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Abkiirzungen

[0,] Sauerstoffkonzentration
2D-PAGE  zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

AK Antikorper

APgr Auftragepuffer fiir die isoelektrische Fokussierung

bp Basenpaare (Einheit fiir die Kettenldnge von Doppelstrang-DNA und -RNA)

BrdU 5-Bromo-2’-Desoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CDC cell division cycle: Bezeichnet Mutanten mit Stérungen im Zellzyklus bzw. Gene, die fiir

einen korrekt ablaufenden Zellzyklus bendtigt werden.
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propan-sulfonat
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Media (Zellkulturmedium)

DNA Desoxyribonukleinsédure

DTT 1,4-Dithiothreit

EATZ Ehrlich-Aszites Tumorzellen (Mammakarzinom-Zelllinie von Mausen)
IEF Isoelektrische Fokussierung (Trennung von Proteinen nach Nettoladung)
kb Kilobasen oder Kilobasenpaare (= 10° Nukleotide oder Basenpaare)

kDa Kilodalton = 10° Dalton = 10° g/mol

LSC Flussigszintillationszahler (liquid scintillation counter)

MALDI matrix assisted LASER desorption ionisation (lonisierungsmethode fiir die MS)

MS Massenspektrometrie

MW Molare Masse (molecular weight, Molmasse, Molekulargewicht)

MioZ 10° Zellen (z.B. 0,3 MioZ/cm? = 300.000 Zellen pro Quadratzentimeter)
nt Nukleotide (Einheit fiir die Kettenldnge von Einzelstrang-DNA und -RNA)
PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

pl isoelektrischer Punkt bzw. pH am isoelektrischen Punkt

Pol Polymerase (z. B. Pol 8 = DNA-Polymerase delta)

ppm parts per million (100 ppm = 0,01%)

RNA Ribonukleinsdure

SDS Dodecylsulfat-Natriumsalz

Thd Thymidin

77 Zellzyklus



Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Die schnelle sauerstoffabhiingige Regulation der DNA-Replikation in
Sdugetierzellen

Insbesondere die S-Phasen-Zellen schnell proliferierender menschlicher und tierischer Gewebe befin-
den sich in einer kritischen metabolischen Situation. Die Genomreplikation beansprucht zusammen mit
der dazugehorigen Proteinsynthese und der Bereitstellung der DNA-Bausteine in der Nucleotidsynthese
mehr als die Hilfte der gesamten Stoffwechselleistungen dieser Zellen. Bei Versorgungsengpissen, die
z. B. in der Embryonalentwicklung (vor allem vor Ausbildung einer funktionsfahigen Plazenta), aber auch
im Verlauf der Wundheilung und wihrend des Wachstums bosartiger Tumore durchaus hdufiger
vorkommen, konnen replizierende Zellen durch die zusitzliche, replikationsbedingte Belastung des
Gesamtmetabolismus’ viel schneller in eine ,,tddliche Stoffwechselkatastrophe® geraten als nichtreplika-
tive Zellen. Dariiberhinaus ist die Chance, dass eine unter Mangelbedingungen stattfindende DNA-
Synthese funktionsfahige Tochtergenome hervorbringt, deutlich vermindert. Ebenso ldsst eine mangel-
hafte Verpackung der replizierten DNA bei gestorter Proteinsynthese keine funktionellen Tochtergenome
entstehen. Ein funktionsunfihiges Genom gilt als klassischer Ausloser von Apoptose. Aus dem Gesagten
folgt, dass proliferierende hohere Zellen Mechanismen besitzen miissen, den Ablauf ihrer Genomreplika-
tion so zu regulieren, dass die o. g. Stoffwechselsituationen vermieden werden. Die allgemein bekannten
Mechanismen der Zellzyklusregulation, die u. a. iiber teils tiefgreifende Verdnderungen der Genexpres-
sion einen Ausstieg aus dem Zyklus und somit letztendlich auch aus der DNA-Replikation bewirken, sind
mit einer Zeitspanne von mehreren Stunden zwischen auslésendem Signal und Antwort der zelluldren
Replikationsmaschinerie hierfiir viel zu langsam.

In lebendem Gewebe ist der Sauerstoffpartialdruck (pO,) ein geeigneter Indikator fiir die Giite der
Gesamtversorgung mit Néhrstoffen. Im Wesentlichen durch Untersuchungen der hiesigen Arbeitsgruppe
(Literatur zusammengestellt in [78]) wurde in den zuriickliegenden Jahren klar herausgearbeitet, dass
proliferierende Saugetierzellen wahrscheinlich generell Mechanismen besitzen, die Intensitit ihrer DNA-
Synthese in Abhéngigkeit vom pO, durch einen schnell — innerhalb von 1 -2 Minuten — antwortenden
Regulationsmechanismus zu kontrollieren. Die Regulation setzt ein, bevor eine kritische Stoffwechsel-
situation entstanden ist und bewirkt insbesondere, dass die Initiation von Replikationseinheiten (Repli-
kons) unter Sauerstoffmangel (Hypoxie) reversibel unterdriickt wird. Die Geschwindigkeit der Elongation
der Tochterhelices kann in unterschiedlichem AusmaB bei unterschiedlichen Zelllinien ebenfalls betroffen
sein [78]. Bei Wiederherstellung eines normalen Sauerstoffangebots (Reoxygenierung) sind beide
Verdnderungen reversibel, es sei denn, die Zellen gerieten zuvor in den Bereich tiefer Anoxie (< ca. 10
ppm O,). Die schnelle Reoxygenierung nach mehrstiindiger Hypoxie 16st schwallartig die Initiation
hypoxisch aufgestauter Replikons aus. Es iiberrascht nicht, dass weitgehend dieselben Antworten der
DNA-Replikation auch durch eine Hemmung der zelluldren Proteinsynthese [78] und durch Glucose-
mangel [87] ausgelost werden konnen.

Der genaue molekulare Mechanismus der schnellen O,-abhingigen Regulation der DNA-Replikation,
angefangen vom postulierten O,-Sensor iiber mogliche Zwischenstufen der Signalweitergabe in der Zelle
bis hin zum letztendlichen Angriffspunkt in der Replikationsmaschinerie, konnte trotz jahrelanger
Bemiihungen der hiesigen Arbeitsgruppe noch nicht aufgekldrt werden. Es wurden jedoch Indizien
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gefunden, die auf eine Beteiligung der Mitochondrien und eine Rolle der intrazelluldren Konzentration
reaktiver Sauerstoffspezies als Indikator der Sauerstoffversorgung hindeuten [86].

1.2 Untersuchungen am SV40-Modell der DNA-Replikation von
Sdugetierzellen: Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit

Das heutige Wissen iiber die molekularen Mechanismen der DNA-Replikation in héheren Zellen
stammt zum grofiten Teil aus Studien vieler internationaler Labors [3,23,23,42,48,69,76,115], die die
Replikation des nur ca. 5 kb grolen DNA-Genoms des Primatenvirus’ SV40 (simian virus 40) als Modell
in vivo und in vitro untersuchten. Das SV40-Genom kodiert nur fiir ein einziges eigenes Replikations-
protein, das sog. groBe T-Antigen. Ansonsten ist die im Zellkern stattfindende Replikation des als
Chromatin verpackten zirkuldren SV40-,Minichromosoms* auf die zelluldre Replikationsmaschinerie
angewiesen. Es bestehen sehr weitgehende Analogien zwischen Organisation und Ablauf der Mini-
chromosomen-Replikation und der von zelluldren Replikationseinheiten.

Im hiesigen Labor wurde gefunden, dass die in vivo-Replikation von SV40 ebenfalls der schnellen
pO,-abhéngigen Regulation unterliegt. Hypoxie fiihrt in virusinfizierten Zellkulturen (beliebiger Grofe),
in volliger Analogie zu den zelluldren Replikons nicht infizierter Zellen, zu einem Anstau groler Mengen,
in diesem Fall untereinander identischer, initiationsbereiter SV40-,,Minichromosomen® (mehrere tausend
pro Zelle). Durch Reoxygenierung kann deren synchrone Initiation und nachfolgende normale Replikation
leicht ausgelost werden [16]. Dies ermoglichte die unmittelbare Nutzung der vorhandenen Methoden zur
Charakterisierung des Zustands, in dem die Initiation unter hypoxischen Bedingungen unterbrochen wird.

Es zeigte sich, dass der hypoxische Arretierungspunkt des Initiationsvorgangs der SV40-Replikation
unmittelbar vor der endgiiltigen Aufwindung des Replikationsursprungs liegt [89]. Die Verfiigbarkeit von
Antikdrpern gegen Replikationsproteine und die Moglichkeit, replikative SV40-Minichromosomen aus
Zellkernen virusinfizierter Zellen zu isolieren, erlaubte es, deutliche, zeitlich gestaffelte Veranderungen in
der Ausstattung der Minichromosomen mit Replikationsproteinen aufzuzeigen, die sich als erstaunlich
differenziert erwiesen [88]. Diese Ergebnisse lieferten neue Gesichtspunkte {iber Qualitdt und Abfolge der
Ereignisse bei der Replikoninitiation in lebenden hoheren Zellen, die iiber das hinausgehen, was bisher
nur tber in vitro-Systeme der Replikation in beschranktem Umfang zugénglich war. Sie ermutigten dazu,
die an Minichromosomen aus replizierenden SV40-infizierten Zellen assoziierten Proteine als ein
funktionell verdnderliches, unter anderem der Virusreplikation zugeordnetes, Subproteom aufzufassen und
mit den modernen Methoden der Proteomanalyse zu untersuchen [26]: Das durch 2D-Elektrophorese
erfassbare, am SV40-Chromatin assoziierte Teilproteom zeigte erwartungsgemaf eine deutlich verringerte
Komplexitit gegeniiber dem ,,restlichen” Proteom der Zelle. Die erhaltenen Ergebnisse demonstrierten die
prinzipielle Anwendbarkeit des Konzepts, an Chromatin assoziierte Proteine als definiertes Teilproteom
aufzufassen, in welchem selektiv Verdnderungen auftreten, wenn sich sein funktioneller Zustand, z. B. als
Antwort auf regulatorische Signale, dndert. Es wurden sowohl Spots beobachtet, die innerhalb von 1-3
Minuten nach Reoxygenierung im Muster von SV40-Minichromosomen neu auftauchten, als auch solche,
die daraus verschwanden. AuBerdem sahen wir innerhalb des gleichen Zeitraums auftretende
Verschiebungen einzelner Spots in ,,pl-Richtung® (,,pl“ = isoelektrischer Punkt). Das Ausmaf} der
Verschiebungen entsprach dem nach Phosphorylierungen bzw. Dephoshorylierungen zu erwartenden. Die
durch Reoxygenierung hypoxischer, virusinfizierter Zellen auslosbaren schnellen Verdnderungen
bestanden somit vermutlich darin, dass bestimmte Proteine, formell durch Austausch mit dem ,,restlichen®



Einleitung und Fragestellung 3

Proteom der Zelle, innerhalb von 2 -3 Minuten im Proteom der Minichromosomen erschienen oder
daraus verschwanden. Andererseits wurden an bestimmten Proteinen des Teilproteoms ebenso schnell
erscheinende Modifizierungen (z. B. Phosphorylierungen oder Dephosphorylierungen) beobachtet, welche
bei denselben Proteinen nicht auftraten, wenn sie sich im iibrigen Proteom der Zelle befanden.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Bei der Erforschung der DNA-Replikation hoherer Zellen vollzieht sich derzeit weltweit der Uber-
gang von den viralen Modellsystemen zu den eigentlich interessierenden zelluldren Systemen.

In der vorliegenden Arbeit sollte, aufbauend auf den vorausgegangenen Untersuchungen an SV40,
durch globale Erfassung der Verdnderungen der mit dem zelleigenen Chromatin assoziierten Proteine mit
den Methoden der Proteomanalytik ein neuer Anlauf zur Aufklirung der molekularen Grundlagen der
schnellen O,-abhéngigen Replikationsregulation unternommen werden. Dabei wurde u. a. erhofft, bislang
moglicherweise unvermutete und unerkannt gebliebene Proteine ausfindig zu machen, die evtl. eine Rolle
im Ablauf (,,Signalkaskade“?) der schnellen O,-abhéngigen Regulation spielen. Sehr interessant sind in
diesem Zusammenhang durchaus auch Proteine, fiir die bislang kein Zusammenhang mit der DNA-
Replikation bekannt ist bzw. vermutet wird, sondern die anderen Funktionen zugeordnet werden, oder fiir
die bislang iiberhaupt keine Funktionen beschrieben sind.

Im Falle des SV40 bewirkte eine sechsstiindige hypoxische Inkubation virusreplizierender Zellen,
dass — aufgrund der Besonderheiten von Organisation und Ablauf der viralen DNA-Replikation in vivo —
eine sehr synchrone Runde der Replikation groer Mengen identischer viraler Genome wihrend der ersten
40 Minuten nach Reoxygenierung fast die einzige detektierbare DNA-Synthese war [16]. Bei der
zelleigenen DNA-Replikation ist ein solch idealer Zustand aufgrund der Existenz mehrerer hundert-
tausend untereinander verschiedener Replikons, die zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf einer
S-Phase (nach einem zelluldren Programm) aktiviert werden, prinzipiell nicht erzeugbar. In Anlehnung an
frithere Untersuchungen der hiesigen Arbeitgruppe an Ehrlich-Asziteszellen [25] wurde deshalb ange-
strebt, Zellpopulationen zu generieren, in denen die Replikoninitiation vor Eintritt in die S-Phase durch
Hypoxie supprimiert wird. In den hypoxisch akkumulierten Zellen wiirde dann durch Reoxygenierung ein
synchroner Schwall von Initiationen derjenigen Replikons ausgelost, deren Aktivierung fiir den Beginn
der S-Phase programmiert ist. Somit wird hier die schnelle O,-abhdngige Regulation der DNA-Replika-
tion gleichzeitig Gegenstand dieser Arbeit und Werkzeug zur Realisierung der notwendigen Replikon-
Synchronisierung. Der geringe zeitliche Abstand zwischen Ausloser (Wiederzufuhr von O,) und
Zellantwort (Replikoninitiation) bedingt, dass Proben zur Proteomanalyse im zeitlichen Umfeld von
wenigen Minuten um die Reoxygenierung herum zu analysieren sind.

Als Untersuchungsobjekt wurde — aufgrund der Ergebnisse umfangreicher Voruntersuchungen an
einer groferen Anzahl von Zelllinien — die Zelllinie T24 ausgewdhlt, die sich von einem menschlichen
Blasenkarzinom herleitet. Diese Zelllinie, die ein mutiertes Ras exprimiert, zeichnete sich nach den
Ergebnissen der Voruntersuchungen, an denen auch der Autor der vorliegenden Arbeit beteiligt war [109],
durch eine besonders markante Reaktion ihrer DNA-Replikation auf Verdnderungen der
Sauerstoffversorgung und des Glucoseangebots aus. Weitere, groiteils im Rahmen dieser Arbeit gemachte
Untersuchungen ergaben, dass die T24-Zellen durch ,,Aushungern” in der G;-Phase des Zellzyklus
arretiert werden und dieser Arrest durch frisches Kulturmedium aufgehoben werden kann. Diese — durch
Erneuerung des Mediums stimulierten — Zellen treten 4 - 5 Stunden spéter relativ synchron in die S-Phase
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ein. Kurz nach der Stimulierung etablierte Hypoxie bewirkt iiber die schnelle O,-abhidngigen Regulation
der DNA-Replikation einen Anstau der ersten, initiationsbereiten Replikationseinheiten der
bevorstehenden S-Phase. Aus diesem Zustand heraus ldsst sich — wie gewiinscht — durch Reoxygenierung
schwallartig die Initiation der Replikation in den Zellen auslosen. Vor Eintritt in die eigentlichen
Untersuchungen mit Hilfe der Proteomanalytik musste das Protokoll fiir eine derartige Folge
(,,Aushungern - Hypoxie - Reoxygenierung*) optimiert und der Erfolg in geeigneter Weise gemessen und
dokumentiert werden.

An die Stelle der hypotonen Elution isolierter virusreplizierender Zellkerne mit anschlieBender
Pelletierung der Minichromosomen durch Ultrazentrifugation im Falle von SV40 sollte aufgrund von
Voruntersuchungen ein von anderen Arbeitsgruppen zur Darstellung einer Chromatinfraktion von
Hefezellen benutztes Verfahren treten [56]. Die Brauchbarkeit dieses Verfahrens hatte sich bereits zur
Erfassung an Chromatin assoziierter Replikationsproteine von T24-Zellen unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung mit Hilfe der Westernblot-Technik bewahrt [109]. In der vorliegenden Arbeit sollte es
erstmals fiir die globale Erfassung des an Chromatin assoziierten Teilproteoms eingesetzt werden. Dies
bedingte einerseits die Optimierung des Verfahrens auf diesen Einsatz hin, andererseits waren die
etablierten Methoden der Proteomanalytik an das dabei gewonnene Material anzupassen und ggf. auch zu
optimieren. Dies schloss Versuche zur gezielten radioaktiven Markierung der Proteine und ihrer Detektion
in den 2D-Gelen ein.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Zellen und spezielle Ausriistung

2.1.1 Allgemeine Chemikalien, Enzyme, Antikérper und IEF-Streifen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in p. A. Qualitét
von den Firmen Merck, Roth, Roche, Serva, Sigma, ICN, Applichem und Fluka bezogen. Auflerdem
wurden die Enzyme DNase, RNase und Proteinase K von Roche sowie Trypsin von Serva (Zellkultur)
bzw. Promega (MS-Analyse) eingesetzt. Einmachzucker (Riibenzucker, Saccharose) der Firma Stidzucker
und Magermilchpulver (wechselnde Hersteller) wurden in umliegenden Lebensmittelgeschiften
eingekauft.

Antikorper wurden bei den Firmen Santa Cruz, Amersham Biosciences, Roche, Acris und MoBiTec
bezogen. Die immobilisierten pH-Gradientengele fiir die isoelektrische Fokussierung (immobiline dry
strips pH 3-10, 18 cm; pH 6-11, 18 cm; pH 3-7 NL, 24 cm) sowie die entsprechenden IPG-Puffer wurden
von Amersham Biosciences, Elektrodenstreifen (300 x 6 x 1 mm) von Serva erworben.

2.1.2 Radiochemikalien, Szintillatoren

Radioaktiv markierte Substanzen wurden von den Firmen Amersham Biosciences GmbH (UK) und ICN
Biomedicals Inc. (USA) bestellt.

[2-"*C]-Thymidin wiissrige Losung, steril, 50 uCi/ml, 50-62 mCi/mmol
[2-14C]-Uridin wissrige Losung, steril, 50 pCi/ml, 50-62 mCi/mmol
[Methyl-*H]-Thymidin wissrige Losung stabilisiert mit 2% Ethanol, steril, 70-95 Ci/mmol
[**P]-PO.,* als ortho-Phosphorsiure in verdiinnter HCI pH 2-3 10 mCi/ml
3000 Ci/mmol (auch 40 mCi/ml und 6000 Ci/mmol)
L-[**S]-Methionin wissrige Losung, stabilisiert mit 0,1% 2-Mercaptoethanol, 10 mCi/ml,
1000 Ci/mmol
Szintillator fiir den LSC: Ultima Gold (Packard)

2.1.3 Filter, Membranen, Filme

- Filterpapier: Whatman 3MM (pure cellulose grade)

- Glasfaserfilter: Whatman GF/C (fiir Partikel > 1,2 um)

- Membran fiir Westernblot: PVDF Hybond P (Amersham Biosciences GmbH, UK)
- Rontgenfilme: Hyperfilm MP und Hyperfilm ECL (Amersham

Biosciences GmbH, UK)

2.1.4 Zellen

T24- (ATCC Nr. HTB-4; humane Blasenkarzinom-Zelllinie) und U118-Zellen (ATCC Nr. HTB-15;
humane Gliom-Zelllinie) wurden von der Byk Gulden GmbH (jetzt Altana Pharma AG) zur Verfigung
gestellt und im Labor wie beschrieben kultiviert.
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2.1.5 Material fiir die Gewebekultur
- Gewebekulturflaschen aus Kunststoff (TC-Qualitdt): 50 ml (25 cm?), 250 ml (75 cm?) und 650 ml
(182 cm?) (Greiner)
- Petrischalen aus Kunststoff (TC-Qualitdt): Durchmesser 35 mm (8 cm?), 90 mm (64 ¢cm?) und
145 mm (165 cm?) (Greiner)
- Petrischalen aus Glas (Sterilplan; Duranglas), Innendurchmesser 32mm (7,2 cm?), 51 mm
(20,4 cm?), 90 mm (64 cm?) und 145 mm (165 cm?) (Schott)
Bei Versuchen mit hypoxischer Begasung wurden Zellen grundsitzlich auf Glasschalen ausgesit.
Um eine bessere Haftung der Zellen zu gewahrleisten, wurden die gesduberten Glasschalen vor jedem
Versuch ca. 30 Minuten mit 1 M NaOH vorbehandelt, anschliefend griindlich mit H,O4q gewaschen,
getrocknet und 2 Stunden bei 180 C° trocken sterilisiert.

2.1.6 Sonstige Geriite

- Ultrazentrifugen der Typen L2.75; L5.65; L7.55; und L8.70, die Rotoren Ti70.1 (Festwinkel) und
SW28 (Ausschwingrotor) aus Titan sowie passende Rohrchen aus Polyallomer und Titandeckel
zum VerschlieBen der Réhrchen fiir Ti70.1-Rotor von Beckman

- Auf 37 °C klimatisierter Raum mit Begasungsanlage zur Inkubation von Zellkulturen

- Flissigszintillationszéhler (LSC) Tricarb 1700 TR und Tricarb 1600 TR von Packard

- Multiphor II Elektrophoresesystem mit Graphitelektroden (Novablot) fir Semidry-Blot und
Immobiline Dry Strip Kit fiir die isoelektrische Fokussierung von Amersham Biosciences

- Elektrophoreseapparatur fiir bis zu 10 Gele (ca. 25 x 20 cm) mit wassergekiihltem Puffertank,
analog dem Hoefer Dalt-System

2.2 Zusammensetzung von Puffern, Medien und Gasmischungen

2.2.1 Gase und Gasmischungen

Die Gasmischungen wurden in Stahlflaschen barometrisch hergestellt. Um Verdnderungen der O,-
Konzentration zu vermeiden, waren alle Apparaturen zur Mischung und Verteilung der Gase iiberwiegend
aus Glas und Metall (Kupfer, Stahl, Aluminium) gefertigt, fiir flexible Leitungen wurde dickwandiger
Kraftstoffschlauch eingesetzt. Die Gasmischungen wurden iiber Druckminderer zur Befeuchtung durch
H,O4q und anschlieBend iiber ein Ventil- und Verteilersystem in spezielle Inkubationsgefifie mit den
Zellkulturen geleitet [15].

Zur Herstellung der Gasmischungen wurden verwendet: Sauerstoff (Narkosequalitit), Argon 5.0 und
Stickstoff 5.0 (Messer Griesheim GmbH) und Kohlendioxid (medizinische Qualitdt, Buse). Daraus
wurden folgende Mischungen erstellt:

- Normoxie-(Euoxie-)Gas: 20% O, 5% CO, 75% N,
- Hypoxie-Gas: 75 ppm O, 5% CO, Rest Argon
- Reox-Gas: 95% O, 5% CO,

" Analog wurden auch Hypoxie-Gase mit anderen O,-Konzentrationen angefertigt. Zur Herstellung
von Hypoxie-Gasen wurde der Sauerstoff aus einer zuvor verdiinnten Mischung (0,4% O,; 99,6%
Argon) zugefiihrt.
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Bei langer dauernder normoxischer Begasung wurden die Kulturen meist in den Brutschrank tiberfiihrt
(Luft mit 5% CO, und ca. 95% Feuchtigkeit).

2.2.2 Stammldsungen:
250 mM EDTA /EGTA 93,05 g/l EDTA + 95,1 g/l EGTA mit NaOH auf pHgr 7,5°

1,5M Tris / HC1 pH 8,8 181,7 g/1 Tris Base mit konz. HCI auf pHgr 8,8
0,5M Tris / HC1 pH 6,8 181,7 g/l Tris Base mit konz. HCI auf pHgr 8,8

40% Acrylamid-Mix 40% Acrylamid-Mix 4K 29:1 (Applichem) mit BIS (N,N'-Methylen-bis-
acrylamid) auf 25:1 ergénzt. Alternativ auch 50% Acrylamid-Mix aus Fest-
substanzen (48% Acrylamid + 2% BIS)

10% APS 100 mg/ml (NH4),S,05 (Ammoniumperoxodisulfat) frisch zubereitet

2.2.3 Losungen fiir die Elektrophorese

2D-Lysepuftfer: 7M Harnstoff 420,5 g/l
2M Thioharnstoff 152 g/l
4% CHAPS 40 g/l
2% DTT 20 g/l
je2,5mM EDTA+EGTApH7,5 100x (250 mM EDTA /EGTA)
2D-Lysepufferyon,.: 1,14-fach 2D-Lysepuffer (8 M Harnstoff etc.)
AP 2D Lysepuffer
+3% IPG-Puffer 30 pl/ml
+30 ppm Bromphenolblau 1200x  (2,5% Bromphenolblau)

APgr Variationen:

Die optimale Zusammensetzung des Puffers muss je nach Art der Probe, IEF-Apparatur, IEF-Gel (pH-
Gradient, Hersteller) etc. individuell ermittelt werden. Die Komponenten haben Einfluss auf Loslichkeit
der Probe, Elektroendosmose, (Teil-) Prézipitation wahrend des Laufs, ungleichmafBige Verteilung von
DTT im Verlauf der Fokussierung u. a. Die Konzentration der Bestandteile wurde in folgenden Grenzen
variiert:

6-9M Harnstoff 0-10% Isopropanol
0-2M  Thioharnstoff 0-5%  Glycerin
2-4% CHAPS 0,5-5%  IPG-Puffer
0,5-4% DTT 0-2%  Pharmalyte
IEF Aquilibrierungspuffer:
150 mM  Tris/HCI pH 8,8" 10x (1,5M Tris / HCI pH 8,8)
6M Harnstoff 360 g/l
30% Glycerin 345 ml/l  (87% Glycerin)
2% SDS 20 g/l

“auch 50 mM Tris/HC1 pH 6,8

* pHrr: pH wurde bei Raumtemperatur eingestellt; pHy «c: pH wurde in auf 4 °C gekiihlter Losung eingestellt
® AP = Auftragepuffer; IEF = isoelektrische Fokussierung
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AqPDTTI

AqPjan:

Uberschichtungs-
Agarose:

Trenngel-Losung:

Sammelgel-Losung:

SDS-Laufpuffer
(Laemmli):

AP[DI

IEF Aquilibrierungspuffer

+2% DTT

(20 mg/ml)

IEF Aquilibrierungspuffer

+2,4% Jodacetamid (24 mg/ml)
0,2-0,5% Agarose 2-5¢g/
375 mM TrisCl pH 8,8 4x
0,1% SDS 100x
25 ppm Bromphenolblau 1000x
10% Acrylamid / Bis 25:1 4x
375 mM  TrisCl pH 8,8 4x
0,1% SDS 100x
4mM APS* 100x
1,1l mM TEMED?® 170 pl/1
3,70% Acrylamid / Bis 25:1 92,5 ml/l
125 mM TrisCl pH 6,8 4x
0,10% SDS 100x
0,08% APS* 125x
80 ppm TEMED?* 0,8 ml/l
192 mM  Glycin 14,4 g/1
12mM Tris (Base) 1,5 g/l
0,1% SDS 1 g/l
(auch 10x zur Lagerung)
20% Saccharose 0,2 g/ml
4% SDS 40 mg/ml
0,04% Bromphenolblau 0,4 mg/ml
62,5mM Tris /HCI pH 6,8 8x
6% DTT 60 mg/ml

2.2.4 Losungen fiir die Firbung von Proteinen

(1,5 M Tris/HCI pH 8,87
(10% SDS)
(2,5% Bromphenolblau)
“auch 125 mM TrisCl pH 6,8

(40% Acrylamid-Mix)
(1,5 M Tris/HCI pH 8,8 )
(10% SDS)

(10% APS)

(40% Acrylamid-Mix)
(0,5 M Tris/HCI pH 6,8)
(10% SDS)

(10% APS)

TEMED

Einmachzucker

(0,5 M Tris/HCI pH 6,8)

Fiir die Farbungen wurde (mit Methylethylketon vergilltes) Ethanoly., und deionisiertes Wasser (H,Odion.)
verwendet, Methanol und alle iibrigen Chemikalien wurden in p. A.-Qualitit eingesetzt.

2.2.4.1  Silberfirbung von Proteinen in PAA-Gelen
Fixier-Losung: 50% Methanol 500 ml/1
12% Essigsdure 120 ml/1  (Eisessig)
17mM Formaldehyd 1,36 ml/l (Formaldehyd 37%)
50% Ethanol: 500 ml/l  Ethanolyer,
0,02% Thiosulfat: 0,2 g/l Na,S,0; - 5 H,0 (=0,8 mM Natriumthiosulfat)
Farbelosung: 0,2% AgNO; 2 g/l (=12 mM Silbernitrat)
20 mM Formaldehyd 2ml/l (Formaldehyd 37%)

* APS und TEMED wurden erst unmittelbar vor dem GieBen zugesetzt und vorsichtig untergemischt
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Entwickler-Losung: 60 g/l Na,CO; (= 566 mM Natriumcarbonat)
0,02 mM Natriumthiosulfat 25 ml/l (0,02% Thiosulfat; s. 0.)
17mM Formaldehyd 1,36 ml/l (Formaldehyd 37%)
24% Essigsdure: 240 ml/l Eisessig
Stopp-Losung: 50% Methanol 500 ml/l
12% Essigsdure 120 ml/1  (Eisessig)
EtOH / Glycerin: 20%  Ethanolye, 200 ml/1
1,70% Glycerin 20 ml/l  (87% Glycerin)
2.2.4.2  Silberfirbung von PVDF-Membranen nach Westernblot-Analyse
20% TCA: 400 ml/l  (50% TCA)
MeOH / HAc: 50% Methanol 500 ml/1
12% Essigsdure 120 ml/l  (Eisessig)

0,02% Thiosulfat: 0,2 g/l Na;S;0; - 5 H,0 (= 0,8 mM Natriumthiosulfat)
0,65% Glycerin: 7,5 ml/l (87% Glycerin)
Farbelosung: 35% Losung A

65% Losung B

Losung A und B getrennt ansetzen und erst unmittelbar vor der Zugabe mischen
Losung A: 50 g/l Na,COs (=472 mM Natriumcarbonat)
320 mM  Formaldehyd 26 ml/l  37% Formaldehyd
Losung B:  0,20% NH4NO; 2 ¢/l (=25 mM Ammoniumnitrat)
0,25% AgNO; 2,5¢/l (=15 mM Silbernitrat)
1% Wolframatokieselsdure 10 g/l (ca. 3 mM Hy[Si(W3010)4])

5% Essigséure:

2.2.4.3

Bradford Stammlésung:

0,01%
5%

50 ml/l (Eisessig)

Losung zur Proteinbestimmung nach Bradford

Coomassie Brillant Blue G250

Ethanol p. A.

867 mM Phosphorsdure

100 mg/1
50 ml/l

100 ml/1  (85% H;PO,)

Coomassie in Ethanol 16sen; Phosphorsdure dazugeben; mit Wasser auffiillen.

2.2.5 Losungen fiir die Zellfraktionierung (Kernextraktion)

hEP (Kernextraktionspuffer A, hypoton):

20 mM HEPES 50x (1 M HEPES (238,31 g/l); pH 7.5)
15mM NaCl 333x (5 M (292 g/1) NaCl)
5mM MgCl, 200x (1 M (203 mg/ml) MgCl, - 6 H,0)
ImM DTT 1000x (1 M (154 mg/ml) DTT)
ImM ATP 100x (100 mM (60,5 ml/ml) ATP)
10mM NaF 100x (1M (42 mg/ml) NaF )
10 mM ortho-Vanadat 100x (1M (184 mg/ml) Na;VOy)
1 mM PMSF 100x (100 mM (17,4 mg/ml) PMSF in Ethanol)

pHaec 7,5 einstellen
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tEP (Kernextraktionspuffer B, isoton mit Triton):

0,1M
50 mM
0,40%
1 mM
2,5 mM
1 mM
10 mM
10 mM
1 mM
21 uM
1,5 uM

Suspensionspuffer:
4 mM

1 mM

1 mM

0,25 mM

0,25 mM

25 uM

5 uM

0,5 uM

KCl1

HEPES

Triton X100 4
DTT

MgClz

ATP

NaF

ortho-Vanadat
AEBSF

Leupeptin
Aprotinin

pHaec 7,5 einstellen

HEPES

DTT

ATP

NaF

ortho-Vanadat
AEBSF

Leupeptin
Aprotinin

pHaec 7,5 einstellen

10x
20x
mg/ml
1000x
400x
100x
100x
100x
100x
100x
100x

20x
1000x
100x
400x
400x
400x
400x
400x

(1 M (74,56 g/1) KCI)

(1 M HEPES (238,31 g/l); pH 7,5)
ca. 3,4 ul/ml

(1 M (154 mg/ml) DTT)

(1 M (203 mg/ml) MgClL, - 6 H,0)
(100 mM (60,5 mg/ml) ATP)

(1 M (42 mg/ml)NaF)

(1 M (184 mg/ml) Na;VOy)

(24 mg/ml AEBSF - HCI)

(1 mg/ml Leupeptin Hemisulfat)
(1 mg/ml Aprotinin)

(1M HEPES (238,31 g/l, pH 7,5))
(IM (154 mg/ml) DTT)

(100 mM (60,5 mg/ml) ATP)
(1M (42 mg/ml) NaF)

(1M (184 mg/ml) Na;VOy)

(24 mg/ml AEBSF - HCI)

(1 mg/ml Leupeptin Hemisulfat)
(1 mg/ml Aprotinin)

2.2.6 Losungen fiir die Ultrazentrifugationstechniken

Alkalische Saccharose 15%:

Alkalische Saccharose 30%:

Blaue Saccharose:

Lyselosung:

Baselosung:

TE:

Lysemedium:

0,25 M
0,6 M

1 mM
0,1%

15% (w/w)

NaOH 10 g/l

NaCl 35,1 g/l

EDTA 372 mg/l NaEDTA -2 H,O

Sarcosyl 1 g/l N-Dodecylsarcosin Natriumsalz
Saccharose 158,9 g/l  Einmachzucker

wie alkalische Saccharose 15%, jedoch

30% (w/w) Saccharose entsprechend 338,1 g/l Einmachzucker

65% (w/v) Saccharose mit wenig Methylenblau 650 g/1
1% 1% Sarcosyl 10 g/1
0,2M EDTA 74,4 g/l Na,EDTA -2 H,0
IM NaOH 40 g/l
0,2M EDTA 74,4 g/l Na,EDTA - 2 H,0
10 mM  Tris (Base) 1,2 g/l
1 mM EDTA 372 mg/ml Na,EDTA -2 H,0O
pHRT 8,0 mit HCI
20mM Tris (Base) 2,42 mg/ml
10mM EDTA 3,72 mg/ml  Na,EDTA - 2 H,O
0,50% Sarcosyl 5 g/l N-Dodecylsarcosin Natriumsalz

pHRT 8,0 mit HCI
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PK-Lysemedium: 100 pg/ml Proteinase K~ 200x 20 mg/ml Proteinase K (Roche)
Lysemedium ad. 100%

TCA zum Fillen: 17% TCA

TCA zum Waschen: 1% TCA

bei Markierung mit [**P]-PO, zusitzlich 1,7% bzw. 0,1% Na,P,0; - 10 H,0

Carrier-DNA: 0,25 g/l Heringssperma DNA

2.2.7 Losungen fiir die Westernblot-Analyse

Kathodenpuffer: 40 mM  6-Amino-hexansdure 5,25 g/l (6-Amino-capronséiure)
25mM  Tris (Base) 3,03 g/l
20% Methanol 200 ml/l
Alws (Anodenpuffer 1): 30 mM  Tris (Base) 3,63 g/l
20% Methanol 200 ml/1
A2 wp (Anodenpuffer 2): 300 mM  Tris (Base) 36,3 g/l
20% Methanol 200 ml/l
PBSgcL 40 mM  Na,HPO, 7,13 g/l Na,HPO, - 2 H,0O
11,5mM NaH,PO, 1,38 g/l NaH,PO, - H,O
50mM NaCl 2,92 g/l
PBS"icL 0,4% Tween20 4g/1

ad 100% PBSECL

Primédre und sekundére Antikorper wurden mit 5% Magermilchpulver in PBSgc; verdiinnt und in unter-
schiedlicher Konzentration eingesetzt (ausgehend von den Angaben der Hersteller und abhéngig von der
erreichten Signalstirke zwischen 1:50 und 1:10.000). Nach Gebrauch konnte der verdiinnte Antikorper bei
-20 °C gelagert und bis zu 2 Mal wieder verwendet werden.

2.2.8 Puffer und Medien fiir die Zellkultur

Das Zellkulturmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media) wurde in Pulverform bei Invitrogen
(Gibco) bezogen, in HyO4q geldst und entsprechend der Anleitung mit Natriumbicarbonat erginzt. Zur
Herstellung von DMEM Mangelmedium wurden die einzelnen Chemikalien mit Ausnahme von Phosphat
und Methionin entsprechend der Angaben des Herstellers eingewogen und ebenfalls in H,Oyq geldst. Die
Medien wurden steril filtriert und in Portionen a 500 ml bei 4 °C aufbewahrt.

Fotales Kélberserum (FKS) und Antibiotika-Mix (100x) wurden portionsweise bei -20 °C aufbewahrt und
das Medium damit bei Bedarf unter sterilen Bedingungen ergénzt.

DMEM®: Aus den Einzelsubstanzen selbst gemischtes Mangelmedium nach den Angaben des
Herstellers (Invitrogen), jedoch ohne Phosphat und ohne Methionin. Die
gewiinschte Methionin- und Phosphatkonzentration wurde durch Zugabe kon-
zentrierter Stammlosungen eingestellt und i.d. R. 10% FKS und Antibiotika

zugesetzt.
DMEM® ¢ 125 mg/l NaH,PO, - H,0
10% FKS

500 U/ml Penicillin
500 pg/ml  Streptomycin
ad 100% DMEM?®
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DMEM® pposphat 30 mg/l Methionin

10% FKS (optional)

500 U/ml Penicillin
500 pg/ml  Streptomycin
ad 100% DMEM?®

DMEM°® Grucose 10% FKS (optional, da FKS Glucose enthilt)

500 U/ml  Penicillin
500 pg/ml  Streptomycin

ad 100% glucosefreies DMEM (Invitrogen)

DMEMKumplcn 1 0% FKS
500 U/ml Penicillin
500 pg/ml  Streptomycin
ad 100% DMEM
Einfriermedium: DMEMKmpl. + 7% DMSO
PBS,.t. 2,7mM KCI 0,2 g/l
1,47 mM KH,PO, 0,2 g/l
8,1 mM Na2HPO4 2,16 g/l Na2HPO4 -7 Hzo
138 mM  NaCl 8 g/l NaCl
pH 7.4
Trypsingx 0,05% Trypsin in PBSg.r
Hank’s 1,26 mM CaCl, 0,18 g/l CaCl, -2 H,O
0,5mM MgCl, 0,1 g/ MgCl, - 6 H,O
0,5mM MgSO, 0,1 g/ MgSO, -7 H,O
533 mM KCl 0,4 g/l
440 uM  KH,PO4 60 mg/l
3,6 mM NaHCO; 0,3 g/l
138 mM NaCl 8 g/l

338 ],J.M NazHPO4
S5mM Glucose

60 mg/l NazHPO4 -2 HzO
1 g/l Glucose - H,O

2.2.9 Losungen fiir die Elution ausgeschnittener Proteinspots

Alle Losungen wurden am Versuchstag mit frisch destilliertem H,O4q und mit nur fiir diesen Zweck
verwendeten Chemikalien angesetzt und bis zum Gebrauch verschlossen. Gerite aus Glas oder Metall
wurden mit 0,2% SDS und H,Og4q gespiilt und alle Arbeitsschritte mit Handschuhen erledigt. Bei dieser
Methode werden oft nur wenige fimol eines Proteins analysiert. Daher muss bei allen Gerdten und Hand-

griffen auf hochste Reinheit geachtet werden, um Kontaminationen durch Keratin u. a. zu vermeiden.

50 mM Ammoniumbicarbonat:

Bleichlosung:

15mM Kaliumhexacyanoferrat (III)

50 mM  Natriumthiosulfat

3,5 mg/ml

NHHCO;

2x (30 mM (9,88 mg/ml) KsFe(CN)g )
2x (100 mM (24,8 mg/ml) Na,S,0; - 5 H,0)

Beide Stammlosungen wurden frisch angesetzt und erst kurz vor der Zugabe gemischt.

Trypsin: Sequencing Grade modified Trypsin (Promega Nr. V5111)

Stammlosung mit 2 mg/ml Trypsin in 50 mM Ammoniumbicarbonat (alternativ auch

0,4 mg/ml Trypsin); Lagerung in Portionen zu je 20pug bei -80 °C
Endkonzentration 2,5 pg/ml (ca. 50 ng in 20 ul pro Probe)
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2.3 Methoden fiir Experimente mit Zellkulturen

2.3.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen, die anschlieffend langer als 12 Stunden wachsen sollten, wurden unter
sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

2.3.1.1  Kulturhaltung von T24-Zellen

Die T24-Zellen wurden im Brutschrank (37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit) als Monolayer-
kultur in DMEMyempie kultiviert. Fiir die fortlaufende Fithrung der Kultur wurden 550 ml (182 cm?)
Gewebekulturflaschen aus Kunststoff verwendet (seltener auch 25 cm? oder 75 cm?). Die folgenden
Volumenangaben beziehen sich auf 182 cm? Kulturflaschen.

Um Kulturen auszudiinnen oder umzusetzen, wurde das Medium sorgfaltig abgesaugt, dann wurden
7 ml Trypsinlosungzk tiber den Zellen verteilt. Nach ca. 5 Minuten Inkubation im Brutschrank 16sten sich
die Zellen vom Boden der Flasche und die Wirkung des Trypsins wurde durch Zugabe von 5 ml
DMEMiompier: gestoppt. Nachdem Zellaggregate durch ca. zehnmaliges Trituieren aufgeldst waren und bei
Bedarf in einer Neubauer Zahlkammer die Zelldichte dieser Suspension bestimmt worden war, konnte der
iiberschiissige Anteil entnommen und entweder auf anderen Medien ausgesit oder verworfen werden. Die
verbleibende Suspension mit etwa 2,5 - 10° Zellen (10.000-15.000 Zellen/cm?) wurde mit DMEMiomplett
auf ca. 60 ml aufgefiillt, kurz umgeschwenkt und im Brutschrank weiter inkubiert. Um einen gleichméaBi-
gen, einwandfreien Zustand der Zellen zu garantieren, wurde eine T24-Zellkultur regelméBig alle zwei
Tage verdiinnt (,,umgesetzt). AuBlerdem wurden die Zellen nach ca. 4 Monaten Dauerkultur verworfen
und neue Kulturen mit frischen Zellen aus der Vorratshaltung gestartet.

2.3.1.2 Vorratshaltung

Die fiir die Vorratshaltung bestimmten Zellen wurden wie beschrieben kultiviert, bis die Kultur zu
etwa 80% konfluent war. Nun wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und suspendiert, in das 6-fache
Volumen DMEMgmpier tiberfithrt und die Zellzahl wurde bestimmt. Die Suspension wurde 5 Minuten bei
500 x g zentrifugiert, das iiberstchende Medium verworfen und das Pellet in 0,3 ml pro Million Zellen
eiskaltem und sterilem Einfriermedium (DMEMyompiere + 7% DMSO) resuspendiert. Portionen zu je 1,5 ml
(ca. 5 - 10° Zellen) wurden in Einfrierrshrchen gefiillt, in Eis verpackt, iiber Nacht im Gefrierschrank auf -
80 °C abgekiihlt und schlie8lich in fliissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fiir die
standige Zellkultur wurden Zellen in Vorrat gehalten, die moglichst wenig Kulturpassagen durchlaufen
hatten, um den in der Literatur beschriebenen Zustand der Zellen zu gewéhrleisten.

Um Zellen aus der Vorratshaltung wieder in Kultur zu nehmen, wurde eine Portion aus der Stick-
stofflagerung entnommen und in warmem Wasser (30 - 40 °C) angetaut, so dass noch ein kleines Eisstiick
verblieb. In diesem Zustand wurde die Suspension in 25 ml kaltes DMEMompiee in eine 75 cm? Gewebe-
kulturflasche iiberfiihrt und wie beschrieben kultiviert.

2.3.1.3  Aussaat von Zellen

Fiir die meisten Experimente wurden Zellen auf Petrischalen aus Glas oder fiir Gewebekulturen
geeignetem Kunststoff ausgesdt. Da im Material der Plastikschalen jedoch Luftsauerstoff geldst ist,
wurden bei Hypoxie-Experimenten ausschlieBlich Glasschalen verwendet. Diese wurden vor jedem
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Versuch ca. 30 Minuten mit 1 M NaOH behandelt, danach mit H,O4¢ gewaschen und 3 Stunden bei
180 °C trocken sterilisiert, um eine bessere Haftung der Zellen am Boden zu erwirken.

Die aus der Kulturhaltung entnommene Zellsuspension (s.0.) wurde mit DMEMyompeq auf die
gewiinschte Zelldichte gebracht, je nach Bedarf mit den entsprechenden Zusitzen (z. B. radioaktiv
markiertem Thymidin) versetzt und gut gemischt. Dann wurden definierte Volumina auf den Schalen
verteilt, diese gleich in den Brutschrank iiberfiihrt und wenn méglich einige Stunden nicht bewegt, um ein
gleichmdfBiges Anwachsen der Zellen zu erméglichen.

2.3.2 Markierung und Begasung von Zellkulturen

Bei allen Experimenten mit lebenden Kulturen wurde darauf geachtet, die Zellen moglichst wahrend
der gesamten Versuchszeit bei 37 °C, 5% CO, und 95% Feuchtigkeit zu halten. Bei Bedarf stand daher ein
auf konstant 37 °C geheizter Raum zur Verfiigung, wo die Zellen mithilfe einer Begasungsanlage (2.2.1)
in der gewiinschten Atmosphire inkubiert werden konnten. Die wihrend der Inkubation bei 37 °C einge-
setzten Gerédte und Gasmischungen wurden vorgewédrmt und Fliissigkeiten, von denen mehr als 2% des
Mediumvolumens zugegeben werden sollten, wurden zusitzlich in der gewiinschten Atmosphére
aquilibriert.

Unter normoxischen Bedingungen wurden die in wiéssriger Losung vorliegenden Markierungs-
substanzen direkt ins Medium pipettiert. Sollte in geschlossenen Begasungskammern (z. B. unter
Hypoxie) markiert werden, so wurde die entsprechende Menge Markierungslosung auf geeigneten
Glasloffeln eingetrocknet, welche in die Kammer eingebaut und zum gewiinschten Zeitpunkt von auflen in
das Medium abgesenkt werden konnten, ohne die Kammer zu 6ffnen. Eine weitere Moglichkeit boten
gasdichte Gummisepten, durch die mithilfe von Glasspritzen und Kaniilen Fliissigkeiten appliziert oder
entnommen werden konnten. Die zugegebenen Stoffe wurden durch Umschwenken gleichmaBig auf der
Kulturschale verteilt.

2.3.2.1  Markierung zellulirer DNA in vivo

Die Markierung von DNA in lebenden Zellen erfolgte durch Zugabe von radioaktiv markiertem
Thymidin (Thd) ins Kulturmedium. Die radioaktive Markierung garantierte die notige Empfindlichkeit,
ohne die chemischen Eigenschaften der Metaboliten zu beeinflussen. Thymidin wird von der Zelle schnell
aufgenommen und spezifisch in DNA eingebaut.

23211 DNA-Vormarkierung

Vormarkierte DNA diente als interner Standard, iiber den quantitative Unterschiede bei der Aussaat
und Verluste bei der Aufarbeitung von Zellkulturen ausgeglichen werden konnten. Aulerdem wurde sie
als Kontroll- und Bezugspunkt bei der Kettenldngenanalyse und der isopyknischen Zentrifugation
verwendet.

Meist wurde die Zellsuspension (s. 0.) vor der Aussaat mit 5 - 100 nCi/ml [2-"*C]-Thd vermischt. In
seltenen Fillen wurde auch [Methyl->H]-Thd eingesetzt oder das Thymidin erst nach der Aussaat in das
Kulturmedium gegeben.

23212 Pulsmarkierung

Die Pulsmarkierung diente zur Untersuchung des aktuellen replikativen Zustandes der Zellen. Die
Dauer der Pulse betrug, wenn nicht anders angegeben, 8 Minuten. Die Markierung wurde durch Zugabe
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der Markierungssubstanz direkt ins Kulturmedium gestartet und durch Auswaschen mit eiskalter PBSger.
oder (bei Chase-Experimenten) durch dreimaliges Waschen mit frischem Kulturmedium gestoppt.

Zur Markierung von DNA fiir die Kettenldngenanalyse wurden 5 - 20 pCi [*H]-Thd pro ml Kultur-
medium eingesetzt. Sollte die DNA-Syntheserate ermittelt werden, so wurden dem Medium 0,5- 5
uCi/ml [*H]-Thd sowie zusitzlich 2 uM® unmarkiertes Thymidin zugegeben, um den Einfluss der zellul-
ren Nukleosidpools auf die Einbaurate auszuschalten.

23213 Langzeitmarkierung

Sollte ein konstanter Einbau von Thymidin iiber einen Zeitraum von mehr als einer Stunde gewahr-
leistet sein, so wurde im Medium eine Konzentration von 0,5 nmol pro Million Zellen und Stunde oder
mindestens 2 uM Thymidin eingestellt.

2.3.2.2  Markierung von RNA und Protein in vivo

Zur spezifischen Markierung zelluldrer RNA in lebenden Kulturen wurde [2-'*C]-Uridin verwendet,
das zu Beginn der Markierungszeit aus der Stammlosung direkt ins Medium pipettiert wurde.

Fiir die gezielte radioaktive Markierung von Proteinen in Zellkulturen wurde [*°S]-Methionin einge-
setzt, welches ebenfalls zu Beginn der Markierung direkt ins Kulturmedium gegeben wurde. Sollte die
Markierung unter Hypoxie starten, wurde die Stammlosung wie beschrieben auf Glasloffeln getrocknet,
diese wurden spiter ins Medium getaucht, woraufhin sich das [**S]-Methionin im Medium 15ste. Bei
Bedarf, insbesondere bei kurzen Markierungszeiten, wurde das Kulturmedium zuvor durch ein Methionin-
Mangelmedium ersetzt. Dieses wurde aus DMEM® i, durch Zugabe der gewiinschten Menge Methionin
(100% = 30 mg/1) hergestellt.

2.3.2.3  Markierung mit [*>P|-Phosphat

Bei der Inkubation von Zellen mit radioaktivem, anorganischen Phosphat werden neben DNA und
RNA auch phosphorylierte Proteine sowie eine Vielzahl niedermolekularer Metaboliten radioaktiv
markiert. AuBlerdem wird anorganisches Phosphat von den Zellen nur in sehr geringen Mengen aufge-
nommen, was bei der Wahl von Markierungszeitpunkt und -dauer sowie der eingesetzten Menge an
Radioaktivitét beriicksichtigt werden muss.

Zu Beginn der Markierungszeit wurde [*?P]-Phosphat in entsprechender Menge direkt ins Kultur-
medium appliziert. Sollten mehr als 50 pCi/ml Medium eingesetzt werden, so wurde die 0,1 M HCI
enthaltende Stammlosung vorher durch Zugabe von 0,1 Volumen 1M NaOH neutralisiert. Bei Bedarf
wurde das Kulturmedium vor der Markierung durch ein Phosphat-Mangelmedium ersetzt. Dieses wurde
aus DMEM® pyosphae und der gewiinschten Menge NaH,PO, - H,O (100% = 125 mg/1) hergestellt.

2.3.2.4  Hypoxie und Reoxygenierung

Zur Inkubation der kultivierten Zellen mit Gasmischungen unterschiedlicher Sauerstoffkonzentration
wurden die Glaspetrischilchen in Begasungskammern aus Aluminium gestellt und diese mit Glasdeckeln
verschlossen. Die gewiinschte Gasmischung wurde zur Befeuchtung durch eine mit H,Oyq gefiillte Wasch-
flasche geleitet und auf die einzelnen Kammern verteilt (2.2.1).

* Endkonzentration im Medium
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Zu Beginn der Begasung wurden die Kammern etwa 30 Minuten mit relativ schnellem Gasstrom
durchspiilt, anschliefend wurde der Gasfluss je nach Grofle der Kammern auf 30 bis 100 ml pro Minute
und Kammer reduziert.

Sollten unter Hypoxie Stoffe zugegeben werden, so wurde die gewiinschte Menge vor dem Versuch
auf entsprechend gefertigten Glasloffeln eingetrocknet und diese in der Begasungsapparatur montiert.
Zum gewiinschten Zeitpunkt konnte der Glasloffel von auBen in das Kulturmedium abgesenkt werden,
ohne die Atmosphaére iiber den Zellen zu beeinflussen.

Die Reoxygenierung erfolgte durch Zugabe von 4 Volumen auf 37 °C erwdrmtem und mit Reox-Gas
aquilibriertem Zellkulturmedium. AnschlieBend wurde das argonhaltige Hypoxie-Gas mit Atemluft aus
der Kammer geblasen und die Zellen schliefilich bis zum Ende der Reoxygenierungszeit normoxisch
begast.

2.3.2.5  Abstoppen von Zellkulturen

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium iiber den Zellen moglichst rasch entfernt (abge-
gossen oder abgesaugt) und die Zellen 1 - 2 Mal mit eiskalter PBSy; gewaschen. AnschlieBend wurden
die Kulturen entweder bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert, bei -80 °C eingefroren oder sofort

weiterverarbeitet.

