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1. Einleitung

1.1 Die schnelle Sauerstoff-abhdangige Regulation der DNA-
Replikation in Saugetierzellen

Insbesondere die S-Phase-Zellen schnell proliferierender menschlicher und tierischer
Gewebe befinden sich in einer kritischen metabolischen Situation. Die
Genomreplikation beansprucht zusammen mit der dazugehérigen Proteinsynthese
und der Bereitstellung der DNA-Bausteine in der Nucleotidsynthese mehr als die
Halfte der gesamten Stoffwechselleistungen dieser Zellen. Bei Ver-
sorgungsengpassen, die z.B. in der Embryonalentwicklung (vor allem vor Ausbildung
einer funktionsfahigen Plazenta), aber auch im Verlauf der Wundheilung und
wahrend des Wachstums boésartiger Tumore durchaus haufiger vorkommen, kdnnen
replizierende Zellen durch die replikationsbedingte Extra-Belastung des
Gesamtmetabolismus viel schneller in eine ,todliche® Stoffwechselkatastrophe
geraten als nicht-replikative Zellen. Aulierdem ist die Chance, dass eine unter
Mangelbedingungen stattfindende DNA-Synthese funktionsfahige Tochtergenome
hervorbringt, deutlich vermindert. Ebenso lasst eine mangelhafte Verpackung der
replizierten DNA bei gestorter Proteinsynthese keine funktionellen Tochtergenome
entstehen. Ein funktionsunfahiges Genom gilt als Apoptose-Ausldser par excellence.
Aus diesen Gegebenheiten folgt, dass proliferierende héhere Zellen Mechanismen
besitzen mussen, den Ablauf ihrer Genom-Replikation so zu regulieren, dass die o.g.
Stoffwechselsituationen vermieden werden. Die allgemein bekannten Mechanismen
der Zellzyklusregulation, die unter anderem Uber z.T. tiefgreifende Veranderungen
der Genexpression einen Ausstieg aus dem Zyklus und somit auch aus der DNA-
Replikation bewirken, sind mit einer Zeitspanne von mehreren Stunden zwischen
auslosendem Signal und Antwort der zellularen Replikationsmaschinerie hierfur viel

zu langsam.

In Organismen, die einen Blutkreislauf besitzen, ist der Sauerstoffpartialdruck (pO3)
in einem Gewebe ein geeigneter Indikator der Gute der Versorgung mit Nahrstoffen.
Vor allem durch Untersuchungen der hiesigen Arbeitsgruppe (Literatur
zusammengestellt in (Probst et al., 1999)) wurde in den zurtickliegenden Jahren klar
herausgearbeitet, dass proliferierende Saugetierzellen (wahrscheinlich generell) Me-

chanismen besitzen, die Intensitat ihrer DNA-Synthese in Abhangigkeit vom pO,



durch  einen  schnell (innerhalb  von 1-2  Minuten)  antwortenden
Regulationsmechanismus zu kontrollieren. Die Regulation setzt ein, bevor eine
kritische Stoffwechselsituation entstanden ist und bewirkt insbesondere, dass unter
Sauerstoffmangel (Hypoxie) die Initiation von Replikationseinheiten (Replikons)
reversibel unterdrickt wird. Die Geschwindigkeit der Elongation der Tochterhelices
ist haufig (nicht immer! (Probst et al., 1999)) in unterschiedlichem Ausmal} bei
verschiedenen Zelllinien mitbetroffen. Bei Wiederherstellung eines normalen
Sauerstoffangebots (Reoxygenierung) sind beide Veranderungen reversibel, es sei
denn, die Zellen gerieten zuvor in den Bereich tiefer Anoxie. Schnelle
Reoxygenierung nach mehrstindiger Hypoxie 10st schwallartig die Initiation
hypoxisch aufgestauter Replikons aus. Es Uberrascht nicht, dass weitgehend die
selben Antworten der DNA-Replikation auch durch eine Hemmung der zellularen
Proteinsynthese (Probst et al., 1999) und durch Glucose-Mangel ausgelost

(Riedinger et al., 2001) werden kdénnen.

