbar, dass fur die Aktivitét der getesteten Substanzen ein komplexes Verhédtnis ver-
schiedener Einzelsubstanzen erforderlich ist. Dann missten weitere Bemihungen um die Re-
gulierbarkeit sich auf die Untersuchung sinnvoller Kombinationen effektorischer Substanzen
konzentrieren. Auch die Gegenwart von Spurenel ementen im Permeabilisierungsmedium soll-

te dabel erwogen werden.

Allerdings besteht auch die Méglichkeit, dass der Zustand, in dem sich der regulierende Pa-
rameter in vivo befindet durch Inhaltstoffe aus dem Permeabilisierungsmedium verandert
wird. Dies wirde bedeuten, dass durch die Zusétze, die das Permeabilisierungsmedium mit-
bringt so stark in den Zustand der Zelle eingegriffen wird, dass diese zu den physiologischen
Regulationswegen nicht mehr in der Lage ist. In diesem Fall wére das vorliegende System zur
Untersuchung der Replikation mit permeabilisierten HeLa-Zellen ungeeignet, um die Regula-

tion der Replikon-Initiation zu verfolgen.
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5. Zusammenfassung

HelL a-Zellen konnen durch a-Toxin aus Staphylococcus aureus fir niedermolekulare Sub-
stanzen bis ungefahr 2 kD permeabel gemacht werden. Durch die Bereitstellung eines ge-
eigneten Mediums kann in Hel a-Zellen, die auf diese Weise permeabilisiert wurden, Repli-
kation stattfinden. Nach der Permeabilisierung replizieren HeLa-Zellen im Vergleich zu
intakten Zellen verlangsamt. Die einzelnen Schritte der Replikation — Initiation, Elongation,

Termination — finden jedoch in geregeltem Ablauf wie in vivo statt.

Die Replikation in permeabilisierten Hel a-Zellen kann durch Hemmung der prozessiven DNA-
Polymerisation unterbunden werden. Durch Hemmung der Proteinbiosynthese, Hypoxie oder
Hydroxyharnstoff kann jedoch kein Einfluss auf die Replikation genommen werden. Nach der

Permeabilisierung ist die Replikation also nicht mehr in gleicher Weise wiein vivo regulierbar.

Bei der radioaktiven Markierung von replizierender DNA in permeabilisierten Hel a-Zellen ak-
kumuliert eine Klasse kurzkettiger Moleklle. Die Lange dieser Nukleotidketten betrégt von
16-100 nt. Es treten diskrete Grossenklassen von Molekilen auf. Diese kdnnen bei verléngerter
Inkubation in gereifte DNA eingebaut werden. Auch enthalten diese Molekile einen akalilabi-

len Antell. Bei diesen Intermediaten handelt es sich wahrscheinlich um Primer der Replikation.

Die nach der Permeabilisierung synthetisierte DNA wird offenbar nicht vollstandig aus den
im Permeabilisierungsmedium enthaltenen Nukleotidbausteinen hergestellt. Die Zelle
scheint nach der Permeabilisierung noch zur Synthese von Bausteinen in der Lage zu sein.
Dies ist am ehesten denkbar, wenn man ein Chanelling der Intermediate von der Ausgangs-
verbindung bis zur DNA-Polymerase annimmt. Andernfalls wirden die Biosynthesezwi-

schenprodukte sehr stark durch das angebotene Medium verdinnt.

Der Unterschied in der Regulierbarkeit zwischen intakten HeLa-Zellen und permeabilisier-
ten Zellen konnte nicht auf direkte Effekte der Zerstorung der Zellwand zurtickgefuhrt wer-
den. Auch konnte unter Zuhilfenahme einer grossen Zahl von in Frage kommenden Parame-

tern keine Moglichkeit gefunden werden, diesen Unterschied aufzuheben.

Das Replikationssystem der mit a-Toxin aus Staphylococcus aureus permeabilisierten He-

La-Zellenist also zur Darstellung der Replikation gut geeignet.

Die Regulation der Replikation ist jedoch im Vergleich zur in vivo Kontrolle verandert. Das
System ist in der vorliegenden Form nicht geeignet, die Regulation der Initiation der Repli-

kation zu untersuchen.
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