2.3.3 Priparation tritonextrahierter Zellkerne

Die Isolierung chromatin- und kernmatrixgebundener Proteine erfolgte in zwei Schritten. Zunéchst
wurden die Zellen durch hypotones Schwellen und milde Homogenisierung aufgeschlossen und die
Zellkerne sedimentiert, anschliefend wurden 16sliche und membrangebundene Proteine mithilfe eines
schwachen Detergens’ aus den Kernen extrahiert.

Alle Schritte der Préparation wurden im Kiihlraum bei <5 °C mit gekiihlten Gerdten und Losungen
durchgefiihrt. Die Extraktionspuffer wurden wenige Stunden vor Gebrauch frisch aus den Stammlésungen
hergestellt und im Kithlraum auf Eis auf 0 - 2 °C gekiihlt, auch Zellmaterial, Praparate und Gebrauchslo-
sungen wurden auf Eis aufbewahrt. Kerne, die resuspendiert werden sollten, wurden grundsétzlich
2 Minuten bei 500 x g und 4 °C sedimentiert.

Von den entsprechend vorbehandelten, mit eiskalter PBSq.r gestoppten und auf Eis gelagerten Zell-
kulturen wurde die Waschlosung sorgféltig abgenommen, die Kultur wurde zwei Mal kurz mit hEP
gewaschen und schlieBlich mit 12 ml* hEP gleichmdBig iiberschichtet. Nach 10 Minuten Inkubation
wurden die geschwollenen Zellen mithilfe eines Silikonschabers vom Boden der Schale gelost und
moglichst quantitativ in einen Dounce-Homogenisator (15 ml; Spaltgrofe S) tberfiihrt, wo sie mit 25
StoBen des Kolbens aufgeschlossen wurden. Die Suspension wurde in 15 ml Kunststoffrohrchen iiber-
fiihrt, die Zellkerne sedimentiert und der Uberstand (im Folgenden ,,Cytosol” genannt) dekantiert. Das
Pellet wurde mit 2 ml hEP gewaschen® und in 5 ml tEP resuspendiert, ggf. wurde zu dieser Suspension
noch RNase-Losung (100 mg/ml Stammldsung; Endkonzentration meist 1 mg/ml) hinzu gegeben. Nach
10 Minuten Inkubation auf Eis wurde erneut sedimentiert und der Uberstand (im Folgenden ,,Triton-
Extrakt” genannt) dekantiert. Die Kerne wurden in derselben Weise noch einmal 5 Minuten extrahiert und

zweimal mit tEP gewaschen.

“ alle folgenden Volumenangaben gelten fiir Zellkulturen jeweils einer 145 mm (165 cm?) Petrischale
® waschen: Pellet wurde durch vorsichtiges Trituieren resuspendiert, 2 Minuten bei 500 x g sedimentiert und der
Uberstand dekantiert
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Im Mikroskop zeigten sie nun eine glatte, runde Form, das fiir ganze Zellen typische Leuchten im
Phasenkontrast fehlte und nur sehr vereinzelt waren kleinere Anhéngsel zu erkennen.

Sollten die Proteine der extrahierten Kerne in der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt werden, so
ermoglichten weitere 2 Minuten Zentrifugation bei 2000 x g das anschlieBende Entfernen von restlichem
Extraktionspuffer. Das Pellet wurde in 60 ul Suspensionspuffer resuspendiert und in 15 ml Kunststoff-
rohrchen unter Vortexen mit 720 pl 2D-Lysepuffery,,, vermischt. Dies verhinderte weitestgehend die
Bildung von Klumpen durch freigesetzte zellulire DNA, welche nachtriglich nur mithsam aufgeldst
werden konnten. Nun wurde die DNA der Lysate durch Ultraschallbehandlung (Branson Cell Disruptor
BI15; output-level: 5; pulsed: 50%; 5 - 10 Pulse mit Ultraschallfinger unter Eiskiihlung) geschert, danach
wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

2.4 Bestimmung der Radioaktivitit von Proben

24.1.1 Vorbereitung der Proben

Zelluldre DNA

Sollte die Radioaktivitit markierter DNA einer Zellkultur ohne weitere Fraktionierung ermittelt
werden, so wurden die Zellen nach dem Waschen durch Zugabe von 1 ml 0,2 M NaOH lysiert". Das Lysat
wurde mit einem Silikonschaber vom Schélchenboden geldst und moglichst quantitativ in 14 ml Frak-
tionsrohrchen tiberfiihrt.

Gesamt-RNA

Zur Bestimmung der Aktivitdt markierter RNA wurde die Zellkultur nach dem Waschen in 0,3 ml 1%
SDS-Losung lysiert, dann mit einem Silikonschaber abgeschabt und in Fraktionsrohrchen tiberfiihrt. Das
Schilchen wurde mit 1 ml H,O4s nachgewaschen und das Lysat schnellstmoglich mit TCA gefallt.

Zelluldres Protein

Die mit [**S]-Methionin markierte Zellkultur wurde mit 1 ml 0,2M NaOH lysiert”, abgeschabt und in
15 ml Kunststoffrohrchen iiberfithrt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 85 °C wurde die sdurefdllbare
Aktivitit bestimmt. Durch das Erhitzen in NaOH wurde RNA zerstort, ansonsten hitte Methioninyl-t-
RNA ebenfalls zur sdureféllbaren Radioaktivitét beitragen und das Ergebnis verfélschen konnen.

Andere Proben

Zellsuspensionen oder nicht vollstéindig geloste Proben (z. B. Zellfraktionen) wurden mit 0,1 Vol.
10% SDS oder 2 M NaOH versetzt und wie unten beschrieben mit TCA gefillt.

Zur Bestimmung der Gesamtradioaktivitit in einer Probe (z. B. von Markierungsmedium) wurde ein
geringes Volumen (bis 20 pl) auf einem GF/C Glasfaserfilter eingetrocknet oder direkt ins Szintilla-
tionsgldschen gegeben, mit 3 ml Ultima Gold versetzt und gemessen.

# Volumenangaben fiir 35mm Kulturschale
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2.4.1.2  Siurefillung

Proben mit geringen Volumina wurden mit H,Oyq auf mindestens 500 pl aufgefiillt. Nun wurde die
Probe bzw. Fraktion mit 0,2 Vol. Carrier-DNA-L6sung und anschliefend mit 1 Vol. eiskalter 17% TCA
vermischt®. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurde das sdurefdllbare Material auf GF/C Glasfaser-
filtern gesammelt und die Filter wurden mit 1% TCA gewaschen. Dies geschah mithilfe eines Vakuum-
Filtrationssystems, das mit einer Glasfritte als Filterunterstiitzung und einem aufsteckbaren Trichter
versehen war. Bei *’P-markierten Proben wurde 17% TCA mit 1% Natriumpyrophosphat (Na,P,0;
wasserfrei) fiir die Fallung sowie 1% TCA mit 0,06% NasP,O; zum Waschen verwendet. Dies verringerte
die Hintergrundaktivitdt durch unspezifisch gebundenes radioaktives Phosphat.

Die Filter wurden 20 Minuten bei 80 °C getrocknet, danach in Szintillationsgldschen iiberfithrt und
mit 3 ml Ultima Gold Szintillationsfliissigkeit (Packard) versetzt.

2.4.1.3  Messung

Die Messung erfolgte im Fliissigszintillationszdhler (Packard Tricarb TR 1700 oder Packard Tricarb
TR 1600). Wenn nicht anders angegeben, wurden folgende Einstellungen gewéhlt:
Zidhlzeit: 1 - 4 Minuten pro Probe
Kanaleinstellungen: Kanal A 0 -13 keV (H)
Kanal B 18,5 -156keV  (*C und **S)
Kanal C 156 -1700 keV ~ (°P)

2.4.1.4  Auswertung

Zur Korrektur der gemessenen Werte wurden regelmiflig Leerwerte zur Bestimmung der Hinter-
grundstrahlung (cpmg) sowie reine '“C - bzw. **P - markierte Proben fiir die Bestimmung der Kreuz-
kontaminationsfaktoren (Anteil der "*C- bzw. **S - Strahlung in Kanal A (Kg(A) = 0,37) sowie der *P -
Strahlung in Kanal A (Kc(A) =~ 0,02) bzw. Kanal B (K¢(B) =~ 0,2)) gemessen. Bei der Auswertung wurden
der Leerwert sowie die jeweilige Kreuzkontamination von den Messwerten abgezogen, z. B. fiir den
korrigierten Messwert der Probe n in Kanal A (°H):

DM (A) = cpm(A,) - cpmo(4) - Ko(A) - com(B,) - Kc(4) - cpm(C,)

Sollten Messwerte auf einen internen Standard (Vormarkierung) bezogen werden, so wurde die
normalisierte Aktivitdt berechnet. Dazu wurde der zu normalisierende Messwert durch den Messwert des
Isotops der Vormarkierung der jeweiligen Probe geteilt und anschliefend mit dem Mittelwert aller
Vormarkierungswerte des Experiments multipliziert. Dadurch blieb die Information iiber die durch-
schnittliche Einbaurate fiir den Vergleich mit anderen Experimenten erhalten. Beispielsweise wird bei
einer Gesamtzahl von N Proben, einer Vormarkierung mit "*C oder **S der normalisierte *H-Wert folgen-
dermafen berechnet:

N
Py, (B;)
Py, (A,) D T v
i=1

cpmy,,, (B, )

DMy (4, ) =

Bei Gradienten wurde zunéchst die Gesamtaktivititen des zur Vormarkierung verwendeten Isotops
fiir jeden einzelnen Gradienten ermittelt (bei '“C-Vormarkierung: Summe der cpmyr(B) aller Fraktionen

? typischerweise 1ml Probe +200ul Carrier-DNA (=50pug DNA) + 1ml 17% TCA
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eines Gradienten). Mit diesen Vormarkierungswerten wurde anschlieBend der Messwert jeder Fraktion

wie oben beschrieben normalisiert.
2.5 Ultrazentifugationstechniken

2.5.1 DNA-Kettenlingenanalyse

Fiir die Untersuchung von Replikationsintermediaten humaner Zellen wurde die alkalische Sedimen-
tationsanalyse verwendet, da sich mit dieser Methode besonders gut das ganze Spektrum moglicher DNA-
Einzelstrdnge von wenigen hundert bis zu mehreren hunderttausend Basen Lange auftrennen und quantifi-
zieren lasst.

In Polyallomerrohrchen® wurden mithilfe eines Gradientenmischers (ISCO Gradientformer Modell
570) aus den beiden alkalischen Saccharoselosungen lineare Gradienten von 15 - 30% Saccharose aufge-
baut. Sie konnten bereits mehrere Stunden vor dem Probenauftrag angefertigt und — mit Parafilm
abgedeckt — aufbewahrt werden.

Die Gradienten wurden mit je 500 pul Lyselosung iiberschichtet. Die markierten und gewaschenen
Zellen wurden mit 500 pl Trypsinlosungzx in moglichst kurzer Zeit vom Boden der Schale abgeldst, mit
der Pipette suspendiert und ebenfalls iiber den Gradienten geschichtet. Nach einer Lysezeit von
ca. 5 Minuten wurde noch mit 500 ul Baselosung iiberschichtet, anschlieBend wurden die fertig beladenen
Gradienten — ebenfalls mit Baselosung — exakt austariert.

Nach 6 Stunden Lysezeit bei RT, die der Entwindung der umeinander geschlungenen Einzelstrange
diente, folgte die Zentrifugation fiir 12 Stunden bei 18.400 UpM (Rotor: Beckmann SW28) und 23 °C.
Die Zentrifugationsdauer konnte gemaf

(UpM,)* “t; = (UpMo)’ -1,

zwischen 15 und 5,5 Stunden variiert werden, ohne wesentlichen Einfluss auf das Sedimentationsprofil zu
haben.

Die zentrifugierten Gradienten wurden mithilfe eines Fraktionierapparats (ISCO Gradient
Fractionator Modell 640) durch Unterschichten mit 65%-iger blauer Saccharose in 31 Fraktionen a 1,2 ml
fraktioniert. AnschlieBend wurde die Radioaktivitit des sédurefillbaren Materials von jeder dieser
Fraktionen bestimmt.

Zur Auswertung wurde die gemessene Radioaktivitit jeder Fraktion gegen die Fraktionsnummer
aufgetragen. Aus der Fraktionsnummer nr konnte gemaf3

§=54-(np-2)[24]

der Sedimentationskoeffizient (S) und daraus nach Studier [102] die Kettenlédnge der sedimentierten DNA
berechnet werden. Als interne Kontrolle diente die lange vor Versuchsende mit ['*C]-Thd markierte
parentale DNA. War die DNA der Zellen beim Auftrag intakt und der weitere Versuchsablauf fehlerfrei,
so konnte im Profil der '*C-Aktivitdt mit einem einzelnen Peak gerechnet werden, dessen Maximum bei
Fraktion 28 + 2 lag’, und dessen halbmaximale Peakhohe in Fraktion 21 + 2 erreicht war.

Um bestimmte Aspekte deutlicher hervorzuheben, wurde in einigen Fillen eine prozentuale Darstel-
lung der Radioaktivitdtswerte gewéhlt. Dazu wurden aller korrigierten Messwerte durch die Gesamtakti-

 geeignet fiir den SW28 Ausschwingrotor (Beckmann)
® Abweichungen vor allem durch unterschiedliche UZ-Laufbedingungen
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vitdt des jeweiligen Isotops im Gradienten geteilt und diese prozentualen Werte gegen die Fraktions-

nummer aufgetragen.

2.5.2 Isopyknische Zentrifugation

Zur Trennung zelluldrer Makromolekiile nach Dichte wurde die isopyknische Zentrifugation im
Cisiumchlorid- und Céasiumsulfatgradienten eingesetzt. Der Vorteil dieser Methode, Molekiile weitgehend
unabhédngig von ihrer absoluten Masse zu trennen, wurde in dieser Arbeit fiir die Bearbeitung von
Problemen mit zwei unterschiedlichen Zielsetzungen genutzt:

1. Die Trennung dichtemarkierter DNA bei Fragen beziiglich des Zellzyklus’
2. Die Trennung der drei Molekiilgruppen DNA, RNA und Protein

2.5.2.1  Bestimmung der Dichte von Cisiumsalzlosungen

Die fiir die Dichtebestimmung vorgesehenen Proben wurden bis zur Messung luftdicht abgedeckt, um
einer Konzentrationsianderung durch Verdunstung vorzubeugen. Je 20 pl der Losung wurden entnommen,
um im Refraktometer ihren Brechungsindex zu messen. Uber die Formel [1]

prs=A np*-B A B Dichtebereich [g/cm?]
pasec: Dichte bei 25 °C in g/cm? CsCl 10,8601 13,4974 1,25 - 1,90
np>:  Brechungsindex bei 25 °C | Cs,SO, | 10,1200 | 15,1662 1,15-1,40
A, B: siehe rechts Cs,S0, | 13,6986 | 17,3233 1,40 - 1,70

konnte daraus die Dichte der Losung errechnet werden.

2.5.2.2  Trennung dichtemarkierter DNA

Die DNA der entsprechend vorbereiteten Zellkulturen wurde durch Zugabe von 20 uM 5-Bromo-2'-
Desoxyuridin (BrdU) dichtemarkiert. Die Zeitpunkte fiir Beginn und Ende der Dichtemarkierung und der
Markierungen mit [*H]-Thd und / oder [**C]-Thd sowie die Menge der eingesetzten Radioaktivitit wurden
abhingig von der Fragestellung gewihlt. Die markierten Zellen wurden mit eiskalter PBSg.; gestoppt und
gewaschen, die Waschlosung sorgfiltig entfernt.

Die Zellen wurden durch Zugabe von 0,5 ml PK-Lysemedium aufgeschlossen, das Lysat wurde mit
einem Gummischaber vom Boden des Schilchens gelost und in 15 ml Kunststoffrohrchen tiberfithrt. Nach
1-2 Stunden Inkubation bei 37 °C und Zugabe von 1 ml TE wurde es zum Scheren der DNA 5 Mal durch
eine Kaniile der Grofle 18 gedriickt und schlieBlich mit TE auf 7 ml aufgefiillt.

8,15g CsCl wurden in Polyallomerréhrchen® gewogen und in 6,00 g des gescherten Lysats gelost.
Dann wurde der Brechungsindex der Losung im Refraktometer bestimmt und kontrolliert, ob die
Ausgangsdichte im angestrebten Bereich zwischen 1,72 und 1,74 g/cm® lag. SchlieBlich wurde flissiges
Paraffin tiberschichtet, bis die Rohrchen vollstindig mit Fliissigkeit gefiillt waren. Im Rotor gegeniiber-
liegende Rohrchen wurden durch Entnahme geringer Mengen (maximal 50 ul) Paraffin exakt austariert
und die Deckel auf korrekten Sitz und eventuelle Lecks tiberpriift.

Die Zentrifugation erfolgte im Beckmann Ti70.1 Rotor fiir ca. 64 Stunden (mindestens 50 h) bei
36.000 UpM und 20 °C.

# geeignet fiir den Rotor Ti 70.1 (Beckmann), mit Titan-Verschluss und verschlieSbarem Deckelloch
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Die so erhaltenen Gradienten wurden durch Uberschichten mit fliissigem Paraffin in Fraktionen zu je
0,2 oder 0,4 ml fraktioniert. Hierzu wurde das Deckelloch gedffnet und mithilfe eines Adapters eine
Spritze angeschlossen, mit der fliissiges Paraffin in das Rohrchen gedriickt werden konnte. Somit konnte
das Volumen der Gadientenfliissigkeit exakt definiert werden, welche durch ein zuvor mit einer Kaniile
GroBe 12 in den Boden des Rohrchens gebohrtes Loch austrat und portionsweise in Fraktionsrohrchen
aufgefangen wurde. Bei Bedarf wurde zur Kontrolle des Gradientenverlaufs die Dichte einiger ausge-
wihlter Fraktionen bestimmt.

Die Fraktionen wurden mit je 400 ul HyOg4q versetzt, die Bestimmung der sdureféllbaren Radioaktivi-

tét erfolgte wie beschrieben®.

2.5.2.3 Trennung von DNA, RNA und Protein

Um Protein, DNA und RNA einer Probe in einem einzigen Schritt aufzutrennen, wurde sie in einem
sehr steilen Césiumsulfatgradienten isopyknisch zentrifugiert. Feste Proben wurden hierzu in 2 ml
Lysemedium® geldst, wissrige Proben wurden mit 0,2 ml 10x Lysemedium versetzt und mit TE auf 2 ml
aufgefiillt. Die DNA der Proben wurde mithilfe einer Kaniile Gr. 18 geschert (s. 0.), anschlieBend wurde
mit TE auf 8 ml aufgefiillt. 3,50g Cs,SO4 wurden in 7,30g der jeweiligen Probe geldst, im Weiteren wurde
mit den folgenden Werten — ansonsten wie oben beschrieben — verfahren:

Ausgangsdichte: 1,25 g/em?

Zentrifugation: >50 Stunden (ca. 64 Stunden) bei 58.000 UpM und 20 °C
Dichtegradient nach UZ: ca. 1,07 - 1,7 g/cm?

Fraktionierung: ca. 40 Fraktionen a 0,2 ml von unten durch Uberschichten mit Paraffin;

Bestimmung der sdureféllbaren Radioaktivitt.

2.5.2.4  Auswertung

Die korrigierten Radioaktivitdtswerte jeder Fraktion wurden gegen die Fraktionsnummer aufgetragen.
Mithilfe der resultierenden Diagramme wurden Anzahl und Position der Peaks ermittelt. Die Berechnung
der Flache unter einem Peak erfolgte durch Addition der Aktivitét aller Fraktionen des Peaks, deren Y-
Wert mehr als 5% des Peakmaximums betrug. Bei sehr kleinen Peaks wurde die Abgrenzung zur Hinter-
grundaktivitit oder zum benachbarten Peak visuell ermittelt.

Die gemessenen Brechungsindices der einzelnen Fraktionen wurden in Dichten umgerechnet und die
Fraktionsnummer aufgetragen. An diese Werte wurde ein Polynom zweiter Ordnung (Parabel) angepasst,
welches zur Berechnung der Dichte an jeder beliebigen Stelle des Gradienten diente.

2.6 Techniken zur Analyse von Proteinen

2.6.1 Phenolextraktion und Acetonfillung

Zur Reinigung von Proteinen wurden die Proben in moglichst wenig 1% SDS oder 8 M Harnstoff
gelost und mit TE auf ca. 500 pl aufgefiillt. Nun wurden 300 pl mit TE dquilibrierten Phenols zugesetzt,
und nach 30 - 60 Sekunden kriftigen Vortexens wurde zur Phasentrennung ca. 1 Minute zentrifugiert
(16.000 x g; RT). Die Phenolphase wurde abgenommen und in ein frisches Gefdf iiberfithrt. Die wéssrige

 siehe 2.3.3
b Lysemedium ohne Proteinase. Nur in Kontrollversuchen wurde mit DNase, RNase oder Proteinase K verdaut.
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Phase wurde noch 1 - 2 Mal mit weiteren 200 pl Phenol extrahiert und bei Bedarf (z. B. bei quantitativer
Analyse) wurden die Phenolphasen noch mit 300 pl TE riickextrahiert. Bei dieser Methode sammeln sich
Proteine in der Phenol- und Interphase wihrend DNA, RNA und Salze in der wissrigen Phase bleiben. In
besonderen Fiéllen wurden auch Zellen oder Zellkerne direkt in Phenol lysiert und nach Scheren der DNA
durch Beschallen® und Zugabe von 500 pl TE die Proteine wie beschrieben extrahiert.

Die Fillung geloster oder mit Phenol extrahierter Proteine erfolgte durch Zugabe von 2,5 Vol. Aceton
und mindestens zweistiindige Inkubation bei -80 °C. AnschlieBend wurden die Proteine sedimentiert
(30 min; 16.000 x g; 4 °C), der Uberstand abgegossen und das Pellet mit Aceton gewaschen.

2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Feste Proben wurden in moglichst wenig 1% SDS oder 8 M Harnstoff geldst und mindestens mit dem
20-fachen Volumen Wasser verdiinnt. 50 pl der verdiinnten Probe wurden mit 950 ul Bradford-Reagenz
gemischt und 15 Minuten bei RT inkubiert, dann wurde die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Der Protein-
gehalt wurde mithilfe einer Eichkurve (1 - 10 pg/ml BSA im gleichen Puffer wie die Proben) errechnet
und stets durch Mehrfachbestimmung verifiziert.

2.6.3 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1D-PAGE)

Die eindimensionale Auftrennung von Proteinen nach Masse erfolgte durch diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) in Gelen der GroBe 170 x 190 x 0,75 mm.

Zwischen zwei griindlich gereinigten Glasplatten wurde zundchst die Trenngel-Losung gegossen und
mit Isopropanol iiberschichtet. Nach der Polymerisierung wurde das Isopropanol sorgfiltig entfernt, die
Trenngel-Losung dariiber gegossen und ein passender Kamm mit 20 Zahnen eingesetzt.

Vor dem Auftragen der Proben wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt, der SDS-
Laufpuffer eingefiillt und jede einzelne Tasche nach Entfernen des Kamms mit Laufpuffer gespiilt. Die
Proben wurden in AP,p gelost oder 1:1 gemischt, ca. 5 Minuten bei 96 °C gekocht und in die Taschen
pipettiert. Als Proteinstandard diente der ,,Rainbow-Marker” (Amersham Biosciences), von dem 7 pul bei
einer anschlieBenden Westernblot-Analyse bzw. 0,5 -2 pl fiir ein Silbergel eingesetzt wurden. Nicht
verwendete Taschen wurden mit AP,p beschickt.

Die Trennung erfolgte bei Raumtemperatur und konstant 30 mA, bis die Bromphenolblau-Front etwa
90% des Gels durchwandert hatte (dies dauerte meist ca. 3 h).

2.6.4 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Methode der Auftrennung von Proteinen in der 2D-PAGE wurde im Verlauf der Arbeit an die zu
untersuchenden Proben angepasst. Die einzelnen Schritte wurden, von den Empfehlungen der Firma
Amersham ausgehend (Beipackzettel zu den IEF-Streifen und [4]), fiir die Proben tritonextrahierter Kerne
optimiert.

2.6.4.1  Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) von Proteinen erfolgte auf vorgefertigten Gelen (Immobiline
DryStrip; Amersham Biosciences) im Multiphor II IEF-System (Amersham Biosciences). Fiir die Prote-
omanalyse wurden Streifen mit den pH-Gradienten 3-10, 3-7 NL und 6-11 sowie 18 oder 24 cm Lénge

# Ultraschallfinger: Branson Cell Disruptor B15; output-level: 5; pulsed: 50%; ca. 5 Pulse
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verwendet. Die Zusammensetzung der Puffer, Art des Probenauftrags und die Laufbedingungen wurden
im Verlauf der experimentellen Arbeit ausgefeilt. Im Folgenden ist die Vorgehensweise beschrieben,
welche sich fiir die bearbeiteten Proben sowie die verwendeten Gerdte und Materialien als am besten
erwiesen hat. Grundsitzlich muss bei der isoelektrischen Fokussierung im basischen Bereich (ab pH 8) ein
anderes Verfahren gewihlt werden als im neutralen und sauren. Fiir ein zur Silberfarbung vorgesehenes
Gel wurden ca. 100pg Protein bzw. die tritonextrahierten Kerne von 2 bis 20 Millionen T24-Zellen
eingesetzt.

2.64.1.1 Vorbereitung der IEF-Gele

Die vorgefertigten Fokussierungsstreifen wurden in getrocknetem Zustand geliefert und miissen daher
zundchst rehydratisiert werden. Das Auftragen der Proteine auf das Fokussierungsgel kann entweder bei
der Rehydratisierung oder erst spater wiahrend des Laufs erfolgen.

A. Probenaufirag wihrend Rehydratisierung:

Zum Beladen der Gele wihrend der Rehydratisierung wurde die in 2D-Lysepuffer geloste Probe mit
2D-Lysepuffer auf 350" ul aufgefiillt, mit 10,5 ul (3%) des fiir den jeweiligen pH-Gradienten empfohle-
nen IPG-Puffers (Amersham Biosciences) und 0,3 pl 2,5% Bromphenolblau vermischt und 5 Minuten bei
RT und 16.000 x g zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die IEF-Streifen nach Entfernen der Schutzfolie
mit der Gelseite nach unten in die Vertiefungen einer speziell dafiir angefertigten Kassette gelegt. Diese
Teflonkassette fasst bis zu 10 Streifen und ist zum Schutz vor Verdunstung mit einem Plexiglasdeckel
verschliebar. Alternativ kénnen auch 5 ml Einmalpipetten (ca. 5 mm Innendurchmesser und 30 cm
Liange) verwendet werden, die vorne zugeschmolzen und hinten mit einem Silikonstopfen verschlossen
werden. Der Uberstand der zentrifugierten Probe wurde nun unter den IEF-Streifen pipettiert und gleich-
maBig verteilt. Die Kassette bzw. Pipette wurde verschlossen und exakt waagerecht gelagert. So wurden
die Streifen mindestens 16 Stunden bei RT inkubiert.

Nach der Entnahme wurden die IEF-Streifen mit H,Oy4-befeuchtetem 3MM-Filterpapier von iiber-
schiissigem Puffer befreit, moglichst rasch unter das fliissige Paraffin der bereitstehenden Multiphor 11
IEF-Kammer getaucht und sorgfiltig platziert (Beachtung der Polaritét: saures Ende zum Pluspol).
Danach wurden ca. 2 cm lange Elektrodenstreifen (z. B. Serva #42972) mit DTT (1% in H,Ogq) getrinkt,
kurz auf saugféhiges Papier gelegt, um iiberschiissige Fliissigkeit zu entfernen, und auf beiden Seiten der
IEF-Streifen ca. 1 cm mit dem Gel iiberlappend platziert. Alternativ wurden die Elektrodenstreifen auch
mit HyOgq, 0,5 - 3% DTT oder IEFpg-Puffer getriankt, was das Fokussierungsergebnis stark beeinflusste.

B. Probenaufirag wihrend des Fokussierungslaufs

Die IEF-Streifen wurden wie beschrieben mindestens 2 Stunden (meist iiber Nacht) mit 350 ul®
AP gp-Puffer (jedoch ohne Probe) rehydratisiert und nach dem Entfernen des iiberschiissigen Pufters in der
IEF-Kammer platziert.

Nun wurden die in IEF-Puffer gelosten Proben mit 3% des entsprechenden IPG-Puffers vermischt
und 5 Minuten bei RT und 16.000 x g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden auf Elektrodenstreifen mit
einer Lange von 1 cm pro 100 pl Probe pipettiert und diese auf der sauren Seite (Anode / Pluspol) ca.
1 cm mit dem Gel tiberlappend platziert. AnschlieBend wurden zwei weitere Elektrodenstreifen pro Gel

“ alle Zahlenangaben gelten fiir 18 cm IEF-Streifen
® alle Zahlenangaben gelten fiir 18 cm IEF-Streifen
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mit 1% DTT (siehe oben) getrankt. Einer davon wurde auf der basischen Seite des Fokussierungsgels
1 cm iiberlappend platziert, der zweite maximal 5 mm mit dem probengetrinkten Streifen iiberlappend auf
der sauren Seite (siche Abbildung 2.6-1).

4

3 2

Abbildung 2.6-1 Aufbau fiir die IEF

IEF-Gelstreifen (1), Eletrodenstreifen mit H,O4q oder DTT
getrankt (2) und (5); Elektrodenstreifen mit geloster Probe (3);
Elektroden der Multiphor II IEF-Kammer (4)

2.64.12 Fokussierungslauf und Umdquilibrierung

Nachdem die Elektroden vorsichtig eingesetzt waren, wurde unter Durchstromen der Kiihlplatte mit
Leitungswasser der gewiinschte Spannungsverlauf angelegt. In Tabelle 2.6-1 sind Beispiele von typischen
Spannungsprotokollen gezeigt.

Tabelle 2.6-1 Spannungsprotokolle fiir isoelektrische Fokussierung

Probenauftrag Methode A Probenauftrag Methode B
Spannung Dauer Standard | alternativ
200 V 30 min 150 v 2h 2h
400 V 30 min 300V 2h 2h
750 V 15 min 500V 15 min 1h
1200 V 15 min 750 V 15 min 1h
2000 V 15 min 1000 V 15 min 6h
3000 V 7,3-18h 1500 V 15 min 1h
2000 V 15 min 1h
2500 V 15 min 1h
3000 V 6,7-17h 3h
insgesamt | 23 -54 kVh | insgesamt | 23 - 54 kVh 23 kVh

Die Fokussierungsdauer bei 3000 V wurde abhingig von Lange und pH-Bereich des IEF-Streifens
gewdhlt. Streifen mit 24 cm wurden 1/3 lidnger (bezogen auf kVh) fokussiert als 18 cm Streifen. IEF-
Streifen pH 3-10 wurden mit 25 kVh, pH 3-7 NL mit 30 kVh und pH 6-11 mit 23 kVh fokussiert (immer
auf 18 cm Lénge bezogen). Meist erwies sich die untere Grenze der Herstellerempfehlung als optimal®.

Kurz vor Ende der Fokussierung wurden die Aquilibrierungspuffer angefertigt und die SDS-Gele fiir
die zweite Dimension vorbereitet. Fiir die Uméaquilibrierung wurden 25 ml Einmalpipetten an einem Ende
abgesédgt und am anderen zugeschmolzen (auch andere verschlieSbare Kunststoffrohren sind geeignet)

# ab Mitte 2003 wurden die Empfehlungen fiir die Fokussierungsdauer nach unten korrigiert
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und mit je 10 - 15 ml AqPprr beschickt. Nach Ablauf der Fokussierungszeit wurden die Elektroden und
Elektrodenstreifen entfernt und die Streifen etwa eine Minute auf saugfdhiges Papier gelegt, um {iiber-
schiissiges Paraffin ablaufen zu lassen. Anschlieend wurden die Streifen kurz unter flieBendem HyOgion.
gespilt und mit der Gelseite nach oben einzeln in die vorbereiteten Pipetten gelegt, welche dann mit
einem Silikonstopfen verschlossen wurden. 15 Minuten lang wurden die Streifen unter langsamem
Wippen mit AqPprr dquilibriert, dann wurde dieser vollstindig abgegossen und durch 10 - 15 ml ApPjxs
ersetzt. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation auf der Wippe wurden die Streifen in der Regel sofort auf
die vorbereiteten SDS-Gele aufgetragen (siehe unten), sie konnten aber auch wenige Stunden bei 0 - 4 °C
oder mehrere Tage bei -80 °C bis zum Auftragen gelagert werden.

2.6.4.2  SDS-PAGE fiir die 2. Dimension

Vor dem GieBlen der Gele wurden die benétigten Glasplatten in SDS-Losung (ca. 0,1% in HyOgeion.)
gesdubert, mit HyOg4q abgespiilt und getrocknet. Aus je zwei Glasplatten und 1 mm starken PVC-Spacern
wurden Gelkammern hergestellt und mit Gewebeband abgedichtet.

In diese Kammern wurde die frisch hergestellte PAG-Losung gegossen und vorsichtig mit ca. 1 ml
Isopropanol p. A. iiberschichtet. Frithestens 20 Minuten nach dem Beginn der Polymerisation wurde das
Isopropanol abgegossen. Die Gele wurden bis zur weiteren Verwendung mit SDS-Laufpuffer iiberschich-
tet. Die so hergestellten Gele hatten eine Grofie von ca. 240 x 220 x 1 mm.

Vor dem Auftragen eines Fokussierungsstreifens wurde der zuvor iiberschichtete Laufpuffer vom
SDS-Gel abgegossen. Der uméquilibrierte IEF-Streifen wurde kurz in SDS-Laufpuffer getaucht, um
liberschiissigen Aquilibrierungspuffer zu entfernen, und zwischen den Glasplatten knapp iiber der Ober-
flache des SDS-Gels platziert. Nun wurden 1 - 2 ml der bei 96 °C geldsten und auf 80 °C abgekiihlten
Uberschichtungsagarose luftblasenfrei unter den Streifen pipettiert, bis dieser vollstindig mit Agarose
bedeckt war. Schlieflich wurde der Streifen vorsichtig aber moglichst rasch mit einem Spatel in der
fliissigen Agarose bis auf die Oberfliche des SDS-Gels geschoben. Das Gel wurde etwa 15 Minuten bis
zur vollstandigen Polymerisation der Agarose stehen gelassen.

Anmerkungen: Unter Verwendung eines Gemisches aus low-melting- und gewohnlicher Agarose soll dieser
Schritt erheblich einfacher sein (miindliche Information). Zu niedrige Agarosekonzentrationen (< 0,3%) oder
eine unvollstindige Polymerisation fithren zum Auswaschen der Agarose wihrend des Laufs und dadurch zu
unregelmaBiger Auftrennung. Bei dem verwendeten System stehen die Gele aufrecht, jedoch um 90° gedreht in
der Kammer, die Elektroden befinden sich an zwei gegeniiberliegenden seitlichen Winden. Zur Wirmeregulie-
rung werden die Gele vollsténdig mit Laufpuffer umspiilt, der iiber einen Wérmetauscher temperiert werden
kann. Bei vielen anderen Systemen stehen die Gele dagegen vertikal, also mit dem IEF-Streifen nach oben, so
dass die Agarose hier weniger stark belastet wird.

Der Lauf erfolgte unter Kiihlung des Laufpuffers mit flieBendem Leitungswasser bei 80 - 200 V fiir
ca. 1500 Vh, bis die Bromphenolblau-Front noch ca. 2 cm vom Ende des Gels entfernt war. Danach
wurden die Spacer entfernt, eine der Glasplatten wurde vorsichtig abgehoben und das Gel durch Einker-
bungen eindeutig gekennzeichnet.

2.6.5 Westernblot und Immunodetektion

Zur gezielten Detektion bestimmter Proteine mithilfe von Antikérpern wurden die Proteine zundchst
im Semidry-Verfahren vom 2D-Gel auf eine PVDF-Membran geblottet. Dazu wurden auf die mit H,Ogq
befeuchtete Graphit-Anode nacheinander 6 Blatt mit A2yg-Puffer und 3 Blatt mit Alwg-Puffer getrankten
3MM-Filterpapiers sowie die in Methanol getauchte PVDF-Membran blasenfrei iibereinander geschichtet.
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Auf die Membran wurde etwas Alyg pipettiert und das fertige, bei Bedarf zugeschnittene SDS-Gel
aufgelegt. Nun wurden 9 Blatt in Kwg-Puffer getrinkten 3MM-Filterpapiers auf das Gel geschichtet und
schlieBlich die mit H,O4q befeuchtete Graphit-Kathode aufgesetzt und vorsichtig angedriickt.

Der Transfer erfolgte durch Anlegen von 1,6 mAh/cm? Gel- bzw. Membranflache’. AnschlieBend
konnte die Membran mit H,Oy4 befeuchtet und in Frischhaltefolie verpackt mehrere Tage bei 4 °C aufbe-
wahrt werden.

Nach der Absittigung unspezifischer Bindungsstellen mit gelostem Magermilchpulver wurde die
Membran mit einem primédren, gegen das gesuchte Protein gerichteten Antikdrper sowie einem sekunda-
ren Antikorper (gegen den primédren AK gerichtet und mit Meerrettichperoxidase gekoppelt) inkubiert.

Fir die Inkubation mit Antikorpern wurde die Membran luftblasenfrei in eine durchsichtige
verschlieBbare Kunststoffrohre gebettet. Durch deren langsames Rotieren um die Léngsachse (etwa
10 UpM) wurde die Membran mit der Antikorperlosung benetzt und der Bedarf an verdiinnter Anti-
korperlosung auf nur etwa 50 pl pro cm? Membran reduziert. Ansonsten wurde die Membran auf einem
Kreisschiittler bei ca. 120 UpM leicht in den Losungen bewegt. Alle Inkubationsschritte wurden bei RT
durchgefiihrt.

Zunidchst wurde die Membran 10 Minuten mit 10% Magermilchpulver in PBSgcp inkubiert, kurz mit
PBS":c. gewaschen und iiberschiissige Waschlgsung abgegossen. Es folgte eine Stunde Inkubation mit
dem in 5% Magermilchpulver / PBSgc verdiinnten primdren AK (néheres in 2.2.7), danach wurde die
Membran drei Mal 10 Minuten lang mit PBS"c gewaschen. Nach einer Stunde Inkubation mit dem in
5% Magermilchpulver / PBS";c. verdiinnten sekundéren Antikorper wurde wieder drei Mal 10 Minuten
mit PBS"gc;. gewaschen und die Waschlosung zum Schluss moglichst vollstindig abgegossen.

Mithilfe des ECL Western blotting analysis system (Amersham Biosciences) konnte die Aktivitit der
Peroxidase bestimmt werden. Die aus der enzymatischen Oxidation von Luminol folgende Chemilumi-
neszenz wurde durch Exposition eines Rontgenfilms detektiert. Dazu wurde die feuchte Membran in eine
Expositionskassette gelegt und mit dem frisch gemischten ECL-Reagenz vollstindig bedeckt. Nach etwa
einer Minute wurde die Fliissigkeit am Rand der Membran mit Kiichenpapier abgesaugt, die Membran mit
Frischhaltefolie abgedeckt und schlieSlich ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition erfolgte je nach
Signalstirke zwischen wenigen Sekunden und mehreren Stunden. Um eine prézise Lokalisation des
Signals zu erméglichen, wurde die Position des Films auf der Membran exakt markiert.

Jede Membran konnte fiir bis zu zwei weitere Nachweise nach demselben Protokoll verwendet
werden, wobei jedoch aufgrund der unterschiedlichen Signalstirke und Spezifitét der Antikorper oft eine
bestimmte Reihenfolge eingehalten und die Signale der vorangegangenen Tests in der Auswertung
beriicksichtigt werden mussten.

2.6.6 Silberfirbung von Proteinen in PAA-Gelen

Zur Visualisierung der in der 2D-Elektrophorese aufgetrennten Proteine wurde die von H. Blum
entwickelte Silberfirbung [8] als Basis verwendet und durch geringe Modifikationen an die gegebenen
Bedingungen angepasst. Die Nachweisgrenze bei dieser Farbemethode liegt bei ca. 20 - 100 pg/mm?, die
Intensitat ist jedoch relativ stark sequenzabhéngig.

Alle bei der Farbung verwendeten Geridte wurden zuvor in 0,1% SDS gewaschen und mit HyOgion
abgespiilt. Die einzelnen Gele wurden nach dem Entfernen der oberen Glasplatte in eigene Plastikschalen

# gewohnlich 2 Stunden bei 0,8 mA/cm?; resultierende Spannung zu Beginn: ca. 3 V gegen Ende: ca. 20 V
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iiberfiihrt und verblieben dort fiir die folgenden Inkubationsschritte, die unter leichtem Bewegen (ca. 120
Horizontalbewegungen pro Minute auf einem Kreisschiittler) durchgefiihrt wurden (Protokoll der Inkuba-
tionsschritte siche Tabelle 2.6-1). Alle Losungen wurden am Versuchstag frisch hergestellt, die Farbe-
und Entwickler-Losungen fiir jedes Gel erst kurz vor Gebrauch. Die Stopp-Losung 1 wurde direkt zum
Entwickler gegeben, um die Farbung schnellstméglich abzubrechen und somit die Zeitvorgabe exakt zu
befolgen.

Die gefarbten Gele wurden zwischen Zellglas getrocknet und anschlieBend ausgewertet.

Tabelle 2.6-2 Protokoll fiir die Silberfirbung von Protein-PAA-Gelen

Losung Zusammensetzung Volumen | Dauer
Fixieren 50% Methanol / 10% Essigsaure / 300 ml 0,5-4h
Fixieren 0,05% (w/v) Formaldehyd 300 ml 30 min
Waschen 50% Ethanol 300 ml 3 x 20 min
Sensibilisieren 0,02% Na,S,0; - 5 H,O 500 ml 1 min
Waschen H,04cion 450 ml 3 x 1 min
Firben 0,2% AgNO5/ 0,07% (w/v) Formaldehyd 450 ml 30 min
Waschen H>04¢i0n 450 ml 3x 1 min
Entwickeln g‘fpﬁj‘;ﬁa%g??ﬁgg/ V) Formaldehyd /1 400 1 | exakt 1 min
Stopp 1 24% Essigsdure 200 ml 2 min
Stopp 2 50% Methanol / 10% Essigsaure 300 ml 5 min
Zum Trocknen 20% Ethanol / 2,5% Glycerin 400 ml 10 min

2.6.7 Silberfirbung von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach der Immunodetektion wurde die Westernblot-Membran angefarbt, um spiter eine exakte
Uberlagerung der Filme mit den silbergefirbten Gelen zu ermdglichen. Auch in diesem Fall erwies sich
die Silberfarbung aufgrund der Empfindlichkeit als die am besten geeignete Methode.

Die trockene Membran wurde zunéchst kurz in Methanol gelegt und anschlieBend je 5 Minuten in
PBS":cr und H,Oyq geschiittelt, feuchte Membranen konnten direkt eingesetzt werden (Ablauf der
Inkubation siehe Tabelle 2.6-3).

Séamtliche Losungen wurden frisch mit H,O4q hergestellt. Die Inkubationsschritte erfolgten unter
intensivem Bewegen auf dem Kreisschiittler, da die Membran zum Aufschwimmen neigt. Da bei dieser
Methode im Verlauf der Farbung Silber ausfillt, wurde fiir diesen Schritt eine separate Glasschale
verwendet. Die Farbelosungen A und B wurden unmittelbar vor Gebrauch vermischt und unverziiglich
eingesetzt. Bei der Férbereaktion ist zu beachten, dass der Hintergrund bei nassen Membranen sehr viel
dunkler scheint als nach dem Trocknen, so dass die Reaktion erst gestoppt werden muss, wenn die
Membran dunkelbraun bis schwarz geférbt ist.

Die gefarbte Membran wurde auf Kiichenpapier gelegt und 1 Stunde bei 37 °C getrocknet.
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Tabelle 2.6-3 Protokoll fiir die Silberfirbung von PVDF-Membranen nach Westernblot

Losung Zusammensetzung Volumen | Dauer
Fixieren 20% TCA 100 ml 30 min
Waschen 45% Methanol / 10% Essigséure 200 ml 2 x 5 min
Waschen H,044 200 ml 3 x 2 min
Sensibilisieren 0,02% Na,S,0; - 5 H,O 200 ml 1 min
Vorbereiten 0,75% Glycerin 200 ml 1 min
Losung A (70 ml):

5% Na,CO; / 1% (w/v) Formaldehyd
Férben Losung B (130 ml): 1-10 min

0,2% NHsNO; / 0,25% AGNO; /

1% Wolframatokieselséure
Waschen H,044 200 ml 15 Sek.
Stoppen 5% Essigsédure 200 ml 2 min
Waschen H>044 200 ml 2 X 2 min

2.6.8 Autoradiographie und Szintigraphie von Gelen

Radioaktiv markierte und in der 2D-PAGE aufgetrennte Proteine wurden entweder durch direkte
Autoradiographie oder nach Behandlung der Gele mit einem Szintillator detektiert.

Fiir die Autoradiographie **P-markierter Proteine wurde das Gel nach dem Lauf entweder getrocknet
(s.u.) oder direkt in einer Expositionskassette mit Frischhaltefolie abgedeckt und nach Auflegen des
Rontgenfilms bei -80 °C exponiert. Gele mit **S-markierten Proteinen wurden vor der Autoradiographie
im Vakuum-Geltrockner oder zwischen Zellglas getrocknet (s. u.) und bei RT exponiert.

Die fur die Szintigraphie bestimmten Gele wurden mit 2% PPO" in Eisessig unter vorsichtigem
Bewegen zweimal eine Stunde lang inkubiert, anschlieBend in Leitungswasser, das mehrfach gewechselt
wurde, 4 - 16 Stunden gewaschen und nach dem Trocknen im Vakuum-Geltrockner bei RT exponiert. Ein
Liter frische Szintillatorlosung wurde zunéchst fiir den zweiten Inkubationsschritt von maximal 6 Gelen
verwendet und danach fiir die erste Inkubation von sechs weiteren Gelen eingesetzt.

2.6.9 Trocknen von Gelen

Gele fiir die Szinti- oder Autoradiographie wurden auf Whatman 3MM-Filterpapier gelegt, mit
Frischhaltefolie bedeckt und im Vakuum-Geltrockner bei 80 °C unter Wasserstrahlvakuum getrocknet.

Fiir eine optimale Bildanalyse wurden gefarbte Gele zwischen Zellglas getrocknet. Dazu wurden zwei
Blatt Zellglas (Zelluloid 25um, Rollenware, Firma Diroll) zugeschnitten und kurz in H,Ogeion. €ingeweicht.
Nacheinander wurden nun ein Stiick Zellglas, das Gel und das zweite Stiick Zellglas luftblasen- und
faltenfrei auf einen Kunststoffrahmen gelegt. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mit einem Glasstab ausge-
strichen, die Packung am Rand mit einem zweiten Rahmen auf den ersten gepresst und alles mit Metall-
klemmen fixiert. Nun wurde das eingespannte Gel im 37 °C warmen Luftstrom 8 - 24 Stunden getrocknet.
Trocken gelagert sind diese Gele mehrere Jahre haltbar.

#2,5-Diphenyl-oxazol
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2.6.10 Auswertung silbergefiarbter 2D-Gele

Um Aussagen {iber Verdnderungen im Proteom unterschiedlicher Proben machen zu kénnen, miissen
die Proteinspots der einzelnen Gele beziiglich ihrer Lage und Intensitit miteinander verglichen werden.
Eine grundlegende Voraussetzung sind daher mdoglichst exakt reproduzierbare Gele sowohl innerhalb
einer Probenserie als auch zwischen den einzelnen Versuchen. Dies gilt weniger fiir die visuelle Betrach-
tung durch das menschliche Auge, ganz streng jedoch, wenn die Gele mithilfe von Analysesoftware
erfasst werden sollen. Die automatische Erkennung der Spots wird durch starke Spots und einen niedrigen
Hintergrund erleichtert, eine fehlerfreie Zuordnung zwischen den Gelen kann nur durch sehr gut reprodu-
zierte Gele erreicht werden.

Fiir die manuelle Auswertung wurden die Programme Corel PHOTO PAINT 12 und Melanie 3 sowie
fir die (halb-)automatische Quantifizierung /mageMaster 5, ProteomWeaver 2 und Microsoft Excel 2003
eingesetzt.

Alle Gele wurden nach dem Trocknen iiber einen Durchlichtscanner digitalisiert und als TIFF-Datei
(tagged image file format) gespeichert. Zur Vermeidung von Informationsverlusten wurden dazu folgende
Einstellungen gewahlt:

Auflésung: 300 dpi

Farbtiefe: 16 bit Graustufen

[ 0

Ainax: automatisch auf hochste Graustufe des Gels

dmin und dpay bezeichnen die niedrigste bzw. hochste erfasste Graustufe. Wird dmi, auf 0 gesetzt, so
entspricht Graustufe 0 (Weil3) auf der Vorlage auch Graustufe 0 in der Bilddatei. So wurde garantiert, dass
auch sehr schwache Spots noch erfasst wurden. Die dunkelste Stelle der Vorlage wurde durch die
Einstellung dp.x = auto in der Bilddatei auf die hochstmogliche Graustufe (schwarz) gesetzt.

Als Referenz diente bei der Auswertung das jeweilige Gel der hypoxischen Probe, auf die die Verin-
derungen bezogen wurden. Die silbergefirbten Gele wurden sowohl visuell als auch automatisch erfasst
und die erhaltenen Daten ausgewertet und verglichen.

2.6.10.1 ,Manuelle" Auswertung

Um zumindest semiquantitative Aussagen tiber die Intensitéten der Spots bei der visuellen Auswer-
tung machen zu konnen, wurden die Graustufen der Bilddatei mithilfe des Programms Melanie 3 in
Farbinformationen umgerechnet. Ausgehend von 256 Graustufen (8 bit) wurden die hellsten Pixel (Grau-
stufen 0 bis 50) grau dargestellt (wei3 bis schwarz). Dunklere Pixel (Graustufen 51 bis 102) wurden rot
dargestellt, es folgten gelb, griin und schlieBlich blau.

Abbildung 2.6-2 zeigt den Zusammenhang zwischen Graustufe, Originalfirbung aus der Bilddatei
und Férbung derselben Skala nach der Umrechnung mit Melanie.

Nun konnten die Bilder ausgedruckt und die Intensitit der Spots miteinander verglichen werden. Bei
der Auswertung wurden nur Spots beriicksichtigt, welche sich in ihrer Intensitit deutlich unterschieden.
Die Verdnderungen innerhalb einer Serie von Gelen wurden dokumentiert und spéter mit den anderen
Gelen verglichen. Die Wertung eines gefundenen Unterschiedes wurde nach folgendem Punktesystem
ermittelt:

Zunahme um >1 Ring: 1 Punkt Abnahme um >1 Ring: -1 Punkt
Zunahme um 0,5-1 Ringe: Y2 Punkt Abnahme um 0,5-1 Ringe: -% Punkt
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Abbildung 2.6-2 Darstellung von Graustufen vor und nach Umrechnung mit Melanie 3

(A) Zahlenwert der Graustufe in der Bilddatei; (B) Darstellung der Graustufe vor Umrechnung; (C) Darstellung des
Graustufenwerts nach Umrechnung mit Melanie 3 (5 Ramps); (D) Ausschnitt eines gescannten 2D-Gelen in
Graustufen; (E) gleicher Ausschnitt wie (D) in ,,5 Ramps*“-Darstellung

Fiir jeden Spot wurden nun die Punkte aller Gele eines Zustandes addiert und in einem zweiten
Schritt der zeitliche Verlauf der Verdnderung jedes Spots bewertet. Dazu wurde die langste Folge gleich-
artiger Verdnderung gesucht und die dazu gehorenden Punkte addiert. Diese Summe diente als Anhalts-
punkt fiir die Auswahl von Spots fiir eine spétere Sequenzierung.

Bei der Bewertung des Unterschieds zwischen dem Hypox- und einem Reox-Gel wurde bei dieser
Methode nicht nur der einzelne Spot betrachtet, sondern auch dessen unmittelbare Umgebung (die ca.
20 - 100 benachbarten Punkte) beriicksichtigt, um lokale Férbeartefakte zu korrigieren. War die durch-
schnittliche Intensitdt der Spots in dieser Region deutlich unterschiedlich (z. B. die iiberwiegende
Mehrheit dieser benachbarten Spots im betrachteten Reox-Gel schwicher als im Hypox-Referenzgel), so
wurde dieser Unterschied mehr oder weniger subjektiv ausgeglichen, bzw. in zweifelhaften Fillen auf die
Vergabe von Punkten verzichtet.

2.6.10.2 Analyse mithilfe von 2D-Auswertesoftware

A. Quantifizierung

Die Quantifizierung und Auswertung von 2D-Gelen beginnt bei den meisten aktuellen Auswerte-
programmen mit der Erkennung der Spots. Allerdings zeigten alle getesteten Programme — wie
wabhrscheinlich alle derzeit verfiigbaren Programme — bei diesem Schritt besonders grofie Schwachen und
waren auf sehr exakte Einstellungen durch den Benutzer angewiesen. Anschliefend folgt die Quantifi-
zierung beziiglich der Positionen und Intensititen der Spots, dann die Uberlagerung der Gele (,,matching™)
und Normalisierung der Intensitéten. Die ,,Stirke” eines Spots kann durch mehrere Gréflen beschrieben
werden: Die maximale Intensitdt (= hochster Grauwert), das Volumen (Summe aller Grauwerte), durch-
schnittliche Steigung auf halbmaximaler Hohe des Spotkegels oder durchschnittliche Intensitét (arithmeti-
sches Mittel aus allen Grauwerten), wobei in dieser Arbeit stets das Spotvolumen verwendet wurde. Der
Erfolg der Uberlagerung hingt wesentlich von einer guten Spoterkennung ab und muss ebenfalls sehr
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genau kontrolliert werden. Schlielich werden die Intensititen noch normalisiert, also allgemeine Intensi-
tatsunterschiede zwischen den Gelen rechnerisch ausgeglichen.