Der genaue molekulare Mechanismus der schnellen Sauerstoff-abhangigen
Regulation der DNA-Replikation, angefangen vom postulierten O2-Sensor Uber
mogliche Zwischenstufen der Signalweitergabe in der Zelle bis hin zum
letztendlichen Angriffspunkt in der Replikationsmaschinerie, konnte trotz jahrelanger
Bemulhungen der hiesigen Arbeitsgruppe noch nicht aufgeklart werden. Es wurden
jedoch Indizien gefunden, die auf eine Beteiligung der Mitochondrien und eine Rolle
der intrazellularen Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies als Indikator der

Sauerstoffversorgung hindeuten (Riedinger et al., 2005).

1.2 Ausgangspunkte der vorliegenden Arbeit: Untersuchungen der
DNA-Replikation von Saugetierzellen am SV40-Modell

Das heutige Wissen uber die molekularen Mechanismen der DNA-Replikation in
hoheren Zellen stammt zum groRten Teil aus Studien vieler internationaler Labors,
die die Replikation des nur ca. 5 kb grolen DNA-Genoms des Primatenvirus SV40
als Modell in vivo und in vitro untersuchten (Bell and Dutta, 2002; Frouin et al., 2003;
Kao and Bambara, 2003; Krude and Keller, 2001; Nasheuer et al., 2002; Pollok et al.,
2003; Waga and Stillman, 1998). Das SV40-Genom kodiert nur fur ein einziges
eigenes Replikationsprotein, das sogenannte grofe T-Antigen. Im Ubrigen ist die im

Zellkern stattfindende Replikation des als Chromatin verpackten zirkularen SV40-
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.-Minichromosoms“ auf die zellulare Replikationsmaschinerie angewiesen. Es
bestehen sehr weitgehende Analogien zwischen Organisation und Ablauf der
Minichromosomen-Replikation und der von zellularen Replikationseinheiten

(Terminus Technicus: ,Replikon®).

Im hiesigen Labor wurde gefunden, dass die in vivo-Replikation von SV40 ebenfalls
der schnellen pO,-abhangigen Regulation unterliegt. Hypoxie flhrt in virusinfizierten
Zellkulturen beliebiger Grofde, in volliger Analogie zu den zellularen Replikons
uninfizierter Zellen, zu einem Anstau grolder Mengen, jedoch hier untereinander
identischer, initiationsbereiter SV40-,Minichromosomen® (mehrere tausend pro Zelle).
Durch Reoxygenierung kann deren synchrone Initiation und nachfolgende normale
Replikation leicht ausgeldst werden (Dreier et al., 1993). Dies ermoglicht die
unmittelbare  Nutzung des  vorhandenen  SV40-Methodenarsenals  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  endgultigen  Aufwindung  des
Replikationsursprungs liegt (Riedinger et al., 1999). Die Verfugbarkeit 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 (Riedinger et al., 2002). Diese Ergebnisse lieferten neue
Gesichtspunkte Uber Qualitat und Abfolge der Ereignisse bei der Replikon-Initiation in
lebenden hoheren Zellen, die Uber das hinausgehen, was bisher nur Uber in vitro-
Systeme der Replikation in beschranktem Umfang zuganglich war (Dreier et al.,
1993; Schulte et al., 1992). Sie ermutigten, die Minichromosomen-Fraktion aus
replizierenden SVA40-infizierten Zellen als ein funktionell veranderliches, unter
anderem der Virus-Replikation zugeordnetes, Sub-Proteom aufzufassen. Die
erhaltenen Ergebnisse demonstrieren die prinzipielle Anwendbarkeit dieses
Konzepts (Goerttler, 2000). In der Folgezeit wurde auch eine ,Chromatinfraktion® aus
menschlichen Tumorzellen (dieselben T24-Zellen, wie in dieser Arbeit verwendet)
pauschal mit Hilfe moderner Proteom-Analyse-Techniken auf Veranderungen im
zeitlichen Umfeld der Reoxygenierung fur mehrere Stunden hypoxisch gehaltener