Die zentrale Quantifizierung der Spots geschah bei der Altana Pharma AG mithilfe des Programms
ProteomWeaver aus den unbearbeiteten Bitmap-Dateien der Gele. Dazu wurden zunichst alle Gelbilder
eines Zustandes und eines pH-Bereichs zu einem ,,average gel* (Durchschnittsgel) iiberlagert. Die 12
resultierenden Gelbilder wurden anschliefend wie oben beschrieben ausgewertet und die Ergebnisse
tabellarisch dargestellt.

Durch das Verfahren, die Gele aus den unterschiedlichen Versuchen zuerst zu einem iiberlagerten Gel
zusammenzufassen, ging die statistische Information der einzelnen Gele verloren, die Uberlagerung der
average-gels lieferte jedoch ein wesentlich exakteres Ergebnis als die Uberlagerung aller Gele in einem
Schritt. Eine manuelle Uberlagerung oder Spoterkennung war wegen der Vielzahl der Spots nicht

realisierbar.

B. Bewertung

Aus den gewonnenen Daten wurden zunéchst nur diejenigen Spots ausgewihlt, bei denen:
1. Daten von mindestens drei Gelen verfiigbar,
2. mindestens zwei aufeinander folgende Werte entweder stirker oder schwécher als hypoxischer
oder erster Reox-Wert und
3. mindestens zwei auf einen Wert direkt folgende Werte hoher oder niedriger als dieser waren.
Im nédchsten Schritt wurden wiederum zeitlicher Verlauf und Hohe der Verdnderung mit Punkten
bewertet. Dazu wurde die Summe der vier folgenden Werte berechnet (die Zahl in Klammern gibt den fiir
das unten angefiihrte Beispiel geltenden Wert an):
= Die maximale Zahl der aufeinander folgenden Werte, die entweder hoher oder niedriger als der
korrespondierende Hypox-Wert sind (4)
= Die maximale Anzahl der Werte, die eine stetig ansteigende Reihe mit >3 Punkten bilden (5)
= Die maximale Anzahl der Werte, die eine stetig abfallende Reihe mit >3 Punkten bilden (0)
= 10x den Betrag der héchsten prozentualen Abweichung vom Hypox-Wert : 0 + | Rye - H |/ H (im
Beispiel: 10-10,9-0,5[/0,5=28)

Beispiel (17 Punkte):

Probe H R1 R2,5 RS R10 R30
Intensitat 0,5 0,45 0,55 0,6 0,7 0,9

Bei der Auswahl der Spots fiir die Sequenzierung wurden die Ergebnisse aus der visuellen und der
automatischen Auswertung gleichermaBen beriicksichtigt.

2.6.11 Vorbereitung von Proteinspots fiir die MALDI-MS

Proteine, welche nach Reoxygenierung durch Verdnderungen auf den 2D-Gelen aufgefallen waren,
wurden mit Trypsin verdaut und die Peptide im Massenspektrometer analysiert. Die Analyse selbst wurde
von den Mitarbeitern der Altana Pharma AG ausgefiihrt.

Um die gewiinschten Proteine fiir die Sequenzierung vorzubereiten, wurde zunidchst wie oben
beschrieben eine geeignete Probe in der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Silber gefarbt. Nach
dem zweiten Stoppschritt der Farbung wurde das Gel jedoch 1 Stunde in HO4q gewaschen und schlieBlich
unter einer Haube aus Plexiglas auf eine frisch mit SDS-Losung und H,O44 gewaschene Glasplatte gelegt.
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Bei allen folgenden Schritten wurde streng darauf geachtet, nur sehr saubere Geréte und Chemikalien zu
verwenden und die Kontamination der Proben z. B. durch Staub oder Keratin zu verhindern.

Mit einem Skalpell wurden die interessanten Spots moglichst sauber ausgeschnitten, die Gelstiicke in
beschichtete 500 ul Mikroreaktionsgefile (z. B. Costar #3206 Microcentrifugation tubes) tiberfiihrt und
in Wiirfel zu Imm? zerteilt. Die Gelstiicke, die in 100 pl frisch destilliertem H,Og4q4 bei 4 °C iiber Nacht
aufbewahrt werden konnten, wurden nun nach dem in Tabelle 2.6-4 aufgelisteten Protokoll gebleicht, die
Proteine verdaut und die Peptide eluiert. Alle Wasch- und Bleichschritte wurden bei RT durchgefiihrt,
Verdau und Elution fanden dagegen im Brutschrank statt. Die verbliebenen Uberstinde nach Verdau- und
Elutionsschritten wurden in frischen MikroreaktionsgefdBen vereinigt, in fliissigem Stickstoff schockge-
froren und in der ,,Speed-Vac* (Vakuumzentrifuge) lyophilisiert.

Tabelle 2.6-4 Protokoll fiir tryptischen Verdau und Elution ausgeschnittener Proteinspots

Schritt Losung Volumen Zeit
Waschen frisch destilliertes H,Oqq 100 pl 30 min
B | B o it0 | on | smn
Waschen frisch destilliertes H,Oqq 100 pl 1 min
‘Waschen frisch destilliertes H,Og4q 100 pl 2 X 5 min
Waschen 50% Acetonitril 100 pl 15 min
Waschen 50 mM (NH4)HCO; 100 pl 15 min
Waschen 50% Acetonitril 100 pl 15 min
Waschen 50 mM (NH4)HCO; 100 pl 15 min
Verdau 0,05% Trypsin in 50 mM (NH;)HCO; 30 pl 17h 37°C
Elution (1) | 70% Acetonitril 30 pl 15min 37°C
Elution (2) | 70% Acetonitril 30 ul I5min 37°C

Die lyophilisierten Proben wurden bis zum Versand bei -80 °C gelagert und schlieflich zur
Massenspektrometrie auf Trockeneis zur Altana Pharma AG geschickt.

2.6.12 Massenspektrometrie und Auswertung der Daten

Da fiir die massenspektroskopische Analyse komplizierte Techniken, viel Erfahrung und sehr teure
Gerite notig sind, wurde dieser Schritt von Mitarbeitern und mit Gerdten der Altana Pharma AG ausge-
fiihrt. Die lyophilisierten Proben wurden in 50% Acetonitril + 0,03% Trifluoressigséure geldst und
mithilfe von Cl8-Material (Reverse Phase Chromatographie) in Mikroliter-Pipettenspitzen entsalzt.
Danach  wurde die Probe mit der Matrix (a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure (CCA) in
50% Acetonitril / 0,03% Trifluoressigsaure) versetzt und auf den Probenhalter aufgetragen. Zur Analyse
wurde ein Massenspektrometer mit matrixunterstiitzter Laserdesorptionsionisierung (MALDI) und Flug-
zeitanalysator (TOF) verwendet. Spéter konnte in einem neuen Gerdt nicht nur die Gesamtmasse der
einzelnen Peptide (peptide mass fingerprint PMF) bestimmt werden, es bestand zusitzlich die Moglich-
keit, von einzelnen Peptiden Fragmentspektren (sog. Lift-Spektren) aufzunehmen (MS-MS oder MALDI-
TOF-TOF). Die Bestimmung der Fragmentmassen lieferte zusdtzliche Informationen zur Aminosiure-
sequenz dieses Peptids, wodurch die Treffergenauigkeit deutlich erhht wurde. Neben der Kalibrierung
des Geréts mithilfe von Massestandards (externe Kalibrierung) konnten die aufgenommenen Spektren

noch intern kalibriert werden, wenn Peptide von Trypsin oder Keratin im Spektrum erkennbar waren und
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die gemessenen Daten mithilfe der bekannten Massen dieser Peptide korrigiert wurden (interne
Kalibrierung), was die Genauigkeit der Messungen deutlich verbesserte (von ca. 50 - 100 ppm auf 10 -
20 ppm).

Die auf etwa 10 - 50 ppm genau gemessenen Peptid- oder Fragmentmassen wurden iiber ein Daten-
bank-Programm (z. B. Mascot) mit den theoretisch berechneten Massen der Trypsin-Fragmente aller
bekannten Proteine (und in Aminosduresequenzen umgerechneten Gene) verglichen, wobei in der Regel
nur nach Proteinen von Sdugetieren gesucht wurde. Mithilfe statistischer Berechnungen wurde ein Faktor
fiir die Trefferwahrscheinlichkeit (score) errechnet und die Ergebnisse tabellarisch ausgegeben. Der score
ist folgendermalBen zu interpretieren:

score =-10 - log(P)

P ist die Wahrscheinlichkeit, dass der dargestellte Treffer ein Zufallsereignis ist. Fiir den PMF gilt ein
Treffer mit einem score groBer 67 als signifikant, bei den Ergebnissen der Lift-Spektren bedeutet ein
Score >20 eine signifikante Homologie, ein Score >32 Identitit oder weitgehende Homologie zwischen
gemessenem und berechnetem Fragmentspektrum des Peptids. Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrdgt in
allen Fillen 0,05%

In einigen Fillen lieferte die Analyse signifikante Treffer fiir mehrere (meist zwei), sehr unterschied-
liche Proteine, wobei Trypsin und Keratin von vorne herein ausgeschlossen wurden (siehe 3.2.7). In
diesen Féllen wurden alle Massen der zum ersten (wahrscheinlichsten) Treffer gehorenden Peptide
aussortiert und mit den verbleibenden Daten erneut gesucht. Lieferte diese Suche einen signifikanten
Treffer fir das zweite Protein, so wurde angenommen, dass beide Proteine in dem eluierten Gelstiick
enthalten waren, der Spot also eine Uberlagerung zweier mit dieser Technik nicht aufgeloster Flecken
war. Die signifikanten Treffer wurden nach folgenden Kriterien weiter bearbeitet und sortiert:

1. Die Ergebnisse von PMF und Lift-Spektrum wurden verglichen. Standen im PMF mehrere
Proteine mit dhnlicher Sequenz und dhnlichem score zur Auswahl (z. B. Isoformen eines
Proteins), so konnte die Zahl mithilfe des Lift-Spektrums meist auf eine Moglichkeit reduziert
werden.

2. Proteine von anderen Spezies als Homo sapiens wurden aussortiert, wenn ein dhnlich signifi-
kanter Treffer fiir ein homologes, menschliches Protein vorlag.

3. Treffer mit derselben Aminosduresequenz (meist Folge mehrerer Eintrdge in unterschiedlichen
Datenbanken) wurden auf ein Protein reduziert.

4. Aus der Aminosduresequenz der in Frage kommenden Proteine wurden mithilfe entspre-
chender Programme der theoretische isoelektrische Punkt pI und die Molmasse MW berechnet
(z. B. auf http://'www.expasy.ch unter ,,compute pl/MW*).

5. Weitere Informationen zu den Proteinen wurden aus der wissenschaftlichen Literatur sowie
den einschldgigen Protein- und Gendatenbanken (z. B. SwissProt, UniProt, EMBL, TREMBL
oder Datenbanken des National Center for Biology Information, NCBI) zusammengetragen.
Dabei wurden moglichst repréasentative, aktuelle Daten iiber Hauptfunktionen, wichtige
Bindungspartner, Wirkungsort etc. zusammengefasst und zusétzlich besonders nach
Informationen in Zusammenhang mit Vorgéngen an der DNA oder im Zellkern gesucht.

*  Anmerkung: das bedeutet jedoch nicht, dass Ergebnisse mit diesem score in 5% der Fille falsch sind! Weitere

Informationen dazu in einschlégigen Statistik-Lehrbiichern



34 Ergebnisse und Interpretation

3 Ergebnisse und Interpretation

Fiir alle folgenden Experimente gelten — wenn nicht ausdriicklich anders angegeben — folgende
Bedingungen:

T24-Zellen der Dauerkultur wurden wie beschrieben jeden zweiten Tag umgesetzt und dabei 7/8 der
Zellen entnommen. Fiir die Versuche wurden Zellen aus der Dauerkultur mit einer Dichte von
25.000 Zellen/cm? und mit 8,5 ml/MioZ DMEM (8,5 ml pro 10° Zellen) auf Glas- oder Kunststoff-
schilchen ausgesit. Radioaktive Substanzen, die zur Vormarkierung dienen sollten (z. B. ['*C]-Thd),
wurden vor der Aussaat gut mit der Zellsuspension vermischt. Die ausgeséten Zellen wuchsen anschlie-
Bend etwa 44 - 48 Stunden im Brutschrank, danach wurde das Medium durch das gleiche Volumen
frischen, auf 37°C vorgewarmten DMEMs ersetzt. Bei Experimenten mit hypoxischer Begasung wurden
die Zellen nach dem Mediumwechsel (MdW) in den InkubationsgefdBen ca. 1 Stunde normoxisch begast,
bevor die eigentliche Hypoxie gestartet wurde.

3.1 Synchronisierung der DNA-Replikation von T24-Zellen

Um eine optimale Synchronisierung der T24-Zellen zu erreichen, wurde der Einfluss unterschied-
licher Parameter auf deren Zellzyklus sehr genau untersucht. Besondere Aufmerksamkeit galt dabei
natlirlich der S-Phase bzw. der DNA-Replikation. Fiir die Untersuchungen wurden vier Messgrofien
herangezogen:

1. Die Anderung der Anzahl von Zellen

2. Die Einbaurate von extern angebotenem radioaktiven Thymidin

3. Die Kettenlénge frisch replizierter DNA

4.  Die Dichte von DNA nach Wachstum in BrdU-haltigem Medium

Schon bei der Beobachtung der Zellen wahrend der Kultivierung konnten einige grundlegende
Erkenntnisse gewonnen werden. Der Zyklus von Wachstum und Verdiinnen gab einen ersten Hinweis auf
die Generationszeit der Zellen. Da alle 48 Stunden ca. 7/8 der Zellen entfernt werden konnten, ohne die
durchschnittliche Zelldichte zu verdndern, wurde die durchschnittliche Dauer eines Zellzyklus’ unter
diesen Bedingungen auf etwa 16 Stunden berechnet. Auflerdem wurde 16 bis 24 Stunden nach dem
Umsetzen ein auBlergewohnlich hoher Anteil an Teilungsstadien im Lichtmikroskop beobachtet. In dieser
Zeit waren ca. 5 - 10% der Zellen abgerundet und im Phasenkontrast hell leuchtend, spater sank dieser
Anteil auf ca. 1 - 3% wihrend nach dem Umsetzen fast keine Teilungsstadien entdeckt werden konnten.

3.1.1 Einbau von Thymidin unter Normoxie, Hypoxie und nach
Reoxygenierung

In einem ersten Experiment wurden T24-Zellen wie beschrieben auf Glaspetrischdlchen mit einer
Dichte von 25.000 Zellen pro cm? in 8,5 ml Medium (DMEM) pro Million Zellen (= ml/MioZ) ausgesiit.
Bei der Aussaat wurden die Zellen gleichzeitig durch Zugabe von ['*C]-Thd vormarkiert, um Unregel-
méBigkeiten bei der Aussaat oder spétere Verluste korrigieren zu konnen. 44 Stunden nach der Aussaat
wurde das Medium durch frisches DMEM ersetzt und ein Teil der Zellen bei 75ppm O, hypoxisch begast.
Nach 7 bzw. 9 Stunden Hypoxie wurde jeweils ein Teil der Zellen reoxygeniert und zusammen mit den
Kontrollkulturen weiter im Brutschrank inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Medium-
wechsel (MdW) wurden die Zellen einzelner Schélchen durch Zugabe von 3 pCi/ml [*H]-Thd und nicht
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radioaktivem Thymidin (Endkonzentration: 2 pM) 8 Minuten markiert, dann mit eiskalter PBS,.; gestoppt
und gewaschen, schlielich mit 0,2 M NaOH lysiert und die sdurefillbare Radioaktivitit bestimmt. Nach
Korrektur der ausgezéhlten Werte wurde die jeweilige Radioaktivitit gegen die Zeit (Dauer zwischen
MdW bzw. Beginn der Hypoxie und Stopp) aufgetragen.

60 1.8
L —&— Hypox (Hauptskala) Koo
-\"Q --X-- Euox >K 116
50 \ -=fx=Reox nach 7h . ’
A, ~=@-Reox nach 9h 114
\\ ~<-- Hypox (rechte Skala) g ' E
g 40 1 '\6 11,2 «g
5 \ ’ e X
b \ % 110 §
w >
£ z
£ \ 108 &
8 R X 2
k] P £
8 20 AN {o6 8
" B / s
o x / o TO04 ©
10 AR o /é; -------- —o T T
G AV 1
e e —— . - + 0.0
0 2 4 6 8 10 12
Zeit nach Mediumwechsel [h]
Abbildung 3.1-1 Einbau von [*H]-Thymidin in T24-DNA
T24-Zellen; MdW 44 h nach Aussaat, anschlieBend Begasung mit Normoxie- bzw. 75 ppm Hypoxie-
Gas; Reoxygenierung nach 7 h bzw. 9 h Hypoxie; 8 min Pulsmarkierung mit 3 uCi/ml [*H]-Thd +
2 uM Thd unter Normoxie, Hypoxie oder nach Reoxygenierung. Messung der saurefillbaren Aktivitdt
in NaOH-Lysaten der Zellen. Hypox-Werte sind zusétzlich auf der engeren, rechten Skala aufgetragen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Einbaurate unter Hypoxie drastisch verringert ist, wie dies bei
verschiedenen anderen Zelltypen schon frither festgestellt wurde. Nach 4 - 6 Stunden ist ein Niveau
erreicht, das sich bei weiterer Inkubation nicht mehr wesentlich verdndert. Sehr bemerkenswert ist hinge-
gen die Einbaurate unter normoxischen Bedingungen. Eine asynchrone, normal proliferierende Zellkultur
sollte auf die Zellzahl bezogen eine konstante Einbaurate aufweisen. In diesem Versuch, der vielfach
bestitigt wurde, steigt die Einbaurate innerhalb von 6 Stunden um etwa das 10-fache, was nicht durch eine
hohere Zellzahl erkldrt werden kann. AuBerdem scheint der Anstieg der Einbaurate erst nach einer
Verzdgerung von ca. 4 Stunden zu beginnen. Nach Reoxygenierung dagegen beginnen die Zellen inner-
halb von wenigen Minuten mit der DNA-Synthese und erreichen bereits nach 90 Minuten eine Einbaurate,
fir die sie unter normoxischen Bedingungen etwa 7 Stunden Wachstum benétigen. Auch eine ldngere
hypoxische Begasung hatte wenig Einfluss auf die Einbaurate nach Reoxygenierung .

3.1.2 Wachstum unter Normoxie

Nun wurde zunéchst versucht, die maximal erreichbare Zelldichte zu ermitteln, um in spéteren Versu-
chen eine mogliche Kontaktinhibition auszuschieen. Dazu wurden T24-Zellen mit einer Dichte von
25.000 Zellen / cm? in Petrischélchen ausgesét und in vier Gruppen eingeteilt. Gruppe A erhielt bei der
Aussaat 8,5 ml/MioZ DMEM, welches alle 24 Stunden durch frisches Medium ersetzt wurde. Gruppe B
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erhielt einmalig 8,5 ml/MioZ Medium, das nach der Aussaat nicht mehr gewechselt wurde. Die Gruppen
A'und B' wurden wie die ersten beiden behandelt, jedoch wurden dem Medium 0,5 pCi/ml [**C]-Thd und
5 uM Thymidin zugesetzt. Alle 24 Stunden wurden nun die Zellzahl von einer Schale jeder Gruppe sowie
die saurefillbare Radioaktivitit bestimmt und die erhaltenen Werte gegen die Zeit aufgetragen.
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Abbildung 3.1-2 Wachstum und Thymidin-Einbau in DNA von T24-Zellen nach der
Aussaat mit tiglich frischem Medium und ohne MdW

T24-Zellen nach der Aussaat in DMEM,; frisches Medium alle 24 h (A und A') bzw. ohne weiteren MdW

(B, B' und C). (A und B): Bestimmung der Zelldichte durch Zihlen; (A', B' und C): Bestimmung der

sdurefillbaren Radioaktivitit in NaOH-Lysaten der Zellen nach Dauermarkierung mit 0,5 uCi/ml ['*C]-

Thd + 5 mM Thd (A' und B') bzw. 8 min Pulsmarkierung mit 7 uCi/ml [*H]-Thd + 2 uM Thd (C).

Wihrend die Zellen ohne tdglichen Mediumwechsel nach 48 Stunden etwa das 6-fache ihrer
Zelldichte bei der Aussaat erreichen, die sich anschlieBend kaum noch verdndert, wachsen Zellen, die
tiglich frisches Medium bekommen, deutlich ldnger und erreichen eine Dichte von fast 500.000 Zellen
pro cm?, das 15- bis 20-fache des Wertes bei der Aussaat. Der Einbau von Thymidin bestitigt diese
Ergebnisse.

Um die DNA-Syntheserate nach der Aussaat der Zellen genauer zu untersuchen, wurde eine fiinfte
Versuchsreihe gestartet. Dazu wurden mit ['*C]-Thd vormarkierte T24-Zellen in 4,5 ml/MioZ* Medium
ausgesit, jeweils 8 Minuten vor dem Abstoppen mit 7 uCi/ml [*H]-Thd und 2 pM Thd markiert und die
sdurefdllbare Radioaktivitit bestimmt. Dieser Versuch zeigt, dass die DNA-Syntheserate der T24-Zellen
etwa 20 Stunden nach der Aussaat deutlich nachlésst, wenn das Medium nicht gewechselt wird.

3.1.3 Untersuchung des Zellzyklus’ mithilfe der isopyknischen
Ultrazentrifugation
Durch Inkubation von Zellen mit dem schweren Thymidin-Analogon 5-Brom-2'Desoxyuridin (BrdU)
und radioaktivem Thymidin wurde deren frisch replizierte DNA dichtemarkiert und gleichzeitig empfind-

* Da in diesem Versuch mit einer hoheren Zelldichte als gewdhnlich ausgesét wurde, lassen sich diese Daten nicht direkt
mit den spiteren Experimenten vergleichen. Qualitativ wurde das Ergebnis jedoch mehrmals verifiziert.
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lich detektierbar gemacht. Bei geeigneter Markierung konnten so nach isopyknischer Zentrifugation
Kenntnisse iiber Generationszeiten oder die Verteilung von frisch replizierter und nicht replizierter DNA

gewonnen werden.

3.1.3.1 Wachstum nach der Aussaat

Zunidchst wurden T24-Zellen in 8,5 ml/MioZ DMEM ausgesit und gleichzeitig mit 20 pM BrdU und
3 uCi/ml [*H]-Thd markiert. Die Kulturen wurden zu unterschiedlichen Zeiten nach der Aussaat gestoppt,
und die DNA wurde durch isopyknische Zentrifugation analysiert. Als Referenz wurden oft mit ['*C]-Thd,
jedoch nicht dichtemarkierte Zellen verwendet, um die Position von leicht-leicht-DNA darzustellen. In
Experimenten, in denen einzelne Peaks unterschiedlicher Proben miteinander verglichen werden sollten,
wurden dagegen meist mit ['*C]-Thd vormarkierte Zellen fiir die Markierung eingesetzt. Die Verteilung
der Radioaktivitdt in solchen Gradienten ist beispielhaft in Abbildung 3.1-3 gezeigt.

Die drei Peaks fiir LL* (['*C]-Kurve), sowie HL- und HH-DNA sind deutlich zu erkennen. AuBer-
dem zeigt das obere Diagramm, wie 16 Stunden nach MdW die ersten Fragmente HH-DNA auftreten. Der
HH-Peak (ca. Fraktion 5-15) kann zu einem fritheren Zeitpunkt auch bei maximaler VergroBerung
(Skalierung) nicht dargestellt werden (nicht gezeigt), wird anschlieend aber deutlich hoher (Abbildung
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3.1-3 unten).

Nach dem Auszdhlen einer Vielzahl solcher Gradienten wurden wie beschrieben die Integrale der
resultierenden Peaks berechnet und gegen die Markierungszeit, also die Wachstumsdauer nach Aussaat,
aufgetragen. Dieser Versuch wurde mit zwei unterschiedlichen Ausgangskulturen durchgefiihrt: Kultur A
wurde wie gewohnlich vor dem Versuch alle 48 Stunden umgesetzt, Kultur B wurde 5 Tage vor der
Aussaat normal ausgediinnt, danach jedoch wurde das Medium bis zur Aussaat nicht mehr gewechselt.

Abbildung 3.1-4 Verteilung

120 4| ~&Kultur A schwer-leicht " der Radioaktivitit in einfach
—@-=Kultur A schwer-schwer / und doppelt dichtemarkierte
100 1 —<—Kultur B schwer-leicht DNA bei unterschiedlicher
3 —*— Kultur B schwer-schwer | Markierungsdauer nach der
1 ..' Aussaat
o 80 4
© T24-Zellen nach der Aussaat
% 60 | unterschiedlich lange mit 20 uM
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g markiert. Die Integrale unter den
» 404 einzelnen  Peaks, die  nach
isopyknischer Zentrifugation der
20 Lysate resultierten sind gegen die
Wachstums- (Markierungs-) Zeit
0 aufgetragen. Kultur A: letzter MdW

48 h vor Aussaat; Kultur B: letzter
0 10 20 30 40 50 60 70 MdW 5 Tage vor Aussaat
Markierungsdauer [h]

Aus diesen Experimenten konnen folgende Schliisse gezogen werden:

1. Da bereits 16 Stunden nach Aussaat die ersten zweifach dichtemarkierten DNA-Fragmente
auftreten, muss die kiirzeste Generationszeit der Zellen unter 16 Stunden liegen.

2. Ab 16 Stunden nach der Aussaat wird von Kultur A nur noch wenig zusétzliche Radioaktivitit in
schwer-leicht-DNA eingebaut. Etwa 85% der DNA ist zu diesem Zeitpunkt bereits das erste Mal
repliziert. Zusammen mit einer durchschnittlichen Generationszeit von 16-24 Stunden ist dies ein
guter Hinweis auf das synchrone Durchlaufen des ersten Zellzyklus’ nach der Aussaat.

3. 36 Stunden nach der Aussaat beginnt die Replikationsrate von Kultur A deutlich zu sinken und
einen Tag spater findet praktisch keine Replikation mehr statt.

4. Die Zellen aus Kultur B, welche vor der Aussaat 5 Tage ausgehungert wurde, beginnen 4 - 8
Stunden spéter mit der Replikation als die Vergleichszellen. Auflerdem benétigt diese Kultur mit
etwa 26 Stunden deutlich ldnger, um 85% der schwer-leicht-DNA zu synthetisieren, als die
Zellen der Kultur A. Moglicherweise sind diese Zellen in die Gy-Phase eingetreten und bendtigen

daher einige Zeit, um nach und nach wieder in den normalen Zellzyklus einzutreten.

3.1.3.2  Wachstum in Abhiingigkeit vom Nihrstoffangebot

In einem dhnlichen Experiment wurde nun die Abhédngigkeit des Wachstums nach der Aussaat von
der Menge des angebotenen Mediums getestet. Die mit ['*C]-Thd vormarkierten Zellen wurden mit
unterschiedlichen Mengen DMEM ausgesit und 16, 28 oder 48 Stunden nach der Aussaat fiir jeweils 24
Stunden mit BrdU und [*H]-Thd markiert. Eine weitere Reihe wurde 28 Stunden nach der Aussaat fiir 16
Stunden markiert. AnschlieBend wurden die Zelllysate isopyknisch zentrifugiert und die Integrale der
resultierenden Peaks berechnet.
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Tabelle 3.1-1 Verteilung der Radioaktivitiit in einfach und doppelt dichtemarkierte DNA
nach verschiedener Wachstumsdauer in unterschiedlich viel Medium

Markierungsstart (Std. nach Aussaat; danach 24 h bzw. 16 h Markierungsdauer)
16h | 28n | 48n | 16n | 28n | 48n | 281
Medium Integral schwer-leicht [10° cpm] Integral schwer-schwer [10° cpm]
4,25 ml/MioZ 73 21 9 -° - - -
6,0 ml/MioZ 109 30 9 5 - - -
8,5 ml/MioZ 101 80 8 38 - - -
25,5 ml/MioZ 101 179 114 105 101 - 18°

* 16 Stunden Markierungszeit statt 24 Stunden

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, wie Generationszeit und Zahl der Generationen von der Menge an
verfiigbarem Medium abhdngen. Wéhrend eine Kultur mit 4,25 ml/MioZ bereits 16 Stunden nach der
Aussaat keine doppelt dichtemarkierte DNA innerhalb der nédchsten 24 Stunden hervorbringt (Tabelle
3.1-1°), ist die Kultur mit der 6-fachen Menge Medium dazu sogar noch 28 Stunden nach der Aussaat
dazu in der Lage, und dies auBlerdem noch ein einer Zeit von nur weiteren 16 Stunden (Tabelle 3.1-1%).
Bereits zu diesem Zeitpunkt liegt also die Vermutung nahe, dass die Zellen eine oder mehrere Kompo-

nenten des Mediums verbrauchen, und daher ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht mehr weiter wachsen.

3.1.3.3 Wachstum nach Mediumwechsel

Nun wurde getestet, wie sich die T24-Zellen in Bezug auf den Zellzyklus nach der Aussaat und einem
spateren Mediumwechsel verhalten. Dazu wurden die Zellen wieder mit der gewohnten Menge von
8,5 ml/MioZ DMEM ausgesit und gleichzeitig mit ['*C]-Thd vormarkiert. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Aussaat wurde das Medium abgenommen und durch die gleiche Menge (1,7 ml pro
35mm Kunststoffschélchen) Medium ersetzt. Im Zuge des Mediumwechsels wurde auch die Markierung
mit 20 uM BrdU und 5 pCi [*H]-Thd gestartet. Um einen Hinweis auf die Generationszeit bzw. die
Geschwindigkeit der Replikation zu bekommen, wurde die Markierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach dem Mediumwechsel gestoppt. Wie oben beschrieben wurden die Integrale der Peaks nach isopykni-
scher Zentrifugation berechnet und in Tabelle 3.1-2 dargestellt.

Tabelle 3.1-2  Verteilung der Radioaktivitit in einfach und doppelt dichte-
markierte DNA nach verschiedener Wachstumsdauer vor MdW
und unterschiedlich langer Markierungsdauer nach MdW

Integral unter isopyknischen Peaks [10° cpm]
Zﬁ?&n:;:lf s Markierungszeit nach MdW
Aussaat 0-8h HL 0-20h HL 0-20h HH 0-36 h HH
36h 91 153 5 44
44 h 38 212 - 48
50h 23 243 - 14
60 h 17 168 - -

In den ersten 8 Stunden nach Mediumwechsel wird die Einbaurate zunéchst umso niedriger, je ldnger

die Zellen zuvor ausgehungert wurden. Betrachtet man dagegen den Einbau nach 20 Stunden Markie-
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rungszeit, so ergibt sich ein neues Bild. Aus den oben beschriebenen Experimenten ist bekannt, dass die
T24-Zellen unter diesen Bedingungen bis mindestens 40 Stunden nach der Aussaat noch deutliche
Replikationsaktivitit zeigen. Daher ist es nicht iiberraschend, dass die Zellen bei einem frithen Wechsel
des Mediums auch deutlich frither in die zweite Generation eintreten, was durch die Synthese von doppelt
dichtemarkierter DNA 20 Stunden nach MdW belegt wird. Wird das Medium erst 60 Stunden nach der
Aussaat ersetzt, so beginnt die Replikation deutlich zogerlicher als bei den iibrigen Proben und die Zellen
sind auch nach 36 Stunden noch nicht in der Lage, eine zweite Replikation zu beginnen. Moglicherweise
ist dies Folge eines geringeren Nihrstoffangebotes nach Beendigung eines relativ langen ersten Zell-
zyklus’. Wird das Medium spéitestens 50 Stunden nach der Aussaat ersetzt, so sind zumindest einige
Zellen in der Lage, den ersten Zellzyklus zu beenden und mit einem zweiten zu beginnen.

SchlieBlich sollte noch ermittelt werden, wie viele Zellen nach dem Wechsel des Mediums mit der
Replikation beginnen bzw. wie lange die Replikation der gesamten DNA einer T24-Kultur unter diesen
Bedingungen dauert. Dazu wurde eine T24-Kultur vor der Aussaat iiber mindestens 3 Passagen (>10
Generationen) mit 0,3 pCi/ml [*’H]-Thd und 10 uCi Thymidin im Medium kultiviert, um die DNA
moglichst vollstandig radioaktiv zu markieren. Diese Zellen wurden in 8,5 ml/MioZ DMEM ausgesiit,
welches dieselbe Menge nicht markiertes (,,kaltes*) und radioaktives Thymidin enthielt. 48 Stunden nach
der Aussaat wurden die Zellen gewaschen und das Medium durch frisches DMEM ersetzt. Gleichzeitig
wurden 20 uM BrdU zugegeben, um nach dem Mediumwechsel replizierte DNA von der Parental-DNA
unterscheiden zu konnen. Um nun ausschlieBen zu kénnen, dass die spater wichtige hypoxische Begasung
Einfluss auf das Ergebnis hat, wurde ein Teil der Zellen fiir 7 Stunden mit 75ppm O, begast, anschlieBend
reoxygeniert und wie die im Brutschrank belassenen Kontrollkulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach dem MdW gestoppt.

Es resultierten isopyknische Gradienten mit je einem Peak bei nicht dichtemarkierter (LL) und
einfach markierter (HL) DNA. Aus diesen Gradienten wurde das Integral unter jedem Peak berechnet und
der Wert des HL-Peaks im Verhiltnis zur Summe beider Integrale jedes Gradienten gegen die Zeit nach
Mediumwechsel aufgetragen (Abbildung 3.1-5).

Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass wihrend der 7 Stunden hypoxischer Begasung zwar wie
erwartet die DNA-Synthese inhibiert wird, was jedoch keinen negativen Einfluss auf die Replikation nach
der anschlieBenden Reoxygenierung zu haben scheint. 6 Stunden nach Reoxygenierung sind bereits ca.
35% der Gesamt-DNA repliziert und nach 17 Stunden, also 24 Stunden nach MdW, sind bereits iiber 80%
der DNA als HL-Peak zu finden. Obwohl die Replikation der normoxischen Kontrollkulturen frither
beginnt, scheinen die reoxygenierten Zellen diesen Vorsprung durch eine erhdhte Synthesegeschwindig-
keit wieder aufzuholen.

Jedes der beschriebenen Experimente wurde mindestens ein Mal wiederholt, um eventuelle Fehler
auszuschlieBen. AuBlerdem konnten die Ergebnisse durch eine Reihe weiterer, hier nicht dargestellter
Experimente ergénzt und bestitigt werden. Auch mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie und FACS-Analy-
sen wurde der Zellzyklus der T24-Zellen ndher untersucht. Ein Teil dieser Ergebnisse wurde bereits in
[109] publiziert, andere der dort gezeigten Experimente wurden in gleicher Weise mit den fiir die
Proteomanalyse optimierten Kulturbedingungen durchgefiihrt.
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Abbildung 3.1-5 Anteil einfach dichtemarkierter DNA bei unterschiedlich
langer Markierungsdauer nach MdW

Mit [*H]-Thd vormarkierte T24-Zellen; Markierungsstart und MdW 44 h nach Aussaat. Eine
Versuchsreihe normoxisch, die zweite 7h mit 75ppm begast und reoxygeniert. Nach
isopyknischer UZ wurde der Anteil des HL-Integrals im Verhéltnis zur Summe aus HL- und LL-
Integral berechnet und gegen die Zeit nach MdW (Markierungsstart) aufgetragen.

3.1.4 Untersuchungen zur Synchronitit der DNA-Replikation mithilfe der
DNA-Kettenliingenanalyse in alkalischen Saccharosegradienten

Durch die Untersuchung der Kettenlédnge frisch synthetisierter, einzelstrangiger DNA koénnen
Informationen iiber den Status der Replikation von Zellen gewonnen werden. Dabei erweist sich die
Sedimentationsanalyse im alkalischen Saccharosegradienten als exzellente Methode, da sie einen Uber-
blick iiber einen sehr groen Kettenldngenbereich liefert.

3.1.4.1  Replikation nach Nihrstoffmangel und anschlieffendem Mediumwechsel

Zuerst wurde auf diese Weise die Replikation der T24-Zellen unter normoxischen Bedingungen
untersucht. Dazu wurden die Zellen wie gewohnt ausgesit und gleichzeitig mit ['*C]-Thd vormarkiert, um
die Integritét der parentalen DNA zu priifen und ggf. Hinweise auf mogliche Fehler im Versuchsablauf zu
erhalten. 44 Stunden nach der Aussaat wurde das Medium gewechselt und nach unterschiedlich langer
Inkubationszeit 8 Minuten lang mit 7 uCi/ml [*’H]-Thd markiert. Nach der Sedimentationsanalyse (siehe
2.5.1) wurde die Radioaktivitdt der einzelnen Fraktionen wie beschrieben korrigiert, mithilfe der Vormar-
kierung normalisiert und gegen die Fraktionsnummer aufgetragen

Wie schon durch die Thymidin-Einbaukurven belegt wurde, kann nach Mediumwechsel ein starker
Anstieg der [*H]-Thd Einbaurate beobachtet werden.
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Abbildung 3.1-6 Analyse der Kettenléinge frisch synthetisierter DNA nach MdW

T24-Zellen 44 h nach der Aussaat. 8 min Pulsmarkierung mit 7 uCi/ml [*H]-Thd unterschiedlich lange nach MdW und
Kettenléngenanalyse im alkalischen Saccharosegradienten. Die Beschriftung unter den einzelnen Gradienten
bezeichnet den Zeitpunkt der Markierung der jeweiligen Probe. Darstellung der normalisierten [*H]-Aktivitit gegen
die Fraktionsnummer (nicht bezeichnet).

Um jedoch die Kettenldngenverteilung anschaulicher darstellen und besser vergleichen zu konnen,
wurden einige Sedimentationsprofile in der Prozentdarstellung noch einmal aufgetragen (Abbildung
3.1-7). In die Skala der X-Achse wurde das Ergebnis der fritheren Eichung einbezogen, wodurch der
Zusammenhang zwischen Fraktionsnummer und Kettenldnge der DNA (rechnerisch aus dem S-Wert)
deutlich wird. AuBerdem wurden das Sedimentationsprofil der mit '“C vormarkierten DNA einer repré-
sentativen Probe sowie ein Reox-Gradient in das Diagramm aufgenommen, um die Sedimentationsprofile

von parentaler und frisch initiilerter DNA (ganze Chromosomen vs. Teile einzelner Replikons) zu

verdeutlichen.
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Abbildung 3.1-7 Analyse der Kettenlinge frisch syntetisierter DNA nach MdW

T24-Zellen 44h nach der Aussaat. 8 min Pulsmarkierung mit 7 pCi/ml [PH]-Thd (zu
unterschiedlichen ~ Zeitpunkten nach MdW) und Kettenlingenanalyse im alkalischen
Saccharosegradienten. Darstellung der prozentualen [*H]-Aktivitit jeder Fraktion (im Verhéltnis zur
Gesamtradioaktivitdt des jeweiligen Gradienten) gegen die Fraktionsnummer.
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Obwohl sich die Gradienten unter Normoxie hauptsdchlich durch die Einbaurate unterscheiden,
erkennt man bei genauerer Betrachtung einige wesentliche Details. Vor dem Mediumwechsel und 12
Stunden danach wird relativ viel Thymidin in langkettige DNA eingebaut, wiahrend dazwischen vermehrt
kurze Ketten markiert werden. Dies wird noch deutlicher, wenn man den prozentualen Anteil der Radio-
aktivitdt in den ersten und letzten Fraktionen miteinander vergleicht, wie in der folgenden Tabelle

geschehen:
Fraktion ohne Zeit nach Mediumwechsel 30 min| 'C Vormar-
Mdw 2h 4h 6h 8h 12h Reox kierung
1-155 54% 61% | 68% | 64% | 55% | 53% | 84% 6%
15,5-31 | 46% 39% | 32% | 36% | 45% | 47% 16% 94%

Dies bestitigt die Vermutung, dass die Zellen im Zeitraum zwischen 2 und 6 Stunden nach dem
Mediumwechsel wesentlich haufiger mit einer neuen S-Phase beginnen als davor und danach.

An dieser Stelle soll an einigen Beispielen der Einfluss unterschiedlicher Parameter auf das Wachs-
tum der Zellen nach dem Mediumwechsel und ggf. nach Hypoxie und Reoxygenierung gezeigt werden.
Aufgrund dieser und vieler weiterer Experimente wurden die fiir diese Arbeit am Besten geeigneten
Bedingungen fiir eine optimale Synchronisierung ausgewdhlt.

3.1.4.2  Einfluss von Zelldichte, Mediumschicht und O,-Konzentration auf die DNA-
Replikation unter Hypoxie und nach Reoxygenierung

Zunéchst wurde der Einfluss der Sauerstoffkonzentration wéhrend der hypoxischen Begasung auf die
reversible Inhibition der Replikation bzw. die Synchronisierung der Zellen untersucht. Dazu wurden T24-
Kulturen nach Aussaat und Mediumwechsel 7 Stunden mit O,-Konzentrationen zwischen 20 und 200 ppm
begast und die Kettenldnge von unter Hypoxie bzw. nach Reoxygenierung markierter DNA untersucht. In
weiteren Versuchen wurden Zellen unterschiedlich dicht (zwischen 2.500 und 50.000 Zellen/cm?), jedoch
in demselben Volumen Medium (0,21 ml/cm?) ausgesit. Auch diese Kulturen wurden nach dem iiblichen
Verfahren (44 Stunden Wachstum, MdW und 7 Stunden 75 ppm O,) unter Hypoxie und nach Reoxygenie-
rung markiert, die DNA wurde durch Sedimentationsanalyse untersucht. SchlieBlich wurde noch der
Einfluss der Schichtdicke der wihrend der Hypoxie iiber den Zellen befindlichen Flissigkeit analysiert.
Nach Aussaat und Wachstum wurde dafiir das Medium durch unterschiedliche Mengen an frischem
DMEM (zwischen 0,1 und 0,65 ml/cm?) ersetzt. Um mogliche Effekte durch Mangel an Néhrstoffen zu
minimieren, wurde allen Kulturen mit weniger als 0,21 ml/cm*> DMEM 1 mg Glucose pro fehlendem
Milliliter Medium zugesetzt. In einem Kontrollversuch wurden bis zu 75% des DMEM durch HANKS-
Losung ersetzt, was jedoch keine Auswirkung auf das Ergebnis hatte (nicht extra dargestellt). Einige
reprasentative Diagramme, welche aus den Ergebnissen solcher Gradienten erstellt wurden, sind in
Abbildung 3.1-8 dargestellt.
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Alle drei hier untersuchten Parameter hatten dhnliche Auswirkungen auf die Thymidin-Einbaurate
und die Kettenldngenverteilung der frisch replizierten DNA. Ein hoéherer pO, (O,-Partialdruck), eine
geringere Zelldichte und eine diinnere Flissigkeitsschicht bewirkten, dass die Zellen unter Hypoxie
deutlich mehr [*H]-Thymidin ihre DNA einbauten. Dabei wurden iiberwiegend kurze und mittellange
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Abbildung 3.1-8 Analyse der Kettenliinge neu synthetisierter DNA von unter Hypoxie und
nach Reoxygenierung markierten Zellen nach unterschiedlichen Hypoxie-
Bedingungen; alkalische Sedimentationsanalyse

T24-Zellen 44 h nach Aussaat; MdW und 7 h Hypoxie. 8 min Pulsmarkierung mit 7 uCi/ml [*H]-Thd unter
Hypoxie (A, Ay und C; - Cs) bzw. 22 min nach Reoxygenierung (B, B, und D, - Ds).

Ketten markiert: Das jeweilige Peakmaximum befand sich in Fraktion 9-10, also bei einer Kettenldnge
von rund 50 kb (Abbildung 3.1-8 A; und C;). In Gradienten von Zellen, die 22 - 30 Minuten nach
Reoxygenierung markiert wurden, konnten dann meist zwei Peaks identifiziert werden. Thr Maximum lag

in der Regel um Fraktion 9 bzw. 15, entsprechend einer Kettenldnge von ca. 50 respektive ca. 200 kb
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(deutlich zu erkennen in Abbildung 3.1-8 B, und D). Das Verhiltnis dieser beiden Peaks wurde wiederum
durch die Verénderung der untersuchten Faktoren beeinflusst. Eine niedrige O,-Konzentration sowie hohe
Zelldichten und Schichtdicken bewirkten den Einbau von mehr Thymidin in den linken Peak im Verhélt-
nis zur Gesamtaktivitdt (Vergleich zwischen Abbildung 3.1-8 B, und B, bzw. D, und D, - D,). Dies gilt
jedoch jeweils nur bis zu einer gewissen Grenze, wie durch den Vergleich von Abbildung 3.1-8 D, und Ds
beispielhaft nachvollzogen werden kann. Hier wurden Zellen mit 25.000 Z/ml in 8,5 ml/MioZ DMEM
ausgesit und 44 Stunden spiter das Medium gewechselt. Nach 7 Stunden Begasung mit 75 bzw. 20 ppm
wurden die Kulturen reoxygeniert und 22 Minuten spéter 8 Minuten lang mit [’H]-Thd markiert. Es ist gut
zu erkennen, dass sich das Verhiltnis bei sehr niedriger [O,] wieder zugunsten des rechten Peaks
verschiebt und zusitzlich die eingebaute Gesamtaktivitit geringer wird.

Diese Ergebnisse lielen bereits erste Schliisse iiber das Verhalten der Replikation von T24-Zellkultu-
ren unter Hypoxie zu. Offensichtlich scheinen in diesen Versuchen eine dickere Fliissigkeitsschicht und
eine hohere Zellzahl dhnliche Auswirkungen wie ein niedriger pO, der Gasatmosphire zu haben. Da
Mitochondrien auch bei niedriger Konzentration noch O, verbrauchen, stellt sich ein Sauerstoffgradient
im Medium zwischen der oberen Phasengrenze und den Zellen ein. Steigt der Verbrauch durch eine
hohere Zelldichte oder wird der Diffusionsweg durch dickere Schichten verldngert, so sinkt bei gleichem
pO; im Gas die Sauerstoffkonzentration in der Néhe der Zellen.

Die beobachteten Auswirkungen auf die Replikation unter Hypoxie und nach Reoxygenierung waren
also (bei ausreichender Glucosekonzentration, s. u.) vermutlich vor allem auf Unterschiede in der lokalen
Verfligbarkeit von Sauerstoff zuriickzufiihren.

Um die Herkunft der beiden DNA-Spezies in den Doppelpeaks nach 30 Minuten Reoxygenierung
besser deuten zu konnen, wurden T24-Zellen unter den beschriebenen Standardbedingungen hypoxisch
begast und reoxygeniert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Reoxygenierung wurden die Kulturen
8 Minuten mit [*’H]-Thd markiert, gestoppt und auf alkalische Gradienten aufgetragen. Eine dieser Kultu-
ren wurde nach der Markierung zwischen 2 und 10 Minuten nach Reoxygenierung jedoch nicht gestoppt,
sondern das radioaktive Thymidin durch dreimaliges Waschen der Zellen mit warmem, im Brutschrank
dquilibriertem DMEM entfernt. AnschlieBend wurde die Kultur normoxisch weiterbegast und erst
50 Minuten nach Reoxygenierung gestoppt (Puls-Chase-Markierung). So sollte das Schicksal der DNA
verfolgt werden, die direkt nach Reoxygenierung mit radioaktivem Thymidin markiert wurde.
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Abbildung 3.1-9 Kettenlingenanalyse von DNA nach Reoxygenierung

T24-Zellen 44 h nach Aussaat MW und 7 h Hypoxie. Kurven A - D: 8 min Pulsmarkierung mit 7 uCi/ml [*H]-Thd
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Reoxygenierung. Kurve E: Pulsmarkierung 2 - 10 min nach Reox mit
7 uCi/ml [*H]-Thd, 3x MdW und Chase bis 50 min nach Reox. Durchgezogene und unterbrochene Pfeile deuten auf
quivalente Peaks (wahrscheinlich von ,.frischen” und ,.alten” Replikons). Prozentdarstellung der [*H]-Aktivitit; zur
besseren Ubersicht nach 25 Fraktionen abgeschnitten.

Es stellte sich heraus, dass die zwischen 2 und 10 Minuten nach Reoxygenierung markierte DNA
(Abbildung 3.1-9 A) sehr dhnliche Kettenldngen aufwies wie die oben unter relativ milden hypoxischen
Bedingungen markierten Fragmente (Maximum bei Fraktion 8 - 11; halbmaximale Hohe bei Fraktion 5 - 6
bzw. 14 - 16). Zwischen 7 und 15 Minuten nach Reoxygenierung markierte DNA tritt dagegen in zwei
deutlich getrennten Peaks auf, deren Maxima bei Fraktion 7 und 11 etwa gleich hoch liegen (Abbildung
3.1-9 B). Nach langerer Reoxygenierung verdndert sich einerseits die Peakhohe immer mehr zugunsten
der kiirzeren DNA, andererseits wandern beide Peaks nach rechts. Bei genauer Betrachtung werden zu
jedem Zeitpunkt zwischen 2 und 60 Minuten nach Reoxygenierung DNA-Ketten repliziert, die sich bei
der alkalischen Sedimentation auf zwei Peaks verteilen, auch wenn diese manchmal nur schwer voneinan-
der zu unterscheiden sind (durch Pfeile in Abbildung 3.1-9 angedeutet). Ein Vergleich der absoluten
Radioaktivititen (nicht abgebildet) offenbart, dass der rechte Peak im Verlauf der Zeit nach Reoxygenie-
rung nur seine horizontale Position, nicht aber die Hohe veréndert. Der erste Peak wird dagegen bei stetig
steigender durchschnittlicher Kettenldnge schnell hoher. Bei der Interpretation des linken Viertels der
Gradienten ist darauf zu achten, dass bei einer angenommenen Gabelgeschwindigkeit von ca. 1,7 kb/min
(bei HeLa-Zellen [40]) nur Ketten ab etwa 27 kb gleich stark markiert sind (8 Minuten Markierungszeit
bei bidirektionaler Verldngerung), so dass bis Fraktion 7 selbst bei einer angenommenen gleichmifBigen
Syntheserate kein linearer Zusammenhang zwischen eingebauter Radioaktivitit und Anzahl der markier-
ten Ketten besteht. So ldsst sich abschétzen, dass die markierten DNA-Ketten des linken Peaks
10 Minuten nach Reoxygenierung maximal etwa 18 kb und 5 Minuten spéter etwa 40 kb lang sind.

Das Puls-Chase-Experiment (Abbildung 3.1-9 E) macht deutlich was mit der 2 - 10 Minuten nach
Reoxygenierung markierten DNA anschlieend geschieht. Die Position des Peaks deckt sich 40 Minuten
spater recht genau mit der Schulter im Gradienten der 42 - 50 Minuten nach Reoxygenierung markierten
Zellen.

Werden die Ergebnisse aus allen bisher vorgestellten Sedimentationsanalysen in die Betrachtung einbezo-
gen, so sind nachstehende Folgerungen moglich:
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Unter Hypoxie konnen T24-Zellen in geringen Mengen DNA synthetisieren. Dabei hat die lokale
[O,] wenig oder gar keinen Einfluss auf die Kettenlidnge, jedoch grofe Auswirkung auf die
Menge eingebauter Radioaktivitit. Wahrscheinlich ist also bei milderen Bedingungen eine
groflere Anzahl Zellen in der Lage zu replizieren. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass die Synthesegeschwindigkeit der Replikationsgabeln mit sinkender [O,] abnimmt.
Es gibt nur sehr geringe Unterschiede in Bezug auf Kettenldnge und Markierungsstirke der DNA
(Form und Hohe der Kurven) von Zellen, die 2 oder 4 Stunden nach MdW unter Normoxie bzw.
2 - 10 Minuten nach Reoxygenierung markiert wurden. Wahrscheinlich fiihrt die Hypoxie also
zur reversiblen Inhibierung einer bereits begonnenen Replikation.

Beide nach Reoxygenierung beobachteten DNA-Spezies werden mit ungefdhr derselben
Geschwindigkeit verlangert. Dabei wandert das Peakmaximum mit etwa 2 kb/min (20 Nukleotide
pro Sekunde und Replikationsgabel), die rechte Peakflanke (absteigender Ast auf halbmaximaler
Hohe) mit ca. 4,5 kb/min (40 nt/s pro Gabel). Diese Werte entsprechen der durchschnittlichen
bzw. maximalen Synthesegeschwindigkeit und stimmen recht gut mit den bei HeLa-Zellen
gemessenen Werten (3,4 bzw. 4,1 kb/min [40]) iiberein.

Durch Extrapolation der Ergebnisse von Kettenldngenanalysen und Einbaukurven kann berechnet
werden, dass die Verlangerung der ersten frisch initiierten Replikons etwa 5 - 7 Minuten nach
dem Autheben der Hypoxie beginnt. Demnach miissen alle Ereignisse, die zur erfolgreichen
Initiation der Replikation erforderlich sind und noch nicht unter Hypoxie ablaufen konnten,
innerhalb dieser Zeitspanne erfolgen.

Einfluss der Glucosekonzentration auf die Replikation

An einer anderen Zellkultur, der U118 Gliom-Zelllinie, wurde zu Beginn der Arbeit eine bemerkens-

werte Abhédngigkeit der Replikation unter Hypoxie von der Glucosekonzentration im Medium festgestellt.

Nach Aussaat und zweitdgigem Wachstum wurde das Medium der Zellen durch frisches RPMI mit

unterschiedlichen Glucosekonzentrationen ersetzt. Nach 6 Stunden Begasung mit 200 ppm O, wurden die
Kulturen unter Hypoxie mit 3 uCi/ml [°’H]-Thd + 2 uM Thd markiert und die eingebaute, séurefillbare
Radioaktivitdt bestimmt.

*Huom. [10° cpm]

Abbildung 3.1-10 Einbau von
61 J— Thymidin nach 6 Stunden bei
5 - e unterschiedlichen Glucose-
konzentrationen
4 &
U118-Zellen. MdW mit unterschiedli-
3 chen Glucosekonzentrationen in RPMI,
anschlieend 6 Stunden Begasung bei
27 20% (Normoxie) bzw. 200 ppm (Hypox)
14 0,. Markierung 8 min mit 3 pCi/ml [*H]-
-~ 6h Euox Thd + 2 uM Thd unter Hypoxie bzw.
0 T T T T T T T T T T Normoxie. Bestimmung der saurefillba-
0o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 ren Radioaktivitit in NaOH-Lysaten der
Glucosekonzentration im Medium [mg/ml] Zellen

Das Ergebnis macht deutlich, dass die Thymidin-Einbaurate der Ul18-Zellen trotz niedriger [O,]

praktisch die Kontrollwerte erreicht, wenn zu Beginn der sechsstiindigen Hypoxie eine geniigend grofie

Menge Glucose zur Verfligung gestellt wird. Unterhalb einer relativ scharfen Grenze sinkt die Einbaurate
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jedoch auf etwa 10% der Kontrolle, wihrend die Einbaurate unter normaler [O,] in dem gemessenen
Bereich fast unabhéngig von der Glucosekonzentration ist.

Im Arbeitskreis wurde der Zusammenhang zwischen Hypoxie, Glucosekonzentration und Replikation
an einer groflen Zahl unterschiedlicher Zelllinien untersucht. Abhéngig vom Zelltyp wurden hierbei sehr
unterschiedliche Reaktionen festgestellt ([87] und nicht verdffentlichte Daten).

Auch bei den T24-Zellen wurde daher die Wirkung unterschiedlicher Glucosekonzentrationen auf die
Replikation unter Normoxie bzw. nach Hypoxie und Reoxygenierung gepriift. Zwei vergleichende
Sedimentationsanalysen der DNA von Zellen, deren Medium 44 Stunden nach der Aussaat durch DMEM
mit 0,8 respektive 0,36 mg/ml Glucose ersetzt wurde, sind in Abbildung 3.1-11 dargestellt.
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o

0,8 mg/ml 0,36 mg/ml 0,8mg/ml 0,36mg/ml

Euox Euox Reox 30min Reox 30min

Abbildung 3.1-11  Einfluss des Glucoseangebots auf die T24-Replikation

T24-Zellen 44 h nach Aussaat; MdW mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen in DMEM, anschlieBend
normoxische Begasung (A und B) bzw. 7 h Begasung mit 75 ppm O, und Reoxygenierung. Markierung mit
7 uCi/ml [*H]-Thd nach 7h Normoxie bzw. 22 Minuten nach Reoxygenierung fiir 8 Minuten. DNA-
Kettenldngenanalyse im alkalischen Saccharosegradienten.

Es wird deutlich, dass bei T24-Zellen die reversible Hemmung der Replikation nur bei ausreichender
Versorgung der Zellen mit Glucose erreicht werden kann. Analoge Experimente mit noch héheren Gluco-
sekonzentrationen (bis 4,5 mg/ml) fithrten bei ansonsten gleichen Bedingungen zu keiner Verédnderung im
Vergleich zu den dargestellten Profilen bei 0,8 mg/ml. In weiteren Versuchen wurde die Glucosekonzen-
tration im Medium nach unterschiedlich langem Wachstum gemessen und unabhéngig von der Begasung
(Hypoxie oder Normoxie) ein Verbrauch von etwa 40 - 60 pg pro Stunde und 10° Zellen ermittelt.

3.1.5 Weitere Untersuchungen zur Synchronisierung der DNA-Replikation
und zum Ablauf des Zellzyklus’

In vielen zusétzlichen Experimenten wurden Replikation und Zellzyklus der T24-Zellen unter norm-
oxischer und hypoxischer Begasung sowie nach Reoxygenierung und die Auswirkungen bei Verdnderung
unterschiedlicher Faktoren auf das Ergebnis der Synchronisierung weiter untersucht.

Keinen wesentlichen Einfluss auf die Kettenldngenverteilung neu synthetisierter DNA hatte
beispielsweise die Verdnderung der Konzentration von FKS im Medium zwischen 0 und 10% oder das
Ersetzen von 3/4 des DMEM durch HANKS-Losung. Auch die Dauer normoxischer Vorbegasung bzw.
Aquilibrierung zwischen Mediumwechsel und Beginn der Hypoxie konnte zwischen 0 und 4 Stunden
variiert werden, ohne dass entscheidende Effekte auf die resultierenden Gradienten zutage getreten wéren.
SchlieBlich konnte auch kein reproduzierbarer Unterschied bei den alkalischen Sedimentationsgradienten
festgestellt werden, wenn die T24-Zellen 7, 9 oder 12 Stunden hypoxisch begast wurden. Allerdings

musste bei ldngerer Begasung auch eine entsprechend hohere Glucosekonzentration eingestellt werden,
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um die oben dargestellten Folgen des Glucosemangels zu vermeiden. Wurde wesentlich kiirzer als 6

Stunden begast, so konnte keine befriedigende Synchronisierung erreicht werden.

3.1.6 Ergebnis der optimierten Synchronisierung von T24-Zellen

Zusammengefasst lieferten die Experimente beziiglich Zellzyklus und Synchronitdt der T24-Zellen

folgende Ergebnisse:

1.

Bei ausreichender Menge Medium und relativ niedriger Zelldichte liegt die kiirzeste Genera-
tionszeit der Zellen unter 16 Stunden.

Nach ldngerem Wachstum in einer begrenzten Menge Medium stellen die Zellen das Wachs-
tum reversibel ein. Dieser Block kann durch die Gabe von frischem Medium gelost werden.
Ein optimaler Kompromiss zwischen vollstindigem Zellzyklusarrest durch Nahrstoffmangel
und schnellem Wiedereintritt in den normalen Zellzyklus kann erreicht werden, wenn T24-
Kulturen aus einem guten Wachstumszustand heraus mit einer Dichte von ca. 25.000
Zellen/cm? in ca. 8,5 ml/MioZ frischem DMEM ausgesit und das Medium nach 40 - 48 Stun-
den Wachstum durch frisches ersetzt wird.

Die Zeit vom Wechsel des Mediums bis zum Eintritt in eine neue S-Phase (Synthese kurzer
DNA-Fragmente) betrdgt dann bei normoxischer Begasung ca. 4 Stunden. Nach MdW, bis zu
3 Stunden normoxischer Vorbegasung und 7 bis 9 Stunden hypoxischer Begasung mit 75 ppm
O, treten die Zellen wenige Minuten nach Reoxygenierung in eine synchrone Replikations-
runde ein. Entscheidend fiir den Erfolg der Hypoxie ist die [O,] in den Zellen bzw. ihrer
unmittelbaren Umgebung, die von der Zelldichte, der Schichtdicke des Mediums und dem
Sauerstoffgehalt der umgebenden Gasatmosphire abhéngt.

Etwa 13 - 14 Stunden nach dem MdW bzw. 9 Stunden nach Reoxygenierung beginnt bei
diesen synchronisierten Zellen eine Mitosewelle (belegt durch FACS-Analysen, sowie Licht-
mikroskopische und Floureszenzmikroskopische Untersuchung; nicht dargestellte Ergebnisse
und [109]). Daraus kann geschlossen werden, dass die T24-Zellen etwa 9 Stunden oder langer
fir das Durchlaufen von S- und G,-Phase bendtigen.

Alle ermittelten Zellzyklusdaten bestitigen die Vermutung, dass die T24-Zellen bei chroni-
schem Nahrstoffmangel zundchst in der G;-Phase verharren (G;-Arrest) und bei ldnger
andauernder Unterversorgung in die Go-Phase eintreten. Der G;-Arrest kann durch Gabe von
frischem Medium sehr schnell aufgehoben werden, wihrend die Zellen nach langem
Aushungern etwa doppelt so lange bendtigen, um in die néchste S-Phase einzutreten (ca. 8 statt
ca. 4 Stunden).

Hypoxische Begasung der Zellen unter den beschriebenen Bedingungen scheint die Initiation
der DNA-Replikation reversibel zu blockieren. Dennoch kénnen die Zellen in der G,-Phase
voranschreiten, was durch das Auftreten kurzer DNA-Fragmente bereits wenige Minuten nach
Reoxygenierung nachgewiesen werden kann.

Die Qualitdt der Synchronisierung héngt von der Zelldichte, der Menge an Medium und der
Wachstumszeit nach der Aussaat sowie von der Dauer der Hypoxie, der O,-Konzentration des
Gases und der Schichtdicke der Fliissigkeit {iber den Zellen nach dem Mediumwechsel ab.
Diese GroBlen bestimmen einerseits die Zahl der Zellen, welche durch den Nahrstoffmangel
bzw. die Hypoxie arretiert werden und andererseits die Anzahl an Zellen, welche nach der
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Reoxygenierung mit der DNA-Synthese beginnen. Alle diese Faktoren wurden im Verlauf der

Arbeit ausgetestet und fiir die Proteomanalyse optimiert.
Um das Ergebnis der geschilderten Optimierung zu verdeutlichen, sind in Abb. 3.1-12 die Sedimen-
tationsanalysen von nach den beschriebenen Bedingungen synchronisierten T24-Kulturen dargestellt, die
nach 7 Stunden Begasung unter Hypoxie sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach Reoxygenierung

markiert wurden.
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Abbildung 3.1-12  DNA Kettenliingenanalyse von synchronen T24-Zellen

T24-Zellen 44 h nach Aussaat; MdW, 7 h normoxische bzw. 1 h normoxische Vorbegasung, dann 7 h
Hypoxie mit 75 ppm O, und Reoxygenierung. Markierung fiir 8 min unter Normoxie (A), Hypoxie (B) bzw.
2 min (C), 12min (D), 32 min (E) oder 52 min (F) nach Reoxygenierung. Kettenldngenanalyse der markierten
DNA durch Zentrifugation im alkalischen Saccharosegradienten.

3.1.7 Einbau von Methionin und Phosphat in Proteine

SchlieBlich wurden die T24-Zellen noch in Bezug auf die Einbaurate von extern angebotenem radio-
aktiv markierten Methionin und Phosphat untersucht. Mit [**P]-PO,* sollten Phosphoproteine markiert
werden, die anschlieBend durch 2D-Gelelektrophorese getrennt und durch Autoradiographie sichtbar
gemacht werden sollten. Durch Markierung mit [**S]-Methionin sollten in dhnlicher Weise auch alle
tibrigen Proteine markiert und analysiert werden. Die Markierung in vivo hat den Vorteil, dass bestimmte
Gruppen von Proteinen gezielt stérker markiert werden konnen, beispielsweise nur die in einer bestimm-
ten Phase neu synthetisierten oder phosphorylierten Polypeptide.

Da die synthetischen Zellkulturmedien unmarkiertes Methionin und Phosphat enthalten, wurde
zunédchst nach den Angaben des Herstellers methionin- und phosphatfreies DMEM hergestellt, das mit
entsprechenden Stammldsungen ergédnzt werden konnte. Dabei wurde stets beachtet, dass auch das spiter
zugesetzte FKS gewisse Anteile an Methionin und Phosphat enthdlt. Das mit dem in PBSg gelosten
Trypsin eingebrachte Phosphat wurde bei Bedarf durch Wechsel des Mediums ausgewaschen, sobald die
Zellen festgewachsen waren.

3.1.7.1  Einbau von [*>S]-Methionin und [32P]-Phosphat in sdurefillbares Material

Normales DMEM enthdlt 200 uM Methionin (30 mg/l) und 800 uM Phosphat (125 mg/l
NaH,PO, - H,0). Aus methionin- und phosphatfreiem DMEM und mithilfe entsprechend konzentrierter,
steriler Stammlosungen wurden folgende Medien hergestellt:
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Medium A B C D E F
Methionin | 200 uM 20 uM 2 uM 200 uM | 200 uM | 200 uM
Phosphat 800 uM 800 uM 800 uM 800 uM 40 uM 2 uM
FKS 10% 10% 10% 10% 10% -

Wie

alle Zellkulturmedien wurden auch die Mangelmedien bei 4 °C aufbewahrt und nur die

bendtigten Mengen direkt dem Versuch auf 37 °C erwérmt.

Nun wurden T24-Zellen in 8,5 ml/MioZ DMEMompiex ausgesét und mit [’H]-Thd vormarkiert. 44
Stunden spéter wurde das Medium mit phosphat- und methioninfreiem DMEM ohne FKS ausgewaschen
und schlieBlich durch eines der Medien A - F ersetzt. Gleichzeitig wurde die Markierung durch Zugabe
von 3 uCi/ml [**S]-Methionin oder 20 pCi/ml [**P]-PO,> gestartet. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach

Markierungsbeginn wurden die Zellen gestoppt und lysiert, danach wurde die sdurefillbare Radioaktivitét

bestimmt. In einer separaten Markierungsreihe mit [*P]-PO,> wurden die Proteine durch

Phenolextraktion isoliert, mit Aceton gefillt und die Radioaktivititen der Prazipitate bestimmt.

Auch wenn der Einbau bei 2 uM Methionin zu Beginn etwa dreimal schneller ansteigt als bei 20 uM,

eignet sich diese Konzentration nicht fiir die Markierung, da den Zellen fiir ein Hypoxie-Experiment ein

Radioaktivitat **Spem [10° cpm]

Radioaktivitat 2P Zelllysat [10° cpm]

3,5 1 —s—Kontrolle 200 uM Methionin
—<0— 20 pM Methionin (1/10)
3,0 1 —A—2 uM Methionin (1/100)
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normales Wachstum {iber etwa 9 Stunden moglich sein sollte. Auch im Fall des Phosphates konnte der
Einbau von Radioaktivitdt nur bis zu einem gewissen Grad durch die Verringerung der Gesamtkonzentra-
tion erhoht werden. Moglicherweise konnte hier trotz aller Vorkehrungen nur ein Teil des Phosphates
entfernt werden.

In separaten, hier nicht gezeigten Versuchen wurde das Wachstum der Zellen in den verwendeten
Medien iiberpriift. In der Einbaurate von [*H]-Thd konnte kein Unterschied zwischen den Kontrollkultu-
ren und denen in Mangelmedium mit 20 uM Methionin bzw. 2 oder 40 uM PO, festgestellt werden. Bei
2 uM Methionin brach die Einbaurate von [*H]-Thd wie die von [**S]-Met ca. 3 Stunden nach MdW ein.
Bei den mittleren getesteten Konzentrationen (20 uM Methionin bzw. 40 pM PO,*) konnten die T24-iiber
mehrere Passagen in Dauerkultur gehalten werden, ohne dass Unterschiede zu den parallel gefiihrten
Kontrollkulturen auffielen.

3.1.7.2  Einbau von Thymidin, Methionin und Phosphat in RNA, DNA und Protein

Durch isopyknische Zentrifugation wurde nun die Verteilung der Radioaktivitat auf die zelluldren
Makromolekiile RNA, DNA und Protein untersucht. Dazu wurden T24-Zellen mit [*H]-Thd, [**S]-Met
sowie — unterschiedlich lange — mit [**P]-PO,* markiert und tritonextrahierte Kerne hergestellt. Wahrend
der Priparation wurden vier Fraktionen gewonnen und analysiert: Ein Aliquot des Homogenisats
(dquivalent zum Gesamtzelllysat), der Uberstand nach Zentrifugation des Homogenisats (,,Cytosol®), der
Uberstand nach der ersten Triton-Extraktion (,,Nukleosol*) sowie die extrahierten, gewaschenen Kerne.
Diese Fraktionen wurden durch Zugabe von Lysemedium lysiert (zur Kontrolle mit Proteinase K,
ansonsten jedoch ohne!), geschert und wie beschrieben im Cs,SO,-Gradienten zentrifugiert.

Tabelle 3.1-3 Integrale unter den Peaks von DNA, RNA und Protein nach Tren-
nung im isopyknischen Cs,SO,-Gradienten; Werte in 10° cpm.

Zeit (*P) 1h 4h 20h 20h 20h 20h
Fraktion Zelllysat | Zelllysat | Zelllysat | Cytosol | Nukleosol | Chromatin
RNA (*?P) 440 1.489 4.282 1.346 409 837
DNA (*’P) 314 1.319 2.104 60 34 1.183
Protein (*’P) 1.291 1.915 3.184 1.117 175 109
Summe (*P) 2.045 4.723 9.569 2.524 618 2.129
DNA CH) 561.515 7.073 5.592 368.381
Protein (*°S) 55.849 |36.525 2.429 3.231

Methionin und Thymidin wurden in jeweils einem Peak erwartet, da diese Molekiile bereits nach
wenigen Modifikationen in Protein bzw. DNA integriert werden konnen. Die Verteilung der Tritium- und
[*°S]-Aktivitit bestitigt diese Vermutung. Damit ist die Dichte bzw. die Position von Protein und DNA in
diesen Gradienten fiir die weitere Auswertung bekannt. DNA tritt bei einer Dichte von ca. 1,41 g/cm® in
einem sehr scharfen Peak auf, wihrend die Proteine einen breiten Peak mit einem Maximum bei etwa
1,12 g/cm® bilden. Phosphat tritt erwartungsgemél in drei Peaks auf, von denen einer eindeutig den
Proteinen zugeordnet werden kann, der zweite hingegen deckungsgleich mit dem Tritium-Peak der DNA
ist. Ein dritter Peak bei hoher Dichte (Maximum bei 1,63 g/cm®) sollte demnach RNA représentieren.
Durch analoge Versuche, in denen die Proben vor bzw. wihrend der Lyse mit RNase, Proteinase K oder
DNase verdaut wurden, konnte diese These experimentell bestitigt werden, da sich jeweils ganz gezielt
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nur die entsprechenden Peaks verdnderten. Auffillig war jedoch, dass der linke Peak trotz langer Inkuba-
tion mit viel RNase (2 Stunden; 0,1 mg/ml) nicht vollstandig verschwand (s. u.).

In Abbildung 3.1-14 C wurde die Summe aller zu einem [**P]-Peak gehdrenden Fraktionen im Ver-
héltnis zur gesamten [**P]-Aktivitit des jeweiligen Gradienten aufgetragen. Hier wird deutlich, dass der
Anteil eingebauter Aktivitdt in Proteine mit steigender Markierungsdauer geringer wird.

Da Phosphorylierungen von Proteinen gewohnlich eine hohe Umsatzrate haben, wird relativ schnell
eine grofe Zahl Proteine radioaktiv markiert, danach kommen jedoch nur relativ wenig neue
Phosphoproteine hinzu. Anders ist dies z. B. bei RNA, die zu ca. 80% als rRNA vorliegt. Diese wird
kontinuierlich neu gebildet, im Gegensatz zu mRNA jedoch nur in geringem Maf3e wieder abgebaut.

Aus Abbildung 3.1-14 D kann erschlossen werden, welche Anteile der Makromolekiile im Verlauf
der Fraktionierung entfernt werden. Da die Fraktionierung mit einem Teil der Probe ,.Zelllysat 20 h*
durchgefiihrt wurde, konnen diese vier Gradienten direkt miteinander verglichen werden (die absoluten
Aktivitdten wurden entsprechend des eingesetzten Anteils der gesamten Probe korrigiert).

Der Anteil an DNA in ,,Cytosol“ und ,,Nukleosol“ ist logischerweise gering, da diese mit den Kernen
im Pellet verbleibt. Allerdings sind im Vergleich zum Gesamtlysat nur noch ca. 55% der [**P]-markierten
DNA in den extrahierten Kernen zu finden, was durch den Verlust an ganzen Zellen bzw. Kernen erklart
werden kann, die beim Homogenisieren und Resuspendieren zerstort wurden oder nach der Sedimentation
im Uberstand verblieben. Diese Verluste von 30 - 50% der Kerne, die auch in anderen Versuchen festge-
stellt wurden und insbesondere wihrend der Waschschritte mit Triton-Puffer auftraten, mussten jedoch
aufgrund der ansonsten deutlichen Verunreinigungen in der Kernfraktion in Kauf genommen werden.
Besonders im Hinblick auf die Ergebnisse der Proteomanalyse soll darauf hingewiesen werden, dass etwa
20% der in RNA eingebauten Aktivitdt in den extrahierten Kernen verbleibt. Diese Beobachtung wird
spiter noch eingehend untersucht und diskutiert werden.Nur etwa 3,4% der *2P-markierten Proteine
verbleiben im Pellet der extrahierten Kerne. Bei den hier untersuchten, 20 Stunden lang markierten Zellen
entspricht dies weniger als 1,2% der insgesamt eingebauten Aktivitit. Im Vergleich dazu verbleiben etwa
6 - 12% des Gesamtproteins der Zellen in den extrahierten Kernen, wie mithilfe [**S]-Met markierter
Zellen oder durch Proteinbestimmung (s. u.) festgestellt wurde.

Die Verluste an Protein und DNA bzw. Zellen durch die Kernpréaparation und -extraktion wurden
auch in einigen weiteren einfachen Versuchen gemessen. Zuerst wurde die Menge an Protein im Lysat
ganzer Zellen und extrahierter Kerne nach Bradford bestimmt. Es wurden im Durchschnitt 185 pg/MioZ
Protein im Zelllysat und 22 pg in extrahierten Kernen, die von 10° Zellen gewonnen wurden, gemessen
(Es handelt sich hierbei um G;-Zellen bzw. Zellen von bis zu 30 Minuten lang reoxygenierten Kulturen).
Durch Zihlen der Zellen bzw. der extrahierten Kerne sowie durch Bestimmung der siurefillbaren
Aktivitit nach Vormarkierung der Zellen mit [*H]-Thd vor und nach der Fraktionierung wurde ein durch-
schnittlicher Verlust von 40% der DNA bzw. Zellen ermittelt.
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3.2 Untersuchung chromatingebundener Proteine mithilfe der 2D-PAGE

Im Hauptteil der Arbeit wurde nach Verdnderungen im Proteom extrahierter Kerne von synchronisierten,
hypoxischen bzw. reoxygenierten T24-Zellen gesucht. Dazu wurden die Zellen wie beschrieben durch
Nahrstoffmangel in der G,-Phase arretiert und anschlieBend nach einem Mediumwechsel und 60 Minuten
Normoxie 7 Stunden mit 75 ppm O, begast. Eine komplette Reihe bestand aus sechs Werten: Einer unter
Hypoxie gestoppten Kultur sowie fiinf weiteren Schalen, die nach Reoxygenierung 1, 2, 5, 10 oder
30 Minuten normoxisch begast und danach gestoppt wurden. Eine solche Reihe wurde als ,,biologische
Runde* bezeichnet. Fiir die unten beschriebene Auswertung wurden von jeder Probe mindestens zwei 2D-
Gele angefertigt, eines mit pH 3-10 und das zweite mit pH 6-11. Die Auswertung umfasste die kompletten
Gelsdtze von fiinf biologischen Runden. Teile dieser Proben wurden auch fiir Gele verwendet, die zum
Ausschneiden von Spots oder fiir Westernblots hergestellt wurden. Spater wurden von zwei weiteren
biologischen Runden RNase-behandelte Kerne prépariert und entsprechende Gele angefertigt.

Zusitzlich wurden 2D-Gele von einer Reihe weiterer Proben angefertigt. Aus jeweils zwei biolo-
gischen Runden wurden Zellen 44 Stunden nach Aussaat ohne Mediumwechsel (G,-Arrest) sowie unter
Normoxie 7 Stunden nach Mediumwechsel aufgearbeitet. SchlieBlich wurden mit [**P]-PO,* oder *S-
Methionin markierte und entsprechend synchronisierte T24-Zellen gewonnen und in gleicher Weise
untersucht.

Auf der Suche nach einem geeigneten System wurden unterschiedliche Techniken zur Anfertigung
und Analyse von 2D-Gelen getestet und fiir die gegebenen Bedingungen optimiert.

3.2.1 Markierung und Analyse von Phosphoproteinen

Die schnelle Verdnderung von Enzymaktivitidten und die Weitergabe von Signalen geschehen sehr
héufig iiber Phosphorylierung und Dephosphorylierung entsprechender Proteine durch Proteinkinasen und
Phosphoprotein-Phosphatasen. Daher ist es nahe liegend, selektiv nach solchen Verdnderungen zu suchen.
Um gezielt Phosphoproteine darzustellen, konnen diese entweder isoliert oder spezifisch markiert werden.
Da zu Beginn der Arbeit weder eine geeignete Trennmethode wie das erst viel spéter verfiigbare System
von Qiagen noch entsprechend gute Antikorper verfiigbar waren, wurde versucht, Phosphoproteine in
vivo radioaktiv zu markieren, die Zellen zu synchronisieren und wie beschrieben extrahierte Kerne zu
gewinnen.

Es stellte sich jedoch heraus, dass auch durch Einsatz groBer Mengen [**P]-PO,* (bis 2 mCi pro Gel)
und zusitzliche Reinigung der Proteine durch Phenolextraktion kein zufrieden stellendes Verhiltnis
zwischen Signal und Hintergrund erreicht werden konnte. Fiir die dargestellten Gele (Abb. 3.2-1) wurden
T24-Zellen nach MdW (DMEM mit 40 uM Phosphat) 7 Stunden mit ImCi/ml [**P]-PO,* im Brutschrank
markiert. Nach Trypsinieren bzw. Extraktion der Kerne und Beschallen wurden die Proteine mit Phenol
extrahiert, geféllt und in AP aufgenommen.

Auf die gleiche Weise wurden auch entsprechende Gele von synchronisierten, hypoxischen und
unterschiedlich lange reoxygenierten Zellen erstellt und miteinander verglichen. Es konnten jedoch keine
reproduzierbaren Verinderungen der Spotintensititen ausgemacht werden. Durch Uberlagerung mit
entsprechenden silbergefarbten Proteingelen wurde festgestellt, dass die Gele von Gesamtzelllysaten
deutliche Unterschiede im Muster zeigten, einige Spots jedoch aufgrund der relativ groBen Ahnlichkeit
von Position und Form einander zugeordnet werden konnten. Ein solcher Vergleich war aufgrund der
geringen Zahl an Spots jedoch mit den *P-Gelen der extrahierten Kerne nicht sinnvoll.
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Abbildung 3.2-1 2D-Gele von Phosphoproteinen

T24-Zellen 7h mit ImCi/ml [*’P]-PO,* markiert. 2D-Gelelektrophorese von phenolextrahierten
Proteinen. Proteine aus Gesamtzelllysat (links) bzw. tritonextrahierten Zellkernen (rechts).
Autoradiographie der getrockneten Gele, Exposition 48 h bei -80 °C mit Verstarkerschirm.

Auch nach mehreren Versuchen und Verdnderungen der Markierungsbedingungen (2 - 24 Stunden
Markierungsdauer; Normox nach Aussaat und nach MdW, Hypox, Reox; 0-800 uM PO,*) oder der
Probenvorbereitung (mit und ohne Phenolextraktion) konnte keine Verbesserung erzielt werden. Durch
langere Exposition konnten aufgrund des immer dunkleren Hintergrundes ebenfalls keine zusétzlichen
Spots sichtbar gemacht werden.

3.2.2 Markierung von Proteinen mit [*°S]-Methionin und 2D-Analyse

Im néchsten Schritt wurde versucht, Proteine mit [**S]-Methionin zu markieren, um mit der Auto-
radiographie eine einfache und empfindliche Methode zur Detektion aller (markierten) Proteine einsetzen
zu konnen. Auf der Basis der geschilderten Versuche wurden die Zellen bei einer Gesamtkonzentration
von 20 uM Methionin im Medium markiert. Fiir diese Markierungsversuche wurden in der Regel 50 mm
Glaspetrischélchen verwendet und darauf 500.000 Zellen (25.000 Z/cm?) in 8,5 ml/MioZ DMEM
ausgesit. In mehreren Versuchen wurden Zellen in unterschiedlichen Zellzyklusstadien, zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten, unterschiedlich lange oder mit verschiedenen Mengen Radioaktivitit markiert. Die
Proteine der extrahierten Kerne dieser Zellen wurden durch 2D-PAGE aufgetrennt, die Gele mit PPO
imprégniert und getrocknet (Szintigraphie). Bei einer Markierung mit 250 pCi/ml fiir 1 - 20 Stunden und
einer Exposition von wenigen Stunden bis mehreren Tagen konnten gute Ergebnisse erzielt werden. Bei
Synchronisierungsexperimenten mit langer Markierungsdauer wurden die Zellen in Mangelmedium
(DMEM mit 20 uM Methionin, 800 uM PO,*, 10% FKS und Antibiotika) ausgesit, die Markierung
wurde zum gewiinschten Zeitpunkt durch Zugabe von [*°S]-Met gestartet. Spéter wurde das Medium dann
durch frisches Mangelmedium ersetzt und dieselbe Menge [*°S]- Met zugegeben, um die Markierung
fortzusetzen.
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Abbildung 3.2-2 2D-Gele von [**S]-Methionin-markierten Proteinen extrahierter Kerne

T24-Zellen 44 h nach Aussaat. Markierung mit 250 pCi/ml [**S]-Methionin bei 20 uM Methionin. Trennung der
Proteine von tritonextrahierten Zellkernen im 2D-Gel, Szintigraphie, Exposition bei RT: 20 Tage (A, By, C,, C,)
bzw. 60 Tage (B). (A): 11 h Markierung vor MdW, Stopp nach 7 h Hypoxie und 3 min Reox. (B;): Wie (A),
jedoch, Stopp 30 min nach Reox; Segment S1. (B,): Start der Markierung 2 h vor Reoxygenierung unter Hypoxie,
Stopp 30 min nach Reox; Segment S1. (C,): Wie (A), jedoch Stopp unter Hypoxie; Segment S2. (Cy): Wie (A),
jedoch Stopp 30 min nach Reox; Segment S2. Die Pfeile deuten auf verdnderliche Spots, Bezeichnungen
entsprechen der unten verwendeten Nomenklatur und weisen auf deckungsgleiche Spots der Silbergele hin.

Die Darstellung und Diskussion der Ergebnisse dieser Versuche wird hier auf wenige représentative
Experimente beschrinkt, da den anschaulicheren und eindrucksvolleren Ergebnissen der Silbergele eine
hohere Gewichtung eingerdaumt werden soll.

Durch Vergleich der Punktmuster dieser Gele konnte eine Reihe von Spots gefunden werden, deren
Intensitdt sich bei unterschiedlichen Markierungsbedingungen reproduzierbar verénderte. Wurden Zellen
unterschiedlich lange vor dem Abstoppen mit [**S]-Met markiert, so konnten beispielsweise Punkte
ausgemacht werden, deren Proteine sehr unterschiedliche Halbwertszeiten hatten bzw. zum Zeitpunkt der
Markierung in groBen Mengen synthetisiert wurden (Abbildung 3.2-2.B' und B?). Auch das Proteom der
extrahierten Kerne von Zellen, die vor bzw. wihrend der Markierung synchronisiert wurden veranderte
sich, wie anhand normoxisch oder hypoxisch begasten bzw. unterschiedlich lange reoxygenierten Zellen
festgestellt wurde. Spater wurde versucht, die Ergebnisse der Methionin-Gele mit denen der Silbergele zu
vergleichen. Durch Uberlagerung konnten groBe Teile der Muster gegenseitig zugeordnet werden. Die bei
der Auswertung der Silbergele festgestellten Verdnderungen konnten dadurch iiberwiegend noch einmal
bestatigt werden.

Obwohl die Ergebnisse der Autoradiografie oft erst nach einigen Tagen vorlagen und eine Identifizie-
rung der Spots im Vergleich zu den Silbergelen ungleich schwieriger ist, miissen den Methioningelen
einige Vorteile zugesprochen werden:
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1. Durch die hohe Empfindlichkeit miissen nur geringe Mengen Protein eingesetzt werden
(1 -2 MioZ statt >5 MioZ), was die Erstellung guter, reproduzierbarer Gele erleichtert und in
manchen Regionen eine hohere Auflésung bewirkt. Zudem ist die Methode weniger empfind-
lich gegeniiber Verunreinigungen und eine missgliickte Exposition kann in der Regel wieder-
holt werden.

2. Durch gezielte Markierungsstrategien konnen bestimmte Gruppen von Proteinen hervorgeho-
ben oder unterdriickt werden, ohne das Gesamtsystem zu verdndern.

3. Durch die Moglichkeit, die Autoradiografie zu wiederholen, kdnnen unterschiedlich stark
markierte Gele besser miteinander verglichen werden, indem die Expositionszeit angepasst
wird. AuBlerdem ergibt sich dadurch ein enormer ,,Farbebereich®, so dass eine quantitative
Auswertung der intensivsten bis hin zu extrem schwachen Spots eines Gels moglich ist.

3.2.3 Firbung von Proteinen in 2D-Gelen mit Silber

Die Féarbung von Proteinen mithilfe von Silber ist eine gut etablierte, sehr empfindliche und direkte
Form der Visualisierung, die dabei relativ einfach durchzufiihren und in Bezug auf Chemikalien und
Hilfsmittel vergleichsweise kostengiinstig ist.

In einem ersten Experiment mit dieser Farbung wurden parallel Lysate von ganzen T24-Zellen und
von extrahierten Kernen derselben Kultur (6 Stunden nach MdW; normoxisch; je 100 pg Protein) durch
2D-PAGE getrennt und wie beschrieben geférbt. Ein Ausschnitt derselben Region beider Gele ist in
Abbildung 3.2-3 dargestellt.

Zelllysat Extrahierte Kerne

S ot Abbildung 3.2-3 Silberfirbung
« ol | der Proteine nach Trennung im
2D-Gel

.: T24-Zellen, MdW 44h nach der
4 Aussaat, danach 7h  Normoxie.
& Vergleich der silbergefirbten 2D-Gele
(Ausschnitte) von Gesamtzelllysat und
tritonextrahierten Kernen. Die Pfeile
s deuten auf deckungsgleiche Spots, die
L i Bezeichnungen entsprechen der in
- 3.2.7 eingefiihrten Nomenklatur.

Trotz der augenscheinlichen Unterschiede, lassen sich mit etwas Ubung einige Strukturen auf den
beiden Bildern einander zuordnen. Damit kénnen die Muster iiberlagert und ein Teil der Spots mit hoher
Wahrscheinlichkeit als gegenseitige Entsprechungen identifiziert werden, was hier exemplarisch durch die
Pfeile anhand weniger Punkte angedeutet wurde.

Durch diese und dhnliche Versuche wurden die Techniken und ein Teil der Parameter getestet auf die
Gegebenheiten abgestimmt, um eine moglichst optimale Trennung und Farbung zu erreichen.
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3.2.4 Optimierung der 2D-PAGE

Um Auflésung, Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit der Gele noch weiter zu verbessern, wurde
die Methode in vielerlei Hinsicht modifiziert. In hier nicht gezeigten Vorversuchen wurden die Fokussie-
rungszeiten fir Linge und pH-Bereich des jeweiligen IEF-Streifens sowie Art und Menge der Beladung
angepasst. Dabei wurden auch unterschiedliche Zusammensetzungen und Laufbedingungen fiir das SDS-
Gel der 2. Dimension getestet; in 2.6.4 sind die jeweils besten Bedingungen beschrieben. An dieser Stelle
soll anhand weniger Beispiele die weitere Optimierung verdeutlicht werden. Zunéchst wurden mehrere
IEF Proben- bzw. Quellpuffer getestet, wobei die Konzentration von Komponenten wie Harnstoff, DTT,
Ampholine, CHAPS oder Glycerin bzw. Isopropanol variiert wurde.

Die Abbildungen 3.2-4 A, und A, zeigen die gleiche Region zweier Gele, auf denen dieselbe Probe
aufgetrennt wurde. Die extrahierten Zellkerne wurden jedoch einmal in IEF-AP mit 8,5 M Harnstoff und
fiir das zweite Gel mit 7 M Harnstoff + 2 M Thioharnstoff im Puffer gelost und aufgetragen. Es ist gut zu
erkennen, dass ohne Thioharnstoff eine groe Zahl an Flecken nicht gefdarbt wurde, moglicherweise weil
diese Proteine nicht geldst wurden.

ohne Thioharnstoff

|IEF Streifen + Agarose: pH 6,8

Ci

|IEF Streifen: pH 6,8; Agarose: Laufpuffer

C:

- — e

| TR

Cs

Abbildung 3.2-4 Vergleich von unterschiedlichen Bedingungen zur Optimierung der
Proteintrennung in 2D-Gelen

Auf den korrespondierenden Gelen wurde jeweils ein Aliquot derselben Probe aufgetrennt (tritonextrahierte Kerne
von T24-Zellen) und zum Vergleich ein Ausschnitt der silbergefirbten Gele abgebildet. (A;) und (A,): Probe mit
8,5M Harnstoff und ohne Thioharnstoff im 2D-Lysepuffer und APpr (A;) bzw. mit 7M Harnstoff + 2 M
Thioharnstoff (A,) geldst und fokussiert. IEF-Streifen: pH 6-11; dargestellter Ausschnitt: pH 6,0 - 8,0 und MW
>60kDa. (B;) und (B,): Trennung in unterschiedlichen pH-Gradienten, die Pfeile deuten auf jeweils
korrespondierende Spots. IEF-Streifen: pH 3-10, 18 cm (B,) bzw. pH 3-7 NL, 24 cm (B,); dargestellter Ausschnitt: pH
5,2 -6,2 und MW 40 - 50 kDa. (C, - Cs): Unterschiedlicher pH beim Umaéquilibrieren bzw. Auftragen des IEF-Gels.
IEF-Aquilibrierungspuffer mit 50 mM Tris pH 6,8 (C; + C,) bzw. 150 mM Tris pH 8,8 (C;). Agarose zum Auftragen
gelost in Sammelgelpuffer (125 mM Tris pH 6,8 + 0,1% SDS; (C')), SDS-Laufpuffer (192 mM Glycin + 12 mM Tris
Base + 0,1% SDS; (C?) oder Trenngelpuffer (375 mM Tris pH 8,8 + 0,1% SDS (C;)). IEF-Streifen: pH 3-10;
dargestellter Ausschnitt: pH 4,8 - 7,5 und MW >60 kDa.
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Ein weiterer Vergleich sollte zeigen, ob die Auflosung der Gele durch die Verwendung von IEF-
Streifen mit engerem pH-Bereich entscheidend verbessert werden konnte. Dazu wurden die Proteine
extrahierter Kerne auf einem 24 cm langen Streifen pH 3-7 NL (NL = non linear: erhohte Auflosung
zwischen pH 5 und 6) sowie auf dem ansonsten verwendeten Ubersichtsstreifen (18 cm pH 3-10) aufge-
trennt und die geférbten Gele miteinander verglichen (siche Abbildung 3.2-4 B, bzw. B,). Es zeigte sich,
dass durch die hohere Auflosung tatsdchlich zusitzliche Spots erkennbar wurden. Einige Spots, die im
weiten pH-Bereich als einzelne Punkte erscheinen, teilen sich bei hoherer Auflosung in 2 oder mehr
Flecken auf, andere wiederum werden aufgrund der Moglichkeit groBerer Probenmengen auf Streifen mit
engem pH-Bereich auftrennen zu konnen, erst auf solchen Gelen detektierbar. In den gezeigten
Ausschnitten konnen etwa 300 Spots im hoch auflésenden und demgegeniiber nur knapp 200 im Uber-
sichtsgel pH 3-10 detektiert werden. AuBerdem konnen auf den Ubersichtsgelen insbesondere im Bereich
sehr dominanter Spots, also dort, wo im Fokussierungsstreifen besonders hohe Proteinkonzentrationen
vorliegen, teilweise Verschiebungen der Punktmuster auftreten, so dass ein Vergleich der Gele in diesen
Bereichen nicht immer ohne weiteres moglich ist. Dennoch wurden aus mehreren nachfolgend formulier-
ten Griinden fiir den Hauptteil dieser Arbeit die Streifen pH 3-10 und 6-11 verwendet.

1. Besonders in sehr sauren und sehr basischen pH-Bereichen zeigten diese Streifen die besten
Resultate aller getesteten IEF-Streifen.

2. Da sich der lineare Bereich der Silberfarbung iiber etwa 2 Grofenordnungen erstreckt, wére
ein grofer Teil der Signale solcher Gele nicht auswertbar gewesen. Fiir eine erhohte Auflosung
hitten daher zusitzliche Gele angefertigt werden miissen, was zundchst aus zeitlichen und
finanziellen Griinden nicht sinnvoll erschien.

3. Die zusitzlich sichtbaren Spots hatten iiberwiegend eine geringe Intensitit. Um diese mit der
Silberfarbung erfassen zu konnen, miissen die Gele jeweils mit bis zu 1 mg Protein beladen
werden. Um diese Mengen zu erhalten, hitten fiir jedes Gel ca. 50 Mio. Zellen aufgearbeitet
werden miissen.

Nach der Fokussierung konnen die IEF-Streifen auf unterschiedliche Weise fiir die zweite Dimension
vorbereitet werden. Obwohl es anerkanntermafien nicht notwendig ist, ein Sammelgel zu gieBen, nutzen
einige Gruppen dazu den Fokussierungsstreifen selbst, indem sie ihn beim Umaéquilibrieren mit Tris auf
pH 6,8 puffern. Um diese Variante zu testen, wurde dieselbe Probe dreimal identisch fokussiert, die IEF-
Gele wurden anschlieBend jedoch unterschiedlich uméquilibriert bzw. aufgetragen. Bei zwei Streifen
wurde dabei Aquilibrierungspuffer mit 50 mM Tris pH 6,8 verwendet, der Puffer fiir den dritten Streifen
enthielt dagegen 150 mM Tris pH 8,8. Der erste Streifen mit pH 6,8 wurde mit Agarose in Sammelgel-
puffer (0,3% Agarose; 0,1% SDS; 125 mM Tris pH 6,8) aufgetragen, der zweite mit 0,3% Agarose in
SDS Laufpuffer. Der basisch dquilibrierte Streifen wurde mit Agarose in Trenngelpuffer (0,3% Agarose;
0,1% SDS; 375 mM Tris pH 8,8) fixiert. Auch hier sind die Effekte besonders deutlich im Bereich groBer
Proteine zu erkennen (Abbildung 3.2-4 C, - C;), aber auch in einigen Bereichen niedrigerer Molmassen
waren die dargestellten vertikalen Kompressionszonen zu erkennen. Da dieser Effekt erst gegen Ende der
Laborarbeit entdeckt und untersucht wurde, konnte bei der Mehrzahl der Gele der Bereich >90 kDa nicht
so gut und reproduzierbar aufgelst werden, wie dies anschlieBend moglich war. Da der iiberwiegende
Teil der Gele von diesem Effekt jedoch nicht oder nur wenig beeintriachtigt wurde, konnten diese Gele
dennoch gut ausgewertet und mit anderen Gelen verglichen werden.
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3.2.5 Untersuchung des Proteoms tritonextrahierter Kerne von T24-Zellen

Im Hauptteil der Arbeit wurden T24-Kulturen in unterschiedlichen Zellzyklusstadien gestoppt und
ihre extrahierten Kerne auf Verdnderungen im Proteom untersucht. Dazu wurden die Ergebnisse der zuvor
beschriebenen Experimente genutzt, um beispielsweise liberwiegend Zellen in der mittleren und spéiten
G-Pase (48 Stunden ohne MdW oder bis 4 Stunden nach MdW), in der S-Phase (7 - 9 Stunden nach
MdW) oder moglichst asynchrone Kulturen (24 - 36 Stunden nach Aussaat) zu erhalten. Insbesondere
interessierten jedoch Zellen, die nach dem G;-Arrest und 7 Stunden hypoxischer Begasung bzw. anschlie-
Bender kurzer Reoxygenierung dann gestoppt wurden. Zur Erstellung von Proben fiir die 2D-PAGE mit
anschliefender Silberfarbung wurden die Zellen auf 165 cm? Glaspetrischélchen ausgesit, so dass nach
der Synchronisierung etwa 25 Millionen Zellen verarbeitet werden konnten. Fiir ein analytisches 2D-
Silbergel wurden 100 - 250 pg Protein, also die extrahierten Kerne von ca. 5 - 10 Millionen Zellen einge-
setzt, praparative Gele (zum Ausschneiden von Spots fiir die MS-Analyse) wurden mit bis zu 550 pg
Protein beladen. Von den extrahierten Kernen solcher Zellen wurden 2D-Gele erstellt und mit Silber
gefarbt. Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen aufler den gewiinschten Abweichungen mdoglichst exakt
auf dieselbe Weise kultiviert, synchronisiert und aufgearbeitet wurden. Auch bei der Anfertigung der Gele
wurde auf hohe Reproduzierbarkeit geachtet, um Verdnderungen im Spotmuster durch Abweichungen im
Versuchsablauf auf ein Minimum zu reduzieren.

Das Ergebnis der Synchronisierung wurde regelméaBig iiberpriift, indem Kontrollkulturen zusammen
mit den fiir die Kernpréparation bestimmten Zellen synchronisiert wurden. Diese wurden dann mit [*H]-
Thd markiert und die Kettenldnge ihrer neu replizierten DNA durch die Sedimentationsanalyse kontrol-
liert.

Um ein moglichst genaues Bild der Ablaufe nach Reoxygenierung der Zellen zu erhalten, wurden
Kulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Aufheben der Hypoxie gestoppt. Es wurden neben einer
unter Hypoxie gestoppten Kontrollkultur die Zusténde 1, 2%, 5, 10 und 30 Minuten nach Reoxygenierung
gewonnen, damit sehr schnelle und verhdltnisméBig spite Reaktionen auf die Verdnderung der [O,]
gleichermafien erfasst werden konnten. Dieses Experiment wurde so oft wiederholt, bis schlieflich
mindestens sechs unabhéngige und augenscheinlich gleichwertige und fehlerfrei erstellte Serien triton-
extrahierter Kerne vorlagen.

Von fiinf Serien wurde mit jeder Probe je ein silbergeférbtes 2D-Gel pH 3-10 und eines im basischen
Bereich (pH 6-11) erstellt. Diese Gele wurden wie beschrieben zunichst innerhalb einer jeden Serie
manuell ausgewertet und die gefundenen Unterschiede anschlieend bewertet (sieche 2.6.10). Auf diese
Weise wurden 63 Flecken auf den sauren und 118 Punkte auf den basischen Gelen ermittelt, die eine
aufféllige Verdnderung nach Reoxygenierung aufwiesen. Die mithilfe des ProteomWeavers errechneten
Intensitaten wurden ebenfalls bewertet und jeweils die 100 Spots mit der hochsten Punktzahl in die engere
Auswahl genommen. Nun wurden die Ergebnisse der beiden Auswertungen miteinander verglichen und
solche Spots ausgewihlt, welche in beiden Auswertungen eine hohe Punktzahl erreichten. Zusétzlich
wurden noch einige Spots herausgesucht, die subjektiv besonders interessant erschienen, weil sie entwe-
der eine auBergewohnlich stetige oder besonders schnelle zeitliche Verdnderung zeigten. Auf diese Weise
wurden 38 Spots von den sauren und 50 Flecken von den basischen Gelen fiir die Identifizierung durch
MS-Analyse ausgewihlt.

Diese Spots wurden wie beschrieben aus extra angefertigten Gelen ausgeschnitten, mit Trypsin
verdaut und die lyophilisierten Eluate zur massenspektrometrischen Untersuchung zur Altana Pharma AG
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nach Konstanz geschickt. Von den insgesamt 88 Proben konnten 75 mit ausreichend hoher Signifikanz
identifiziert werden. Die iibrigen lieferten entweder zu wenig bzw. zu schwache Signale oder konnten
aufgrund von Verunreinigungen (insbesondere durch Keratin) nicht identifiziert werden.

Die folgenden beiden Abbildungen zeigen die iiberlagerten Hypox-Gele (,,average gels* aus jeweils 5
Gelen pH 3-10 bzw. pH 6-11), die zur Auswertung mit dem ProteomWeaver verwendet wurden.
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Abbildung 3.2-5 2D-Silbergel von extrahierten Zellkernen pH 3-10 (10% PAA, 18 x 24 cm)

T24-Zellen, MdW 44 h nach Aussaat, 1 h Vorbegasung und 7 h Hypoxie. Proteine der tritonextrahierten Zellkerne von
unter Hypoxie gestoppten Zellen im 2D-Gel aufgetrennt und mit Silber gefirbt. Das Bild zeigt die fiir die
programmgestiitzte Auswertung verwendete Uberlagerung von 5 gleichartigen Gelen dieses Zustandes. Am oberen und
linken Rand sind die Skalen fir pH und MW aufgetragen. Die Pfeile deuten auf die spiter ausgeschnittenen und
sequenzierten Spots (Préfix ,,5.“), einige der aus den basischen Gelen ausgeschnittenen Spots (Préfix ,,b.“) und die
mithilfe von Westernblots lokalisierten Antikérpersignale.
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Abbildung 3.2-6 2D-Silbergel von extrahierten Zellkernen pH 6-11 (10% PAA, 18 x 24 cm)

T24-Zellen, MW 44 h nach Aussaat, 1 h Vorbegasung und 7 h Hypoxie. Proteine der tritonextrahierten Zellkerne von
unter Hypoxie gestoppten Zellen im 2D-Gel aufgetrennt und mit Silber gefirbt. Das Bild zeigt die fiir die
programmgestiitzte Auswertung verwendete Uberlagerung von 5 gleichartigen Gelen dieses Zustandes. Am oberen
und linken Rand sind die Skalen fiir pH und MW aufgetragen. Die Pfeile deuten auf die spater ausgeschnittenen und
sequenzierten Spots (Prifix ,,b.*) und die mithilfe von Westernblots lokalisierten Antikdrpersignale.
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Auf den beiden Abbildungen ihnen sind alle identifizierten Spots und die wichtigsten Signale der
Westernblot-Analysen markiert. Die Skalen oben und links wurden durch Eichung der Gele ermittelt und
stehen fiir pH und Molmasse.

Mithilfe von Antikérpern konnte eine Reihe von Proteinen untersucht werden, die anerkanntermaflen
direkt an der DNA-Replikation beteiligt sind. Dadurch konnte die Position von insgesamt 14 Proteinen
sehr exakt bestimmt werden. Um die Vorgehensweise und die Ergebnisse der Detektion und Zuordnung
zu verdeutlichen sind in Abbildung 3.2-7 der entwickelte Film nach ECL-Visualisierung, die anschlieBend
mit Silber gefirbte PVDF-Membran und das iiberlagerte Bild dargestellt. Nach dem Blotten wurde die
Membran in der Mitte geteilt und mit Antikorpern gegen CDC6 (oben) und CDK2 (unten) untersucht.
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Abbildung 3.2-7 Westernblot, Imnmunonachweis und silbergefirbte PVDF-Membran

Proteine von tritonextrahierten Kernen nach 2D-PAGE (pH 6-11; 10% PAA) im Semidry-Blot auf PVDF-Membran
ibertragen. (A): Immunologischer Nachweis mit Antikorpern gegen humanes CDC6 und CDK2 und ECL
Lumineszenz-Detektion; Pfeile deuten auf Lumineszenzsignale (CDC6 und CDK2) und abgebildete Marken wie
angezeichneter Proteinstandard (1), Markierungen mit Kugelschreiber (2) und Schnittgrenze der Membran (3). (B)
PVDF-Membran nach Antikdrpernachweis und Silberfirbung. (C) Uberlagerung von Réntgenfilm und PVDF-
Membran, Pfeile (CDC6 und CDK2) deuten auf Lumineszenzsignale. Zum besseren Vergleich mit den Silbergelen
wurden Membran und Film gespiegelt und eine Auswahl der unten besprochenen Spots markiert.

Eine exakte Uberlagerung von Membran und Film wurde durch Markierungen und genaues Auflegen
des Films entlang der Kanten ermdglicht. In fast allen Fillen konnte die Position nachtréglich anhand von
auf dem Film abgebildeten Marken tiberpriift werden (meist Aufhellungen des Hintergrunds durch Kugel-
schreibermarkierungen auf der Membran, den Proteinmarker oder Randeffekte, Pfeile 1 - 3). Auf diese
Weise konnte die Lage der Lumineszenzsignale mit einer Abweichung von weniger als einem Millimeter
rekonstruiert werden.
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Trotz einiger Unterschiede im Muster zwischen den mit Silber gefarbten Membranen und Gelen und
einer deutlich geringeren Empfindlichkeit bei der Férbung von Membranen konnten geférbte Membran
und Silbergel mithilfe eines Bildbearbeitungsprogramms iiberlagert und die Muster eindeutig zugeordnet
werden. Dadurch war in den meisten Fillen die Ubertragung der Position eines Lumineszenzsignals vom
Film auf das Silbergel mit einer Genauigkeit von etwa 1 mm méglich (das entspricht etwa dem Durch-
messer eines durchschnittlichen Spots im Silbergel).

Die Positionen von sechs Proteinen konnten zwar bestimmt, aber keinem Spot zugeordnet werden. In
vier weiteren Féllen deckte sich das Hauptsignal exakt mit einem Spot der Silbergele, wobei dieser jedoch
nicht durch den ProteomWeaver quantifiziert wurde, da sie nur auf einzelnen Gelen angefarbt bzw.
aufgelost werden konnten. Von den verbleibenden vier Proteinen konnte der Intensitétsverlauf der identi-
fizierten Spots auch quantitativ dargestellt werden.

Mithilfe der Westernblot-Analyse wurde regelméBig die Synchronisierung der T24-Zellen auf der
Ebene der Replikationsproteine iiberpriift. Dazu wurden wie beschrieben extrahierte Zellkerne von
synchronisierten Zellen hergestellt, in APp lysiert und im eindimensionalen SDS-Gel aufgetrennt. Nach
dem Blotten auf eine PVDF-Membran wurden PCNA und CDC6 immunologisch nachgewiesen;
Abbildung 3.2-8 zeigt das Ergebnis eines dieser Versuche sowie zum Vergleich den immunologischen
Nachweis von PCNA nach 2D-PAGE und Westernblot.
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Abbildung 3.2-8 Westernblot-Analyse nach ein- und zweidimensionaler PAGE

T24-Zellen, MdW 44 h nach Assaat. Stopp nach 7 h normoxischer Begasung (E), nach 7 h Hypoxie mit
75 ppm O, (H) bzw. nach 7h Hypoxie und 2 min (R1), 5min (R2), 10 min (R3) oder 30 min (R4)
Reoxygenierung. Auftrennung durch eindimensionale SDS-PAGE (links) bzw. 2D-PAGE (rechts),
anschlieBend Westernblot und immunologischer Nachweis mit Antikorpern gegen CDC6 und PCNA.