Zellen untersucht (Eisele, 2004). Diese Arbeiten fuhrten jedoch leider auch zu keiner
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Aufklarung des molekularen Mechanismus der schnellen Sauerstoff-abhangigen
Regulation der Replikon-Initiation. Deswegen sollte in dieser Arbeit gezielt nach
Veranderungen im Umfeld von Kinasen gesucht werden, fur die eine Beteiligung an
der letztendlichen Auslosung der |Initiation in weitgehend initiationsbereiten
Replikationseinheiten auf Grund der neueren Literatur wahrscheinlich erscheint. Die
Cdk2 und ihre bislang bekannten in vivo Substrate erschienen in dieser Hinsicht

besonders aussichtsreich.

Wie bereits detailliert aufgezeigt und durch Cytofluorometrie, Analyse der DNA-
Replikation sowie der Bestimmung der mitotischen Zellen bestatigt, befinden sich die
T24-Zellen nach dem hier verwendeten Protokoll in einem G1-Arrest aus welchem
sie durch Mediumwechsel freigesetzt werden konnen. Normalerweise treten die
Zellen dann innerhalb von 5 Stunden in die S-Phase ein, wobei mehrere
Regulationsschritte durchlaufen werden. Werden die Zellen nach der Stimulation
durch Mediumwechsel hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, wird dieser Prozess an
einem Punkt, der sich unmittelbar vor der Aufwindung des Replikationsursprungs
befindet, reversibel unterbrochen. Die Zellen haufen sich hier an einem Punkt an,
dem ,hypoxischen Prainitiationsstatus®, der durch einen inkompletten und noch nicht
funktionsfahigen Satz von Replikationsproteinen charakterisiert ist. Aus diesem
Stadium heraus kénnen die Zellen innerhalb von 1-2 Minuten nach
Wiederherstellung eines normalen pO; mit einem synchronen Schwall an
Replikoninitiationen antworten, wobei die Chromatin-gebundenen
Replikationsproteine vervollstandigt werden und gegebenenfalls letzte regulatorische

Modifizierungen erfahren.

1.3 Zielsetzungen dieser Arbeit

1.3.1 Erzeugung eines moglichst synchronen Initiationsschwalls

Im Falle des SV40 bewirkt eine 6-stiindige Hypoxie-Exposition virusreplizierender
Zellen allein, auf Grund der Besonderheiten von Organisation und Ablauf der viralen
DNA-Replikation in vivo, dass eine sehr synchrone Runde der Replikation groRer
Mengen identischer viraler Genome wahrend der ersten 40 Minuten nach
Reoxygenierung fast die einzige detektierbare DNA-Synthese ist (Dreier et al., 1993).
Bei der zelleigenen DNA-Replikation ist ein solch idealer Zustand auf Grund der

Existenz mehrerer hunderttausend, meist untereinander verschiedener Replikons,
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die zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf einer S-Phase nach einem zellularen
Programm aktiviert werden, prinzipiell nicht erzeugbar. In Anlehnung an frihere
Untersuchungen der hiesigen Arbeitsgruppe an Ehrlich-Asziteszellen wurde deshalb
angestrebt, in der G1-Phase des Zellzyklus befindliche Zellpopulationen herzustellen,
in denen dann vor Eintritt in die S-Phase durch Hypoxie die Replikoninitiation
supprimiert wird (Gekeler et al.,, 1993a). In den hypoxisch akkumulierten Zellen
wlrde dann durch Reoxygenierung ein synchroner Schwall von Initiationen
derjenigen Replikons ausgelost, deren Aktivierung fur den Beginn der S-Phase
programmiert ist. Somit wird die schnelle Sauerstoff-abhangige Regulation der DNA-
Replikation gleichzeitig Gegenstand dieser Arbeit und Werkzeug zur Realisierung der
notwendigen Replikon-Synchronisierung. Der geringe zeitliche Abstand zwischen
Ausldser (Wiederzufuhr von Sauerstoff) und Zellantwort (Replikon-Initiation) bedingt,
dass Proben zur Analyse auf die interessierenden Veranderungen im zeitlichen

Umfeld von wenigen Minuten um die Reoxygenierung herum zu ziehen sind.