Wie erwartet nimmt das erst gegen Ende der Initiation benétigte PCNA im Verlauf der Zeit nach
Reoxygenierung kontinuierlich zu. CDC6 wird dagegen wiahrend der Initiation aus dem Kern transportiert
und ist damit am Chromatin der hypoxischen Zellen in hoheren Konzentrationen nachweisbar als bei
30 Minuten reoxygenierten Zellen. Auch bei der 2D-Elektrophorese wird der Unterschied zwischen
hypoxischen und reoxygenierten Zellen am Beispiel des PCNA sehr deutlich. Die quantitative Auswer-
tung der PCNA-Signale ergibt eine Intensititssteigerung um den Faktor 3 zwischen der hypoxischen und
der 30 Minuten reoxygenierten Probe (H vs. R4), sowohl nach 1D- als auch nach 2D-PAGE.

Da iiber PCNA sehr gute, quantitative Daten (bei HeLa-Zellen) verfiigbar sind, soll an dieser Stelle
kurz der Zusammenhang zwischen Proteinkonzentration und Spotintensitit diskutiert werden. PCNA liegt
wiéhrend des gesamten Zellzyklus’ in einer Konzentration von konstant etwa 0.015% bezogen auf die
Gesamt-Proteinmenge der Zelle vor. Im Verlauf der S-Phase erhoht sich die Proteinmenge von etwa 0,18
auf 0,37 ng Gesamtprotein pro Zelle (G, vs. G, in HeLa-Zellen). Darunter befinden sich etwa 0,6 bzw. 1,2
Mio. Kopien von PCNA. Allerdings sind wéihrend der G;- und G,-Phase nur etwa 3,5% des PCNA fest an
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Chromatin gebunden, wihrend dieser Anteil im Verlauf der S-Phase auf 35% ansteigt. Dies bedeutet, dass
PCNA in einer GréBenordnung von 1 - 10 ng pro 10° Zellen an Chromatin gebunden ist. Die Intensitt
von s.16 steigt innerhalb der 30 Minuten nach Reoxygenierung von 0,32 auf 0,95 (die Intensitéten aller
Spots bewegen sich zwischen 0,007 und 10,5, am Besten lassen sich jedoch Spots zwischen 0,02 und 2,0
auswerten). Die Empfindlichkeit der Silberfarbung fiir PCNA liegt also deutlich unter 5 ng pro Spot (ca.

Smm?).

3.2.6 Proteom von tritonextrahierten und RNase-behandelten Kernen

Die Ergebnisse der Sequenzierung ausgeschnittener Proteinspots (s. u.) zeigten, dass etwa jedes vierte
identifizierte Protein in der Literatur iiberwiegend mit der Verarbeitung von RNA in Verbindung gebracht
wird. Daher wurde eine Méoglichkeit ausgearbeitet, um moglichst viele dieser Proteine schonend aus den
extrahierten Kernen zu entfernen. In einem ersten Versuch wurden T24-Zellen im Brutschrank mit
0,5 pCi/ml *H-Thd, 5 uM Thd und 0,2 uCi/ml "*C-Urd versetzt und 5 Stunden markiert. Bei der anschlie-
Benden Kernpriparation wurden die Zellen nach Waschen, Schwellen und ,,Douncen” in 5 gleiche Portio-
nen geteilt und unterschiedlich weiter behandelt. Eine Probe wurde normal extrahiert, bei allen anderen
wurde jedoch wiahrend der ersten beiden Extraktionsschritte RNase zum Tritonpuffer gegeben (fiir
10 bzw. 5 Minuten). Dabei wurde eine Probe bei 37 °C mit 1 mg/ml RNase (1x), eine weitere mit
derselben Menge auf Eis (<2 °C) und die letzte ebenfalls auf Eis, jedoch mit nur 0,1 mg/ml RNase (0,1x)
im Tritonpuffer extrahiert. Danach wurden alle Kerne noch zwei Mal mit normalem Triton-Puffer
gewaschen, durch Ultraschall geschert und die sdurefdllbare Radioaktivitit bestimmt. Eine zweite
Kontrollprobe wurde 1 Stunde lang mit 1 mg/ml RNase bei 37 °C inkubiert, anschliefend auf 0,2 M
NaOH gebracht und weitere 2 Stunden bei 85 °C inkubiert, um die RNA-Anteile quantitativ zu hydroly-
sieren. Auch diese Probe wurde beschallt, gefillt und ausgezahlt.

| Abbildung 3.2-9
[C]-Urd Aktivitit in
extrahierten Zellkernen

Mit [*H]-Thd vormarkierte
T24-Zellen, 5 h mit

0,2 uCi/ml  ["“C]-Urd mar-
kiert. Kernpriparation und
Verdau der RNA wihrend der
Extraktion mit Tritonpuffer.
Zur Kontrolle Extraktion
ohne RNase und Hydrolyse
der RNA 2h bei 85°C mit
0,2M NaOH. Bestimmung
der sdurefillbaren Radio-
aktivitit und Normalisierung
anhand der Vormarkierung.
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Aus den resultierenden Werten wird deutlich, dass etwa die Hilfte des '*C auch in den mit RNase und
Natronlauge behandelten Zellkernen als sdureféllbare Aktivitit verbleibt. Wahrscheinlich wurde trotz des
reichhaltigen Angebots an externem Thymidin ein Teil des Uridins zu dCTP und TTP umgewandelt und
somit '“C teilweise auch in DNA eingebaut. Durch den Einsatz von RNase sinkt die siurefillbare '*C-
Aktivitdt auf etwa 60%des Kontrollwertes. Moglicherweise ist ein Teil der RNA fiir das Enzym nicht
zuginglich. Dies wiirde erklaren, weshalb sich der Wert auch durch mehr RNase oder hohere Temperatur
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kaum dndert, nach Behandlung mit NaOH jedoch noch einmal deutlich sinkt. Fiir die Pridparation von
extrahierten Kernen fiir die 2D-PAGE kamen natiirlich weder eine NaOH-Behandlung noch eine Inkuba-
tion bei 37 °C in Frage. Dennoch besteht offenbar die Moglichkeit, durch RNase-Verdau wihrend der
Extraktion auf Eis etwa 80% der RNA und damit eventuell einen dhnlich grofen Teil RNA gebundener
Proteine aus den extrahierten Kernen entfernen zu kénnen.

Um die Auswirkungen der oben beschriebenen RNase-Behandlung der Kerne wihrend der Extraktion
auf das Proteom zu untersuchen, wurden T24-Zellen wie beschrieben synchronisiert und die extrahierten
und mit 1 mg/ml RNase behandelten Kerne von zwei kompletten biologischen Runden (jeweils 6
Zusténde: hypoxisch bis 30 Minuten Reox) hergestellt. Die aus diesen Proben gewonnenen Gele wurden
mit den zuvor angefertigten Standardgelen verglichen. Zusitzlich wurden Gele aus Proben von RNase-
behandelten und unbehandelten extrahierten Kernen parallel in einem Versuch angefertigt, um Fehler im

Versuchsablauf auszuschlieen.

A1 pH 3-10 AZ_ pH 3-10 Abbildung 3.2-10 Vergleich des
ohne RNase mit RNase Proteoms extrahierter Kerne mit

W l und ohne RNase-empfindlich
Fs.

r gebundenen Proteinen
4

Zellkerne von T24-Zellen wihrend der

Extraktion mit Img/ml RNase im

Tritonpuffer behandelt (A, + B,) bzw. zum

‘q Vergleich ohne RNase extrahiert (A, + By).

Proteine im 2D-Gel getrennt und mit Silber

. | gefarbt. Beispielhaft ist je ein Ausschnitt
aus sauren (IEF pH 3-10; (A;) und (Ay))
und basischen Gelen (IEF pH 6-11; (B))
und (B,)) dargestellt.
Pfeile deuten auf ausgeschnittene und
sequenzierte ~ Spots  oder  auffillige
Unterschiede zwischen den Gelen.

B1 pH 6-11 B2 pH 6-11 Ausschnitt (A,) + (As): pH 5,5 - 6,8, MW

ohne RNase mit RNase 32 - 50kDa

Ausschnitt (A;) + (A): pH 8,0 - 9,8, MW

28 - 63kDa
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Der Vergleich der Gele ergab:

1. GroBe Teile der Muster der unterschiedlichen Gele waren deckungsgleich, so dass die
Proteome sehr gut miteinander verglichen werden konnten.

2. Im Detail waren gravierende Unterschiede zwischen dem Proteom RNase-behandelter und
,hormal“ extrahierter Kerne erkennbar. In den meisten Fillen verschwanden Spots nach dem
Verdau, einige wenige erscheinen dagegen erstmalig.

3. Ein Teil der zuvor identifizierten Proteinspots war auf den Gelen RNase-behandelter Kerne
nicht mehr zu finden. Diese Spots kdnnen groftenteils mit der Prozessierung von RNA in
Verbindung gebracht werden bzw. binden bekanntermafen direkt oder indirekt an RNA.

4. Besonders auffillig ist das Verschwinden mehrerer Cluster dominanter Spots, wodurch diese
Bereiche deutlich besser aufgelost und ausgewertet werden konnen.

Insgesamt scheint diese modifizierte Kernpriparation eine gute Moglichkeit zu sein, die Zusammen-
setzung des Proteoms funktionell weiter einzuengen und insbesondere die relative Konzentration der
untersuchten Proteine weiter zu erhéhen. Da die Kapazitdt der Fokussierungsstreifen, Auflosung der Gele
und Empfindlichkeit der Farbemethoden begrenzt ist, konnte mithilfe dieses Verfahrens in dhnlichen

Experimenten die Effizienz der Analysen deutlich verbessert werden.

3.2.7 Ergebnisse der Identifizierung verinderlicher Proteinspots

Alle wichtigen Daten zu den durch MS- oder Westernblot-Analyse identifizierten Spots wurden
zundchst in einer Tabelle zusammengefasst. Eine weitere Tabelle, die im Anhang beigefligt wurde, enthalt
eine Liste der gingigen Bezeichnungen und Zugangscodes, mit denen die einzelnen Proteine in der
Literatur und diversen Datenbanken schnell wieder gefunden werden konnen. Zur besseren Orientierung
wurde auch eine Kurzbeschreibung der Hauptaufgaben der Proteine und der Kompartimente, in denen sie
hauptsdchlich gefunden werden, zugefiigt. Detaillierte Informationen zu den Funktionen der Proteine
(nach aktuellem Forschungsstand) sind in den folgenden Kapiteln zusammengefasst, zusitzliche Einzel-
heiten konnen auch in der zitierten Literatur oder (bei der rasanten Entwicklung oft sinnvoll) in entspre-
chenden Datenbanken (Medline, UniProt, NCBI-Entrez etc.) nachgelesen werden. Da die detaillierte
Beschreibung der iiber 65 unterschiedlichen Proteine durch eine Vielzahl an Literaturstellen belegt wird,
wurde in den folgenden Abschnitten (3.2.7.1 bis 3.2.7.10) auf die sonst {ibliche, nummerierte Literaturliste
verzichtet. Stattdessen sind die wichtigsten Daten der zitierten Publikationen im Anhang separat und nach

Spots sortiert aufgelistet.
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Die Spalten der folgenden Tabelle beinhalten:

Spot

Kiirzel

Py
Pa
KV

MWeor
MWga
PMF

Lift

HO; E7

RN

Kurzbezeichnung fiir den jeweiligen Punkt. Der Prifix s. beschreibt Spots, die durch MS-Analyse aus den

sauren* Gelen pH 3-10 identifiziert wurden, b. steht fiir Spots aus den ,basischen” Gelen pH 6-11 und w.

bezeichnet Punkte, die mithilfe der Westernblot-Analyse identifiziert wurden. Die anschlieBende Zahl ist eine

gruppeninterne Nummerierung, hat dariiber hinaus jedoch keine zusétzliche Aussagekraft.

Im Sinne der Fragestellung dieser Arbeit interessant erscheinende Proteinspots sind durch ein Ausrufezeichen

hervorgehoben; zwei Ausrufezeichen legen weitere, gezielte Untersuchungen iiber die mogliche Rolle des

Porteins bei der Replikation bzw. Regulation des Sauerstoffhaushalts nahe. Die Bewertung stiitzt sich auf die

Ergebnisse dieser Arbeit sowie die derzeit aktuelle Literatur.

Die in der Arbeit verwendete Kurzbezeichnung fiir das jeweilige Protein. Es wurden die in der Literatur am

héufigsten benutzten Abkiirzungen gewihlt; zur weiteren Nomenklatur der Proteine siche Anhang.

Punktebewertung der Verdnderung bei manueller Auswertung

Punktebewertung der Verdnderung bei computergestiitzter Auswertung

(Kurvenverlauf); Zeitliche Verdanderung der Spotintensitdt nach Reoxygenierung . GroBbuchstaben bedeuten

dominierende Verénderungen, Kleinbuchstaben deutliche aber verhaltnismdBig schwache Verdnderungen.

Buchstaben in Klammern stehen fiir nicht eindeutige Anderungen, oft einzelne Werte oder mehrere fast gleich

bleibende Werte. .

' Auswertung durch ProteomWeaver ist hier wahrscheinlich durch Uberlagerung verfilscht.

2. Die zeitliche Verdnderung der Intensitdt dieser Spots konnte durch die Auswertung dquivalenter Methionin-
gele qualitativ bestitigt werden (3 zusétzliche biologische Runden).

minimale Intensitét in Prozent bezogen auf den Hypox-Wert

maximale Intensitét in Prozent bezogen auf den Hypox-Wert

Zustand der Zellen mit minimaler Spotintensitdt (H = Hypox; RX = X Minuten nach Reox)

Zustand der Zellen mit maximaler Spotintensitéit (H = Hypox; RX = X Minuten nach Reox)

durchschnittliche relative Intensitit (Volumen) des Spots (Werte des ProteomWeaver)

theoretischer isoelektrischer Punkt des Proteins berechnet aus der Primérstruktur (SwissProt)

aus der Position des Spots berechneter pH im IEF-Gel

theoretische Molmasse des Proteins berechnet aus der Primérstruktur (SwissProf)

aus der vertikalen Position des Spots berechnete Molmasse

Bewertung der Signifikanz des Treffers im peptide mass fingerprint, Ergebnisse aus mehreren Experimenten

sind durch ein Semikolon getrennt. Format: score; (Peptide,); score, (Peptide,). Der ,,score (siehe 2.6.10.2)

bewertet die Wahrscheinlichkeit, dass es sich nicht um einen Zufallstreffer handelt. Ein score >67 deutet auf

einen signifikanten Treffer im PMF. ,,Peptide gibt die Zahl der gemessenen Signale (Peptide bzw. Peaks im

Massenspektrum) an, denen theoretische Trypsinfragmente des Proteins zugeordnet werden konnten.

Bewertung der Signifikanz des Treffers (score, siche 2.6.10.2) im Lift-Spektrum, Ergebnisse aus mehreren

Experimenten sind durch Semikolon getrennt. Format: score;; score,. Ein score >20 bedeutet eine signifikante

Homologie; >32 Punkte bedeuten Identitdt oder weitestgehende Homologie zwischen berechnetem Fragment-

spektrum des Peptids und gemessenem Massenspektrum.

Extrahierte Kerne von Zellen, die 44 Stunden nach Aussaat ohne MdW (HO) bzw. nach MdW und 7 Stunden

normoxischer Begasung (E7) gestoppt wurden. Intensitit des Spots auf den Gelen solcher Proben, manuell im

Vergleich zu einer Kontrolle (7 Stunden 75 ppm Hypox) ausgewertet aus zwei biologischen Runden (n = 2).

Bewertungsskala von -- (= viel heller) bis ++ (= viel dunkler)

Vergleich von extrahierten Kernen mit und ohne RNase-Behandlung (n>3): Volliges Verschwinden oder sehr

starke Aufhellung des Spots nach RNase-Verdau ist mit "X" gekennzeichnet.

Zusitzliche Abkiirzungen fiir die Tabelle der Ergebnisse aus Westernblot-Analysen:

KV

PVVB

Spots

Kurvenverlauf, wie oben beschrieben. Mit nD (nicht detektierbar) sind Signale gekennzeichnet, die keinem
Silberspot zugeordnet werden konnten. nA (nicht auswertbar) bezeichnet Signale, deren korrespondierender
Silberspot entweder nur auf sehr wenigen Gelen gefunden oder aufgrund einer partiellen Uberlagerung mit
benachbarten Flecken nicht quantifiziert werden konnten.

Subjektive Einschitzung der Signifikanz der Westernblot-Ergebnisse. Starke, eindeutige Signale, geringer
Hintergrund und gute Reproduzierbarkeit ergeben maximale Punktzahl (++). Die nebenstehende Zahl steht fiir
die Anzahl an zusitzlichen Ladungen, die fiir eine optimale Ubereinstimmung zwischen theoretischem pl und
Position im Gel eingerechnet werden miissen.

Anzahl der eindeutigen Signale im Westernblot; die Zahl in Klammern steht fiir benachbarte Signale, die nicht
mit starken Spots der Silbergele iiberlagert sind (keine offensichtlich unspezifische Reaktion).

3: Der anti-Primase-Antikorper erkennt beide Untereinheiten, Primase p49 und Primase p58
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3.2.7.1  Hypothetische bzw. derzeit schlecht charakterisierte Proteine

Zunichst soll kurz iiber diejenigen Proteine berichtet werden, tiber deren Funktion bis August 2004
nichts oder nur sehr wenig ver6ffentlicht wurde. Meist handelt es sich dabei um hypothetische Proteine,
die im Rahmen von Genom-Projekten oder cDNA-Binken entdeckt und sequenziert wurden. Oft konnen
aus der Primérstruktur Homologien zu anderen, teilweise besser charakterisierten Genen oder Doménen
ermittelt werden. Diese konnen jedoch nur als schwache Hinweise auf Struktur oder Funktion des

unbekannten Proteins gewertet werden.

s.34, b.09 & b.41: Die hypothetischen Proteine C8ORF2 (Chromosome 8, open reading frame 2),
FLJ10439 und FLJ20420 wurden bislang funktionell nicht charakterisiert. Auch aus den Sequenzen
lassen sich keine nennenswerten Homologien zu bekannten Proteinen ableiten, die einen Hinweis auf
die Funktion liefern wiirden.

Die Intensitét von Spot s.34 nimmt nach Reoxygenierung stetig bis auf 60% des Hypox-Wertes ab
und die aus der Sequenz errechneten Daten (pI und MW) fiir CSORF2 stimmen gut mit der Position
des Spots im Gel iiberein.

Der zeitliche Verlauf der Intensitdt des Spots b.09 nach Aufheben der Hypoxie ist sehr auffallig: in
den ersten 5 Minuten nimmt die Intensitét stetig ab, bis sie nur noch etwa 1/3 des Kontrollwertes
betrdgt. Danach steigt sie wieder an und erreicht nach 30 Minuten das 1,5-fache der Kontrolle. Diese
starke und schnelle Reaktion auf die Reoxygenierung ist moglicherweise ein Hinweis auf die Beteili-
gung des Proteins an wichtigen regulatorischen Vorgédngen im Zellkern. Aus der Intensitdt des Spots
kann abgeschitzt werden, dass wenige tausend Kopien des Proteins pro Zelle am extrahierten Kern
gebunden sind. Der Spot ist auch nach RNase-Behandlung der extrahierten Kerne noch vorhanden,
und seine Position stimmt mit den aus der Sequenz errechneten Koordinaten gut iiberein. Es gibt also
keine Hinweise auf eine Modifikation oder auf die Bindung des Proteins an RNA.

b.13: Aus der Sequenz des hypothetischen Proteins FLJ40452 ldsst sich eine Bindungsstelle fiir
S-Adenosylmethionin sowie eine mogliche Methyltransferase-Aktivitét ableiten.

Bis 2,5 Minuten nach Reoxygenierung nimmt die Intensitdt von b.13 um knapp 50% zu und bleibt
anschliefend konstant bzw. fallt wieder leicht ab. Da der Spot im Proteom der RNase-behandelten
Kerne nicht mehr zu finden ist, scheint das Protein an RNA bzw. RNA-assoziierte Proteine gebunden.

b.23: Der C-terminale Teil von Parafibromin ist homolog zu CDC73 aus S. cerevisiae, einer der 5
Komponenten des RNA-polymerase associated factor 1 (PAF1). PAF1 ist an die RNA-Pol II gebun-
den und wird fir die Elongation und/oder die Verbindung zwischen Transkription und
posttranskriptionalen Prozessen benétigt. Uber Parafibromin selbst ist bislang nur bekannt, dass eine
mutierte Form (ein Frameshift im Gen) das hyperparathyroidism-jaw tumor (HPT-JT) syndrome
(héufiges Vorkommen von Tumoren der Nebenschilddriise) auslost.

Die Intensitdt des Spot b.23 nimmt in den ersten 5 Minuten nach Reoxygenierung bis auf das 1,8-
fache des Hypox-Wertes zu und sinkt anschlieBend wieder bis fast auf den Ausgangswert.

b.27: DAZAP1 ist ein RNA-bindendes Protein, das erst vor kurzem entdeckt wurde. Es wird sowohl im
Cytosol als auch im Kern gefunden und konnte Aufgaben beim mRNA-Transport ausiiben.

Nach Reoxygenierung steigt die Intensitdt von Spot b.27 kontinuierlich bis auf etwa 175% des
Ausgangswertes an. Auch dieser Spot ist in RNase-behandelten Kernen nicht mehr nachweisbar, so
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dass das Protein iiber eine frei zugingliche RNA-Kette an die extrahierten Kerne gebunden zu sein
scheint.

b.25: TOB3 ist ein Mitglied der groBen Familie der AAA ATPasen (ATPases associated with a variety of
cellular activities), der noch einige weitere der hier besprochenen Proteine angehéren (z. B. mehrere
MCM- und ORC-Proteine, pRB, CDC6, VCP etc.).

In den ersten 10 Minuten nach Aufheben der Hypoxie nimmt die Intensitét von b.25 bis auf 56% des
Wertes im Hypox-Gel ab. Nach 30 Minuten erreicht der Wert wieder das Ausgangsniveau. Der
RNase-Verdau hat jedoch keine Auswirkung auf die Bindung dieses Proteins am Chromatin.

b.44: Das Protein zeigt groBe Ahnlichkeiten mit der Familie der B-Transducin-Untereinheiten (z. B.
8 WD-repeats). Das G-Protein Transducin spielt bei der Signaltransduktion des Sehvorgangs eine
entscheidende Rolle, indem es die Adenylatzyklase aktiviert. Uber die Funktion des identifizierten
HUSSYO07 existieren noch keine gesicherten Daten, es wurde jedoch im Nukleolus gefunden. Daher
konnte es sowohl als GDP/GTP Austauschfaktor in der Signaltransduktion als auch bei der Prozessie-
rung von RNA oder der Ribosomensynthese eine Rolle spielen. Durch die RNase-Behandlung der
Kerne wird die Intensitit des Spots jedoch nicht beeinflusst.

3.2.7.2 Mitochondriale Proteine

Die oxidative Phosphorylierung stellt in aeroben Organismen die Hauptquelle fiir ATP dar. Durch die
Absenkung des O,-Partialdrucks wird der Cytochrom ¢ Oxidase ein Substrat entzogen und somit die
Elektronen-Transportkette gehemmt. Bei Normaldruck, 37 °C und 20% Sauerstoff liegt die Loslichkeit
bei ca. 0,26 mM O, in Wasser. Wird der Partialdruck auf 75 ppm (ca. 0,075 Pa oder 0,057 Torr) gesenkt,
so sind nur noch 0,06 pM O, in Wasser 16slich (Henry-Daltonsches Gesetz). In den Mitochondrien von
lebendem Gewebe befinden sich ca. 3 - 30 pM Sauerstoff. In vielen Untersuchungen wurde nach dem
Zusammenhang zwischen Mitochondrien, O,-Konzentration und unterschiedlichen zelluldren Funktionen
gesucht. Es scheint sicher, dass ein GrofBteil der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), vor allem O, und
H,0,, von Mitochondrien erzeugt wird (ca. 1-4% des verbrauchten O,), und dass diese Produktion
sowohl unter ,,milden* hypoxischen Bedingungen als auch nach Reoxygenierung erhoht ist [104]. AuBer-

dem ist die Expression zumindest einiger mitochondrialer Gene unter Hypoxie eingeschrénkt.

s11: Mitofilin ist ein Protein der inneren Mitochondrienmembran, das in zwei Isoformen vorkommt. Aus

der Sequenz lassen sich keine nennenswerten Ahnlichkeiten zu Proteinen, deren Funktion bekannt ist,
feststellen.
Bei Mitofilin handelt es sich um ein relativ grofies Protein (ca. 90 kDa). Da dieser Bereich nicht
immer reproduzierbar aufgetrennt werden konnte, war die computergestiitzte Auswertung dieses
Spots nicht moglich. Bei der manuellen Auswertung entsprechend gut aufgetrennter Gele war jedoch
2,5 und 5 Minuten nach Reoxygenierung eine deutliche Abnahme der Intensitdt zu erkennen. Dariiber
hinaus ergab der Vergleich zwischen RNase-behandelten und normal extrahierten Kernen eine deut-
liche Abnahme der Spotintensitéit nach dem Abbau der RNA.

5.07 & b.46: Die GDH1 (Glutamat-Dehydrogenase 1) kommt als Homohexamer in der mitochondrialen
Matrix vor und katalysiert die oxidative Desaminierung von Glutamat unter Bildung von
a-Ketoglutarat und NAD(P)H. Neuere Studien deuten jedoch auf weitere Funktionen der GDH hin.
Erstens konnte GDH an der Regulation der Stabilitit von Actin-Filamenten beteiligt sein und
zweitens wurde die Bindung von GDH an mRNA nachgewiesen. Die Bindung an RNA konnte mit
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der Regulation der Expression mitochondrialer Proteine zusammenhingen. Beispielsweise werden
unter Stress alternative Varianten der Cytochrom ¢ Oxidase exprimiert, deren mRNA durch die
Bindung der GDH stabilisiert wird.

Die Spots s.07 und b.46 sind in den Gelen der RNase-behandelten, extrahierten Kerne nicht mehr
detektierbar, GDH1 scheint also iiber RNA an das Chromatin gebunden zu sein. Die Intensitét dieser
Spots nimmt nach Reoxygenierung um jeweils 40-50% des Kontrollwertes ab. Fiir eine weiter-
gehende Interpretation dieser Ergebnisse wurde die Funktion der GDH im Zellkern bisher nicht gut
genug untersucht. Eine denkbare Moglichkeit wire jedoch, dass die Expression bestimmter (z. B.
mitochondrialer) Gene durch die Bindung von GDH an mRNA unter Hypoxie unterdriickt wird.

b.35: AcylCoA-Thioesteasen (ACT) spalten Acyl-CoA in Coenzym A (CoA-SH) und die freie Carbon-

sdure. Sie spielen wahrscheinlich bei der Regulation des Fettsdure-Transports und -metabolismus’
sowie evtl. bei der Acylierung von (Lipo-) Proteinen eine Rolle. Uber die Funktion der mt-ACT48
kann derzeit nur spekuliert werden.

b.36: Die SHMT (Serin-Hydroxymethyltransferase) iibertrégt die Hydroxymethylgruppe von Serin auf

Tetrahydrofolat unter Bildung von Glycin und N°,N'°-Methylen-THF. Sie ist ein Schliisselenzym im

Purin-, Lipid- und Hormonmetabolismus.

b.05_1: Die NADH-Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex I oder NADH-CoQ-Reduktase) ist ein Teil der

mitochondrialen Atmungskette. Sie tibernimmt die Elektronen von NADH und iibertrédgt sie auf das
Coenzym Q (Ubichinon). Der Komplex 1 von Séugetieren besteht aus insgesamt 45 Untereinheiten.
Die exakte Funktion der Untereinheit CI-B22 (complex I b22) ist noch nicht bekannt.

Die Intensitéten der Spots b.35 und b.36 und b.05 nehmen in der Zeit nach Aufheben der Hypoxie ab,
bis sie jeweils nur noch ca. 60% des Referenzwertes betragen. Da die Trypsinfragmente aus Spot b.05
mithilfe der MS-Analyse zwei unterschiedlichen Proteinen zugeordnet wurden (CI-B22 und CSL4),
spiegelt auch der Verlauf der Intensitét nur die Summe der iiberlagerten Intensititen wieder. Werden
die Zellkerne bei der Extraktion mit RNase behandelt, so sind diese Spots nicht mehr sichtbar.

5.05 & b.34: Das G-Protein mtEF-Tu (mitochondrial translation elongation factor Tu) bindet alle tRNAs

mit Ausnahme der f-Met-tRNA (Start-Codon) und transportiert diese zur A4-site des Ribosoms. Tu ist
in E. coli eines der haufigsten Proteine (5% des Gesamtproteins). Wahrscheinlich hat Tu auch Funk-
tionen auflerhalb der Proteinbiosynthese, diese sind aber noch nicht untersucht. Der mitochondriale
EF-Tu wird von der DNA des Zellkerns codiert und nach der Synthese im Cytosol ins Mitochondrium
importiert (MDNA codiert rRNAs, tRNAs und nur 13 Proteine). Bei Hefen wird die Expression der
im Zellkern codierten, mitochondrialen Proteine O,-abhingig reguliert. Wahrscheinlich geschieht dies
tiber einen Ham-abhéngigen Mechanismus. Derzeit sind weder iiber die Lokalisierung des mtEF-Tu
im Zellkern noch iiber Funktionen auferhalb des Mitochondriums ausreichend Daten verfiligbar.

Die teilweise Uberlagerung der Gele pH 3-10 und 6-11 zeigt, dass es sich bei 5.05 und b.34 um
denselben Spot handelt. Die Intensitdt von Spot s.05 nimmt laut Computerauswertung vom Hypox-
zum ersten Reox-Gel um 37% zu, dann jedoch stetig ab. Bei der manuellen Auswertung konnte
jedoch keine Zunahme festgestellt werden. Bezogen auf den ersten Reox-Wert nimmt die Intensitdt
des Spots s.05 kontinuierlich um etwa die Hilfte ab. Spot b.34 erreicht 5 Minuten nach Reoxygenie-
rung ein Minimum von 48% der Ausgangsintensitit und steigt anschlieBend wieder leicht an. Im
Gegensatz zu den anderen mitochondrialen Proteinen sind s.05 und b.34 auch auf den Gelen RNase-
behandelter Kerne zu finden.
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3.2.7.3  Cytoskelett- und am Cytoskelett gebundene Proteine

Das Cytoskelett iibernimmt neben der mechanischen Stabilisierung der Zelle noch vielfdltige weitere
Aufgaben wie Polarisierung und Kompartimentierung, Transport, Bewegung, Verankerung, Zellteilung
usw. Die Fasern des Cytoskeletts werden in drei Klassen eingeteilt: Mikrofilamente (Actin und Myosin),
Intermedidrfilamente und Mikrotubuli. Alle Filamente verhalten sich in der Zelle als hoch dynamische
Polymere, deren Lénge und dreidimensionale Struktur stdndig verdndert wird.

Intermedidrfilamente werden in 6 Typen eingeteilt und dienen vor allem der mechanischen Stabilitét
der Zelle. Zu ihnen gehoren z. B. die Keratine und Lamine sowie Desmine und Vimentin.

Mikrotubuli sind Hohlzylinder, deren Wand aus spiralférmig angeordneten Dimeren von a- und
B-Tubulin aufgebaut ist. Ihre Funktionen beim Partikeltransport der Polarisierung der Zelle und im
Spindelapparat sind gut untersucht. Meist dienen sie als Leitfasern, an denen sich Motorproteine wie
Kinesin oder Dynein entlang bewegen. Das Centrosom ist das Organisationszentrum der Mikrotubuli.
Interessanterweise scheint die Replikation der Centriolen in der S-Phase eng mit der DNA-Replikation
gekoppelt, beispielsweise iiber die Abhédngigkeit von einer aktiven Cyclin/CDK2.

Actin ist in den meisten eukaryotischen Zellen das haufigste Protein und macht zwischen 1 und 10%
des Gesamtproteins aus (50 - 500 Millionen Kopien pro Zelle). Es wird nicht nur fiir die Muskelbewe-
gung, sondern auch fiir die Zellteilung (Cytokinese), Zellbewegungen und viele andere Funktionen
bendtigt. Actin kommt globuldr (G-Actin: Dimere oder kurze Oligomere) und in Form von Mikrofila-
menten (F-Actin) vor. Actin findet sich auch im Zellkern und kommt dort wahrscheinlich vorwiegend als
G-Actin oder auch an die Kernmatrix assoziiert vor. Uber die physiologischen Funktionen von Actin im
Kern gibt es vielfiltige Berichte und Vermutungen. Es wird iiber Aufgaben beim Transport oder bei der
Chromatinorganisation sowie der Bindung an HAT-Komplexe (Histon Acetyl Transferase) und die
Stabilisierung der Kernmatrix berichtet.

Die Behandlung der Zellkerne wiahrend der Extraktion mit RNase hat keinen Einfluss auf die
Intensitét der Spots dieser Gruppe.

s.03: F-Actin capping Proteine binden Ca®"-unabhingig an das schnell wachsenden Ende von Actin-

Filamenten und blockieren dort den Austausch von Untereinheiten, ohne jedoch das Filament aufzu-
l6sen. Das ,,capping® von Actinfilamenten ist unter anderem bei Bewegungen und bei der Cytokinese
(letzter Schritt der Zellteilung) von Bedeutung. CapZ wird immer dann bendtigt, wenn sich die
Organisation des Cytoskeletts nicht dndern darf. Die Bindung von CapZ an F-Actin wird durch PIP
und PIP, (Phosphatidyl-Inositol(di-)Phosphat) gehemmt. CapZ B kann auch an G-Actin binden.
Die starke Abnahme innerhalb der ersten 5 Minuten nach Reoxygenierung konnte also ein beschleu-
nigtes Wachstum der Actin-Filamente und damit eine Neuorganisation des Cyto- bzw. Kernskeletts
bedeuten. Zwischen 5 und 30 Minuten nach Reoxygenierung steigt die Konzentration von CapZ in
der Chromatin-Fraktion wieder an. Evtl. ist die Umstrukturierung zu dieser Zeit bereits weitgehend
abgeschlossen und die Zelle strebt wieder einen stabilen Zustand der betreffenden Filamente an.

5.08_2 & s.22_2: Vimentin gehort zu der Klasse der Intermedidrfilamente. Es ist eines der am haufigsten
vorkommenden Phosphoproteine und wird insbesondere wihrend der Zellteilung stark phosphory-
liert. In dieser Phase werden die Vimentin-Filamente erheblich umorganisiert. Wahrscheinlich kommt
Vimentin auch mit der Kernmatrix assoziiert vor. Es konnte dort an der Organisation der Chroma-

tinstruktur beteiligt sein.
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Errechneter plie,r und Molgewicht des Vimentins stimmen ziemlich exakt mit der Position beider
(benachbarter) Spots im Gel iiberein. Da das unmodifizierte Vimentin jedoch bereits relativ sauer ist
(plineor = 5,06), bewirken weitere negative Ladungen nur eine geringe Verschiebung des isoelektri-
schen Punktes (ca. 0,03 Einheiten pro Ladung). Ein hoher Phosphorylierungsgrad des Vimentins in
den Spots 8 und 22 ist wegen der geringen Abweichungen (pH ~ 4,94 bei s.22 und 4,88 bei 5.08) zwar
unwahrscheinlich, die Prisenz in zwei unterschiedlichen Spots ist dennoch ein Hinweis auf eine
unterschiedliche posttranslationale Modifikation des jeweils isolierten Vimentins.

Die MS-Analyse lieferte signifikante Ergebnisse fiir jeweils zwei unterschiedliche Proteine in den
Spots s.08 und s.22, welche sich auch verschiedenen Peptidfragmenten zuordnen lieSen. Das bedeu-
tet, dass sich die Intensitdt des Spots aus der Summe der beiden Proteinkonzentrationen ergibt, und
somit eine eindeutige Zuordnung der Verdnderung nicht moglich ist. Es ist jedoch interessant, dass
die Verdnderungen gegenldufig sind: Wiahrend die Intensitét des Spot .22 in den ersten 2,5 Minuten
nach Reoxygenierung auf das 1,8-fache zunimmt, sinkt die von s.08 um fast die Hilfte. Da s.22
jedoch insgesamt starker ist als s.08, steigt die Summe der Intensitéiten an. Im weiteren Verlauf, also 5
- 30 Minuten nach Reox, bleiben die Spots praktisch unverandert. Es wire also denkbar, dass die in
Spot s.08 vertretene Form von Vimentin modifiziert (z. B. dephosphoryliert) und daher weniger wird.
Dabei konnte der in s.22 vorkommende Vimentintyp gebildet werden, der allerdings zusétzlich aus

weiteren Quellen entstehen miisste.

s.22_1: Tubuline unterliegen vielfiltigen Modifikationen, von denen einige fiir die Interaktion mit

verschiedenen Liganden (z. B. Intermedidrfilamente oder MAP-Kinase) benétigt werden, andere
hingegen die Struktur oder Stabilitit der Mikrotubuli beeinflussen. Tubulin  kann beispielsweise
glutamyliert, glycyliert oder phosphoryliert werden. Einige dieser Modifikationen sind Zellzyklus-
abhéngig, diese wurden jedoch insbesondere mit Blick auf Mitose und Spindelapparat untersucht.
Einige Subtypen wurden auch im Zellkern gefunden. Tubulin ° ist bisher nur wenig untersucht, es
gehort jedoch zu den wenig exprimierten Isoformen (ca. 5%) und scheint Mikrotubuli zu zerstéren,
wenn es lberexprimiert wird. Auch Defekte beim Aufbau des mitotischen Spindelapparats und bei
der Cytokinese wurden bei erhdhten Konzentrationen von Tubulin B° beobachtet.

Da bei der Sequenzierung neben Tubulin B° auch Vimentin in 5.22 gefunden wurde, lisst sich die
Veranderung der Intensitdt nicht eindeutig zuordnen (s. 0.).

b.39: Kinesine sind Motorproteine, die sich an Mikrotubuli entlang bewegen. Sie bestehen aus je zwei

schweren und leichten Ketten. Die schweren Ketten binden an die Tubuline und fiihren die ATP-
abhéngige Bewegung aus. Die leichten Ketten sind fiir die Bindung der Fracht verantwortlich. So
werden z. B. Vesikel, Organellen und Chromosomen, eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine und
wahrscheinlich auch RNAs entlang der Mikrotubuli befordert. Kinesine beeinflussen aber auch die
Stabilitdt von Mikrotubuli und spielen eine wichtige Rolle in Signaltransduktionswegen. Einige
Kinesine und Kinesin-dhnliche Proteine sind auch im Kern lokalisiert, wo sie beispielsweise am
Transport von RNA beteiligt sind. Uber KLC2 bzw. KLC2L (kinesin light chain 2 (like)) sind
momentan jedoch nur wenige Informationen verfiigbar.

Reoxygenierung fiihrt innerhalb von 10 Minuten zum Absenken der Intensitét von Spot b.39 auf 58%
des Kontrollwertes. Nach 30 Minuten ist der Spot wieder etwas dunkler. Zu diesem Spot existiert kein
PMF, sondern nur das Liftspektrum eines der Fragmente, das jedoch mit guter Signifikanz den
Proteinen KLC2 und KLC2L zugeordnet werden kann. Da Kinesin in sehr vielen Bereichen der Zelle
bendtigt wird, bleibt die funktionelle Bedeutung dieser Verdnderung unklar. Sie konnte durch eine
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Moditikation des Kinesins selbst oder eines Bindungspartners ausgelost werden. Die Folge konnte die
Dissoziation vom Chromatin oder die Bewegung entlang der Mikrotubuli in ein anderes Zellkompar-
timent sein.

b.11: CGI-99 bindet an Ninein und verhindert dadurch dessen Phosphorylierung. Ninein ist ein Bestand-

teil des Centrosoms und agiert dort als Capping-Protein am Minus-Ende der Mikrotubuli.
Wahrscheinlich spielt es dort — durch Interaktion mit Tubulin y — eine entscheidende Rolle bei der
Bildung von Mikrotubuli-Keimen. Die Phosphorylierung von Ninein (z. B. durch PKA oder GSK3f3
(Glycogen-Synthetase Kinase)) reguliert moglicherweise dessen Oligomerisierung und / oder die
Positionierung bzw. Verankerung von Mikrotubuli im Centrosom. Allerdings wurde CGI-99 auch in
RNA-Transportpartikeln gefunden, die mithilfe von Kinesin an ihre Zielorte geleitet werden.
Nach Reoxygenierung sinkt die Intensitét von Spot 11 zunéchst innerhalb von 5 Minuten bis auf 66%.
Anschlieend nimmt der Wert wieder zu und erreicht nach 30 Minuten wieder fast den Hypox-Wert.
Eine Folge dieser Verdnderung konnte die Umstrukturierung des Cytoskeletts oder eine Verdnderung
der Zusammensetzung, Lokalisierung oder Konzentration von RNA-Transportpartikeln sein. Der Spot
ist verhéltnismafig stark und auch nach RNase-Behandlung nicht signifikant verandert.

b.26: Septine sind GTP-bindende Proteine, welche bei der Cytokinese (Teilung in zwei Tochterzellen),
der Exocytose und der Kompartimentierung bzw. Polarisierung der Zelle eine Rolle spielen. Sie
bilden unterschiedliche Komplexe von kleineren Heterooligomeren bis hin zu Filamenten, groen
Ringen und Spiralen. Ihre Beweglichkeit ist vom Stans des Zellzyklus’ abhingig; wahrend der S-, G,
und M-Phase ist zumindest ein Teil der Septine immobilisiert und / oder an Actin-Filamenten lokali-
siert. Wihrend der Cytokinese wird ein Ring aus Septin- und Actin-Filamenten gebildet und nach und
nach zusammengezogen. Derzeit sind 12 menschliche Septin-Gene bekannt; aus einigen davon
werden durch alternatives Spleiflen jeweils mehrere Proteinvarianten gebildet. In Drosophila-Embry-
onen wurde eine direkte Verbindung zwischen einem Septin und ORC6 nachgewiesen, die ein
wichtiger Bestandteil der Koordination von Replikation und Cytokinese sein konnte. Bisher wurden
Septine jedoch nicht im Zellkern gefunden. Ein Heterodimer aus Septin 7 und 6 bindet das Adapter-
protein Borg3, was entscheidend fiir die Umorganisierung der Septine bzw. Septinfilamente sein
konnte.

Die Intensitdt von Spot b.26 nimmt sehr stark zu: 30 Minuten nach Reoxygenierung hat sie fast das
3,5-fache des Hypox-Wertes erreicht.

$.30: NMP200 ist homolog zu PSO4/PRP19 und scheint ein integraler Bestandteil der Kernmatrix zu sein.

Aufgrund seiner Strukturmerkmale (z. B. WD-repeats) ist es jedoch wahrscheinlich, dass NMP200
nicht ausschlieBlich als Geriistprotein dient. Aktuelle Veroffentlichungen berichten von einer wichti-
gen Funktion bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen durch direkte Wechselwirkung mit
der TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase). Aulerdem gehort PRP19 zu einem Komplex, der
fiir das Spleien von mRNA benétigt wird. Wahrscheinlich spielt er in einem spéten Schritt der
Zusammen- bzw. Umlagerung des Spleilosoms eine entscheidende Rolle. Eine bestimmte Region in
der Sequenz von NMP200, die sog. U-box, deutet jedoch auch auf eine Funktion als Ubiquitinligase
hin.
Nach einem sehr schnellen Anstieg der Spotintensitét auf etwa das Doppelte des Kontrollwertes wird
der Spot bereits ab dem zweiten Reox-Gel (2,5 Minuten) wieder schwicher. Da dies in 4 von 5 Gelen
auch optisch erkennbar war, scheint es sich dabei nicht um einen Auswerte- oder Firbefehler zu
handeln.
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b.45: Lamine sind der Hauptbestandteil der Kernlamina, einer skelettdhnlichen Struktur an der nukleo-
plasmatischen Seite der inneren Kernmembran. Die Laminfilamente haben neben ihrer Struktur
gebenden Funktion vermutlich wichtige Aufgaben bei der Bindung und Lokalisierung von Chromatin
und regulatorischen Proteinen. Das Lamingeriist spielt auf bisher noch nicht exakt verstandene Weise
eine wichtige Rolle bei der Transkription, dem Transport im Kern und der Replikation. Méoglicher-
weise hat dabei die Bindung von Chromatin an Lamine und damit die Zugénglichkeit von DNA fiir
die entsprechenden Enzymkomplexe einen entscheidenden Einfluss, der z. B. durch die Modifikation
der Lamine reguliert werden kann (siehe Spot s.18). AuBerdem wurden Wechselwirkungen von
Lamin A mit Transkriptionsfaktoren (pRB und E2F) gefunden, die eine Beteiligung an der Regula-
tion des Zellzyklus’ bedeuten konnten. Aus dem Lamin-A-Gen konnen durch alternatives Spleilien
vier verschiedene Varianten gebildet werden. Die Phosphorylierung von Lamin A durch CDK2
und / oder PKC fiihrt zur Depolymerisation der Lamine und dem Zerfall der Kernhiille wiahrend der
Mitose.

Die Intensitdt des Spot b.45 nimmt in der Zeit nach Reoxygenierung leicht ab. Der Verlauf ist jedoch
unstetig und die Verdnderung relativ schwach. Die Position des Spots deutet nicht auf eine Modifika-
tion hin, sie stimmt — wie auch die MS-Daten — sehr gut mit der Spleifivariante 1 (Lamin A) {iberein.
Da das Lamingeriist zwar unentbehrlich, aber wahrscheinlich nicht direkt an der Regulation der oben
genannten Aufgaben beteiligt ist, sind groBe Verdnderungen innerhalb der kurzen Zeit von

30 Minuten auch nicht zu erwarten.

3.2.7.4  Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren (TF) sind Proteine, die an cis-aktive DNA-Sequenzen im Promoter eukaryoti-
scher Gene binden und deren Transkription aktivieren oder hemmen. Allgemeine TF’s werden fiir die
Transkription aller Gene bendtigt und binden z. B. an die TATA-Box. Spezifische TF’s binden oft weit
stromaufwiérts im Promoter an spezielle ,,responsive elements* (Steuerelemente) und werden auf vielfal-
tige Weise reguliert, z. B. durch Abbau, Phosphorylierung, Ligandenbindung oder durch Co-Transkrip-
tionsfaktoren. Die Transkription eines Gens wird jedoch — aufler durch direkte Wechselwirkung von
Transkriptionsfaktoren untereinander sowie mit DNA und mit RNA-Polymerasen — auch iiber weitere
Faktoren, wie beispielsweise die Verdnderung der rdumlichen Struktur entsprechender DNA-Regionen
beeinflusst.

s.21: NF45 (nuclear factor 45) ist ein Kern-Protein, das zusammen mit NF90 den Transkriptionsfaktor
NF-AT bildet, welcher die Expression abhdngig vom Promoter-Typ aktivieren oder inhibieren kann.
NF45 scheint die regulatorische Untereinheit zu sein. Auflerdem binden NF45 und NF90 an die
DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) und die PKR (double strand RNA-activated protein
kinase), und konnen Substrat und / oder Regulator dieser Kinasen sein.

Nach Reoxygenierung steigt die Intensitét von Spot 21 kontinuierlich um knapp 50% an. Der Spot ist
in den 2D-Gelen der RNase-behandelten Kerne deutlich abgeschwicht. Das konnte einerseits bedeu-
ten, dass NF45 nur teilweise an frei zugingliche RNA gebunden ist, der andere Teil jedoch weder
durch Triton noch durch RNase gelost werden kann. Andererseits konnte der Spot noch ein zweites
Protein beinhalten, das durch die Massenspektrometrie nicht erfasst werden konnte. Dazu muss
erwihnt werden, dass die MS-Daten keine sichere Identifizierung zulassen, da fiir dieses Protein kein
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Liftspektrum zur Verfiigung steht und die Bewertung der Treffergenauigkeit (,,score®) an der Signifi-
kanz-Grenze liegt.

b.31 &b.47: CIA (coactivator independent of AF-2) bindet in Abhéngigkeit von ihren jeweiligen Ligan-

den an Steroidhormon-Rezeptoren (z. B. Ostrogenrezeptoren 1 und 2) und kann die Transkription der
regulierten Gene sowohl aktivieren als auch inhibieren. Uber den Mechanismus der Coregulation ist
derzeit noch nichts bekannt.
CIA wurde in zwei relativ weit voneinander entfernten Spots identifiziert. Wahrend Spot b.47 nach
Reoxygenierung an Stérke zunimmt, wird b.31 deutlich schwécher. Die Summe aus beiden Intensita-
ten bleibt jedoch anndhernd gleich. Da die beiden Spots auf nahezu gleicher Hohe liegen, b.31 jedoch
eine ganze pH-Einheit ins Saure verschoben ist, konnte CIA infolge der Reoxygenierung z. B.
dephosphoryliert worden sein. Die RNase-Behandlung hat keine Auswirkung auf die Intensitét des
Spots.

b.38: FBP3 (far upstream element binding protein 3) bindet an Einzelstrang DNA-Bereiche, so genannte

far upstream elements (FUSE), im c-myc Promoter. Es kann die Transkription durch direkte Wech-
selwirkung mit der Transkriptionsmaschinerie je nach Bindungspartner aktivieren oder hemmen.
Wahrscheinlich agiert es zusammen mit dem allgemeinen Transkriptionsfaktor TFIIH (trancription
factor type H of RNA Pol 1I). ImGegensatz zu FBP3 werden FBP1 und 2 auch mit der RNA-Prozes-
sierung in Zusammenhang gebracht.
Spot b.38 wird nach Reoxygenierung kontinuierlich heller und erreicht nach 10 Minuten nur noch die
Halfte der urspriinglichen Intensitét; Der RNase-Verdau beeinflusst die Intensitédt dagegen nicht. Der
letzte Wert (nach 30 Minuten Reox) liegt mit 80% allerdings wieder deutlich hoher. Es wiére denkbar,
dass diese verdnderte Affinitit des FBP3 zum Chromatin mit verantwortlich fiir die Expressionsinde-
rungen bei unterschiedlichen O,-Konzentrationen ist. Da FBP3 selbst jedoch wahrscheinlich nicht
direkt durch Sauerstoff reguliert wird, wire die Wechselwirkung mit einem weiteren Bindungspartner
notwendig. Dies konnte ein Protein wie z. B. HIF (hypoxia inducible factor) sein, dessen Aktivitit
direkt von O,-abhdngigen Enzymen gesteuert wird, oder auch ein solches Enzym selbst. Da FBP3
jedoch bis heute nur wenig untersucht ist, sind aufier TFIIH noch keine Bindungspartner bekannt.

3.2.7.5  An der RNA-Prozessierung beteiligte Proteine

Die Primértranskripte, die von eukaryotischen Genen abgelesen werden, sind biologisch meist inaktiv
und miissen erst in mehreren Schritten zu funktionsfdhigen RNAs weiterverarbeitet werden. Diese
beinhalten die Modifikation einzelner Nukleotide (z. B. 5'-Cap Modifikation), das Verldngern der Enden
(3'-Polyadenylierung) und das Herausschneiden von Introns. Bereits kurz nach Beginn der Transkription
binden Proteine an das 5'-Ende naszierender RNA und beginnen mit diesen Modifikationen, die unter dem
Begriff Prozessierung zusammengefasst werden.

Nach der Synthese wird ein Teil der pra-mRNA am 3'-Ende durch eine spezifische Endonuklease
entfernt. Diese Spaltung wird fiir die anschlieBende Synthese des Poly(A)-Schwanzes durch die Poly(A)-
Polymerase benotigt.

b.07: Der pre-mRNA cleavage factor Im (CF-Im) katalysiert den ersten Schritt der 3'-pra-mRNA-Prozes-
sierung und setzt sich aus dem 25 kDa groflen CF-Im p25 und einer von drei gro3eren Untereinheiten
zusammen. Die 25 kDa-Untereinheit hat dabei vermutlich die Aufgabe der Aktivierung des CF-Im
und der Bindung weiterer Faktoren. Wahrscheinlich arbeiten die Proteine der Spaltungs-
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(= cleavage-) und Polyadenylierungsmaschinerie tiber eine direkte Bindung der Poly(A)-Polymerase
an CF-Im p25 eng zusammen.

Der RNase-Verdau wihrend der Extraktion der Kerne beeinflusste die Intensitdt dieses Spots nicht.
Bei der manuellen Auswertung war deutlich zu erkennen, dass b.07 in den Reox-Gelen immer
dunkler wurde. Dass dies durch die computergestiitzte Auswertung nicht bestitigt werden konnte,
liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit an einem dunklen Querstreifen, der diesen Spot in den meisten
Gelen teilweise iiberlagert und so die korrekte Erkennung und Quantifizierung des Spots durch das
Programm konterkariert.

b.49: PABP (polyadenylate binding protein) bindet an den Poly(A)-Schwanz von mRNA. Die Bindung

des Initiationsfaktors elF4 an PABP wird fiir eine schnelle Initiation der Translation bendtigt.
Wahrscheinlich wird die mRNA durch die Bindung von PABP an den elF4G zu einem Ring geformt.
PABP beeinflusst auch die Stabilitit von mRNA, evtl. indem es die Poly(A)-Region vor Abbau
schiitzt.
Nach Aufheben der Hypoxie nimmt die Intensitdt von Spot b.49 innerhalb von 5 Minuten auf weniger
als 20% des Ausgangswertes ab, steigt danach jedoch wieder deutlich an. Dieses Ergebnis ist in
sofern tiberraschend, als die Spots der meisten Proteine, welche mit der Prozessierung von mRNA in
Verbindung gebracht werden, nach Reoxygenierung stiarker werden. Allerdings ist es denkbar, dass
PABP sauerstoffabhingig modifiziert wird, und dieser Spot daher nur eine von mehreren Formen des
Proteins reprasentiert. Im Proteom der Kerne, welche bei der Extraktion mit RNase verdaut wurden,
ist der Spot nicht mehr zu erkennen. Eine eindeutige Identifizierung des Proteins konnte nicht erfol-
gen, da der PMF kein signifikantes Ergebnis lieferte und anhand des Lift Spektrums oder der Position
im 2D-Gel nicht zwischen den Isoformen PABP1 und PABP4 unterschieden werden kann.

Im letzten Schritt zur Bildung gereifter, funktioneller mRNAs werden Introns entfernt und die
verbleibenden Exons wieder zusammengefiigt. Bei mindestens 60% der menschlichen Gene entstehen
dabei mehrere alternative Produkte. Am so genannten Spleifien ist eine Vielzahl von Proteinen beteiligt,
die zusammen mit der mRNA und 5 unterschiedlichen snRNAs das Spleilosom bilden. Die SpleiB3stellen
sind durch spezielle Motive an beiden Enden des Introns markiert, welche von bestimmten Proteinen
erkannt werden. Der Aufbau des SpleiBosoms beginnt mit der Erkennung der 5'-Spleifstelle durch das
Ul-snRNP. Die 3'-Elemente des Introns werden durch mehrere Proteine erkannt, wodurch die Spleifireak-
tion reguliert wird. Fiir eine erfolgreiche Reaktion muss der U2AF (U2 Hilfsfaktor) an den Polypyrimi-
dintrakt im 3'-Bereich des Introns gebunden sein. Erst dann kann durch die Wechselwirkung des U2-
snRNP mit dem 3'-Bereich der Introns und dem U1-snRNP eine Lassostruktur (A Komplex) ausgebildet
werden, durch die 5'- und 3'-Ende der beiden Exons zusammengebracht werden. Als letzte Komponenten
des Spleiosoms binden das US- und das U4/U6-snRNP an diesen Komplex. Nun werden in mehreren
Schritten die beiden Umesterungen katalysiert, die zum Entfernen des Introns und der Ligation der beiden
Exons notig sind.

5.20: hnRNP A/B (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B) bindet mit hoher Affinitét an G- und U-
reiche Regionen von hnRNA und an den APOBECI (apolipoprotein B mRNA editosome complex 1)
und wird daher auch APOBEC-1 binding protein 1 (ABBP1) genannt. Es ist in noch unbekannter
Weise am Spleiflen und Transport von mRNA-Transkripten beteiligt.
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Die leichte Zunahme auf 124% konnte eine Folge erhohter Transkriptionsaktivitdt nach der Reoxyge-
nierung sein. Da der Spot 20 nach RNase-Verdau der extrahierten Kerne nicht mehr nachzuweisen
war, ist das gefundene hnRNP A/B wahrscheinlich an naszierende Transkripte gebunden.

b.21, b.22 & b.50: PTBs (polypyrimidine tract binding proteins) binden an pyrimidinreiche Regionen im

3'-Bereich von Introns. Wahrscheinlich verhindert das gebundene PTB das Spleiflen, indem es die
Bindungsstellen fiir U2AF blockiert. Dadurch konnen aus einer pra-mRNA auch mehrere alternative
SpleiBvarianten entstehen. PTB1 bildet Komplexe mit FBP2 (FUSE binding protein 2), PTB2, dem
U2-snRNP des SpleiBosoms und hnRNP H. Zudem wird PTBI1 fiir eine effektive Initiation der
Translation zumindest einiger mRNAs bendtigt, indem es die Bindung von Ribosomen an eine
bestimmte Stelle der mRNA, das sog. IRES (internal ribosome entry segment), ermoglicht.
Die Spots b.21 und b.50 steigen nach Reoxygenierung kontinuierlich bis auf 180% des Hypox-Wertes
an. Die Intensitdt des Spots b.22 dndert sich dagegen weniger gleichformig: Zunéchst steigt sie auf
150% an, dann fillt sie zwischen 2,5 und 10 Minuten nach Reoxygenierung wieder deutlich bis unter
70% des Hypox-Wertes. Der letzte Wert liegt schlieBlich wieder beim 1,5-fachen der hypoxischen
Kontrolle. Alle drei Spots sind nach RNase-Verdau der extrahierten Kerne nicht mehr nachweisbar,
was durch die Bindung an naszierende RNA-Transkripte erkldrt werden kann. Von PTB sind
mehrere, teils sehr dhnliche Spleilvarianten bekannt. Es konnte sich bei den Proteinen dieser drei
Spots also um posttranslational modifizierte Varianten eines Proteins und/oder Spleilvarianten
handeln, die sich im Massenspektrum nicht eindeutig unterscheiden lassen.

$.32 & s.33: TDP43 (transactivation responsive region DNA binding protein 43) ist ein an RNA binden-

des Protein, das regulatorische Funktionen bei der Transkription und beim Spleifien bestimmter
mRNAs iibernimmt. Es bindet an pyrimidinreiche Regionen von Introns und verhindert deren Erken-
nung durch die Spleifmaschinerie. Dadurch wird das folgende Exon zusammen mit den Introns
herausgespleifit. Wahrscheinlich ist TDP43 auch ein Repressor der Transkription.
Die Intensitdt beider Spots, s.32 und s.33, nimmt nach Aufheben der Hypoxie um knapp 40% zu. In
den Gelen von RNase-behandelten Kernen sind ebenfalls beide Spots nicht mehr sichtbar, was auf die
Bindung an frei zugédngliche RNA hindeutet. Die Veranderung nach Reoxygenierung héingt daher
wahrscheinlich mit einer erhohten Transkriptionsaktivitdt zusammen.

s.8_1 & s.31: Diese Komponente der hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) ist wahr-

scheinlich an Spleil- und Polyadenylierungsreaktionen beteiligt. Dariiber hinaus bildet es einen
terndren Komplex mit den polymerase tract binding proteins PTB 1 und 2 (s. 0.). Wahrscheinlich
reguliert hnRNP H das Spleifien bestimmter mRNAs, indem es an Kontrollbereiche des Introns — so
genannte downstream controll sequences (DCS) — bindet und die Spleifaktivitit verstarkt.
Der aus der Aminosduresequenz errechnete plieor 1St mit 5,89 um eine Einheit hoher als der aus der
Position im Gel ermittelte pH von Spot 8. Dies deutet auf eine Modifikation des Proteins hin. Da die
theoretische Masse des hnRNP H mit der Position im Gel iibereinstimmt, ist vermutlich eine
Phosphorylierung fiir diese deutliche Verschiebung des pl ins Saure verantwortlich. Eine Phosphory-
lierung des hnRNP H an Tyrosin wurde auch bereits beschrieben. Die Intensitét von s.08 nimmt nach
Reoxygenierung um ca. 40% ab und dndert sich in RNase-verdauten Kernen nicht oder nicht wesent-
lich. Da die MS-Analyse jedoch die Existenz zweier Proteine, hnRNP H und Vimentin, in s.08
bewies, kann iiber die Verdnderung des einzelnen Proteins keine Aussage getroffen werden.

s.27: C1 ist eine Komponente des Immunsystems, bestehend aus C1Q, C1R und C18S. Die Aktivierung des
Komplementsystems durch Bindung von C1Q an Antigen-Antikdrper-Komplexe fiihrt iiber eine
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Kaskade aus 9 Schritten (klassischer Weg) zur Lyse der Zelle. gC1Q-R bindet an C1Q und inhibiert
dadurch die Aktivierung des Komplexes. Dariiber hinaus werden gC1Q-R noch eine Reihe weiterer
Funktionen zugeschrieben, zumal es z. B. nach ERK"-abhéingiger Phosphorylierung vom Cytosol in
den Zellkern transportiert wird und als Regulator von Funktion und / oder Lokalisierung der PKC in
Frage kommt. Obwohl die einzelnen Funktionen noch wenig untersucht sind, erscheint es als sicher,
dass gC1Q-R unter bestimmten Bedingungen vermehrt im Zellkern zu finden ist. Urspriinglich wurde
gC1Q-R jedoch als Protein isoliert, das fest an den ASF/SF2 (alternative splicing factor oder pre-
mRNA splicing factor 2) bindet, daher wurde es SF2 p32 genannt. ASF/SF2 bindet an bestimmte
Regionen in Exons, die ,,exon splicing enhancer elements®, und begiinstigt dadurch die Bindung des
Ul- bzw. U2AF-snRNP an der jeweiligen Spleiistelle. Dadurch reguliert ASF/SF2 das alternative
Spleifien — meist durch Verstirken der Aktivitdt des SpleiBosoms an entsprechenden Exons. Die
Phosphorylierung von ASF/SF2 beeinflusst die Erkennung der prd-mRNA und die Wechselwirkung
mit anderen Proteinen. Die Bindung von SF2 p32 verhindert dagegen diese Phosphorylierung und
inaktiviert die Funktion von ASF/SF2 als Spleifiregulator.

Spot s.27 wird nach Reoxygenierung stetig heller und erreicht schlieflich im letzten Gel noch 63% im
Vergleich zur Intensitdt unter Hypox. Die Behandlung mit RNase wihrend der Extraktion fithrt zum
Ausbleiben der Spots im 2D-Gel.

b.24 & b.37: p54™" ist ein RNA-bindendes Protein, das wahrscheinlich Teil des U4/U6.U5-snRNP -

Komplexes des Spleiflosoms ist. Es bindet auch an die RNA-Pol II und kénnte entweder als Coakti-
vator der Transkription dienen oder eine Verbindung zwischen Transkription und mRNA-Prozessie-
rung herstellen. Die Wechselwirkung des Heterodimers PFS/p54™ mit der DNA Topoisomerase I
(TOPOL1) erhoht deren Aktivitdt um ein Vielfaches, und auch die spezifische Bindung an bestimmte
regulatorische Elemente auf der DNA (z. B. die cAMP responsive sequence) wurde nachgewiesen, so
dass eine Funktion als (Co-)Transkriptionsfaktor denkbar ist.

Die Intensitdt des Spots b.24 nimmt vom Hypox- bis zum letzten Reox-Gel kontinuierlich bis auf
160% zu, b.37 wird dagegen immer heller. Die Summe beider Intensititen bleibt dabei nahezu
konstant. Diese Veranderungen konnten wiederum mit einem Wechsel der Genexpression nach der
Anderung der O,-Konzentration oder einer erhdhten Aktivitit der TOPO1 durch die Replikation
erklart werden. Da beide Spots auch nach RNase-Behandlung noch existieren, konnte dieses Protein
an TOPO1, die RNA-Pol II oder andere (z. B. Cytoskelett-) Proteine gebunden sein. Fast alle anderen
Spots von Proteinen, die hauptséchlich am Spleilen beteiligt sind, konnen durch RNase-Verdau der
Kerne eliminiert werden. Dies bedeutet, dass p54™ in der hier gefundenen Form wahrscheinlich nicht
Teil des Spleiosoms ist. Die Position von b.24 stimmt mit den errechneten Daten des nicht modifi-
zierten pS4nrb gut tiberein, b.37 liegt dagegen um 0,8 pH Einheiten weiter im Sauren, was theoretisch
etwa drei zusitzlichen negativen Ladungen entspricht. Nach Reoxygenierung konnte die Aktivitéit
von an Chromatin gebundenem p54™ also z. B. durch Dephosphorylierung veréindert werden.

b.04: NHPX bindet an den RNA-Anteil der Telomerasen, die snRNA U4 des Spleifosoms und an

snoRNA. Wahrscheinlich wandert es von Spleilosomen zum Nukleolus und konnte daher eine
Verbindung zwischen mRNA-Transkription und Ribosomen-Synthese herstellen. Es ist wahrschein-
lich auch fiir die Stabilitdt von snoRNA-Komplexen (snoRNPs: Prozessierung von rRNA) verant-
wortlich und wird in einer spéten Phase der Zusammenlagerung des Spleilosoms benétigt.

* ERK = extracellular regulated kinase, eine Komponente der MAPK- (mitogen activated proteinkinase) Kaskade
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Spot b.04 ist sehr schwach und nur auf einem Teil der Gele gut zu erkennen. Daher hatte die
computergestiitzte Auswertung dieses Spots keinen Erfolg. Die optische Beurteilung zeigte jedoch
einen deutlichen Anstieg der Intensitét, spétestens in den Extrakten nach 10 und 30 Minuten Reox.
Ein Einfluss der Behandlung der Kerne mit RNase konnte nicht festgestellt werden.

$.52 & b.32: AREs (AU-rich elements) befinden sich im nicht translatierten 3'-Bereich bestimmter
mRNAs, z. B. von Protoonkogenen, Cytokinen oder bestimmten Cyclinen. Es wurden bereits mehrere
ARE-bindende Proteine identifiziert, von denen einige zur Stabilisierung von mRNA beitragen,
andere jedoch deren Abbau beschleunigen. Eines dieser ARE-bindenden Proteine ist AUF1 (4U-rich
element RNA-binding protein 1, auch hnRNP D), das zusammen mit weiteren Proteinen destabilisie-
rend auf mRNA wirkt. AUF1 wird durch alternatives Spleiflien seiner mRNA in vier Subtypen
exprimiert. Die unterschiedlichen Isoformen binden an verschiedenen AREs instabiler mRNAs. Da
AUF1 zudem an hnRNP A1 bindet, wird es auch mit dem Spleifien oder dem Transport von mRNA
in Verbindung gebracht. Zusitzlich bindet AUF1 an spezifische DNA-Sequenzen und fungiert als
Transkriptionsfaktor. Die Sequenzen und die beschriebenen Funktionen von AUF1 und JKTBP1 sind
sehr dhnlich.

Die Intensitdt von Spot s.52 nimmt nach Reoxygenierung um etwa 20% ab. Aus der Position des
Spots im Gel ldsst sich ein pH-Wert berechnen, der etwa 1,1 Einheiten unter dem theoretischen pl des
JKTBP1 liegt. Da das Protein jedoch ungeféhr gleich viele saure wie basische Aminoséuren (pl 7,65)
und insgesamt verhdltnisméBig wenige geladene Reste aufweist, geniigt schon eine geringe Modifi-
kation (z. B. 1 Phosphorylierung), um den isoelektrischen Punkt deutlich zu verschieben. AUF1 kann
durch mehrere Proteinkinasen phosphoryliert werden, iiber JKTBP1 liegen solche Berichte jedoch
noch nicht vor.

Die Intensitdt von Spot b.32 (AUF1) ist nach einer Minute Reoxygenierung etwa 20% niedriger als
bei der hypoxischen Kontrolle. Danach steigt sie jedoch konstant an, so dass der Hypox-Wert wohl
als Ausreifler betrachtet werden muss. Im Verhdltnis zum ersten Reox-Wert steigt die Intensitét
innerhalb von 30 Minuten um 50%. Werden die Kerne bei der Extraktion mit RNase behandelt, so
verschwinden beide Spots, die Proteine scheinen also iiberwiegend iiber frei zugéngliche RNA an die
tritonextrahierten Kerne gebunden zu sein. Die beobachtete Verdnderung kann somit als Folge einer
erhohten bzw. veranderten Genexpression nach Reoxygenierung verstanden werden.

b.29: CUG-BP1 (CUG triplet repeat RNA-binding protein I) bindet an mRNA und ist an der Regulation

des Spleifiens und der Translation mehrerer mRNAs beteiligt. Moglicherweise kiirzt es im Cytosol
den Poly(A)-Schwanz. Zusammen mit Calreticulin (CRT) reguliert CUG-BP1 die Translation der
p21-mRNA. p21 bindet an alle Cyclin/CDK-Komplexe, wodurch diese gehemmt werden und ein
Fortschreiten im Zellzyklus verhindert wird. CRT und CUG-BP1 binden an dieselbe Region der p21-
mRNA und wirken dabei antagonistisch. Wahrend CUG-BP die Translation von p21 steigert, wirkt
CRT als Inhibitor.
Die Intensitdt von Spot b.29 steigt nach Reoxygenierung kontinuierlich bis zum 2,8-fachen des
Hypox-Wertes. Nach RNase-Verdau ist der Spot nicht mehr nachweisbar. Der Anstieg nach Reoxy-
genierung konnte demnach mit einer vermehrten Transkription bestimmter Gene zusammenhéingen,
an deren naszierende mRNA CUG-BP1 bindet.

$.23 & s.24: hnRNP K (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K) tibernimmt im Cytosol und im
Zellkern zahlreiche unterschiedliche Aufgaben. Es ist eines der hdufigsten mRNA-bindenden Proteine
und spielt eine wichtige regulatorische Rolle bei Transkription, Spleilen, Translation und mRNA-
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Stabilitit. Es bindet mehrere Faktoren unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden und ist durch
die Interaktion mit der Histon-Methyltransferase an der Organisation der Chromatinstruktur beteiligt.
Wabhrscheinlich  dient hnRNP K  hauptsichlich als  Nukleinsdure-gebundenes  Forum
(Plattform / Ankerplatz) fiir die Erkennung, Annahme und Weitergabe verschiedener Signale.

Die Spots s.23 und s.24 liegen dicht benachbart und sind beide relativ stark. Nach Reoxygenierung
nimmt ihre Intensitit kontinuierlich auf das 2,5- fache bzw. 1,8-fache des Kontrollwertes zu. Der
RNase-Verdau fiihrt zum Ausbleiben beider Spots.

3.2.7.6  Ribosomale und an der Synthese von Ribosomen beteiligte Proteine

Die 80S Ribosomen eukaryotischer Zellen bestehen aus je 4 rRNAs und etwa 80 Proteinen. In
proliferierenden Zellen miissen pro Zellzyklus mehrere Millionen neue Ribosomen synthetisiert werden.
Durch die verdnderte Genexpression und den Beginn der Replikation nach Reoxygenierung werden eine
Vielzahl neuer Proteine benétigt, beispielsweise fast eine halbe Milliarde neuer Histonproteine fiir einen
komplett replizierten menschlichen Chromosomensatz.

Die Synthese der rRNA und ein Teil des Zusammenbaus der Ribosomen-Untereinheiten finden in den
Nukleoli des Zellkerns statt. Dort wird zunéchst eine 45S pra-rRNA transkribiert, an die noch wahrend der
Synthese eine Reihe von Proteinen angelagert werden. Aus der 35S pra-rRNA entstehen nach mehreren
Schnitten und Modifikationen drei gereifte tRNAs (28S, 18S und 5,8S), die 5S rRNA wird separat
synthetisiert. Fiir die Reifung und den Zusammenbau der Ribosomen-Untereinheiten werden neben rRNA
und ribosomalen Proteinen noch ca. 150 unterschiedliche snoRNAs (small nucleolar RNA) und mehr als
140 nicht-ribosomale Proteine bendtigt. Die Fertigung der Untereinheiten beginnt im Nukleolus und wird
im Nukleoplasma und Cytoplasma fortgesetzt.

b.05_2: hCSL4 (yeast exosomal core protein CSL4 homolog) ist eine 3'-5' Exonuklease und Teil des
Exosoms, einem Komplex aus 11 unterschiedlichen Proteinen; mindestens fiinf dieser Proteine
besitzen eine 3'-5' Exoribonuklease-Aktivitdt. Das Exosom iibernimmt Aufgaben beim Prozessieren
und bei dem Abbau von unterschiedlichen RNAs. Unter anderem ist es an der 3'-Prozessierung der 7S
pra-rRNA (Vorstufe der 5,8S rRNA) und wahrscheinlich an einigen frithen Schnitten an der 35S pra-
rRNA beteiligt. Eine weitere Hauptfunktion von CSL4 scheint der Abbau von mRNAs und die damit
verbundene Regulation deren Halbwertszeiten zu sein.

Wie schon erwéhnt, sind in Spot b.05 zwei Proteine tiberlagert; die Intensitdt kann daher nicht einem
Protein alleine zugeordnet werden (siehe 3.2.7.2).

b.03: Das Gen HSPCO031 (hNip7) codiert ein hypothetisches Protein, das deutliche Homologien zu NIP7
aus S. cerevisiae zeigt. NIP7 wiederum ist ein nukleoldres Protein, welches fiir die Synthese der 60S-
Untereinheit des Ribosoms benétigt wird. Es bindet an weitere Proteine im Nukleolus (unter anderem
an Proteine des Exosoms, siche Spot b.05) und ist wahrscheinlich am Prozessieren der rRNA
beteiligt.

$.26: rpPO0 (ribosomal protein P0) bildet zusammen mit 4 weiteren Proteinen den so genannten ,,Stumpf™
(oder ,,Stiel“) eukaryotischer Ribosomen, der an der Bindung von Elongationsfaktoren und mogli-
cherweise auch an der Aktivierung der GTPase von EF-la beteiligt ist. PO bindet einerseits an die
rRNA und andererseits an die 4 weiteren Proteine des ribosomalen Stumpfes. Das homologe Protein
aus Drosophila besitzt zusitzlich eine Endonuklease- oder DNA-Lyase-Aktivitit und ist moglicher-
weise an der DNA-Reparatur beteiligt.
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b.02: rpL22 (ribosomal protein L22) ist ein Protein der 60S-Untereinheit eukaryotischer Ribosomen. Die
Bindung an RNA des Epstein-Barr-Virus’ und an regulatorische Proteine des Herpes-Virus’ konnten
Hinweise auf weitere Funktionen von rpL22 auflerhalb des Ribosoms sein, die jedoch noch weiter
untersucht werden miissen.

Die Spots s.26 und b.02 zeigen nach Reoxygenierung eine zundchst abnehmende, dann deutlich
steigende Intensitdt. Nach ca. 2,5 Minuten ist ein Minimum von rund 70% der Intensitdt im Hypox-
Gel durchlaufen, anschliefend erhoht sich der Wert stetig auf 125% (s.26) bzw. mehr als das
Doppelte der hypoxischen Referenz (b.02). Spot b.03 erreicht 2,5 Minuten nach Aufheben der
Hypoxie bereits mehr als die doppelte Intensitét des Hypox-Spots und bleibt danach trotz leichter
Abschwichung deutlich tiber der Kontrolle.

Die drei Spots b.02, b.03 und s.26 sind nicht RNase-empfindlich. Moglicherweise sind Ribosomen
wiahrend ihrer Synthese zeitweise an Kernskelettstrukturen gebunden und daher weder durch Triton
noch durch RNase-Behandlung ablgsbar. Der rasche Anstieg von b.03 konnte bedeuten, dass die
Syntheserate fiir Ribosomen sehr schnell nach Reoxygenierung gesteigert wird. Die Transkription der
kompletten pra-rRNA dauert etwa 5 Minuten. Da die ersten Proteine bereits an das naszierenden
Transkript binden, andere jedoch erst viel spiter dazukommen, kann auch die zeitliche Verzégerung
des Anstiegs zwischen Spot b.03 und s.26 bzw. b.02 erklért werden.

b.08: Der Multisynthetase-Komplex katalysiert die Beladung von mindestens 9 unterschiedlichen tRNAs

mit ihren jeweiligen Aminoséduren. Allerdings wurden zumindest fiir einige Untereinheiten des Multi-
synthetase-Komplexes noch weitere Funktionen beschrieben, wie z. B. die Kontrolle von tRNAs
sowie deren Export aus dem Kern, die Regulation der Transkription von rRNAs oder die Bindung an
Transkriptionsfaktoren. Neben den katalytischen Untereinheiten sind drei Hilfsproteine bekannt,
welche wahrscheinlich fiir Wechselwirkungen des Komplexes mit weiteren Proteinen bendtigt
werden. JTV1 (p38) unterstiitzt die Zusammenlagerung und Stabilitdt des Komplexes, indem es an
beinahe alle Untereinheiten bindet. Aulerdem bindet JTV1 an das ,,far upstream element binding
protein 1" (FUSE-BP1 oder FBP1), einem Regulator der Expression von c-myc. Die Bindung von
JTVI fiihrt zum proteasomalen Abbau von FBP1 und damit zur Aktivierung der Expression von c-
myc.
Die Intensitét von Spot b.08 nimmt in den ersten 2,5 Minuten nach Reoxygenierung bis auf 138% des
Kontrollwertes zu und fallt anschlieBend wieder bis auf das Niveau des Hypox-Wertes ab. Da der
RNase-Verdau keinen merklichen Einfluss auf die Intensitdt des Spots hat, ist eine Bindung an
naszierende RNA (z. B. tRNA) unwahrscheinlich. Die Intensitét des Spots ist an der Nachweisgrenze
der Farbung (im Bereich weniger ng), was auf mehrere tausend Kopien pro Zelle schlieen ldsst.
Daher ist eine alleinige Funktion des an Chromatin gebundenen p38 als Transkriptions-(Co-)Faktor
fiir ein einzelnes Gen fast ausgeschlossen. Es wire jedoch denkbar, dass die Expression mehrerer
RNAs durch den beschriebenen, JTV1- und FBP1-abhingigen Mechanismus reguliert wird. Ein kurz-
fristiger Anstieg der JTV1-Konzentration am Chromatin kdnnte dann zum Abbau der entsprechenden
Faktoren fithren und damit eine schnelle, aber zeitlich begrenzte Antwort auf die Verdnderung der O,-
Konzentration ermdglichen.

3.2.7.7  Proteine fiir Signaltransduktion und posttranslationale Modifikationen

Die posttranslationale Modifizierung von Proteinen ist eines der wichtigsten Instrumente der Zelle
zur Regulierung von Form, Funktion, Aktivitdt und Stabilitdt von Proteinen. Insbesondere die schnelle
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Weitergabe und Verstirkung interner und externer Signale ist hier von besonderem Interesse, da nach der
Verdnderung der O,-Konzentration eine Vielzahl unterschiedlicher Prozesse angepasst werden miissen.
Da einige dieser Reaktionen, wie z. B. die Initiation der Replikation, sehr bald nach der Aufthebung der
Hypoxie beobachtet werden konnen, wird das entsprechende Signal sehr direkt, also mit wenig Zwischen-
stationen und wahrscheinlich nur durch Modifikation bereits existierender Proteine weitergegeben. Da
Proteine und Proteinkomplexe auf sehr vielfdltige Weise verdndert werden kénnen, ist auch die Palette der
modifizierenden Enzyme entsprechend grof3. Sie reicht von Chaperonen iiber Kinasen und Phosphatasen
bis hin zu Proteasen und Ubiquitin-Ligasen.

Bei keinem der Spots dieser Gruppe konnte ein Einfluss des RNase-Verdaus der Zellkerne wihrend
der Extraktion auf die Spotintensitit festgestellt werden.

5.02: RACKI1 (receptor for activated C kinase 1) bindet an das Cytoskelett und an die Proteinkinase C 3

(PKCB). PKC wird bei erhohter Ca**-Konzentration durch Diacylglycerin aktiviert und reguliert
durch Phosphorylierung verschiedener Proteine eine Vielzahl unterschiedlicher Zellfunktionen.
RACKI1 bindet auch Src, Ras-GAP (GTPase-activating proteins), die PLCy,den IFN-aff Rezeptor und
STATI1. Aulerdem wird RACKI1 von der Jak Tyrosinkinase 2 (Tyk2) an Y192 phosphoryliert und
andert darauthin seine Position im Kern. Eine Aktivierung des PKA-Signalwegs fiihrt zu einer
Translokation von RACK1 in den Kern. RACK1 verankert also die aktivierte PKC und wahrschein-
lich auch andere Kinasen in bestimmten Kompartimenten der Zelle.
Bereits 2,5 Minuten nach Reoxygenierung wird ein Wert von 65% der hypoxischen Kontrolle
erreicht, der sich spéter nur wenig dndert. Diese Kinetik spricht fiir die Beteiligung von RACK1 an
einer schnellen Reaktion auf die verdnderte O,-Konzentration. Diese Verdnderung der RACKI
konnte die Freisetzung der PKC oder einer anderen Proteinkinase zur Folge haben, welche dann in
hoherer Konzentration an anderen Orten zur Verfiigung stinde. Diese konnte z. B. die notwendigen
Verinderungen im Stoffwechsel nach Auftheben der Hypoxie regulieren. Es wire auch denkbar, dass
RACKI1 unter Hypoxie eine Kinase in der Nachbarschaft eines Substrats verankert hat. Die Ablosung
(oder Modifizierung) von RACK1 kénnte dann eine Anderung des Phosphorylierungsmusters dieses
Substrates zur Folge haben.

5.65: AKAPY95 (4-kinase anchor protein 95 kDa) bindet die cAMP-abhéngige Proteinkinase A Typ II
(PKA") und leitet diese wahrscheinlich zu unterschiedlichen Zielen in der Zelle. PKA wird — neben
ihren vielen anderen Funktionen — auch fiir den Eintritt in die S-Phase durch die Phosphorylierung
von CDC6 benétigt. AKAP9S bindet zusdtzlich an eine Reihe weiterer Proteine wie z. B. RNA-Pol 11
und MCM2. Eine Zinkfinger-Doméne deutet auf die Fahigkeit, an DNA zu binden. AKAP9S ist
wihrend der Interphase hauptséchlich an die Kernmatrix gebunden. Wihrend der Mitose ist es jedoch
vor allem direkt an Chromatin gebunden und wird fiir die Chromatinkondensation benétigt.

Die Intensitét von Spot 65 nimmt nach Reoxygenierung stark und schnell ab. 5 Minuten nach Reoxy-
genierung erreicht sie ein Minimum von weniger als 1/3 des Hypox-Wertes. Danach steigt die
Intensitdt wieder an, und tbertrifft 30 Minuten nach Reoxygenierung sogar leicht den Referenzwert.
Auflerdem liegt die Position des Spots bei hoherer Masse und deutlich niedrigerem pH als es der
Aminosduresequenz nach zu erwarten wire. Es kann also angenommen werden, dass AKAP95 hier
modifiziert, evtl. sogar mehrfach phosphoryliert vorliegt. Die Abnahme der Intensitét konnte mit der
Bindung an MCM2 zusammenhéngen, welches bei der Aktivierung des Initiationskomplexes
abdissoziiert (siehe Einleitung). Die anschlieBende Zunahme konnte mit der Bindung an fertig repli-
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zierte DNA und der Vorbereitung der Chromatinkondensation zusammenhéngen. Auch wenn die hier
gemachten Versuche diese Hypothesen nicht im Einzelnen belegen konnen, scheint AKAP95
dennoch eine wichtige Rolle bei der Initiation der Replikation und in der Regulation zellzyklusabhan-
giger Abldufe zu spielen. Weiterfithrende Untersuchungen des AKAP95 und der PKA konnten damit
zu einem besseren Verstindnis der komplexen Vorgédnge bei der Replikoninitiation und der Antwort
auf Hypoxie und Reoxygenierung beitragen.

s.13, s.14 & s.15: Die PP1 (Proteinphosphatase 1) iibernimmt als ein moglicher Gegenspieler von
Proteinkinasen eine wichtige regulatorische Rolle in vielen Prozessen der Zelle wie dem Glycogen-
Metabolismus, der Muskelkontraktion und der Proteinbiosynthese. Die katalytische Untereinheit liegt
wihrend der M- und G;-Phase vorwiegend cytosolisch vor, in S und G, ist sie jedoch vermehrt im
Kern lokalisiert. Im Zellzyklus ist sie moglicherweise ein direkter Gegenspieler der CDK2 und wird
durch diese Kinase selbst phosphoryliert. Die Phosphorylierung findet wéahrend der M-Phase statt und
inhibiert die PP1. Die CyclinB/CDK2 Kinase bewirkt die Initiation der Mitose, die Reorganisation
von Chromatin und Kernhiille und die Phosphorylierung einer Vielzahl von Substraten wie Histonen,
Lamin, Vimentin, verschiedenen Transkriptionsfaktoren u. v. m. Ein empfindliches Gleichgewicht
der Aktivitaten von CDK2 und PP1 scheint also fiir das Durchlaufen eines normalen Zellzyklus’ von
entscheidender Bedeutung zu sein.

PP1 wird auBerdem durch die Interaktion der katalytischen Untereinheit mit einer Vielzahl unter-
schiedlicher Proteine reguliert und in unterschiedlichen Kompartimenten gebunden. Den Bezug zur
Replikation sollen einige weitere Beispiele verdeutlichen:

1. PP1 scheint die Phosphatase fiir das Histon H3 zu sein. H3 wird in Abhangigkeit des Zell-
zyklus’ und der MAPK- (mitogen activated protein kinase) Kaskade phosphoryliert und
kommt vermehrt in wenig kondensiertem, transkriptionsaktivem Chromatin vor.

2. Das Phosphorylierungsmuster des chromatin assembly factors 1 (CAF1) und dessen Aktivitdt
werden durch CDK2 und PP1 beeinflusst. CAF1 bindet die Histone H3 und H4, bildet das
(H3/H4),-Tetramer und bindet dann iiber PCNA an frisch synthetisierte DNA. AnschlieBend
werden die vollstindigen Nukleosomen gebildet. Die Abwesenheit von PPI inhibiert die
CAF1-Aktivitt.

3. Der Transkriptionsfaktor pRB (Retinoblastoma-Protein p110RB) wird durch die CDK2
hyperphosphoryliert, liegt aber in der M- und G,-Phase an PP1 gebunden vor und wird durch
diese dephosphoryliert.

Die drei Spots s.13, s.14 und s.15 liegen eng benachbart, und ihre Position im Gel entspricht den
theoretischen Werten aus der Aminosduresequenz recht genau. Wahrscheinlich handelt es sich bei
den Spots s.13 und s.14 um Spleivarianten und / oder Modifikationen der katalytischen Untereinheit
von PPla: das Massenspektrum von s.15 deutet eher auf die katalytische Untereinheit der PP1f hin.
Die Unterschiede in der Sequenz zwischen PP1a, PP1B und PP1y sind jedoch so gering, dass anhand
der vorliegenden Daten nicht eindeutig zwischen diesen Spezies unterschieden werden kann. Obwohl
eine Phosphorylierung aufgrund der Position im Gel unwahrscheinlich ist, kann auch tiber mogliche
Modifikationen keine gesicherte Aussage gemacht werden.

Der Verlauf der Intensititen von Spot s.13 und s.14/s.15 ist gegenldufig. Wéhrend s.13 in den ersten
S Minuten nach Reoxygenierung zunichst auf etwa 80% abnimmt und anschlieBend auf das 1,4-fache
der hypoxischen Kontrolle ansteigt, steigen die Spots s.14 und s.15 bereits im ersten Gel um 30% des
Ausgangswertes, was sich im weiteren Verlauf nicht bedeutend #ndert. Diese relativ geringen Ande-
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rungen sind einzeln betrachtet aufgrund der geringen Zahl an Versuchen statistisch nicht sehr signifi-
kant. Die Stetigkeit der zeitlichen Verdnderung und das entgegengesetzte Verhalten der eng benach-
barten Spots liefern jedoch weitere wichtige Hinweise fiir eine reale Verdnderung der am Chromatin
gebundenen Anteile dieser Proteine.

Eine physiologische Bedeutung der PP1 konnte in diesem Versuch die oben angesprochene Aktivie-
rung von CAF1 am Chromatin zur Bildung neuer Nukleosomen sein.

b.14: Syntenin 1 scheint in erster Linie ein Corezeptor bzw. Adapterprotein zu sein. Es bindet sehr viele

unterschiedliche Proteine, z. B. Membranrezeptoren, Komponenten unterschiedlicher Signalwege,
Cytoskelettproteine oder Transkriptionsfaktoren, und scheint diese in Kontakt zueinander zu bringen.
In der Zelle kommt es im Cytosol, an Membranen gebunden sowie im ER und im Kern vor.

Spot b.14 verliert sehr schnell — in der ersten Mintue nach Reoxygenierung — fast 40% seiner Intensi-
tdt. Dieses Niveau bleibt bis zum 5-Minuten-Wert fast konstant, danach steigt die Intensitdt wieder
an. 30 Minuten nach Reoxygenierung liegt die Intensitéit gut 40% iiber der hypoxischen Kontrolle. Da
Syntenin 1 Einfluss in sehr vielen unterschiedlichen Bereichen zu haben scheint, kann dieses Verhal-
ten nur allgemein interpretiert werden. Verdnderungen der Cytoskelett-Struktur oder die notwendige
Freisetzung oder Bindung bestimmter Proteine iiber Syntenin 1 ans Kernskelett sind mogliche
Ursachen fiir die Verdnderungen von b.14. Es ist bekannt, dass Syntenin phosphoryliert werden kann.
Spot b.14 liegt jedoch fast exakt an der Position, wo das unmodifizierte Syntenin zu erwarten wire.
Dennoch koénnte eine solche Phosphorylierung fiir die Verdnderung der Spotintensitidt und evtl. fiir
die Dissoziation des Syntenin 1 vom Kernskelett verantwortlich sein.

s.10: Die Glucosidase II ist ein Membranprotein des ER und spaltet im zweiten Schritt der

N-Glycosylierungsreaktion den distalen Glucoserest naszierender Glycoproteine ab. Dies ermdglicht
die weiterfilhrende Prozessierung und Wechselwirkung mit den Lectinen des ER Calnexin und
Calreticulin. Das Enzym besteht aus zwei Untereinheiten, wobei nur die o-UE membrangebunden ist.
Die Abnahme des Spots s.10 nach Reoxygenierung ist nur schwer interpretierbar, da dieses Enzym
bisher nur in den Membranen des ER und des Golgi-Apparats gefunden wurde. Allerdings wird auch
berichtet, dass die o-Untereinheit bei Uberexpression nur teilweise durch Triton in Losung gebracht
werden kann. Entscheidend ist dabei anscheinend das Verhiltnis der beiden Untereinheiten.

5.09: Die PDI (Protein-Disulfid-Isomerase) ist identisch mit dem cellular thyroid hormone binding

protein und der B-Untereinheit der Prolyl-4-Hydroxylase (s. u.). Protein-Disulfid-Isomerasen kataly-
sieren die Bildung und Umlagerung von Thiolbriicken in Proteinen und wirken auch als Chaperone.
Im ER und Cytosol unterstiitzen sie die korrekte Faltung von Proteinen. Die hier entdeckte PDI
besitzt zwei voneinander unabhéngige, katalytisch aktive Thioredoxin-Doméanen mit je zwei Cystein-
Resten, die entweder oxidiert als Disulfid oder reduziert als Dithiol vorkommen kénnen. Als Disulfid
sind sie gute Oxidationsmittel und kénnen leicht Disulfid-Briicken in Proteine einfilhren. Bei der
Umlagerung bindet das erste Disulfid des Substrats kovalent an ein Thiol der PDI und wird dadurch
reduziert. Je nach Reaktivitdt der zweiten Disulfidbriicke des Substrats lagert sich diese spontan um
oder sie wird in einem zweiten Schritt ebenfalls reduziert. Wahrscheinlich wird die native Konforma-
tion so — dhnlich wie bei Chaperonen — durch das Prinzip ,,try-and-error* erreicht.

Zahlreiche Experimente deuten auf eine sauerstoffabhiangige Funktion der PDI: Es wird bei der
Wundheilung benétigt und schiitzt Zellen unter Hypoxie vor Apoptose. Aullerdem ist die mRNA-
Konzentration der PDI unter Hypoxie erhoht und es dient als Untereinheit fiir ein Mitglied der Eisen-
Dioxygenasen, die Prolyl-4-Hydroxylase. Letzteres ist besonders interessant, da dieses Enzym mit
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hoher Wahrscheinlichkeit direkt an der Regulation des Transkriptionsfaktors HIF beteiligt ist (s. 0.).
Prolyl-4-Hydroxylase verwendet molekularen Sauerstoff als Substrat und kommt somit als moglicher
Sauerstoff-Sensor in Betracht.

AuBerdem wurde beobachtet, dass PDI die Dimerisierung und DNA-Bindung des Transkriptionsfak-
tors E2A und wahrscheinlich auch den Redox-Zustand von NfkB und AP1 (nuclear factor kappa B
und activator protein 1, Transkriptionsfaktoren) beeinflusst.

s.44: Die Lectine Calnexin und Calreticulin (CRT) binden im ER an bestimmte Kohlenhydrate

naszierender Glycoproteine und erleichtern deren Faltung. Glucosidasen (Spot 10), Prolyl-Hydroxyla-
sen, die Protein-Disulfid-Isomerase (Spot 9) und die Lectine gehdren zu den wichtigsten Faktoren fiir
die Modifikation sekretorischer Proteine im ER. CRT wurde jiingst auch im Zellkern gefunden, wo es
den Export von Hormonrezeptoren beschleunigt. Moglicherweise hat Matrix-gebundenes CRT auch
Aufgaben bei der Ca®*-abhingigen Signaltransduktion im Kern.
Die Quantifizierung des Spots ist schwierig, da er am duBersten Rand des Gels liegt und daher nicht
in allen Gelen sauber aufgetrennt wurde. Dennoch wurde in beiden Auswertungsverfahren eine
Abnahme der Intensitit festgestellt. Die Kombination aus Ca®*-Abhéngigkeit, Chaperon und Export-
faktor macht Calreticulin zu einem interessanten Kandidaten fiir die Regulation von Zellfunktionen
nach Reoxygenierung . In der Literatur wird ein Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration unter
Hypoxie beschrieben.

$.29: TCP-1p (T-complex protein 1, f subunit) ist ein Chaperon, welches unter ATP-Hydrolyse die
Faltung von Actin und Tubulin katalysiert und Teil des so genannten TRiC (TCP! ring complex) ist.
Es ist ebenfalls an der Regulation des Zellzyklus’ beteiligt, nicht nur bei der Ausbildung des Spindel-
apparates, sondern auch durch die Wechselwirkung mit anderen Proteinen. Auflerdem wird TCP-1 fiir
die Faltung und Aktivierung der Histon-Deacetylase 3 (HDAC3) benétigt, dissoziiert jedoch vom
enzymatisch aktiven HDAC3-Komplex. TCP-1 wirkt auch beim proteasomalen Abbau von HIFla
mit, indem es die korrekte Faltung des von Hippel-Lindau Tumorsuppressors (pVHL) ermoglicht
(siehe Diskussion).

TCP-1 wird zellzyklusabhingig exprimiert: Die hochsten Konzentrationen an Protein und mRNA
werden am G,/S-Ubergang und in der frithen S-Phase erreicht. Ein Teil des iiberwiegend cytosoli-
schen Proteins scheint in der Interphase fest an Heterochromatin gebunden.

Im Verhiltnis zum Hypox-Gel ist der Spot 5 Minuten nach Reoxygenierung nur noch halb so stark
und verédndert sich anschlieBend nur unwesentlich. Diese geringere Bindung an die extrahierten Kerne
konnte z. B. mit der Aktivitidt der HDAC3 zusammenhéngen. Da HDAC3 nicht nur Histone sondern
auch eine Reihe anderer Proteine deacetyliert, kann ihre Aktivierung Auswirkungen auf die Chroma-
tinstruktur, die Transkription und die Funktion verschiedener ans Chromatin gebundener Proteine
haben.

5.40: Mortalin ist ein Mitglied der HSP70-Familie und wurde in mehreren Kompartimenten (z. B. Mito-
chondrien, ER, Plasmamembran) der Zelle gefunden. Das Protein wird mit vielen Funktionen in
Verbindung gebracht, darunter Tumorgenese, Differenzierung, Zellalterung, Stress-Antwort, intra-
zelluldrer Transport und Proliferation. In der spdten G;-Phase bindet es — abhéngig von einer
Phosphorylierung an Tyrosin — an den intrazelluldren fibroblast growth factor 1 (FGF-1). Auflerdem
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wurde eine Regulierung der MAP-Kinase Kaskade® (upstream vom G-Protein Ras p21) durch Morta-
lin nachgewiesen. Mortalin wird auch als ,,75 kDa Glucose-reguliertes Protein“ (GRP75) bezeichnet,
da es bei Glucose-Entzug stirker exprimiert wird. Wahrscheinlich iibt es zumindest teilweise
Funktionen als Chaperon aus.

Mortalin wurde bisher nicht im Zellkern gefunden, und auch iiber eine Beteiligung an Zellkern-
spezifischen Funktionen ist derzeit nichts bekannt. Allerdings scheint Mortalin den Tumorsuppressor
p53 zu inaktivieren, was zu einem Arrest in der G,-Phase fiihrt. In vielen Tumorzellen ist Mortalin
iberwiegend in der Umgebung des Zellkerns und in den Mitochondrien lokalisiert.

b.10: BAGs (Bcl-2-associated athanogenes) binden an die ATPase-Doméne von HSP70/HSC- Chapero-

nen. Wahrscheinlich verhindern sie dadurch den ADP/ATP-Austausch und hemmen die Chaperon-
Aktivitat. Chaperone werden in beinahe allen Bereichen der Zelle benétigt und sind an der Regulation
vieler Funktionen beteiligt. HSP70 wird oft zellzyklusabhingig reguliert: In manchen Siugerzellen
wurde eine verstarkte Expression oder ein verstirkter Transport in den Zellkern wéhrend der S-Phase
beobachtet. Moglicherweise hdngt dies mit einem erhohten Bedarf an bestimmten Proteinen im Kern
und der steigenden Transportrate wihrend der S-Phase zusammen. Auflerdem wurde die zellzyklus-
abhingige Bindung von HSP70 an bestimmte Proteine (z. B. p27Kip1, pRB, c-Myc, CyclinB1/CDK1
und mutiertem p53) nachgewiesen. In Bakterien ist das HSP70-Homologe DnaK direkt an der Initia-
tion der Replikation beteiligt, wahrscheinlich indem es — zusammen mit anderen Proteinen — den
Prapriming-Komplex abbaut.

Aufler BAG2 sind noch 5 weitere Proteine der BAG-Familie bekannt und teilweise auch recht gut
untersucht. Bisher wurde insbesondere ihr Einfluss auf unterschiedliche Signaltransduktionswege
untersucht. Uber BAG2 ist jedoch auBer seiner Zugehdrigkeit zur BAG-Familie nur sehr wenig
bekannt.

Die Intensitéit von Spot b.10 nimmt in den ersten 5 Minuten bis auf etwa 50% des Hypox-Wertes ab
und steigt anschlieBend wieder leicht an. Die verminderte Konzentration von chromatingebundenem
BAG?2 konnte also eine erhohte Aktivitdt der entsprechenden Chaperone bedeuten. Es wire denkbar,
dass ein inaktiver Komplex aus HSP70 und BAG2 unter Hypoxie ans Chromatin gebunden ist,
welcher nach Reoxygenierung — evtl. durch eine Modifikation des Chaperons oder des Inhibitors —
geldst und damit aktiviert wird. Aus der Intensitdt von Spot 10 kann man abschétzen, dass sich von
dieser Form des BAG2 in jedem extrahierten Kern wenige tausend Kopien befinden. Dies wiirde mit
der Zahl initiationsbereiter Replikons iibereinstimmen.

Annexine sind eine Familie Calcium- und Phospholipid-bindender Proteine. Sie kommen in fast allen

eukaryotischen Zellen und Zell-Kompartimenten vor — man findet sie ebenso extrazelluldr wie auch im

Cytoplasma und im Zellkern. Die meisten von ihnen konnen mehrere intra- oder extrazelluldre Strukturen

wie das Cytoskelett, Membranen und Membranvesikel, verschiedenste Proteine und andere Makromole-

kiile binden und miteinander verkniipfen. Dementsprechend vielfdltig sind auch die Funktionen, mit denen

sie in Verbindung gebracht werden: von der Signaltransduktion iiber die Transkription bis zur Exocytose.

Die Hauptaufgaben sind sicherlich der Transport und die Neuordnung von Membranen, Membranvesikeln

und membrangebundenen Proteinen.

* Die Kaskade Ras - Raf - MEK - MAPK fiihrt zur Aktivierung der Ser/Thr-Proteinkinase MAPK, welche dann in den
Kern gelangt und eine Vielzahl unterschiedlicher Zielproteine, z. B. Transkriptionsfaktoren phosphoryliert.
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s.28: Annexin A6 (ANXO6) ist ein Inhibitor der PKC und bindet u. a. an das Ras-GTPase activating
protein (GAPp120, Teil der MAPK Kaskade, s. 0.) sowie an Actin-Filamente. ANX6 wird infolge
einer Stimulation mit Wachstumsfaktoren phosphoryliert und kénnte die Freisetzung von Ca® aus
intrazelluldren Speichern regulieren. In den meisten bisher untersuchten Zelltypen liegt ANX6 iiber-
wiegend im Cytoplasma vor, zumindest in Neuronen ist ANX6 jedoch auch im Zellkern lokalisiert.

b.16: ANX2 bindet an eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine und wird u. a. von den Proteinkinasen
PKC und SRC sowie dem PDGF- und Insulinrezeptor phosphoryliert. Obwohl ANX2 iiberwiegend
im Cytoplasma zu finden ist, wird es immer wieder auch in Zusammenhang mit dem Zellkern oder
Funktionen im Kern gebracht. Bis zu 15% des ANX2 einer Zelle konnen sich im Kern befinden.
Einige Versuche deuten darauf hin, dass ANX2 in schnell proliferierenden Zellen und / oder abhéngig
von seiner Phosphorylierung vermehrt im Kern lokalisiert ist. Nach Behandlung von HeLa-Zellen mit
TNF-a und H,O, (oxidativer Stress) wird ANX2 glutathionyliert (d. h. iiber einen Cystein-Rest
kovalent an Glutathion gebunden). Wahrscheinlich ist ANX2 zusammen mit anderen Proteinen an der
Aktivierung der DNA-Polymerase o beteiligt. Aulerdem scheint es an bestimmte mRNAs zu binden
und deren Expression zu beeinflussen. Die Expression von ANX2 wird sowohl durch Hypoxie als
auch durch oxidativen Stress induziert.

Die Intensitét des Spots b.16 nimmt in den ersten 5 Minuten nach Reoxygenierung stetig um insge-
samt etwa 33% ab. AnschlieBend steigt der Wert an und ist nach 30 Minuten wieder auf dem Niveau
der hypoxischen Referenz. Der Spot ist auch im Proteom der RNase-behandelten Kerne zu finden und
seine Position im Gel gibt keine Hinweise auf Modifikationen. Aufgrund der vielfdltigen Aufgaben
und Bindungspartner des Annexins ist eine Interpretation dieses Verhaltens schwierig. ANX2 wurde
jedoch in mehreren Verdffentlichungen mit der Replikation in Zusammenhang gebracht und kann
offensichtlich auch an DNA binden. Eine Moglichkeit wire, dass ANX2 zusammen mit weiteren
Proteinen unter Hypoxie einen inhibitorischen, DNA-gebundenen Komplex bildet. Nach Reoxygenie-
rung miisste dieser Komplex abdissoziieren und die Replikation freigeben. ANX2 und 3-Phospho-
glycerat-Kinase wurden auch als Helferproteine fiir die DNA-Polymerase a beschrieben. Sie sollen
als Komplex im Kern proliferierender Zellen lokalisiert sein und die Aktivitit der Pol a deutlich
steigern. Diese Konstellation konnte eine Verbindung der Replikation mit der Glykolyse und / oder
der intrazelluldren Ca**-Konzentration herstellen. Eine zweite Moglichkeit wire, dass ANX2 beim
Aufbau des Initiationskomplexes benotigt wird und wéhrend bzw. nach der Aktivierung des Komple-

xes abdissoziiert.

3.2.7.8  Proteine zur Stabilisierung und Modifizierung von Chromatin

Die Struktur und besonders der Kondensationsgrad von Chromatin haben entscheidenden Einfluss auf
Genexpression und Replikation. Beispielsweise konnen durch Verankerung des Chromatins an der Kern-
matrix oder Modifizierung von Histonen nicht nur die generelle Zugénglichkeit bestimmter DNA-
Bereiche verdndert, sondern auch ganz spezifisch Bindungsstellen fiir Enzyme, Transkriptionsfaktoren
oder andere DNA- bzw. Chromatin-bindende Proteine geschaffen oder gesperrt werden.

Durch die Behandlung der Kerne mit RNase wihrend der Extraktion wurden die Intensitdten der

Spots dieser Gruppe nicht beeinflusst.
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s.17: HCC-1 (CIP29) ist im Kern lokalisiert und bindet mit hoher Affinitét an so genannte SAR-DNA
(SAR = scaffold attached region) und an die RNA-Helikasen BAT1 und DDX39, die zur Familie der
DEAD-Box Proteine zdhlen (DEAD = Asp-Glu-Ala-Asp). SARs sind AT-reiche Regionen in Introns
bzw. auflerhalb codierender DNA, die wahrscheinlich Kontaktstellen fiir die Bindung von Chromatin
darstellen. Die RNA-Helikasen BAT1 und DDX39 werden fiir die Prozessierung und den Transport
von mRNA benétigt. Eine mogliche Aufgabe von HCC-1 kénnte damit die Regulation der Expression
bestimmter Gene oder DNA-Bereiche sein. Die Expression von HCC-1 wird durch Cytokine indu-
ziert; die Uberexpression fithrt zu verlangsamtem Wachstum von Zellen.