Auf Grund der Ergebnisse umfangreicher Voruntersuchungen an einer groRReren
Anzahl von Zelllinien, wurde als Untersuchungsobjekt dieser Arbeit die Zelllinie T24
ausgewahlt, die sich von einem menschlichen Blasenkarzinom herleitet. Diese
Zelllinie, die ein mutiertes Ras exprimiert, zeichnet sich nach den Ergebnissen der
Voruntersuchungen, an denen der Autor der vorliegenden Arbeit ebenfalls beteiligt
war (Betteraey-Nikoleit et al., 2003), durch eine besonders markante Reaktion ihrer
DNA-Replikation auf Veranderungen der Sauerstoff-Versorgung und des Glucose-
Angebots aus. Weiterhin kann sie durch ,Aushungern in der G1-Phase des
Zellzyklus arretiert werden. Dieser Arrest kann durch frisches Kulturmedium
aufgehoben werden und die durch Medium-Erneuerung stimulierten Zellen treten 4-5
Stunden spater relativ synchron in die S-Phase ein. Kurz nach der Stimulierung
etablierte Hypoxie bewirkt Uber die schnelle Sauerstoff-abhangige Regulation der
DNA-Replikation einen Anstau der allerersten Replikationseinheiten der
bevorstehenden S-Phase. Aus diesem Zustand heraus lasst sich in letzteren durch
Reoxygenierung, wie gewunscht, schwallartig die Initiation ausldosen. Vor Eintritt in
die eigentlichen Untersuchungen musste das exakte Protokoll flr einen derartigen

»+Aushungerungs-Hypoxie-Reoxygenierungs“-Ablauf optimiert werden.



1.3.2 Die untersuchte Chromatin-Fraktion der T24-Zellen

An die Stelle der hypotonen Elution isolierter virusreplizierender Zellkerne mit
anschlielender 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
(Mann and Mecke, 1982). Das in unserem Labor auf dieser Grundlage
ausgearbeitete Verfahren liefert, nach Extraktion von (hypoton isolierten) Zellkernen,
durch mildes, nicht-ionisches Detergenz (NP-40), eine Fraktion, die ,Struktur-
Proteine” des Zellkerns (,Kernmatrix-Proteine®) in ihrem ursprunglichen, naturlichen
Zusammenhang als nicht physikalisch geléstes Material enthalt (Betteraey-Nikoleit et
al., 2003). Daran gebunden fanden wir Uber 99% der gesamten Kern-DNA und alle
bekannten typischen Chromatin-Proteine, auf die wir gepruft haben (insbesondere
die Histone). Die Proteine aus dem Uberstand der Kernisolierung bezeichneten wir
fur den vorliegenden Zweck als ,cytosolische Proteine“, obwohl sie noch
Mitochondrien, Ribosomen, Retikulum-Bestandteile usw. enthalten. Den NP-40-
Extrakt der Zellkerne bezeichneten wir als ,Nucleosol®. Die Brauchbarkeit dieses
Verfahrens hatte sich in vorausgegangenen Untersuchungen (Stabenow, 2003;
(Betteraey-Nikoleit et al.,, 2003)) zur Erfassung Chromatin-assoziierter
Replikationsproteine von T24-Zellen unter Hypoxie und nach Reoxygenierung mit
Hilfe der Western Blot—Technik bewahrt.