Die Intensitdt des Spots nimmt nach Aufheben der Hypoxie zunidchst 5 Minuten lang stetig ab,
erreicht nach 10 und 30 Minuten jedoch wieder etwas hohere Werte. Die niedrigste Intensitét liegt bei
73% des Kontrollwertes unter Hypoxie.

s.18 & s.19: HP1 (heterochromatin protein 1) ist ein gutes Beispiel fiir die enge Verkniipfung von

Chromatinstruktur, Translation und Replikation. Es ist ein Bestandteil des Heterochromatins und
hauptsichlich fiir dessen Stabilitét verantwortlich. Es bindet an Histon H3, das an Lysin 9 methyliert
ist. Auflerdem bindet HP1 noch eine Reihe weiterer Proteine, wie den Lamin B-Rezeptor, die Histon-
Methyltransferase SUV39H1, ORC1, ORC2, MCM10 und eine Untereinheit des CAF1 (chromatin
assembly factor). Eine Bindung an Histon-Deacetylasen ist wahrscheinlich, wurde jedoch nicht
endgiiltig bewiesen. Die zellzyklusabhéngige Phosphorylierung von HP1 und dem Lamin B-Rezeptor
bewirkt eine Anderung der Kernstruktur und der Organisation der Chromosomen. HP1 spielt sicher
eine entscheidende Rolle bei der Organisation der Chromatinstruktur und bei der Hemmung (Repres-
sion) der Transkription durch die Kondensation von Chromatin. Wahrscheinlich wird durch die
Zusammenarbeit von SUV39H1, HP1 und (Co-) Transkriptionsfaktoren wie pRB auch gezielt die
Expression bestimmter Gene unterdriickt. Erst in jiingster Zeit wurde auch berichtet, dass HP1 fiir die
Anlagerung des ORC1 an die DNA benétigt werden konnte.
Das Verhalten von s.18 und s.19 ist besonders interessant, da aus beiden das HP1 identifiziert wurde.
Die Intensitéten der Spots verlaufen gegensitzlich: wahrend Spot 19 nach Reoxygenierung kontinu-
ierlich dunkler wird (bis 1,7x), nimmt die Intensitdt von Spot 18 stetig bis unter 50% des Hypox-
Wertes ab. Die Summe der Intensitdten bleibt dabei nahezu konstant. Die Positionen von Spot 18 und
19 im Gel stimmen gut mit den Daten iiberein, die sich aus der Sequenz des nicht modifizierten HP1y
(s.18) bzw. HP1P (s.19) errechnen lassen. Nach Reoxygenierung scheint also ein Wechsel zwischen
HP1B und HPly stattzufinden, wodurch moglicherweise bestimmte Regionen der Chromosomen
dekondensiert und andere stérker gepackt werden. Denkbar wire auch, dass eines der Isoenzyme O,-
abhidngig einen Bindungspartner wie MCM10 oder pRB gezielt an bestimmte DNA-Bereiche diri-
giert, wodurch die Transkription oder Replikation dieser Region aktiviert oder gehemmt wird. Aber
auch ORCI1 konnte durch eine solche Verdnderung beeintrachtigt werden, beispielsweise indem durch
die Entfernung von HP1 Bindungsstellen fiir eine posttranslationale Modifikation exponiert werden.

b.33: RCC1 (regulator of chromosome condensation 1) ist ein GDP/GTP-Austauschfaktor fiir die Ran-
GTPase, welche wesentlich am Transport von Proteinen und RNA durch die Kernporen beteiligt ist.
RCCI1 ist im Kern lokalisiert und teilweise iiber die Core-Histone an das Chromatin gebunden. Wahr-
scheinlich findet der GDP/GTP-Austausch nur dann statt, wenn der RCC1/Ran-Komplex an Chroma-
tin gebunden ist. Erst nach dem Austausch von GDP gegen GTP kann sich der RCC1/Ran-Komplex
wieder vom Chromatin 16sen. Indem der GDP/GTP-Austausch nur im Kern und nur im Chromatin-
gebundenen Zustand stattfinden kann, wird ein unidirektioneller Transport gewihrleistet. Die
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Abwesenheit von funktionsfahigem RCC1 bewirkt einen Arrest am G,/S-Ubergang des Zellzyklus’.
Dies ist jedoch wahrscheinlich ein Sekundireffekt, da der Ein- und Austransport der notwendigen
Proteine (z. B. CDKs oder CDC6) blockiert ist. Auflerdem wird ein funktionierendes Ran/RCC1-
System auch fiir den korrekten Eintritt in die G,-Phase (replication checkpoint), die Regulation der
Chromatinkondensation wéhrend der S-Phase, die Bildung des Spindelapparates und die Neubildung
der Kernmembran benotigt.

Die Intensitdt des Spots b.33 nimmt nach Reoxygenierung kontinuierlich bis auf etwa 50% des
Hypox-Wertes ab. Dafiir gibt es zwei mogliche Erklarungen: Entweder besitzt RCC1 unterschiedliche
Affinitat zu frisch replizierter und parentaler DNA, so dass es durch die Aktivitdt der Replikations-
gabeln vom Chromatin verdrangt wird, oder es findet eine Zellzyklus-abhéngige Modifikation statt,
welche die Bindung an Chromatin beeinflusst. In der Literatur wird eine Cyclin/CDK-abhingige
Phosphorylierung beschrieben, welche die Bindung von RCC1 an Chromatin in der Mitose verdndert.
Da die Bindung des Heterodimers RCC1/Ran-GDP an Chromatin besonders fest ist, konnte fiir die
Verdnderung auch eine geringere Ran-Konzentration im Kern — z. B. durch eine verdnderte Trans-
portaktivitit — verantwortlich sein. Die Position von b.33 im Gel ist gegeniiber den errechneten Daten
aus der Sequenz von RCC1 leicht ins Basische und zu kleineren Massen verschoben. Dies deutet also
darauf hin, dass dieses RCC1 nicht phosphoryliert ist.

3.2.7.9  Proteine zur Replikation und Reparatur von DNA

SchlieBlich wurden auch einige Proteine sequenziert, die nach heutigem Wissen grofiteils oder aus-
schlieBlich Aufgaben bei der Replikation oder DNA Reparatur ausiiben. Es gibt viele Hinweise auf eine
enge Verbindung zwischen Replikation und DNA Reparatur. Aulerdem wird DNA durch reaktive Sauer-
stoffspezies, deren Konzentration nach Reoxygenierung wahrscheinlich deutlich erhoht ist, geschéadigt.

Bei keinem Spot dieser Gruppe konnte ein signifikanter Unterschied zwischen RNase-behandelten
und -unbehandelten extrahierten Zellkernen festgestellt werden.

s.16: PCNA (proliferating cell nuclear antigen) wird als homotrimerer Ring um DNA gelagert und

bewirkt u. a. die hohe Prozessivitit der DNA-Polymerasen & und ¢, indem es diese an der DNA
verankert. Dabei wird der DNA-Strang durch den PCNA-Ring gefiihrt, so dass die Beweglichkeit in
Syntheserichtung gewiahrleistet bleibt. Allerdings wird dem PCNA noch eine Reihe weiterer Funktio-
nen zugeschrieben, die meist mit der Bindung von Enzymen an bestimmte DNA-Bereiche in Zusam-
menhang stehen. Zwei gut untersuchte Beispiele sind die DNA-Reparatur und die Neubildung von
Nukleosomen. Im Vergleich zur G,-Phase steigt der Anteil des an Chromatin gebundenen PCNA im
Verlauf der S-Phase um das 10-fache an. Aufgrund dieses zellzyklusabhéngigen Verhaltens, seiner
Eigenschaft als hervorragendes Antigen und der recht hohen Kopienzahl wird PCNA oft als S-Phasen
Markerprotein fiir die verschiedensten Untersuchungen herangezogen.
Die Intensitit von Spot s.16 steigt im Verlauf der 30 Minuten nach Reoxygenierung auf das Dreifache
des Ausgangswertes an. Dieses Verhalten konnte durch 1D- und 2D Westernblot-Analyse im Rahmen
dieser Arbeit und auch durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie [109] bestétigt werden. Die Aufgaben
von PCNA bei der Replikation sind natiirlich gut untersucht und es ist klar, dass PCNA selbst nicht
direkt fiir die Replikoninitiation nach Hypoxie/Reoxygenierung verantwortlich ist. Die Identifizierung
von PCNA erméglichte jedoch den Vergleich der Daten anderer Spots und anderer Versuche mit
denen eines sehr gut charakterisierten Replikationsproteins.
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b.30: FEN1 (flap structure-specific endonuclease 1) ist entweder alleine oder zusammen mit anderen
Proteinen (RNaseH oder RPA/DNA?2) fiir die Entfernung der RNA-Primer am diskontinuierlich repli-
zierten DNA-Strang verantwortlich. Sie erkennt spezifisch freie einzelstrangige 5'-Enden (sog. flaps)
auf DNA und schneidet am Ubergang zwischen Einzel- und Doppelstrangbereich. Es wurden Inter-
aktionen mit RPA, APE1, den DNA-Polymerasen a, § und €, TOPO2, RFC, der Helikase DNA2 und
mit PCNA nachgewiesen. FEN1 wird von CyclinA/CDK1 phosphoryliert, wodurch ihre Aktivitéit
verringert wird. Neben ihrer Aufgabe bei der Replikation ist die FEN1 auch an der DNA-Reparatur
beteiligt.

Die Intensitdt von Spot b.30 steigt ab 2,5 Minuten nach Reoxygenierung kontinuierlich bis auf ca.
180%. Zeitpunkt und Verlauf des Anstiegs lassen sich sehr gut mit der Beteiligung der FEN1 an der
Entfernung von Primern wihrend der Replikation erkldren (weitere Diskussionspunkte s. u.).

b.42: Die Aufgabe des ORC (origin recognition complex) wurde in der Einleitung bereits ausgefiihrt. Die
Konzentration des chromatingebundenen ORC4 bricht — laut Quantifizierung durch den Proteom-
Weaver — innerhalb der ersten 2,5 Minuten nach Reoxygenierung auf etwa '5 des Hypox-Wertes ein
und bleibt anschlieBend konstant auf diesem Niveau. Bei der subjektiven Auswertung war diese
Verdnderung jedoch nur in einer einzigen Serie (H bis R30) nachvollziehbar, das Ergebnis muss
daher mit Vorbehalt betrachtet werden. Das zellzyklusabhéngige Verhalten des ORC ist gut unter-
sucht und in der Literatur beschrieben. Danach ist ORC4 das am stirksten an DNA gebundene ORC-
Protein und bleibt wihrend des gesamten Zellzyklus an Chromatin gebunden. Daher handelt es sich
bei dem beobachteten Phanomen wahrscheinlich um einen Auswertefehler. Interessant ist jedoch der
Zusammenhang zwischen der Spotintensitét und der aus der Literatur bekannten Zahl ans Chromatin
gebundener Kopien des ORC (ca. 10.000 Molekiile ORC2 in asynchronen HeLa-Zellen[45]).

b.48: Kinl17 ist ein DNA-bindendes Protein, das eine wichtige Rolle bei der DNA-Replikation und -

Reparatur und moglicherweise auch der der Organisation der Kernstruktur spielt. In proliferierenden
Zellen und nach Behandlung mit ionisierender Strahlung wird es verstérkt exprimiert. Es bindet an
Chromatin — wahrscheinlich an gekriimmte DNA-Bereiche — sowie an Komponenten der Kernmatrix
und an das Einzelstrang bindende Protein RPA. AuBlerdem bindet es an das grofle T-Antigen des
SV40-Virus und hemmt dadurch die DNA-Synthese. In asynchronen Zellen befinden sich ca. 5.000 -
100.000 Kopien des Kinl7 im Kern einer Zelle; davon sind etwa 50% an Chromatin gebunden (in
HeLa-Zellen ca. 20.000 Kopien entsprechend ca. 1,6 ng/MioZ). In diesen Zellen wurde bereits ein
Anstieg der Kinl7-Konzentration in Triton-extrahierten Kernen nach DNA-Schddigung und nach
Eintritt in die S-Phase nachgewiesen.
Der kontinuierliche Anstieg des Spots b.48 auf mehr als das Doppelte des Hypox-Wertes bestitigt
diese Versuche. Obwohl es natiirlich nicht ausgeschlossen ist, dass eine modifizierte Form des Kinl7
die DNA-Replikation inhibiert, iibt die hier gefundene Spezies diese Funktion aufgrund dieses
Anstiegs sicher nicht aus. Ob der Anstieg eine Folge der Initiation der Replikation ist oder eventuell
durch DNA-Schéddigung ausgelost wird, bleibt ungekldrt. Da die Verdnderung jedoch schon
2,5 Minuten nach Reoxygenierung eintritt, ist sie offenbar keine Folge einer insgesamt erhéhten
Kinl7-Konzentration durch Transkription und Translation.

s.12: VCP wird unter anderem fiir die Bildung des tER (Ubergang zwischen ER und Golgi-Vesikeln)
sowie fiir den Ab- und Wiederaufbau des Golgi-Apparats vor und nach der Mitose benétigt. Das
homologe Protein zu VCP in Hefe, CDC438, ist essentiell fiir einen korrekt ablaufenden Zellzyklus.
VCP gehort zur Proteinfamilie AAA+ (Unterfamilie der AAA-ATPasen) und bildet einen homo-
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hexameren Ring. Dieser ist Teil des terndren Komplexes NPL4-UFD1L-VCP. Der Komplex reguliert
den Abbau des Spindelapparates sowie die Bildung einer geschlossenen Kernhiille (Doppelmembran)
nach der Zellteilung. In der Interphase wird er fiir den Export falsch gefalteter Proteine aus dem ER
benétigt. Solche Proteine neigen stark zur Akkumulation und werden daher VCP-abhingig
ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut. Allgemein scheint die Hauptaufgabe von VCP das
Entfalten von Proteinen zu sein, wodurch diese aus Proteinkomplexen gelost werden. Die Behandlung
von Zellen mit H,O, fiihrt zu einer verstirkten Phosphorylierung von VCP. Die Phosphorylierung an
Tyrosin wird fiir den Import von VCP in den Zellkern benétigt. Seine Funktion im Kern wird mit dem
Transport von Proteinen sowie DNA-Reparatur und -Replikation in Verbindung gebracht. Im Kern
kann VCP an DUF (DNA unwinding factor) und das Werner Protein (ein Mitglied der RecQ Helikase
Familie) binden. Beide Proteine besitzen die Fahigkeit, DNA zu entwinden. Auflerdem wurde eine
Interaktion mit HDACG6 (histone deacetylase 6) beschrieben. Der Acetylierungsstatus von Histonen
beeinflusst die Chromatinstruktur und damit die Zugénglichkeit und Beeinflussbarkeit der DNA. In S.
cerevisiae wurde nachgewiesen, dass VCP in der spdten G;-Phase in den Kern wandert. In allen
anderen Zellzyklusphasen befindet es sich jedoch auflerhalb des Kerns.

Spot 12 wird nach Aufheben der Hypoxie schnell und deutlich schwiécher. Innerhalb von 10 Minuten
sinkt die Intensitit auf /s des Wertes unter Hypoxie. Diese Verinderung hingt méglicherweise mit
der beschriebenen Phosphorylierung des VCP zusammen, die eine Antwort auf die verdnderte Sauer-
stoffkonzentration sein konnte. Es wire durchaus denkbar, dass VCP durch die Wechselwirkung mit
weiteren Proteinen an der Hemmung der Replikoninitiation beteiligt ist. Allerdings lassen die vielen
bekannten Funktionen des VCP auch eine Reihe anderer Moglichkeiten und daher keinen eindeutigen
Schluss zu.

s.25: Das ,,damaged DNA binding protein* besteht aus zwei Untereinheiten, DDB1 (127 kDa) und DDB2
(48 kDa). DDB erkennt beschiddigte DNA-Bereiche, insbesondere Thymidin-Dimere und ist im
Weiteren ein wichtiger Faktor bei der Reparatur. DDB2 ist wahrscheinlich die regulatorische Unter-
einheit des Komplexes; nur der Komplex aus beiden Untereinheiten bindet an DNA. DDB bindet
zusitzlich an RPA, die Histon-Acetyltransferase p300 und an verschiedene Transkriptionsfaktoren.
DDBI ist normalerweise im Cytosol lokalisiert und gelangt erst nach Schadigung der DNA DDB2-
abhéngig in den Kern. Immer mehr Experimente deuten jedoch darauf hin, dass die DDB-Proteine
nicht nur bei der DNA-Reparatur bendtigt werden. Versuche mit S. pombe zeigen, ist DDB1 dort sehr
wahrscheinlich auch an der Regulation des Zellzyklus’ beteiligt, indem es die Transkription bzw. den
Abbau regulatorischer Proteine kontrolliert. In jiingster Zeit (Okt. 2004) wurde eine weitere Funktion
des DDBI entdeckt, welche direkt mit der Replikation in Verbindung steht. In HeLa-Zellen liegt
Cullin CUL4 fast ausschlielich an DDB1 gebunden vor. CUL4 aktiviert zusammen mit dem RING-
Finger-Protein® ROC1 (RING of Cullins) eine E2 Ubiquitinligase, welche anschliefend das Ziel-
protein polyubiquitinyliert. Aulerdem bindet DDB1 an CDTI, eine Komponente des pra-Replika-
tionskomplexes, wobei CDT1 dabei wahrscheinlich phosphoryliert vorliegen muss. Somit scheint
DDBI1 die aktivierte Ubiquitinligase an CDT1 zu binden, was schlieBlich zum proteasomalen Abbau
des Replikationsproteins fiihrt [35].

Das Aufheben der Hypoxie fiihrt zu einem stetigen Anstieg der Intensitét von s.25 um 80% innerhalb
der beobachteten 30 Minuten. Eine unterschiedliche Belastung der Zellen mit UV- oder anderer

* Das RING-Finger-Motiv ist eine Unterart der Zinkfinger
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Strahlung kann praktisch ausgeschlossen werden. Die Kinetik der Verdnderung ldsst mehrere Inter-
pretationen zu, es scheint jedoch, dass DDBI iiber einen ldngeren Zeitraum nach der Erhéhung der
Sauerstoffkonzentration benétigt wird. Dies konnte beispielsweise mit einer verdnderten Konzentra-
tion reaktiver O,-Spezies oder auch mit der Replikation selber iiber den Abbau von CDT1 zusam-
menhingen. Uber die Bedeutung der Ubiquitinylierung von CDT1 kann derzeit nur spekuliert
werden, wahrscheinlich wird beispielsweise bei starker Schidigung der DNA (z. B. nach UV-
Bestrahlung) eine Initiation der Replikation durch den Abbau verhindert. Eine zweite Moglichkeit
wire, dass durch das Entfernen von CDTI nach der Aktivierung des Initiationskomplexes eine
erneute Initiation (Rereplikation) verhindert wird [103].

3.2.7.10 Peroxiredoxin, ein maoglicher Sensor fiir die Konzentration reaktiver

Sauerstoffspezies

b.06: Peroxiredoxine sind Redox-Enzyme, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entfernen konnen.

Allerdings ist ihre primédre Funktion offenbar nicht der schnelle Abbau der ROS, sondern vielmehr
die Regulierung unterschiedlicher Signaltransduktionswege, die Erkennung von oxidativem Stress
und die Regulierung von Genen und Proteinen als Reaktion auf Verdnderungen der ROS-Konzentra-
tion. Durch den auBergewohnlichen katalytischen Mechanismus sind diese Enzyme imstande, die
Konzentration der reaktiven O,-Spezies zu ,,messen”. Peroxyredoxine verwenden fiir die Redox-
Reaktion kein Co-Substrat, sondern einen aktivierten Cysteinrest, der entweder zur Cystein-Sulfen-
sdure oder mit einem zweiten Cysteinrest zum Disulfid oxidiert wird. Die Regeneration durch
Thioredoxin erfolgt im Vergleich zur Oxidation sehr langsam, so dass bei hohen ROS-Konzentratio-
nen uberwiegend oxidiertes, inaktives PRX vorkommt. Eine noch héhere ROS-Konzentration iiber
langere Zeit fiihrt zur weiteren Oxidation des Cysteinrestes zur Cystein-Sulfin- oder gar -Sulfonséure
und damit zu einer lang anhaltenden Inaktivierung des Proteins. Dieses hoch oxidierte Peroxiredoxin
kann nicht durch Thioredoxin regeneriert werden und kann daher als stabiler Informationstrager und
als Ubermittler des durch H,O, ausgelosten Signals wirken. Hoch oxidiertes Peroxiredoxin kann
jedoch mithilfe von Sestrinen, deren Expression durch p53 reguliert wird, wieder reduziert werden
[10]. PRX1 und PRX2 werden durch Cyclin/CDKs zellzyklusabhingig phosphoryliert (insbesondere
in der Mitose). AuBlerdem wurde nachgewiesen, dass die Proliferation sowie unterschiedliche
Signaltransduktionswege durch Peroxiredoxine reguliert werden. Allerdings ist bis heute unklar,
welche Mechanismen dieser Regulation zugrunde liegen. Zwar deuten sehr viele Eigenschaften des
PRX1 wie die Bindungskonstante fiir H,O,, die Fahigkeit zur Bildung von Oligomeren, die niedrige
Regenerationsgeschwindigkeit etc. darauf hin, dass dieses Protein als Sensor und Signaliibertriager
dient. Derzeit sind jedoch weder die Verdnderungen der raumlichen Struktur noch die kinetischen
Eigenschaften der meisten Peroxiredoxin-Komplexe oder deren Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen gut genug untersucht, um weiter gehende, begriindete Vermutungen anzustellen.

Bis ins Jahr 2003 wurde PRXI1 als rein cytosolisches Protein angesehen, dann aber auch im Kern
nachgewiesen [37]. In einigen Zellen wird die PRX1-Expression durch Sauerstoff oder oxidativen
Stress induziert.

Spot b.06 wird nach Reoxygenierung der Zellen 5 Minuten lang kontinuierlich stirker. Danach sinkt
die Intensitdt wieder auf das Ausgangsniveau. Diese Kinetik und die Regulation des PRX1 durch
H,0,, sind ein moglicher Hinweis auf eine direkte Beteiligung des Proteins an der schnellen Antwort
der Zelle auf die Reoxygenierung. Die Behandlung der Kerne mit RNase hat keinen Einfluss auf die
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Intensitdt des Spots. Ob PRX1 auch an der Regulation der Replikation beteiligt ist, kann anhand der
vorliegenden Daten nicht gekldrt werden. Dennoch ist eine Beteiligung des PRX1 an der Regulation
von Prozessen wie Transkription oder Replikation aufgrund seiner enzymatischen Eigenschaften und
der hier entdeckten, [O,]-abhéngigen Bindung an die nicht extrahierbare Kernfraktion sehr wahr-
scheinlich.

3.2.8 Durch Westernblot-Analysen erfasste Proteine

Mithilfe von Westernblots der 2D-Gele und immunologischer Nachweise konnten einige weitere
Proteine nachgewiesen und ihre Position auf den Gelen sehr exakt bestimmt werden. Teilweise konnten

den Signalen auch Spots der Silberfarbung zugeordnet und die Intensitéten ausgewertet werden.

Mit Antikorpern gegen die katalytische Untereinheit der Pol 8 (DNA-Polymerase 3), CDC6, ORC1,
DBF4 und TOPOL1 (Topoisomerase 1) konnte jeweils ein einzelnes Signal ermittelt werden. Bei ldngerer
Exposition wurden vereinzelt auch weitere Spots sichtbar, die jedoch spéter dominanten Spots auf der
silbergefarbten Membran zugeordnet werden konnten. Die Signale von ORC1 und DBF4 waren sehr
schwach und konnten erst nach langer Exposition vom Hintergrund unterschieden werden. Obwohl das
Signal von DBF4 sehr genau einem Silberspot zugeordnet werden konnte und seine Position gut mit den
errechneten Daten fiir pI und Molmasse iibereinstimmt, scheint es aufgrund der hohen Intensitdt des Spots
unwahrscheinlich, dass dieser Spot ausschlieSlich DBF4 enthélt. Auch das Ergebnis fiir ORC1 gibt Anlass
fiir eine skeptische Betrachtung, da die Lage des Signals einem Protein mit um 20 kDa niedrigerem
Molekulargewicht entspricht. Die Versuche mit Antikérpern gegen TOPOI1, Pol 8 und CDC6 lieferten
gute bis sehr gute, reproduzierbare Signale. Allerdings befand sich an den jeweiligen Orten auf den
Silbergelen kein Spot, der mit dem spezifischen Signal deckungsgleich gewesen wire.

Die Nachweise mit Antikérpern gegen CDK2, RFCp37 und RPAp70 lieferten jeweils mehrere
Signale, die sich nur wenig in ihrer vertikalen Position unterschieden. Es handelt sich dabei wahrschein-
lich um unterschiedlich modifizierte Formen dieser Proteine, die sich insbesondere durch ihre Ladung
unterscheiden, wie dies z. B. bei Phosphorylierungen der Fall ist. Die Intensitdt der Signale, die am
chesten dem nicht modifizierten RPAp70 und RFCp37 entsprechen, war deutlich héher als die der
ibrigen. Im Fall der CDK2 war jedoch der mittlere Punkt etwas dunkler als die beiden anderen. In beson-
ders gut gefdrbten Gelen war zu diesem mittleren CDK2-Signal auch ein korrespondierender Silberspot
erkennbar, der jedoch fiir eine Auswertung zu schwach und zu selten sichtbar war. Auch zu RPAp70
konnte ein Pendant ermittelt werden, das jedoch meist durch die sehr starken, benachbarten Spots iiberla-
gert wurde. Besonders im Fall der CDK2 konnten durch weitere Untersuchungen dieser Art wertvolle
Hinweise auf deren Modifizierung in Abhangigkeit des Zellzyklus’ oder der Sauerstoffkonzentration
gewonnen werden.

MCM2 und MCM3 sind — dhnlich wie Pol  p125 — verhdltnisméBig gro3e Proteine. Da die gute und
reproduzierbare Auftrennung dieses Bereichs erst nach langer Optimierung gelang, standen nur relativ
wenige Silbergele zum Vergleich zur Verfiigung. Dennoch konnten die deutlichen, reproduzierbaren
Westernblot-Signale der beiden MCM-Proteine den entsprechenden Spots zugeordnet und semiquantitativ
ausgewertet werden. Sowohl im Westernblot als auch im Silbergel zeigt sich fiir beide Proteine eine Reihe
von 5 - 6 sehr eng benachbarter Punkte, die sich iiber einen Bereich von ca. 0,25 pH-Einheiten erstrecken
und deren Intensitét von den mittleren Spots nach auBlen hin abnimmt. Da MCM2 und MCM3 relativ hoch
geladene, saure und grofe Proteine sind, dndert sich ihr isoelektrischer Punkt mit jeder zusétzlichen
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Ladung nur sehr wenig. Werden bei der Berechnung des isoelektrischen Punktes von MCM2 beispiels-
weise 5 zusitzliche negative Ladungen beriicksichtigt, so sinkt dieser von 5,34 um nur 0,12 auf 5,22. Fiir
Pol 4 konnte kein korrespondierender Silberspot gefunden werden, MCM2 und MCM3 lieBen sich jedoch
zuordnen und zumindest halbquantitativ auswerten. Bei extrahierten Kernen von Zellen, die sich im G;-
Arrest befanden, waren diese Spots verhiltnismédBig schwach. Nach Mediumwechsel und 7 Stunden
hypoxischer oder normoxischer Inkubation wurden die Punkte wesentlich dunkler. Ein reproduzierbarer
Unterschied zwischen hypoxischen und normoxischen bzw. reoxygenierten Zellen konnte nicht festge-
stellt werden und auch die Intensitéiten der benachbarten Spots &ndern sich relativ zueinander nicht signi-
fikant. Fiir eine gesicherte Aussage iiber geringe Unterschiede wurden jedoch nicht geniigend Gele mit der
notwendigen Auflosung und Reproduzierbarkeit des entsprechenden Bereichs >80 kDa angefertigt. Der
pre-RC wird im Verlauf der G,-Phase sequenziell zusammengebaut, daher sind die MCM-Proteine bei den
— in der Mitte der G;-Phase arretierten — Zellen nach 44 Stunden ohne MdW noch nicht ans Chromatin
gebunden. Im Verlauf der Hypoxie, also mit dem Fortschreiten in G;, werden die MCMs dann an die
Origin-Region gebunden, woraus eine deutliche Steigerung der Spotintensitdt zwischen EO- (ohne MdW)
und H7-Gelen (nach MdW und 7 Stunden 75 ppm O,) resultiert. Obwohl MCM2 und MCM3 im Verlauf
der Initiation vom Initiationskomplex abdiffundieren, scheint die Intensitéit der entsprechenden Spots nach
Reoxygenierung weiter anzusteigen. Dies konnte jedoch mit der eingangs erwdhnten Beobachtung
zusammenhéngen, dass an jedem Replikationsursprung bis zu 75 MCM-Komplexe rekrutiert und tiber die
angrenzenden DNA-Bereiche verteilt werden. Moglicherweise werden zu Beginn der S-Phase insgesamt
mehr neue MCM-Komplexe an DNA-Bereiche mit spédter initiierten Replikons gebunden, als bereits
gebundene Komplexe durch die anfiangliche Initiationswelle aktiviert werden.

Auch die Proteine Primase p49 und p58, RPA p34, CDC45 und PCNA konnten mithilfe von Anti-
korpern lokalisiert, zugeordnet und die korrespondierenden Silberspots in diesen Féllen sogar quantitativ
ausgewertet werden. Alle fiinf Proteine werden fiir die Elongation bendtigt und wandern daher mit der
Replikationsgabel. Die Intensititen dieser Punkte nahmen in allen Fillen erwartungsgemél zu. Mogli-
cherweise gibt die genaue Aufkliarung der Kinetik dieser Verédnderungen noch interessante Hinweise auf
den Mechanismus der Replikoninitiation nach Reoxygenierung .

Alle Proteine, RPA p34, CDC45, PCNA und Primase werden fiir die Initiation benétigt. Da die Zahl
der Initiationen nach Reoxygenierung deutlich ansteigt, werden spétestens zu diesem Zeitpunkt grofere
Mengen dieser Proteine im Bereich der Replikationsurspriinge benétigt. Die Interpretation der Spotinten-
sitdten wird jedoch durch einige Punkte erschwert:

1. Die Intensitdt der Spots ist gering, so dass sie vergleichsweise groBen Schwankungen
zwischen den einzelnen Farbungen unterliegt.

2. Es ist noch weitgehend unbekannt, in welcher Reihenfolge die Proteine an den Initiations-
komplex binden, und in welchem Stadium der Komplex unter Hypoxie arretiert wird.

3. Von einigen Proteinen (z. B. RPA p34 [66]) ist bekannt, dass sie auch in anderen Zellzyklus-
stadien an Chromatin oder die Kernmatrix gebunden vorkommen, und in diesem Zustand
natiirlich nicht direkt an der DNA-Replikation beteiligt sind.

RPA, CDC45 und Primase sind auch an den Prozessen der Elongation beteiligt und wandern mit der
Replikationsgabel. Die Intensitdtssteigerung dieser Spots kann also gut mit einer steigenden Zahl aktiver
Replikons sowie den im Verlauf der Zeit hinzukommenden Initiationskomplexen spéterer Replikons

erkldrt werden. Interessanterweise nimmt bei all diesen Proteinen die Intensitét der entsprechenden Spots
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in den ersten 5 Minuten nach Reoxygenierung besonders stark zu, wihrend sie anschlieend nur noch
wenig ansteigt.

Bei PCNA ist die Situation etwas anders, da dieses Protein erst in der letzten Phase der Initiation
angelagert wird. Allerdings ist PCNA wihrend des gesamten Zellzyklus’ teilweise an Chromatin gebun-
den und wird z. B. fiir die DNA-Reparatur benétigt, was die verhdltnismaBig hohe Grundintensitit des
Spots erkldrt. Im Zeitraum zwischen 10 und 30 Minuten, wenn auch in der Kettenldngenanalyse ein
besonders schneller Anstieg der Zahl kurzer DNA-Fragmente gemessen wird, steigt die Spotintensitdt
jedoch sprunghaft an.

Um diese Beobachtungen zu verdeutlichen, wurden die relativen Intensititen der Silberspots dieser
Proteine gegen die Zeit nach Reoxygenierung aufgetragen. Auflerdem wurde der Verlauf jeder Punkte-
reihe durch eine Kurve angedeutet, die intuitiv moglichst exakt an die jeweiligen gemessenen Intensitéten
angepasst wurde. Diese Kurven basieren nicht auf theoretischen Uberlegungen oder rechnerischen
Verfahren, sondern sollen einerseits die Ubersicht des Diagramms verbessern und auBerdem veranschau-

lichen, auf welcher Basis die oben beschriebenen Ergebnisse interpretiert wurden.
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Abbildung 3.2-11 Verinderung der Intensitit quantifizierter Silberspots von
Replikationsproteinen nach Reoxygenierung

Extrahierte Zellkerne von hypoxischen bzw. reoxygenierten T24-Zellen; Proteine durch 2D-PAGE
aufgetrennt. Relative Intensitdt der Silberspots in Prozent bezogen auf den Wert des jeweiligen Punktes
in hypoxischen Proben. Die Identifizierung der Proteine und Lokalisierung der Spots erfolgte durch
Westernblot von 2D-Gelen, immunologische Nachweise und Silberfirbung der PVDF-Membran. Die
Kurven wurden intuitiv an den Verlauf der Spotintensitéiten angepasst.

Wie bei der CDK2 konnte dabei auch bei RPAp34 eine Analyse der Intensitdtsverteilung der zahlrei-
chen Nebensignale interessante Hinweise auf unterschiedliche posttranslationale Modifikationen dieses
Proteins in den verschiedenen Stadien des Zellzyklus’ liefern. In der Literatur sind beispielsweise eine
Vielzahl unterschiedlicher Phosphorylierungen beschrieben [71], deren Funktion jedoch in den meisten
Fillen noch unbekannt ist.

Im Fall des PCNA ist es durchaus denkbar, dass der Spot nach hoch auflosender IEF in mehrere
diskrete Punkte aufgetrennt wird. Schon bei den hier verwendeten pH-Gradienten konnen mindestens drei
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eng benachbarte Spots sichtbar gemacht werden, wenn das Lumineszenzsignal des anti-PCNA-Antikor-
pers der im 2D-Gel aufgetrennten extrahierten Kerne von 30 Minuten reoxygenierten Zellen genau be-
trachtet wird. Besonders deutlich wird dies in der 3D-Ansicht, in der die Intensitit des Signals gegen die
X- und Y-Koordinate des Gels aufgetragen ist (Abbildung 3.2-12). Da die unterschiedlich geladenen
Modifikationen dieses sauren Proteins sehr eng beieinander liegen (pl 4,57 ohne Modifikation, ca. 4,54
mit 1 zusétzlichen negativen und ca. 4,62 mit 1 positiven Ladung), konnten sich tatséchlich auch mehrere
Modifikationen des PCNA unter diesem Spot verbergen. Obwohl der Spot auch unter Hypoxie gut
angefarbt ist, fehlt hier zumindest eines dieser Signale. Dieses Phdnomen ist nicht nur in den Lumines-
zenzsignalen, sondern auch bei den korrespondierenden Spots der Methionin- und Silbergele deutlich
erkennbar. Im Gesamt-Zelllysat von zwei unterschiedlichen Zelllinien (CHO und MDA-MB-23) wurde
bereits ein vergleichbarer Effekt gefunden und néher untersucht [68]. Dabei wurde jedoch keine Phospho-
rylierung gefunden, sondern deutliche Hinweise auf eine vom Zellzyklus abhéngige Acetylierung und
Deacetylierung des PCNA, moglicherweise durch die Histonacetylase p300 bzw. die HDAC!1 (Histon-
deacetylase 1). Die Acetylierung konnte fiir die Bindung der DNA-Polymerase 6 von Bedeutung sein [67].
Durch die Acetylierung eines Lysinrestes wird der pl des Proteins aufgrund der Neutralisierung der

positiven Ladung der Aminogruppe ins Saure verschoben.

A C

R 9 -

H R10 R30

Abbildung 3.2-12  Modifikation von PCNA nach Reoxygenierung

Synchronisierte T24-Zellen unter Hypoxie (H) und 10 bzw. 30 min nach Reoxygenierung (R10 bzw. R30); Proteine
der tritonextrahierten Zellkerne durch 2D-PAGE aufgetrennt. (A) und (B): Immunodetektion von PCNA nach
Westernblot; (C) Spot s.16 aus Silbergelen.

Durch den (monoklonalen) anti-PCNA-Antikdrper werden demnach mindestens drei eng benachbarte
Spots erkannt, welche zweifellos drei unterschiedliche Varianten des PCNA représentieren. Unter
Hypoxie scheint nur eine dieser Varianten in den extrahierten Kernen vorzuliegen, wihrend 10 Minuten
nach Reoxygenierung zundchst eine Form mit etwas niedrigerem Molekulargewicht und weitere
20 Minuten spiter eine dritte Version mit geringerem pl hinzukommen. Auf der kompletten Blotmembran
konnten mit dem anti-PCNA-Antikorper dariiber hinaus keine weiteren Spots dargestellt werden, selbst
wenn die Expositionszeit von 10 Sekunden (in Abbildung 3.2-12 dargestellt) auf iiber 30 Minuten erhoht

wurde.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit dem hier etablierten System nicht nur neue Anre-
gungen und Grundlagen fiir weiter gehende Untersuchungen geschaffen, sondern auch viel versprechende
neue Erkenntnisse gewonnen werden konnen. Besonders durch die Steigerung von Empfindlichkeit und
Auflosung der Gele bei Verwendung engerer pH-Gradienten und groBerer Probenmengen konnen weitere
interessante Proteine, besonders solche mit regulatorischer Funktion, entdeckt und untersucht werden.

4.1 Synchronisierung der T24-Zellen

Aus fritheren Untersuchungen ist bereits bekannt, dass Zellen durch Sauerstoffmangel initiations-
bereite Replikons anstauen und nach Reoxygenierung dann innerhalb weniger Minuten synchron mit einer
normalen DNA-Replikationsrunde beginnen konnen [25]. In dieser Arbeit konnte die Methode zur
Synchronisierung der DNA-Replikation lebender Zellen (bzw. Zellkulturen) durch Hypoxie und Reoxy-
genierung entscheidend verfeinert und vereinfacht werden.

Die Synchronisierung von Zellen durch Néhrstoffmangel, Hypoxie und Reoxygenierung hat im Ver-
gleich zu anderen Methoden mehrere Vorteile: Da fiir beide Stufen der Synchronisierung die Reaktionen
der Zellen auf natiirlich vorkommende Verdnderungen ihres Umfelds ausgenutzt werden, sind keinerlei
Hemmstoffe erforderlich, die oft unerwiinschte Nebenwirkungen haben und sich oftmals nur schlecht
entfernen lassen. Auch andere Manipulationen wie das Ablosen der Zellen etc. sind nicht erforderlich. Der
hypoxische Block lasst sich sehr schnell und einfach autheben — wiederum nur durch die Konzentrations-
verdnderung einer Komponente des natiirlichen Umfelds der Zellen. Dariiber hinaus ist die Reoxygenie-
rung hypoxischer Zellen selbst der zentrale, vom Experimentator gesteuerte Auslosevorgang fiir die in
dieser Arbeit beschriebenen Verdnderungen im untersuchten Proteom tritonextrahierter Zellkerne.

Durch die Inkubation in einer begrenzten Menge Medium konnen T24-Zellen praktisch quantitativ in
der G-Phase arretiert und dieser Arrest durch die Gabe von frischem Medium gelost werden 3.1.4.1.
Dieser Arrest ist eindeutig Folge des Mediummangels, da Vergleichskulturen mit einer groeren Menge
Medium oder hdufigem Mediumwechsel ihr Wachstum wesentlich langer unveréndert fortfithren (3.1.2
und 3.1.3.2). Nach dem Aufheben des Arrests und anschlieBender normoxischer Inkubation beginnt die
Einbaurate von extern angebotenem Thymidin nach 4 - 6 Stunden deutlich anzusteigen (3.1.1). Dass
dieser Einbau mit dem Eintritt in eine normale S-Phase zusammenhéngt, zeigen die Analysen der DNA zu
unterschiedlichen Zeiten nach dem Wechsel des Mediums durch isopyknische Zentrifugation und Ketten-
langenanalyse im alkalischen Saccharosegradienten (3.1.3.3 und 3.1.4.1). Die hypoxische Begasung der in
G, synchronisierten Zellen bewirkt einen starken Riickgang der Thymidin-Einbaurate, die sich anschlie-
Bend tiber mehrere Stunden nicht mehr verdndert. Wird die O,-Konzentration jedoch wieder auf 20%
angehoben, beginnen die Zellen nach wenigen Minuten mit der Synthese kurzer DNA-Fragmente, die mit
einer Geschwindigkeit von etwa 3000 Nukleotiden pro Minute (20 - 40 Nukleotide pro Sekunde und
Replikationsgabel) verldngert werden (3.1.2 und 3.1.4.2). Nach Hypoxie und Reoxygenierung wird die
Replikation normal fortgesetzt und beendet. Mehrere Faktoren haben entscheidenden Einfluss auf das
Ergebnis der Synchronisierung: Zu viel Medium oder zu wenige Zellen bei der Aussaat sowie eine
kiirzere anschlieBende Inkubationsdauer verringern den Anteil in G, arretierter Zellen; zu lange Inkuba-
tion oder zu viel Medium haben dagegen eine zu hohe Zelldichte oder eine langere Latenz zwischen
Mediumwechsel und beginnender Replikation zur Folge. Die Hemmung der Replikation unter Hypoxie
héngt wahrscheinlich hauptsichlich von der Sauerstoffkonzentration in der unmittelbaren Umgebung der
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Zellen ab, da sowohl eine geringere Zelldichte als auch eine diinnere Mediumschicht {iber den Zellen zum
vermehrten Einbau von Thymidin in DNA-Ketten fiihren und somit denselben Effekt wie ein hoherer O,-
Partialdruck in der Gasatmosphére haben. Die genannten Faktoren wirken sich auch auf die Ketten-
langenverteilung nach Reoxygenierung aus, indem ein wesentlich hoherer Anteil des angebotenen Thymi-
dins in langerkettige DNA eingebaut wird, wahrscheinlich von Zellen, die entweder nicht in G, arretiert
waren oder bereits unter Hypoxie mit der Replikation begonnen hatten. Voraussetzung fiir eine schnelle
und quantitative Initiation nach Reoxygenierung ist zudem eine ausreichende Versorgung der Zellen unter
Hypoxie mit Glucose.

Das Ergebnis der durchgefiihrten Optimierung ist ein System, in dem 60 Minuten nach Reoxygenie-
rung bereits mehr Thymidin in kurze DNA-Ketten eingebaut wird als nach 7 Stunden normoxischer
Inkubation (mit 20% O,). 20 Minuten nach Reoxygenierung sind es bereits iiber 50%. Keines der
durchgefiihrten Experimente gibt Hinweise auf eine Beeintrachtigung der Replikation durch die vorange-
gangenen Mangelbedingungen, sofern die Zellen nach den beschriebenen, optimierten Bedingungen
synchronisiert werden.

Auf diese Weise synchronisierte Zellkulturen eignen sich somit sowohl zur Untersuchung von Verén-
derungen im Verlauf der spaten G,-Phase als auch der frithen S-Phase. Die weitestgehend vollstandige
Hemmung und die schnelle Reaktion nach dem Autheben des hypoxischen Blocks erlauben eine zeitliche
Auflosung der Vorgidnge im Minutenbereich.

4.2 Isolierung des Subproteoms an Chromatin assoziierter Proteine und

Analyse durch zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese ist zurzeit die effektivste Methode, um eine grofie Zahl
unterschiedlicher Proteine einer Probe gleichzeitig zu analysieren. Auflerdem konnen auch solche Proteine
einbezogen werden, die noch unbekannt sind oder mit dem untersuchten Vorgang bisher nicht in
Verbindung gebracht werden. Allerdings zeigen die Erfahrungen der letzten Jahre, dass zuverlédssige und
aussagekriftige Ergebnisse gewohnlich erst nach umfangreichen Anpassungen erzielt werden, die
insbesondere eine hohe Qualitit und Reproduzierbarkeit der Proben und Gele zum Ziel haben [33].

Ein erster Schritt der Optimierung ist es, moglichst viele der nicht am untersuchten Prozess beteilig-
ten Proteine von der Analyse auszuschliefen (,,funktionelles Proteom™), wodurch der Folgeaufwand
erheblich gesenkt und unter Umstdnden auch die Aussagekraft der Ergebnisse verbessert werden kann. In
der vorliegenden Arbeit wurde das zelluldre Gesamtproteom daher in mehrere Gruppen aufgeteilt: den
Uberstand der Zellkernisolierung (,,Cytosol*; nach Dounce-Homogenisation), den Uberstand nach Triton-
Extraktion der Zellkerne (,,Nukleosol*) sowie je nach Bedarf ganze, extrahierte oder im Zuge der Extrak-
tion mit RNase verdaute Zellkerne. Die extrahierten Kerne mit den DNA-gebundenen Proteinen sind die
am besten geeignete Fraktion, um Vorgéinge bei der Replikoninitiation zu untersuchen. Ein Beleg fiir die
gute Qualitdt und den Nutzen der Fraktionierung sind die Ergebnisse von Westernblot-Analysen bekann-
ter Replikationsproteine nach ihrer Trennung in der 1D- oder 2D-PAGE, die sehr gut mit bereits
publizierten Ergebnissen iibereinstimmen, die mit ganz anderen Methoden erzielt worden waren (z. B.
[65] fir PCNA, [7] fir CDC6, [72] (Fig. 4) und [44] fir MCM3 und ORC4). Auch der Vergleich des
zelluldren Gesamtproteoms mit dem der extrahierten Kerne auf silbergefarbten 2D-Gelen verdeutlicht den
Effekt der Fraktionierung. Durch die Abtrennung von 90% der Proteine werden die Gele nicht nur iiber-
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sichtlicher, vielmehr kann nun auch eine grofle Zahl an Punkten, die zuvor zu schwach gefarbt oder durch
andere Spots verdeckt waren, problemlos aufgetrennt und erfasst werden.

Eine noch weiter filhrende Selektion kann prinzipiell durch gezielte Markierung, z. B. mit (radioakti-
vem) [**S]-Methionin oder [**P]-Phosphat, erreicht werden (mit der markierten Aminosiure werden die im
Markierungszeitraum synthetisierten Proteine erfasst, wahrend mit Phosphat neu gebildete Phospho-
proteine markiert werden konnen). Lebende Zellen besitzen jedoch prinzipiell keine expandierbaren Pools
an anorganischem Phosphat. Unter den zelluldren Makromolekiilen wird das meiste Phosphat zudem nicht
in Protein sondern in Nukleinsduren eingebaut. Vor allem deshalb ist es trotz intensiver Bemiihungen
nicht gelungen, die am Chromatin gebundenen Proteine so mit [**P]-Phosphat zu markieren und anschlie-
Bend zu reinigen, dass sie nach Auftrennung mit der 2D-PAGE ausreichend gut visualisierbar waren.
Dagegen ist es mit den hier beschriebenen Protokollen problemlos moglich, gut reproduzierbare, aussage-
kriftige 2D-Gele mit den [*°S]-markierten Proteinen extrahierter Zellkerne anzufertigen. Diese Gele
konnen, wie gezeigt, mithelos ausgewertet und sogar mit den Silbergelen verglichen werden.

Mithilfe der beschriebenen Anpassungen konnen gut aufgeloste und reproduzierbare 2D-Gele der
Proteine von extrahierten Zellkernen angefertigt und mit Silber so gefarbt werden, dass sie — mit geringen
Einschriankungen bei der automatischen Spoterkennung — problemlos auswertbar sind. Statt der Silber-
methode konnte eine Farbung mit einem breiteren linearen Farbebereich bei gleicher oder hoherer
Empfindlichkeit fiir weitere Untersuchungen — z. B. mit engeren pH-Gradienten — niitzlich sein (3.2.4).
Bei den hier verwendeten Ubersichtsgelen kénnen jedoch mit der konventionellen Silberfirbung oder — im
Falle [**S]-markierter Proteine mit anschlieBender Szintigraphie — gute Ergebnisse erzielt werden.

Durch die Behandlung der Zellkerne mit RNase wihrend der Extraktion und die resultierende
Abtrennung von an RNA gebundenen Proteinen ist es moglich, das Funktionsspektrum der erfassten
Proteine noch weiter einzuengen. Dadurch konnen Spots eliminiert werden, die iiberwiegend der Verar-
beitung von RNA im Zellkern zuzuordnen sind, und die eventuell sogar wichtige Signale (z. B. solche mit
Bezug zur DNA-Replikation) iiberdecken. AuBlerdem konnen die einzelnen Konzentrationen der interes-
santen Proteine — bei unverdnderter Gesamtmenge pro Gel — deutlich erhoht werden. So ist es z. B.
mdoglich, auch in sehr geringer Kopienzahl vorhandene Proteine zu erfassen und mégliche Anderungen zu
beurteilen. Insbesondere wird jedoch die Gesamtzahl der auszuwertenden Spots verringert, wodurch eine
geringere Zahl potentiell interessanter Spots untersucht werden muss bzw. eine héhere Quote interessanter
Treffer erreicht werden kann. SchlieBlich kénnen durch den Vergleich der unterschiedlichen Fraktionen
noch zusétzliche Informationen iiber Proteine mit mehreren Aufgaben oder unterschiedlichen Bindungs-
partnern gewonnen werden.

Von den 75 Spots, die im Rahmen dieser Arbeit durch MS-Analyse identifiziert wurden, lassen sich
20 durch die RNase-Behandlung entfernen. Bemerkenswert ist, dass sich dabei kein einziger derjenigen
Spots deutlich verdndert, dessen Protein aufgrund der Recherche in der aktuellen Literatur in die Katego-
rien ,,Cytoskelett”, , Transkriptionsfaktor”, ,,posttranslationale Modifikation oder ,,DNA-Replikation,
-Reparatur und Chromatinstruktur einzuordnen ist. Es kann also angenommen werden, dass Proteine, die

nicht an naszierende RNA gebunden sind, durch die Behandlung nicht beeintréchtigt werden.
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4.3 Identifizierung veriinderlicher Proteinspots

4.3.1 Vorbemerkungen

Durch die O,-abhingige Regulation der DNA-Replikation konnen innerhalb weniger Minuten
Replikoninitiationen ausgelost werden, indem Zellen zundchst einige Stunden hypoxisch begast und
schlieBlich reoxygeniert werden. An dieser Regulation potentiell beteiligte Verdnderungen in der Zusam-
mensetzung des an Chromatin assoziierten Subproteoms mussten demnach innerhalb dieses kurzen
Zeitraums detektierbar sein. Dementsprechend wurden hier nur solche Spots zur weiterfiihrenden Identifi-
zierung ausgewdhlt, deren Intensitét sich innerhalb der ersten 30 Minuten (mit Schwerpunkt auf die ersten
10 Minuten) deutlich &nderte. Verdnderungen von Proteinen, welche durch eine modifizierte Expression
(z. B. HIF-abhingig) entsprechender Gene hervorgerufen werden, diirften iiberwiegend nicht darunter
fallen. Obwohl im hiesigen Labor mit der klassischen Westernblot-Technik gezeigt wurde, dass HIF 1o im
Chromatin hypoxischer Zellen gefunden wird und nach Reoxygenierung wieder daraus verschwindet,
wurde HIF in dieser Studie nicht als verdnderlicher Spot identifiziert. Allerdings liegt die Region, in
welcher der betreffende Spot aufgrund der Masse und Ladung des Proteins (92,7 kDa; pl 5,17) auftreten
sollte, bei den hier angefertigten Gelen auflerhalb des reproduzierbar optimal aufgeldsten Bereichs.

Die Identifizierung der Spots macht deutlich, dass Proteine aus sehr vielen und sehr unterschiedlichen
Aufgabenbereichen der Zelle durch den Ubergang vom hypoxischen zum normoxischen Zustand betroffen
sind. Dies ist insofern nicht tiberraschend, als sich die Zellen ja nicht nur an die neue O,-Konzentration
anpassen, sondern auch eine Zellzyklusphase einleiten miissen. Fiir beide Vorgénge sind umfangreiche
Verdnderungen in der Proteinausstattung notig. Beispielsweise werden durch den hypoxia inducable
factor (HIF) O,-abhingig mindestens sechzig unterschiedliche Gene reguliert, um das Uberleben der Zelle
unter Sauerstoffmangel zu ermdglichen [83].

Als Grundlage fiir die Einschitzung und Diskussion der Mengenverhiltnisse von Proteinen, die an
DNA bzw. RNA gebunden sind, sollen an dieser Stelle einige Zahlen und Fakten genannt werden. Die
zitierten Daten gelten samtlich fir HeLa-Zellen, da sie unter den géngigen menschlichen Zelllinien in
dieser Hinsicht besonders gut untersucht sind.

Menschliche Zellen besitzen in der Regel einen diploiden Chromosomensatz mit 6 - 10° bp, welcher
in der S-Phase innerhalb von etwa 6 - 10 Stunden repliziert werden muss. Die Zellen kultivierter Zell-
linien zeigen jedoch oft eine heterogene Verteilung von diploiden und oligoploiden Chromosomensitzen,
beispielsweise sind T24-Zellen zu etwa %5 di- und zu % tetraploid [109]. AuBerdem muss jede proliferie-
rende Zelle neben der Synthese von rRNA fiir etwa 3,5 - 10° Ribosomen (ca. 3.000 Ribosomen / min)
einen steady-state-level von weiteren ca. 10° mRNA-Ketten (11.000 mRNAs / min; Halbwertszeit durch-
schnittlich ca. 300 Minuten) und ca. 2 - 10° Proteinen aufrecht erhalten [39,43]. Von den etwa 30.000
menschlichen Genen werden von einer Zelle in der Regel ca. 10.000 unterschiedliche mRNAs transkri-
biert, aus denen wiederum bis zu 100.000 unterschiedliche Proteine und -modifikationen entstehen [100].
An der DNA einer Zelle befinden sich etwa 80.000 naszierende Transkripte (15.000 von RNA-Pol I,
65.000 von RNA-Pol IT und 10.000 von RNA-Pol III), wobei von Pol II etwa 2.400 unterschiedliche Gene
gleichzeitig abgelesen werden [39,43].

HeLa-Zellen beginnen die S-Phase an durchschnittlich zwolf Clustern (,,replication foci®) pro
Chromosom, 3 Stunden nach Beginn der S-Phase hat sich diese Zahl bereits mehr als verdoppelt. Ein
Cluster besteht aus durchschnittlich 5 Replikons, jedes davon ist etwa 150 kbp lang (50 -
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300 kbp / Replikon). Fiir HeLa-Zellen mit durchschnittlich 62 Chromosomen (Polyploidie!) ergeben sich
daraus etwa 62.000 Replikons, wobei nur etwa 750 - 1000 Cluster (knapp 4000 Replikons) zu Beginn der
S-Phase gleichzeitig gestartet werden. Die frisch replizierten DNA-Ketten wachsen im Schnitt mit etwa
3,3 kb/min, das ergibt demnach pro Replikationsgabel eine Synthesegeschwindigkeit von etwa 1,7 kb/min
oder 28 nt/s [40,75] (siehe auch 3.1.4).

4.3.2 Beurteilung aufgrund von Westernblot-Analysen

Die Ergebnisse der Quantifizierung von Replikationsproteinen, die mithilfe der Immunodetektion
lokalisiert und iiber die Farbung im Silbergel quantifiziert wurden, stimmen weitgehend mit vergleich-
baren Daten aus der konventionellen Westernblot-Analyse iiberein (siehe 3.2.8 und [109]).

Besonders deutlich wird dies am Beispiel des PCNA: Im Verlauf der S-Phase nimmt der Anteil des
an Chromatin gebundenen PCNA auf maximal das Zehnfache zu [65]. Durch Westernblot- und MS-
Analyse konnte PCNA auf den 2D-Gelen im Punkt s.16 eindeutig lokalisiert werden. Die Quantifizierung
dieses Spots aus silbergefirbten und Methionin-Gelen sowie die densitometrische Auswertung mehrerer
Immunoblots von 1D- und 2D-Gelen lieferte in allen Fillen eine Zunahme der Intensitdt auf rund das
Dreifache, wenn die Signale von hypoxischen und 30 Minuten reoxygenierten Proben miteinander vergli-
chen wurden. Innerhalb dieser 30 Minuten ist also bereits etwa ein Drittel des in der S-Phase maximal an
Chromatin gebundenen PCNA in den fraglichen Proben nachweisbar. Diese Ergebnisse belegen, dass die
in dieser Arbeit verwendeten, teilweise sehr unterschiedlichen Methoden qualitativ und quantitativ zu
vergleichbaren Ergebnissen fithren. Dies ist nicht nur in Bezug auf die Intensitit, sondern auch bei der
Bestimmung der Position einzelner Spots von Bedeutung, wenn beispielsweise von Signalen der
Westernblot-Analyse oder den entwickelten Filmen der Methioningele auf die Position dieses Punktes im
silbergefarbten Gel geschlossen wird. Dariiberhinaus sind die Resultate der Quantifizierung von PCNA
ein guter Beleg fiir die Kompatibilitdt mit den Ergebnissen aus vollig unabhéngigen Experimenten anderer
Arbeitsgruppen.

4.3.3 Proteine der Mitochondrien und des Cytoskeletts

Die scheinbar ,,falsche* Lokalisierung beider Proteinsorten in der Chromatinfraktion kann durchaus
von funktioneller Bedeutung in Zusammenhang mit Hypoxie und Reoxygenierung sein. Es wurde nach-
gewiesen, dass mitochondriale Proteine O,-abhéngig reguliert werden, wobei die Vorgidnge im Einzelnen
jedoch noch offen sind [112]. Vor diesem Hintergrund stellt sich die interessante Frage, ob und wie diese
Regulation mit der beobachteten Bindung und regelmafBigen Veranderung von gleich sechs mitochondri-
alen Proteinen in der Fraktion der extrahierten Zellkerne zusammenhéngt.

Auch wenn die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann, ist es wenig wahrscheinlich, dass
mitochondriale Proteine wihrend der Zellfraktionierung unbeabsichtigt, beispielsweise durch Sedimenta-
tion eines Teils der Mitochondrien, bis in die Fraktion der extrahierten Kerne verschleppt wurden. Zum
einen liegt der Sedimentationskoeffizient von Mitochondrien um ganze zwei GroBenordnungen niedriger
als der von Zellkernen (ca. 3 - 10* S versus ca. 5 - 10° S) und die Membranen der Mitochondrien werden
spater zusatzlich durch das Triton zerstort; zum anderen tauchen die Flecken in jeder der 5 bzw. 6 unter-
suchten Probenserien mit vergleichbarer Intensitét auf und unterliegen innerhalb der Probenserien einem

konstanten, zeitabhdngigen Trend.
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Sehr auffillig ist, dass alle Spots mit mitochondrialen Proteinen in der Zeit nach Reoxygenierung
schwicher werden und in den Gelen RNase-behandelter, extrahierter Kerne sehr viel heller bzw. nicht
mehr sichtbar sind. Fiir die GDH ist die Bindung an RNA bewiesen [77]; mit hoher Wahrscheinlichkeit
héngt diese Bindung mit der Regulation der Expression im Zellkern codierter mitochondrialer Gene
zusammen. Fiir die anderen hier identifizierten mitochondrialen Proteine konnten jedoch keine derartigen
Berichte gefunden werden. Bekannt ist lediglich, dass ,,mitochondriale* Proteine durchaus auch Aufgaben
auflerhalb dieses Kompartiments iibernehmen kénnen [98,99]. Eine direkte Beteiligung dieser Proteine an
der Replikation muss aktuell als sehr unwahrscheinlich eingeschitzt werden; ein Hinweis auf eine mittel-
bare, vielleicht regulatorische Funktion bei der Reaktion auf die verdnderte O,-Konzentration ist hiermit
jedoch gegeben.

Die aufwindigste Umgestaltung des Cytoskeletts findet in der Mitose statt, wenn grofie Teile davon
abgebaut oder an andere Orte verlagert werden, um die Cytokinese zu ermoglichen. Aber auch in den
iibrigen Zellzyklusphasen werden Gerlistproteine nicht nur fiir Stabilitdt, Kompartimentierung und Bewe-
gungen bendtigt, sondern sind auch wichtige Bestandteile von Reaktions- und Signalfolgen, insbesondere
als Leit- und Ankerstrukturen. Die Modifizierung von Cytoskelettproteinen kann Auswirkungen auf viele
zelluldre Funktionen haben, die zunéchst oft tiberhaupt nicht mit dem Zellgeriist in Verbindung gebracht
werden. So sind im Zellkern bekanntermafien viele Prozesse vom Kerngeriist abhidngig; wichtige
Beispiele sind die Prozessierung von mRNA, die Synthese von Ribosomen, die Transkription und die
Replikation [97]. AuBerdem wird die Chromatinstruktur, die ebenfalls groen Einfluss auf Funktionen wie
Genexpression und Replikation hat, durch Verankerung des Chromatins am Kernskelett aufrecht erhalten
[38,101].

Aufgrund der groflen Zahl an bekannten Modifikationen und méglichen Bindungspartnern ist es in
vielen Fillen wenig sinnvoll, die beobachteten Verdnderungen von Proteinen des Cytoskeletts ohne
weitere Untersuchungen néher zu interpretieren. Dennoch ist es zweifelsohne bemerkenswert, dass die
acht gefundenen Proteine in sehr verschiedene Bereiche eingeordnet werden konnen: Komponenten der
drei Filamentklassen (Mikrotubuli, Intermedidrfilamente und Mikrofilamente) sind ebenso vertreten wie
ein Motorprotein und Proteine, die das Cytoskelett gezielt modifizieren. Dabei unterliegen die entspre-
chenden Spots in der Zeit nach Reoxygenierung ganz unterschiedlichen Verdnderungen und mindestens
drei der Proteine, KLC2, CGI-99 und NMP200 (= PSO4 / PRP19), konnen gut mit den durch die Reoxy-
genierung ausgelosten Umgestaltungen in Verbindung gebracht werden. KLC2 und CGI-99 werden
wahrscheinlich fiir den Transport von RNA bendtigt und NMP200 leistet entweder Hilfe beim Prozessie-
ren von RNA oder bei der DNA-Reparatur [54,55]. Durch die Reoxygenierung dndert sich einerseits die
Genexpression, zum anderen ist die Zelle durch den sprunghaften Anstieg des O,-Partialdrucks um ganze
drei Grofenordnungen unmittelbar nach der Reoxygenierung oxidativem Stress ausgeliefert, was mog-
licherweise zu vermehrter Schiadigung der DNA fiihrt.

Bei Tubulin B’ und Vimentin liegt die Vermutung nahe, dass die Spots, aus denen sie identifiziert
wurden, durch modifizierte Varianten dieser Proteine gebildet werden. Moglicherweise erhalten sie
aufgrund der Reoxygenierung auch eine neue Funktion, z. B. indem durch eine solche Modifikation die
Affinitdt zu einem Bindungspartner variiert wird.
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4.3.4 Proteine der Transkription, RNA-Prozessierung und
Ribosomenbiosynthese

Insgesamt 17 der sequenzierten Proteine haben nach heutigem Wissensstand hauptséchlich mit der
Regulation der Transkription und der Weiterverarbeitung von RNA zu tun. Sicherlich hingt dies mit dem
hohen Bedarf an zusétzlichen neuen Proteinen zusammen, welcher durch die verdnderte O,-Konzentration
und den Beginn der Replikation zustande kommt. Das Ausmal} der Verdnderungen in der Genexpression
wird deutlich, wenn die Konzentrationen unterschiedlicher mRNAs in normoxischen, hypoxischen und
reoxygenierten Zellen miteinander verglichen werden. Im Rahmen einer Kooperation zwischen unserem
Arbeitskreis und der Altana Pharma AG wurden tiber 40.000 Transkripte (Gene und Transkriptvarianten)
der T24-Zellen mithilfe der ,,Affymetrix Gene Chips* auf solche Verdnderungen untersucht. Im Vergleich
zu den normoxischen Kontrollzellen wurden 53 Verdnderungen unter Hypoxie und 114 signifikante
Abweichungen bei reoxygenierten Zellen gefunden (5 Stunden Hypoxie bei 200 ppm O,, 120 Minuten
Reoxygenierung; alle Zellen in DMEM mit 1 mg/ml Glucose; 3 biologische Runden; nicht verdffentlichte
Daten).

Auf Proteinebene ist in dieser Arbeit die Verdnderung von vier Transkriptionsfaktoren im Proteom
der extrahierten T24-Kerne belegt. Von besonderem Interesse ist dabei, dass sowohl die bekannten
Bindungsstellen und Aufgabengebiete der Proteine als auch die beobachteten Kinetiken der Spotintensi-
titen sehr unterschiedlich sind. Obwohl vermutlich keines der Proteine direkten Einfluss auf die schnelle
Regulierung der Replikoninitiation hat, konnte aufgrund der hier erzielten Resultate eine Untersuchung
der Expression von Genen, die durch diese Proteine reguliert werden, wertvolle neue Informationen iiber
die Reaktion der Transkription von Zellen auf Hypoxie und Reoxygenierung liefern.

Durch den RNase-Verdau wihrend der Kernextraktion werden 13 der 17 Spots von Proteinen, die
wahrscheinlich mit der Prozessierung von RNA befasst sind, eliminiert. Ebenfalls 13 Spots (allerdings
nicht unbedingt dieselben) werden in der Zeit nach Reoxygenierung zunehmend intensiver. Dieser
eindeutige Trend passt gut zu der Annahme, dass die betreffenden Proteine an die vermehrt gebildeten
naszierenden (oder iiber Adapterproteine ans Kernskelett gebundenen) RNA-Ketten rekrutiert werden
[17,85,91]. Die Unempfindlichkeit der Spots von CF-Im p25, p54™*® und NHPX gegeniiber RNase konnte
als Hinweis darauf gewertet werden, dass diese Proteine — zusitzlich zu ihrer Bindung an RNA oder auch
unabhéngig davon — direkt oder iiber weitere Proteine an DNA bzw. an das Kernskelett gebunden sind.
Fiir CF-Im p25 und p54™*® ist beispielsweise die Bindung an die RNA-Pol IT nachgewiesen [11,96]. Die
Proteine der angesprochenen Spots, die nach Reoxygenierung heller werden, wurden in zwei Féllen auch
in einem Punkt gefunden, der nach Reoxygenierung stirker wird. In diesem und auch in den beiden
anderen Fillen ist es somit denkbar, dass die verdnderte Genexpression zu einer Modifizierung der bereits
unter Hypoxie gebundenen Proteine fiihrt, welche jedoch nicht unbedingt deren Dissoziation vom
Chromatin nach sich ziehen muss. Allerdings wird dabei natiirlich die Ladung und / oder Masse der
Proteine variiert, was zur Abschwichung des beobachteten Spots und gleichzeitig zu einem neuen oder
starkeren Punkt an einer anderen Position des Gels fithren kann, sofern das Protein nicht in eine der

4NRB wird neben seiner Funktion beim

verbleibenden, nicht untersuchten Zellfraktionen abwandert. p5
RNA-Spleilen mit weiteren Aufgaben wie der Regulation der Transkription und dem Entwinden von
DNA assoziiert [96]. Da dieses Protein in zwei sich entgegengesetzt verandernden Spots gefunden wurde,
die beide RNase unempfindlich sind, konnte die Transkription einzelner Gene oder auch die Chroma-
tinstruktur in bestimmten DNA-Bereichen gezielt durch die Modifizierung des p54™*® nach dem Anstei-

gen der O,-Konzentration reguliert werden.
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Die Bestandteile der Ribosomen werden in unterschiedlichen Zellkompartimenten synthetisiert,
modifiziert und zusammengesetzt. Ein grofer Teil der dazu notwendigen — im Cytoplasma translatierten —
Proteine wird in den Zellkern transportiert, die rRNA wird dagegen im Nukleolus transkribiert. Dort wird
sie anschlieBend auch bis zu einem gewissen Grad modifiziert und mit ribosomalen Proteinen beladen
[70,118,119]. Die Verdnderungen der Spotintensititen konnen mit der gesteigerten Genexpression und
dem dadurch bedingten hoheren Bedarf an Ribosomen erkldrt werden. Neben den — aufgrund der aus der
Literatur entnommenen Hauptaufgabe in diese Kategorie eingeordneten — Proteinen hCSL4, hNip7, rpPO0,
rpL22 und JTV1 kénnte auch NHPX im vorliegenden Fall mit der Biosynthese von Ribosomen in Verbin-
dung stehen. Zum einen ist in der Literatur neben den Funktionen im Spleilosom und in Telomerasen
auch seine Aufgabe bei der Prozessierung von rRNA beschrieben [116], zum anderen wurde es wie die
fiinf anderen Proteine in einem RNase-unempfindlichen Spot identifiziert. Warum diese Proteine trotz
Triton-Extraktion und RNase-Verdau am Chromatin gebunden bleiben, ist zundchst unklar. Es ist jedoch
vorstellbar, dass die pri-Ribosomenpartikel iiber Adapterproteine an die Kernmatrix oder das Chromatin
gebunden sind. Andererseits konnten die gefundenen Proteine auch iiber die rRNA mit dem Rest der
extrahierten Kerne verbunden sein. In diesem Fall konnte die RNA so gepackt und dicht mit Proteinen
besetzt sein, dass sie fiir die RNase nicht oder nur teilweise zugénglich ist, und die Konzentration der
beobachteten Proteine daher nicht merklich verandert wird.

4.3.5 Modifikation von Proteinen

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen spielt mit Sicherheit eine wichtige und vielfiltige
Rolle bei der schnellen Reaktion lebender Zellen auf die verdnderte O,-Konzentration. Es miissen nicht
nur Umstellungen im Stoffwechsel vorgenommen, sondern auch die Schutzmechanismen gegen reaktive
0O,-Spezies umgestellt und die unter Hypoxie gehemmten Prozesse wie die (Initiation der) Replikation
wieder aufgenommen werden [88]. Im Proteom der extrahierten Zellkerne veréndert sich die Intensitét
von insgesamt 14 untersuchten Punkten, welche Proteine mit Funktionen bei der posttranslationalen
Modifikation représentieren.

Drei Proteine — Glucosidase II, PDI und CRT — werden meist in Verbindung mit dem endoplasmati-
schen Retikulum und der Modifizierung von sekretorischen Proteinen genannt. Sicher ist es vorstellbar,
dass Proteine des ER, das ja direkt mit dem Zellkern verbunden ist, in der Fraktion der extrahierten
Zellkerne verblieben sind. Dagegen sprechen jedoch einerseits Berichte, nach denen PDI und CRT auch
auflerhalb des ER mit jeweils spezifischen Funktionen beobachtet wurden [9,32,107,111], und anderer-
seits, dass diese Spots in mindestens 4 von 5 unabhéngigen Probenserien mit jeweils dhnlicher Intensitét
und reproduzierbaren Verdnderungen auftauchen. Hinsichtlich der zelluldren Reaktionen auf Hypoxie und
Reoxygenierung konnte der Zusammenhang zwischen den Verdnderungen des Calreticulin- und der
beiden Annexin-Spots mit der lokalen Ca’*-Konzentration im Zellkern eine Rolle spielen. Die PDI
(ERp57) befindet sich zumindest teilweise im Kern und ist durch ihre Fahigkeit, die Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren wie AP-1, E2A, NFxB und STAT3 zu modulieren [21,106], teilweise fiir die
Regulierung der Genexpression mitverantwortlich. Sie erweist sich somit als ein interessanter Kandidat
fiir die Verbindung zwischen Redox-Zustand bzw. ROS-Konzentration und der Transkription bestimmter
Gene. In einer aktuellen Veroffentlichung wird die PDI als Matrix-gebundenes Protein beschrieben, das
an bestimmte Regionen der DNA (sog. matrix attached regions, MARs) bindet und dort wahrscheinlich —
ebenfalls abhingig vom Redox-Status der Zelle — den Grad der Superspiralisierung von DNA und / oder
die Bindung von DNA-Schleifen an die Kernmatrix reguliert [110].
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Chaperone unterstiitzen bzw. ermoglichen die Faltung des Proteins und verdndern damit dessen
dreidimensionale Struktur [30,64]. Dass diese Funktion nicht nur unter Stress (wie Hitze oder UV-
Bestrahlung) sowie zur Faltung frisch synthetisierter bzw. falsch gefalteter Proteine bendétigt wird, zeigt
sich am Beispiel des TCP1-Ringkomplexes (TRiC), der fiir die Anlagerung und Aktivierung der Histon-
Deacetylase HDAC3 unentbehrlich ist [27]. TCP1 wird auflerdem fiir die Faltung des VHL-Proteins (von
Hippel-Lindau-Protein) und wahrscheinlich zusitzlich fiir die Bildung der Ubiquitinligase aus VHL und
einigen weiteren Untereinheiten bendtigt, deren Aktivitit wiederum zum Abbau des HIF 1o fiihrt [28]. Die
Zelle konnte nach Reoxygenierung infolge der hoheren Konzentration an ROS einem hoheren Stress-
niveau ausgesetzt sein als zuvor [104]. Da die Spotintensititen der Chaperone Mortalin und TCP1 jedoch
abnehmen, ist es wahrscheinlicher, dass diese Verdnderungen mit der Aktivierung oder Deaktivierung
bestimmter Prozesse am Chromatin zusammenhangen. BAG2, das die Aktivitit von Chaperonen inhibiert,
scheint sich ebenfalls vom Chromatin zu l6sen. Ob dieses Protein gemeinsam mit einem Bindungspartner
abdiffundiert und ob die geldste Bindung zur Aktivierung eines Chaperons oder eines anderen moglichen
Bindungspartners (Transkriptionsfaktoren, CDK1 etc.) fiihrt, ist unklar. Die Ergebnisse dieser Versuche
legen jedoch die Vermutung nahe, dass die Hemmung oder Aktivierung von Proteinen und Proteinkom-
plexen durch BAG und / oder Chaperone eine Rolle bei der zelluldren Reaktion auf die Reoxygenierung
spielen.

RACKI1, AKAP95 und Synthenin 1 verankern Proteinkinasen und andere Proteine am Cytoskelett
oder sonstigen Zielstrukturen. Sie scheinen nach der Reoxygenierung ihre Affinitit zum Chromatin zu
verlieren oder aufgrund von Modifikationen ihre Position im Gel zu verdndern, da die entsprechenden
Punkte im Vergleich zu den hypoxischen Proben an Intensitét verlieren. Dagegen werden drei benachbarte
Spots der PP1 (einem der Gegenspieler von Serin/Threonin-Proteinkinasen) im gleichen Zeitraum deutlich
starker. Da die Phosphorylierung eine der wichtigsten Modifikationen zur schnellen Regulierung zellu-
larer Prozesse ist, konnten diese Proteine in einer bisher unbekannten Weise mit den Reaktionen auf die
verdnderte O,-Konzentration oder sogar der Initiation der DNA-Replikation in direkter Verbindung
stehen. Im Falle des AKAP95, dessen Bindungspartners PKA, des RACK1 und der PP1 ist die Beteili-
gung an der Regulierung des Zellzyklus’ bzw. der Chromatinstruktur und unterschiedlichen Initiations-
proteinen bereits nachgewiesen (u. a. [2,14,19,34,46,60]).

Viele Zellfunktionen werden iiber ein Gleichgewicht von Phosphorylierung und Dephosphorylierung
eines bestimmten Zielproteins reguliert. Dadurch werden oft sehr empfindliche Schalter geschaffen, die ab
einem gewissen Punkt zu einer grundsitzlichen Anderung des Phosphorylierungsmusters fiihren. Die
Initiation der Replikation ist ein Prozess, bei dem eine solche Steuerung bendtigt wird, da eine gro3e Zahl
von Replikons moglichst einheitlich reguliert werden muss. Ein bekanntes Beispiel in Bezug auf die
Initiation der DNA-Replikation ist die Regulierung der Aktivitit von CDK2 durch die Phosphatase
CDC25A [81,82]. Es ist demnach moglich, dass die vergleichsweise geringe Verdnderung einer (z. B.
iiber RACK1 oder AKAP95 am Replikationsursprung verankerten) Proteinkinase und / oder eines Gegen-
spielers wie der PP1 einen solchen Schalter bei der Replikoninitiation darstellt.

4.3.6 Bekannte Replikationsproteine

Die Identifizierung von PCNA, FEN1 und ORC4 durch die MS-Analyse ist insofern von besonderem
Interesse, als dadurch die Grenzen, aber auch die grolen Moglichkeiten und die Niitzlichkeit des Systems
gezeigt werden. Aufgrund der relativ gut bekannten Daten von Proteinen wie PCNA, ORC4 MCM3 oder
Kinl7 kann gezeigt werden, dass nicht nur dominante, in sehr hoher Kopienzahl vorkommende Proteine
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erfasst werden, sondern — durch die Anreicherung in extrahierten Zellkernen mittels Zellfraktionierung —
auch solche, die mit wenigen Tausend Exemplaren pro Zelle zu den selteneren Proteinen zdhlen. Die
Tatsache, dass das Lumineszenzsignal des anti-PCNA-Antikorpers exakt mit dem Punkt zur Deckung
kommt, in dem PCNA auch durch MS-Analyse identifiziert wurde, unterstreicht noch einmal die Aus-
sagekraft der Daten, welche durch die Identifizierung von Proteinen durch Westernblot-Analysen und die
anschlieBende Zuordnung zu entsprechenden Silberspots gewonnen wurden (die immunologische Zuord-
nung geschah zeitlich vor der Identifizierung durch MS).

Die mit einer Genauigkeit von etwa einem Millimeter lokalisierbaren Positionen der Signale von
Primase p49 und p58 sowie CDC45, CDK2, MCM2 und MCM3 decken sich durchweg mit Spots der
silbergefarbten 2D-Gele, deren Intensititen im Verhdltnis zu den bekannten bzw. zu erwartenden
Konzentrationen der Proteine am Chromatin und den Intensitéten der Spots von den durch MS-Analyse
identifizierten Proteinen wie PCNA, ORC4, Kinl7 und FEN1 sehr gut {ibereinstimmen [44,62,65,73,80].
So sind die Spots von PCNA, MCM2 und MCM3, die an jedem Replikationsursprung bzw. Replikon in
relativ hoher Kopienzahl vorliegen, sehr viel dunkler als ORC4 oder die Primase-Untereinheiten, von
denen an jedem Replikationsursprung nur eine bzw. zwei Kopien benétigt werden [36]. Auch der Spot
von CDC4S5 ist etwa um die Hilfte schwicher als der von PCNA, wobei natiirlich zusitzlich das mehr als
doppelt so hohe Molekulargewicht des CDC45 und die trimere Struktur des PCNA-Rings beriicksichtigt
werden miissen. Die Punkte von ORC4, Kin17 und FEN1 sind &hnlich stark geférbt wie die von RPAp34
und Primase p49. Auch hier miissen Faktoren wie das niedrigere Molekulargewicht und moglicherweise
zahlreiche Modifikationen des RPAp34 beriicksichtigt werden; dennoch stimmen auch in diesem Fall die
aus der Literatur bekannten Mengen der an Chromatin gebundenen Proteine gut mit der gemessenen
Intensitdt iiberein. Die Lumineszenzsignale der Westernblot-Analysen von CDK2, DBF4 und RF/C
konnen auf den in dieser Arbeit hergestellten Silbergelen nur mit extrem schwachen Spots zur Deckung
gebracht werden, die auf wenigen besonders gut geférbten Gelen gerade noch zu erkennen sind. Da diese
drei Proteine immer nur kurzzeitig am Chromatin benétigt werden und damit in extrahierten Zellkernen
nur in sehr geringer Zahl vorkommen, fiigt sich auch dieses Ergebnis gut in die begonnene Reihe ein.

Des Weiteren belegen die Quantifizierungen der Silberspots von PCNA und FEN1 sowie die immu-
nologisch identifizierten und anschliefend quantifizierten Spots von Primase, CDC45, RPA, MCM2,
MCMS3 etc., dass die theoretisch bzw. aufgrund der (mit oft vollig anderen Methoden erreichten) Ergeb-
nisse von fritheren Versuchen erwarteten Resultate mit den hier ermittelten zeitlichen Verénderungen der
Spotintensitdten sehr gut iibereinstimmen. Somit kann das hier entwickelte System als effektive Methode
zur Erforschung von Replikationsproteinen gelten. Besonders zur Identifizierung von Proteinen, die in
anderen Experimenten nicht beriicksichtigt werden, steht nun durch die sehr scharfe Synchronisierung, die
anschliefende Fraktionierung des Proteoms und die angepasste 2D-Proteomanalyse ein leistungsfahiges
Werkzeug zur Verfligung, das zudem Potential zur Erweiterung iiber die Fragestellung von Hypoxie und
Replikation hinaus in sich birgt.

SchlieBlich ist hier am Beispiel des PCNA demonstriert, dass mit der verwendeten Methode auch
schwierig nachzuweisende Modifikationen dargestellt und dadurch evtl. neue Erkenntnisse iiber die
Funktion solcher Verdnderungen gewonnen werden konnen. Das erst in jiingster Zeit entdeckte und
bislang nur in Gesamtzelllysat sowie an isoliertem Protein untersuchte acetylierte PCNA konnte in dieser
Arbeit mit hoher Wahrscheinlichkeit als an Chromatin gebundene Form beobachtet werden. Bei synchro-
nisierten, nicht reoxygenierten Zellen wurde neben der dominanten Variante des PCNA kein entsprechen-
der zusitzlicher Spot nachgewiesen, wihrend nach dem Aufheben des hypoxischen Blocks nacheinander
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zwel weitere, eng benachbarte Spots auftauchten. Dieses Ergebnis stiitzt die Vermutung, dass die
Acetylierung von PCNA dessen Affinitét fiir die DNA-Polymerase & erhoht [63,67,68]. Da PCNA nicht
nur fiir die eigentliche Polymerisation, sondern auch fiir die DNA-Reparatur und -Methylierung, die
Chromatinbildung und andere Prozesse benétigt wird, ist an DNA gebundenes PCNA in unterschiedliche
,Pools“ aufgeteilt [29,53,90]. Die beobachtete Verdnderung konnte nun bedeuten, dass nach Beginn der
Replikation ein Teil des PCNA acetyliert und an Pol & gebunden wird, wihrend ein weiterer Teil der
Neubildung von Nukleosomen oder der Methylierung von DNA dient. Auch der zeitliche Ablauf der
Verédnderung stiitzt die Vermutung, dass die etwas ins Saure verschobene Form mit der Elongation in
Verbindung steht. Aus den Kettenldngenanalysen ist bekannt, dass zwar bereits wenige Minuten nach
Reoxygenierung frisch initiierte DNA nachgewiesen werden kann, jedoch ist ein konstanter Anstieg der
Einbaurate erst zwischen 8 und 15 Minuten nach dem Aufheben der Hypoxie erreicht (siche z. B.
Abbildung 3.1-12). Somit stehen der Beginn der Elongation und der Anstieg des sauren PCNA-Spots in

zeitlichem Zusammenhang.

4.3.7 Chromatinstruktur und oxidativer Stress

Es ist bekannt, dass die dreidimensionale Struktur und der Kondensationsgrad von Chromatin durch
die Bindung unterschiedlicher Proteine geprigt werden. Dies betrifft auch die Zugénglichkeit von DNA
und der an ihr gebundenen Proteine. Die Chromatinstruktur hat damit einerseits Auswirkungen auf die
Expression bestimmter, oft groerer DNA-Bereiche, andererseits konnen aber auch sehr gezielt kurze
Abschnitte wie die Promotoren einzelner Gene iiber die lokale Chromatinstruktur moduliert werden
[38,48,84,108]. Einleuchtende Beispiele hierfiir sind die Superspiralisierung, die sich bei einer lokalen
Verinderung positiv oder negativ auf Spannung und Stabilitit der Doppelhelix auswirken kann, oder die
Modifizierung von Histonen, die Auswirkungen auf den Kondensationsgrad des Chromatins, aber auch
auf Bindungsstellen fiir eine Vielzahl an Proteinen haben kann. Wahrend der DNA-Replikation wird die
Chromatinstruktur im Bereich der Replikationsgabel vollstindig aufgelst und an den beiden Tochter-
strangen wieder neu aufgebaut [18,47,108].

Einige der identifizierten Proteine, darunter z. B. VCP, HCC1, HP1 und RCC1, nehmen Einfluss auf
die Chromatinstruktur. Die unterschiedlichen Verdnderungen dieser Proteine koénnen einerseits die
Umgestaltung der rdumlichen Anordnung von Chromatin mit den geschilderten Auswirkungen zur Folge
haben; andererseits haben besonders RCC1 und HP1 (als GTP/GDP-Austauschfaktor des Transportprote-
ins Ran bzw. durch die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und den Replikationsproteinen MCM10
und ORCI1) auch zusitzliche Funktionen, die im vorliegenden Fall von Bedeutung sein konnen
[13,50,51,95].

ANX2 wird hdufig im Zusammenhang mit oxidativem Stress (durch O, und H,0,) bzw. der
Genexpression und der Replikation erwéhnt. Insbesondere die Hemmung der Proliferation durch nukleé-
res ANX2 [52] und dessen Zugehorigkeit zu den ,,primer recognition proteins* [114,117] machen dieses
Protein zu einem attraktiven Objekt fiir eine weiterfithrende Erforschung. Ein bemerkenswerter Aspekt ist
der hier gefundene Konzentrationsverlauf des an Chromatin gebundenen ANX2, das in den ersten
5 Minuten nach Reoxygenierung um ein Drittel weniger wird, danach jedoch innerhalb von 25 Minuten
wieder den Vergleichswert der hypoxischen Probe erreicht. In Zusammenhang mit der Transkription wére
daher eine tiber ANX2 gesteuerte Regulierung von Genen denkbar, die aufgrund der sprunghaften O,-
Konzentrationsverdnderung kurzfristig exprimiert oder gehemmt werden miissen. Eine weitere Moglich-

keit wire, dass ANX2 unter Hypoxie zu den bereits am Replikationsursprung gebundenen Proteinen zahlt
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und gemeinsam mit PCNA und RFC bei der anschlieBenden Initiation der Replikation den ,primer
recognition complex* bildet [113]. Moglicherweise dissoziiert ANX2 anschlieBend zusammen mit dem
RFC vom Komplex ab und wird erst nach einiger Zeit, evtl. bei der Vorbereitung der spiter initiierten
Replikons, wieder in hoheren Konzentrationen ans Chromatin gebunden. Die Intensitdt des Spots ist mit
der von Kinl7 oder CDC45 vergleichbar und deutet auf wenige Tausend bis Zehntausend unter Hypoxie
an Chromatin gebundene Kopien des ANX2 pro Zelle, also wiederum vergleichbar mit der Anzahl der
Replikons.

VCP ist aus zwei Griinden ein attraktiver Treffer: Erstens konnten die nachgewiesenen Interaktionen
mit dem Werner-Protein und dem ,,DNA unwinding factor [74] neben ihrer Bedeutung bei der DNA-
Reparatur auch eine direkte Verbindung zur Initiation der DNA-Replikation herstellen. Zweitens ist dieses
Protein durch die H,0O,-abhéngige Phosphorylierung mit dem ROS-Haushalt [93] und folglich auch mit
der Sauerstoffkonzentration verkniipft.

SchlieBlich #ndern sich nach dem Ubergang von niedriger zu normaler O,-Konzentration noch zwei
weitere Proteine, PRX1 und Kinl7, welche in die Regulierung des Sauerstoffhaushalts bzw. die DNA-
Reparatur und die Initiation der DNA-Replikation involviert sind. Die Spots beider Proteine werden nach
der Reoxygenierung dunkler, ihre Affinitdt zum Chromatin scheint also zuzunehmen.

Ein Aufgabengebiet von Kinl7 ist die Reparatur von DNA, wobei seine Funktion wahrscheinlich in
der Erkennung und Markierung aberranter (von der natiirlichen Form abweichender) DNA-Strukturen
liegt. Kinl7 wird auBerdem fiir einen storungsfreien Ablauf der S-Phase benétigt, und es gibt mehrere
Hinweise darauf, dass es direkt oder indirekt an der Replikation mitwirkt: Es ist ein nukledres Zinkfinger-
Protein, das je nach Phase des Zellzyklus’ zu unterschiedlichen Teilen im Nukleosol gelost, an Chromatin
gebunden und mit der Kernmatrix assoziiert vorliegt [62]. AuBlerdem bindet es an die Replikations-
proteine PCNA und RPA sowie das grofle T-Antigen des SV40-Virus’. Die Affinitdt zum T-Antigen ist
am starksten, wenn das SV40-Protein bereits am Replikationsursprung gebunden ist und gekrimmte
DNA-Bereiche vorhanden sind. Wahrscheinlich hemmt Kinl7 dann die Anlagerung der DNA-Poly-
merase o und damit die Initiation der Replikation [61]. Inwieweit DNA-Reparatur und Replikation durch
Kinl7 miteinander verkniipft sind (auch PCNA, RPA, DNA-Polymerasen u. v. m. sind an beiden Prozes-
sen beteiligt [105]) und wie die Verwandtschaft zum E. coli Protein RecA® eingeordnet werden kann muss
noch untersucht werden. In Saugerzellen ist Kin17 wihrend der S-Phase in den so genannten Replika-
tionsclustern (,,replication foci®) in direkter Nachbarschaft zu PCNA, DNA-Polymerase a und frisch
synthetisierter DNA zu finden [5,6,41,59,61,62]. Obwohl die exakte Aufgabe von Kinl7 bei der Replika-
tion noch nicht geklért ist, ist seine direkte Beteiligung daran aufgrund der genannten Fakten inzwischen
so gut wie gesichert.

Es ist bekannt, dass zwei Cysteinreste im reaktiven Zentrum der Peroxiredoxine durch H,O, zundchst
zum Disulfid, bei grolerem oxidativem Stress auch zur Sulfinséure oder sogar noch hoher oxidiert werden
[31]. Die Oxidation zur Saure hat die Einfithrung zusétzlicher negativer Ladungen im Protein und somit
eine Verschiebung seines pl ins Saure zur Folge, so dass ein solcher Zustand aufgrund der horizontalen
Position des Spots im Gel ausgeschlossen ist. Im Verlauf des Zellzyklus’ wird PRX1 unterschiedlich
phosphoryliert, unter anderem von der CDK2 [12]. Es ist allerdings bisher nicht bekannt, durch welche
Mechanismen weitere Funktionen von Peroxiredoxinen gesteuert werden. Mit Sicherheit werden (z. B.

* RecA wird fiir die homologe Rekombination von DNA-Einzelstrangen benétigt. Es bindet einen DNA-Einzelstrang
und fiihrt ihn zu einem Doppelstrang, so dass sich ein Komplex aus drei DNA-Stringen und RecA bildet und
schlieBlich die Rekombination erfolgen kann.
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durch Wachstumsfaktoren ausgeldste) Signaltransduktionswege einerseits durch H,O, und andererseits
durch Peroxiredoxine reguliert; bislang wurde jedoch keine direkte Beziehung zwischen der Wechsel-
wirkung von PRX mit einem Zielprotein oder DNA und ihrer physiologischen Wirkung beschrieben. Alle
Merkmale des Enzyms — niedrige Enzymaktivitdt, ,,umstidndliche” Regenerierung, lange Halbwertszeit
des Enzym-Substrat-Komplexes, zellzyklusabhidngige Regulation, mindestens sechs Isoformen im
menschlichen Genom etc. — lassen dennoch wenig Zweifel an einer regulatorischen Funktion dieser
Proteine, die entweder durch Regulierung der Transkription oder durch direkte Bindung und Aktivierung
oder Hemmung weiterer Proteine (Enzyme oder Signalproteine) ausgeiibt werden konnte. Aulerdem
wurden Hinweise darauf gefunden, dass PRX1 und PRX2 in S. cerevisiae durch eine hohe H,O,-Konzen-
tration in grofle Komplexe iibergehen, welche zwar keine Peroxidase-, dafiir aber eine Chaperonaktivitat
aufweisen. Diese Umschaltung konnte fiir Bewdltigung von oxidativem Stress von entscheidender
Bedeutung sein, indem entweder beschédigte Proteine umgefaltet werden, oder weitere zelluldre Funktio-
nen O-abhidngig durch die Faltung von Proteinen (Anlagerung an oder Abldsen von Zielstrukturen)
reguliert werden. Das Auftreten von PRX1 im Kern (das nicht nur in dieser Arbeit, sondern auch durch
Immunogold-Elektronenmikroskopie nachgewiesen wurde [37]) und die offenbar iiber die O,-Konzentra-
tion regulierte Affinitdt zum Chromatin sind zusétzliche Hinweise darauf, dass ein durch PRX vermitteltes
Signal, welches iiber die H,O,-Konzentration direkt mit der lokalen O,-Konzentration in Verbindung
steht, an die Replikationsmaschinerie weitergegeben wird.

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind im folgenden Diagramm die Intensititen einiger beson-
ders interessanter Spots gegen die Reoxygenierungsdauer aufgetragen. Fiir jeden Spot ist zusétzlich eine
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Abbildung 4.3-1 Verinderung der Intensitiit einiger Silberspots nach Reoxygenierung

Extrahierte Zellkerne von hypoxischen bzw. reoxygenierten T24-Zellen; Proteine durch 2D-PAGE aufgetrennt.
Relative Intensitit der Silberspots in Prozent bezogen auf den Wert des jeweiligen Punktes in hypoxischen Proben.
Die Identifizierung der Proteine erfolgte durch massenspektrometrische Analyse der Peptidfragmente nach
tryptischem Verdau der ausgeschnittenen Spots. Die Kurven wurden intuitiv an den Verlauf der Spotintensitdten
angepasst.




116 Diskussion

Linie eingezeichnet, welche den — aufgrund der gemessenen Intensititen vermuteten — Intensitétsverlauf
darstellt.

In dieser Darstellung zeigen sich deutlich die Besonderheiten der bereits beschriebenen und disku-
tierten Intensititsveranderungen von FEN1, ANX2 und PRX1. Die Verdnderung des Spots b.30 setzt im
Vergleich zu den anderen gezeigten Kinetiken deutlich zeitversetzt ein, und ist, wie gesagt, sehr gut mit
der Funktion der FENI vereinbar, welche in der Replikation erst relativ spit zur Beseitigung von Primern
bendtigt wird.

PRX1 ist nur zwischen einer und 10 Minuten nach Reoxygenierung verstirkt im Proteom der
extrahierten Zellkerne zu finden und dissoziiert anschlieBend wieder ab. Wie erwéhnt wird ein solches
Verhalten von Proteinen erwartet, die auf ein plotzlich auftretendes Ereignis (wie den sprunghaften
Anstieg der O,-Konzentration) reagieren, deren Anwesenheit jedoch nach kurzer Zeit nicht mehr
vonndéten ist. PRX 1 konnte somit eine Antwort einleiten, welche anschlieBend durch andere Mechanismen
effektiv reguliert wird, wodurch die Anwesenheit des PRX1 nicht mehr vonnéten ist. Diese Uberlegungen
treffen in dhnlicher Weise auch auf das ANX2 zu.

Sehr gut ist hier auch noch einmal das entgegengesetzte Verhalten der Spots s.18 und .19, also der
Wechsel zwischen HP1f und HP1y, zu sehen. Unverkennbar sind die unterschiedlich schnell ablaufenden
Intensitdtsanderungen zu verfolgen, wenn beispielsweise der zeitliche Verlauf von s.19 (HP1y) mit dem
von b.33 (RCC1) oder s.12 (VCP) verglichen wird.

DDBI1 wird nach Reoxygenierung iiberraschend schnell und deutlich verdndert. Dass DDB1 zu einem
relativ spiten Zeitpunkt wie z. B. PCNA, Pol 8 oder FEN1 in Aktion tritt, kann aufgrund dieser Ergeb-
nisse so gut wie ausgeschlossen werden. Sollte DDBI tatsachlich an der Replikation beteiligt sein, so
muss seine Aufgabe eine der ersten sein, die die Replikoninitiation erfordert. Der direkte Vergleich der
Geschwindigkeiten zeigt, dass DDB1 ebenso schnell, wenn nicht sogar schneller als CDC45, Primase und
RPA p34 in Erscheinung tritt.

Die O,-abhingige Modifikation des Transkriptionsfaktors HIF und die Verdnderungen, welche durch
ihn bewirkt werden, sind heute bereits sehr gut untersucht. Seine Aktivitit wird durch die Hydroxylierung
eines Asparagin- und / oder Prolinrestes der HIF 1o Untereinheit reguliert. Die Hydroxylierung von Prolin
(durch die HIF-Prolylhydroxylasen PHD 1 bis 3) verstarkt die Affinitdt der Untereinheit zum VHL (von
Hippel-Lindau) Protein und fiihrt dadurch zur Ubiquitinylierung und zum proteasomalen Abbau des
Proteins bei normalen O,-Konzentrationen. Das VHL-Protein wirkt in einem E3-Ubiquitinligase-Komplex
als Substraterkennungsdoméne. Die Hydroxylierung von Asparagin (durch den factor inhibiting HIF 1,
FIH1) verhindert die Anlagerung der Histonacetylase p300, welche als Coaktivator fiir die Initiation der
Transkription bendtigt wird, an HIF 1o im Zellkern [49].

Am Rande sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die ebenfalls an die extrahierten Kerne
gebundene Glutamat-Dehydrogenase eines der Substrate fiir Asparaginyl- bzw. Prolylhydroxylasen liefert
[20]:

GDH: Glutamat + NAD(P)" — 2-Oxoglutarat + NH," + NAD(P)H
PHD3: HIF - L-Pro + 2-Oxoglutarat + O, — HIF - trans-4-Hydroxy-L-Pro + Succinat + CO,
AHD: Protein - L-Asp + 2-Oxoglutarat + O, — Protein - 3-Hydroxy-L-Asp + Succinat + CO,

Da HIF bereits bei 1% O, aktiviert wird, die beschriebene Hemmung der Replikation dagegen erst unter-

halb von 0,2% stattfindet [79,94], miissen unterschiedliche Wege zur Regulierung dieser Prozesse existie-
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ren. Es wire jedoch durchaus denkbar, dass die Initiation der Replikation zumindest teilweise durch
gleiche oder dhnliche Mechanismen iiber die O,-Konzentration gesteuert wird. Einige der untersuchten
Proteine sind in diesem Zusammenhang besonders erwéhnenswert. Die PDI hat wie beschrieben nicht nur
die Funktion eines Chaperons und katalysiert die Umlagerung von S-S-Briicken, sondern ist auch
Bestandteil einer Prolylhydroxylase. Somit konnte dieses Protein ein Enzym an der DNA verankern,
dessen Aktivitit direkt vom lokalen O,-Angebot abhingt und moglicherweise in dhnlicher Weise regulie-
rend wirkt, wie die HIF-Prolylhydroxylasen. Eine direkte Verbindung zu HIF stellt das TCP1 her, welches
einerseits fiir die Faltung des VHL-Proteins (als Komponente des Ubiquitinligase-Komplexes) und die
korrekte Zusammenlagerung des Ubiquitinligase-Komplexes bendtigt wird, andererseits auch an die HIF-
Prolylhydroxylase PHD3 bindet und wahrscheinlich deren Aktivitét beeinflusst [22,28,57,58,92].
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S5 Zusammenfassung

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, durch globale Analyse der an das Chromatin menschlicher
Zellen assoziierten Proteine nach neuen, bislang in diesem Zusammenhang evtl. unerkannt gebliebenen
Proteinakteuren im Ablauf der schnellen sauerstoffabhidngigen Regulation der DNA-Replikation von
Séugerzellen zu fahnden. Aufbauend auf vorangegangenen Studien an Minichromosomen von Simian
Virus 40 (SV40) sollten dazu insbesondere die Techniken der Proteomanalytik verwendet werden. Die O,-
abhingige Regulation der DNA-Replikation beeinflusst vor allem die Initiation von Replikationseinheiten
(Replikons) in proliferierenden Zellen. Der fiir die Initiation notwendige Multiproteinkomplex (der sog.
Initiationskomplex) wird in einer komplizierten, mehrere Stunden dauernden Abfolge von Reaktionen
zusammengesetzt. Unter Hypoxie wird dieser Komplex zwar sehr weitgehend, jedoch noch nicht voll-
standig und funktionsféhig assembliert; die entscheidenden letzten Schritte bleiben unterdriickt. Durch die
Wiederzufuhr von O, (Reoxygenierung) konnen die unter Hypoxie aufgestauten Initiationen dann
schwallartig — innerhalb weniger Minuten — auslost werden. Die vorliegende Suche galt u. a. bislang
moglicherweise unerkannt gebliebenen Proteinen, die evtl. an diesen letzten, entscheidenden Schritten
beteiligt sind. Es sollte global nach an Chromatin assoziierten Proteinen gesucht werden, deren Menge
oder Zustand sich innerhalb der ersten Minuten nach Reoxygenierung hypoxischer Zellen gegeniiber dem
Zustand unter Hypoxie deutlich sndert. Die Ubertragung von der verhiltnismaBig einfachen Virusreplika-
tion auf die zelleigene DNA-Replikation und die Analyse des — im Vergleich zu den SV40-Minichromo-
somen deutlich anders organisierten — zelluldren Chromatins bedingten umfangreiche methodische Vor-
arbeiten und Optimierungen.

Als Untersuchungsobjekt wurden nach umfangreichen Voruntersuchungen T24-Zellen (menschliches
Blasenkarzinom) gewahlt, weil sie — wie in dieser Arbeit gezeigt wurde — durch Aushungern in einen
reversiblen G;-Arrest gebracht werden kénnen und weil ihre O,-abhingige Regulation der DNA-Replika-
tion in gut versorgten Zellen besonders markant auf die entsprechenden Anderungen des pO, anspricht. In
G, arretierte Zellen wurden durch Erneuerung des Kulturmediums stimuliert und anschlieend einige
Stunden hypoxisch inkubiert. Dadurch wurden die frithen (am Anfang der S-Phase replizierenden)
Replikons in initiationsbereitem Zustand akkumuliert. Zellproben aus dem Zustand kurz vor Ende der
Hypoxie und aus den ersten 30 Minuten nach Reoxygenierung wurden der Analyse zugefiihrt. Die
Optimierung dieses Synchronisierungsprotokolls wird beschrieben. Der Einfluss der relevanten, frei
wihlbaren Parameter auf den angestrebten Erfolg wird charakterisiert. Das optimierte Protokoll liefert
Zellpopulationen, in denen 80 - 90% aller Zellen auf Reoxygenierung synchron mit der Initiation der — bei
Beginn der bevorstehenden S-Phase zu aktivierenden — Replikons antworten.

Zur Abtrennung der Chromatin assoziierten Proteine vom iibrigen Zellproteom wurde ein (zuvor fiir
Hefezellen eingesetztes) Verfahren gewiéhlt, bei dem l6sliche oder nur locker an den Chromatin-
Kernmatrix-Komplex gebundene Proteine (operative Bezeichnung ,,Nucleosol“-Proteine) mit einem
Triton X100 enthaltenden Puffer aus isolierten Zellkernen eluiert werden. Das verbleibende Material
(extrahierte Zellkerne) enthdlt — im Gegensatz zu der Minichromosomen-Fraktion bei SV40 — neben
Chromatin und den direkt an Chromatin gebundenen Proteinen zusétzlich die Kernmatrix sowie an diese
assoziierte Proteine. Das Verfahren zur Préparation dieser Zellfraktion wurde im Hinblick auf die nach-
folgende Proteomanalyse durch 2D-Elektrophorese optimiert. Diese wiederum war ebenfalls fiir das
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spezielle Untersuchungsmaterial anzupassen und zu optimieren. Ein (optionaler) zusdtzlicher Schritt zur
Entfernung an naszierende RNA gebundener Proteine durch Verdau mit RNase wurde eingefiihrt.
Dadurch kann die Komplexitdt des untersuchten Subproteoms weiter eingeengt werden; zusitzlich werden
Hinweise auf eine Funktion der wegfallenden (an RNA gebundenen) Proteine in der Weiterverarbeitung
naszierender RNAs gewonnen. Dadurch wurde ein Subproteom mit einer — in Bezug auf Lokalisierung
und Funktion der Proteine — an die Fragestellung angepassten Zusammensetzung generiert. Zur Ermitt-
lung und Dokumentation der Leistungsfdhigkeit des gesamten Systems wurden zusitzlich radioaktive
Markierungen und die immunologische Identifizierung ausgewéhlter Spots durch Westernblot-Analysen
der 2D-Gele herangezogen.

RoutinemaBig wurde der Zustand direkt vor Reoxygenierung (nach vorausgegangener mehrstiindiger
Hypoxie) und 1, 2%, 5, 10 und 30 Minuten danach untersucht. Die Proteine der extrahierten Kerne wurden
durch 2D-Gelelektrophorese (isoelektrische Fokussierung im Bereich zwischen pH 3 und 11 und
anschliefende Grofenanalyse im SDS-Gel) aufgetrennt. Nach Silberfiarbung der Proteine wurden die
Punktmuster ausgewertet, wobei jeder Zustand mindestens fiinfmal reproduziert wurde (n > 5). Die
Proteine aus insgesamt 75 innerhalb der Probenserie signifikant verdnderlicher Spots wurden durch
massenspektrometrische Analyse identifiziert. Ihre Funktionen — soweit diese bereits publiziert waren —
wurden recherchiert und diskutiert. Durch die hohe zeitliche Auflosung konnten oft sogar kinetische
Aussagen iiber Zeitpunkt, Geschwindigkeit und Dauer der Zustandsverdnderungen der identifizierten
Proteine gemacht werden.

Die Identifizierung lieferte neben acht hypothetischen Proteinen mit bisher unbekannter Funktion
(definiert durch die humane Genomsequenz-Datenbak) sechs mitochondriale und vier ribosomale
Proteine. Acht der identifizierten Polypeptide besitzen Aufgaben im Bereich des Cytoskeletts und 17
werden hauptsdchlich mit der Transkription und der Prozessierung von RNA in Zusammenhang gebracht.
Weitere zwolf sind an der posttranslationalen Modifikation von Proteinen beteiligt, zehn besitzen
bekannte Aufgaben bei der DNA-Replikation und -Reparatur sowie der Organisation der Chroma-
tinstruktur. Mindestens zwei Proteine sind an der Bewiltigung von oxidativem Stress beteiligt. 15 weitere
Proteine mit Aufgaben bei der DNA-Synthese (Initiation bzw. Elongation), fiir die geeignete Antikérper
zur Verfiigung standen, wurden nach Immunodetektion auf den mit Silber gefirbten Gelen lokalisiert und
ausgewertet. Durch den Vergleich ihrer Signale mit den Silberfarbungen konnten die Ergebnisse der
Analysen noch zusitzlich gestiitzt und aulerdem weitere Informationen gewonnen werden. U. a. konnte
eine Modifikation (wahrscheinlich eine Acetylierung) von PCNA zeitlich auf wenige Minuten nach der
Reoxygenierung eingegrenzt werden. Haufig wurden auch an weiteren der 75 erfassten Proteinspots
Hinweise auf posttranslationale Modifizierungen (Phosphorylierung, Acetylierung u. a.) gefunden.

Einige besonders interessant erscheinende Beispiele von beobachteten Verdnderungen seien hervor-
gehoben: Eine Form des VCP, das bei oxidativem Stress phosphoryliert wird und fiir den proteasomalen
Abbau unterschiedlicher Zielproteine benétigt wird, ist unter Hypoxie verstirkt in den extrahierten Kernen
zu finden und geht nach Reoxygenierung auf s zuriick. Ein Spot mit TCP1, das an der Ubiquitinylierung
(und damit am Abbau) von HIF1a und anderen Proteinen beteiligt ist, wird nach Reoxygenierung deutlich
schwicher. Verdnderungen der Mengen von Chromatin- bzw. Matrix-gebundener Proteinphosphatase 1
und mehreren Proteinen, welche die Aktivitit von Proteinkinasen regulieren, geben Hinweise auf Verén-
derungen im Phosphorylierungsmuster anderer gebundener Proteine im Zuge der Zellantwort auf Reoxy-
genierung. Die Spots von ANX2 (Annexin A2) und Kinl7, die beide unter anderem mit der Initiation der
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Replikation in Verbindung gebracht werden, nehmen in der Zeit nach dem Aufheben der Hypoxie eben-
falls in charakteristischer Weise ab. Im Hinblick auf die verdnderte O,-Konzentration ist sicherlich die
Verdnderung von Peroxiredoxin 1 ein bemerkenswertes Ergebnis, dessen Menge in den extrahierten
Kernen wihrend der ersten 5 Minuten nach Reoxygenierung zu- und anschliefend wieder abnimmt.
Peroxiredoxin 1 kann aufgrund der vorliegenden Literatur als Sensor fiir die Konzentration von H,0,
dienen und, indem es in Komplexe mit Chaperon-Funktion integriert wird, evtl. O,-abhéngig die drei-
dimensionale Struktur von Zielproteinen beeinflussen. Sehr interessant ist die Zunahme von gebundenem
DDBI1 (damaged DNA binding protein 1) nach Reoxygenierung. DDBI1 soll nach Literaturangaben das
Initiationsprotein CDT1 (= cdcl0 target 1; Teil des prireplikativen Komplexes) mit einer Ubiquitinligase
in Kontakt bringen, was schlieBlich zum proteasomalen Abbau von CDT]1 fiihrt. Daher konnte die gemes-
sene Verdnderung mit der Auslosung der Initiation der DNA-Replikation nach Reoxygenierung in

direktem Zusammenhang stehen.
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Anhang XIX
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XX Anhang

Meine akademischen Lehrer waren folgende Damen und Herren Professoren und Dozenten:

Anatomie Reutter

Anorganische Chemie Lindner, Strahle, Weser

Biochemie Bisswanger, Bohley, Eisele, Hamprecht,
Mecke, Probst, Voelter, Weber, Weser

Botanik Mayer, Metzner

Cytogenetik Kaiser, Mau

Immunologie Planz, Rammensee

Mathematik Pommer
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Organische Chemie

Hagenmaier, Hanack, Jung, Schott,
Stegmann

Pharmakologie und Toxikologie

Bock, Breyer-Pfaff, Pfaff, Schwarz,
Werringloer

Physik Nakel, Grabmayr
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Strahlenschutzkunde Bohley, Reinecke, Probst
Tierexperimente Radu

Zoologie
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