1.3.3 Mogliche Rolle der Cdk2 bei der Auslosung von Replikon-Initiationen
nach Reoxygenierung hypoxischer T24-Zellen

Der Durchlauf des Zellzyklus ist in eukaryontischen Zellen von der Aktivitat der
Cyclin-abhangigen Kinasen und ihren Bindungspartnern abhangig. Bindungspartner
sind die Cycline, Inhibitoren und Transkriptionsfaktoren aus der E2F-Familie (Gitig
and Koff, 2001). Tabelle 1 und Abbildung 1 geben einen Uberblick Uber die Cdk's

und ihre Cyclin-Bindungspartner wahrend des Zellzyklus.



Cdk Cyclin Kontext

Cdk1/cdc2 A, B1,B2,B3  G2/M Ubergang

Cdk2 A E, D1, G1/S Ubergang, S-Phase
Cdk3 ? G1/S Ubergang

Cdk4 D1, D2, D3 G0/G1 Ubergang

Cdk5 D1, D2, D3 Phosphoryliert Neurofilamente
Cdk6 D1, D2, D3 G0/G1 Ubergang

Cdk7 H Aktiviert Cdk1-6

Tab.1: Cdk’s und ihre Bindungspartner, sowie Kontext ihrer Aktivitat (nach (Nigg, 1995))

p15 p21
GO p16 p27
Cyclin D1,2,3 p18 p57
p19
Cdk4,6
G1
M
p21 ‘
gé;_l Cyclin B Cyclin E
Cdk1 Cdk2
S ‘\
p21
G2 p27
Cyclin A ! pS7
Cdk2

Abb.1: Uberblick Uber den Zellzyklus mit den beteiligten Cdk/Cyclin-Komplexen und ihren
Inhibitoren der INK4 und KIP Familie.

Die Initiation der ersten Replikons beim Ubergang von der G1- in die S-Phase stellt
einen SchlUsselpunkt im Zellzyklus dar. In lebenden Zellen wird die Initiation durch
die schrittweise Zusammenfligung der beteiligten Proteine am Replikationsursprung
vorbereitet (Dutta and Bell, 1997; Findeisen et al., 1999; Lei and Tye, 2001;

Takisawa et al., 2000). Zuerst bindet der hexamere Origin Recognition Complex



(ORC), der dann wiederum Cdc6 (Cocker et al., 1996; Liang et al., 1995), Cdt1
(Nishitani et al., 2000; Nishitani et al., 2001) und die Minichromosome Maintenance
Proteine (MCM) (Maine et al., 1984) rekrutiert. Dieser Prareplikationskomplex wird
wahrend der G1-Phase zusammengesetzt und es wird vermutet, dass seine
Aktivierung durch die Cdk2 (Strausfeld et al., 1994) und Dbf4/Cdc7 Kinase (Sclafani,
2000) erfolgt. Die Cdc7 Kinase wird dabei bendtigt, um den Initiationsfaktor Cdc45
auf den Prareplikationskomplex zu laden (Walter and Newport, 2000; Zou et al.,
1997; Zou and Stillman, 1998). Es wird angenommen, dass die Cdk2 in Verbindung
mit Cyclin E fur die G1-S-Passage notwendig ist. In frlheren Arbeiten wurde
berichtet, dass Cdk2-abhangige Phosphorylierungen wichtig fur viele Schritte sind,
die zur Initiation der Replikation fuhren. Ein Beispiel hierfur ist die Phosphorylierung
von pRB durch Cdk2 zusammen mit Cdk4, die =zur Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F fuhrt. Diese Freisetzung von E2F bewirkt wiederum die
Transkription von essentiellen Faktoren wie Cdc6 und MCM-Proteinen (Angus et al.,
2002; Ohtani et al., 1998). Es wurde vermutet, dass Protein-Phosphorylierungen
durch Cdk2 eine wichtige Rolle bei der Zusammensetzung und Aktivierung des
Prareplikationskomplexes spielen (Ohtani et al., 1998; Coverley et al., 2002). Die
Phosphorylierung von Cdc6 durch den Cdk2/Cyclin A-Komplex scheint verantwortlich
fur dessen Transport vom Zellkern ins Cytoplasma, was Reinitiationen verhindern
soll.

Die genannten Beobachtungen unterstreichen die Bedeutung der Cdk2 fur den
Ubergang von der G1-Phase zu einer aktiven DNA-Replikation, was auch durch
weitere Arbeiten bestatigt wurde: Eine Mikroinjektion von Antikdrpern gegen Cdk2,
Cyclin A oder Cyclin E und antisense mRNA von Cdk2 verhinderte die Initiation der
DNA Synthese in Saugerzellen (Ohtsubo et al., 1995; Pagano et al., 1992). Auch in
vitro Initiationen in Zellkernen aus der G1-Phase sind abhangig von Cdk2/Cyclin A-
und Cdk2/Cyclin E-Komplexen (Krude et al., 1997). Weiterhin wurde gezeigt, dass
eine erhohte Menge des Cdk-Inhibitors p27 und eine erniedrigte Aktivitat der Cdk2 in
Verbindung mit hypophosphoryliertem pRB zu einem Wachstumsarrest fuhrt (Polyak
et al., 1994; Yang et al., 2001).

Die Bedeutung der Cdk2 wurden jedoch in Frage gestellt, als in neueren Studien
gezeigt werden konnte, dass Cdk2-Knock-out-Mause lebensfahig sind (Berthet et al.,
2003). AuRerdem kann Cdk2 bei der pRB-Phosphorylierung durch Cdk4 ersetzt



werden. Tumorzellen, die kein pRB enthalten, kdnnen sogar vollstandig unabhangig
von der Cdk2 oder Cdk4 Aktivitat replizieren.

Die vorliegende Arbeit versucht, insbesondere die Rolle von Chromatin-assoziierter
Cdk2 bei der Auslosung von neuen Replikon-Initiationen aus dem hypoxischen
Prainitiations-Zustand heraus als Konsequenz der Reoxygenierung aufzuklaren. Es
wurde dabei gefunden, dass dieses Triggering von Initiationen, zumindest in den

untersuchten T24-Zellen, nicht von Cdk2 abhangig ist.



2. Material

2.1 Chemikalien

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

Alle Lésungen wurden mit HyOpigest angesetzt.

2.2 Puffer und Stammlosungen
Acrylamid-Stammlésung (30%) Acrylamid 28,8%
Bisacrylamid 1,2%

In lichtgeschutzter Flasche aufbewahren

Alkalische Sucroselésung (15% w/w) NaOH 0,25 M
NaCl 0,6 M
EDTA 1 mM
Sarcosyl 0,1%
Saccharose 15%

Alkalische Sucroselosung (30% w/w) wie alkalische Sucroselosung (15%),

jedoch mit 30% Saccharose

Blaue Sucroselosung (65% w/v) Saccharose 65%

mit wenig Methylenblau

Baseldsung NaOH 1M
EDTA 0,2M
DNA-Auftragspuffer (10x) Ficoll 25%
EDTA, pH 8,8 10 M
Bromphenolblau 0,25%
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Extraktionspuffer A

Extraktionspuffer B

GuaSCN-Losung

Kinasepuffer

HEPES, pH 7,5
R-Glycerolphosphat
DTT

NaF

NaVOq

AEBSF

Leupeptin

Aprotinin

HEPES, pH 7,5
R-Glycerolphosphat
DTT

NP-40

NaF

NaVOq

AEBSF

Leupeptin

Aprotinin

Guanidinthiocyanat
Na-N-Laurylsarcosin
Na-Citrat

Mercaptoethanol

Tris/HCI, pH 7,5
R-Glycerolphosphat
MgCl,

DTT

NaF

NazVOq

AEBSF

Leupeptin

Aprotinin

50 mM
20 mM
1 mM
1 mM
1 mM
1 mM
50 uM
1 mM

50 mM
20 mM
1 mM
0,1%
1 mM
1 mM
1 mM
50 uM
1 mM

4 M
0,5%
25 mM
0,1M

50 mM
20 mM
10 mM
1 mM
10 mM
1 mM
1 mM
50 uM
1 mM



Lyseldsung

PBSdef

PBSECL (1 OX)

Phosphatasepuffer

Proteinauftragspuffer

kurz vor Gebrauch zugeben:

RNA-Auftragspuffer (Minigel)

12

Sarcosyl
EDTA

NaCl

KCI

KH,PO4
Na;HPOx 2 H,0

NazHPO4X 2 Hzo
NaH2P04X Hzo
NaCl

Tween 20

Tris/HCI, pH 7,5
MnCl;

EDTA

DTT

Brij 35

AEBSF
Leupeptin

Aprotinin

Sucrose

SDS
Bromphenolblau
Tris/HCI, pH 6,8
DTT

Na2HP04x2 HQO
NaH2P04x2 Hzo

DNA-Auftragspuffer

Formaldehyd

Formamid

1%
0,2M

135 mM
2,5mM
1,5 mM
6,5 mM

0,8 M
0,2M
1M
5%

50 mM
2 mM
0,1 mM
5 mM
0,01 %
1 mM
50 uM
1 mM

0,58 M
4%
0,04%
62,5 mM
60 mg/ml

0,06 M
0,04 M
11,6%
23 M

14,5 M



RNA-Auftragspuffer (mittleres Gel) HEPES, pH 7,8 25 mM

DNA-Auftragspuffer 12,5%
EDTA 1,25 mM
Formaldehyd 24 M
Formamid 15,5 M
SDS-Laufpuffer (Laemmli) 10 x Glycin 192 mM
SDS 0,1%
Tris 125 mM
SSC (20x) NaCl 3M
NasCitrat 0,3M
TAE-Puffer (20x) Tris 0,8 M
Na-Acetat 0,1 M
EDTA 0,02 M

Mit Eisessig pH 7,9 einstellen

TE-Puffer (100x) Tris/HCI 1M
EDTA 0,1M
Mit konz. HCI pH 7,5 einstellen

2.3 Zellen
Fir die Experimente wurden T24-Zellen (ATCC Nr. HTB-4) verwendet. Diese Zellen

wachsen als Monolayerkultur in DME-Medium.

Fur die Herstellung der Sonden wurde der E.coli-Stamm JM83 verwendet.

2.4 Medien

- Dulbeccos modified Eagle's medium (DMEM, Gibco BRL)
Vor Gebrauch werden dem Medium jeweils 10% FKS, Streptomycin (50 mg/ml) und
Penicillin (50.000 U/ml) zugesetzt.
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- LB-Medium:

10 g Bactotrypton

5 g Bactoyeast

10 g NaCl

auf 1 | mit HoOpigest aufflillen und pH 7,6 mit 12 N NaOH einstellen.

Nach dem Autoklavieren wird das Medium auf 55°C abgekuhlt und bei Bedarf die
entsprechende Menge an Antibiotika zugegeben.

Ampicillin: 80 pg/ml;

- LB-Agar-Platten:
Die Nahrboden-L6sung wird durch Zugabe von 15 g Agar pro | des entsprechenden
Mediums hergestellt. Das Agar I6st sich wahrend des Autoklavierens. Nach Abkuhlen

auf 55°C im Wasserbad werden die Platten in der Sterilbank gegossen.

- Hogness Medium 10x:
8.25 g Na2HPO4 x 3H,0
0,45 g Na Citrat

0,09 g MgSO4 x7H,0
0,9 g (NH4)2S0Oq4

1,8 g KH,PO,

44,0 g Glycerin

auf 100 ml mit H,O auffullen und Sterilfiltrieren

2.5 Radiochemikalien

[2-"*C]-Thymidin wurde von Amersham Biosciences, [gamma->*P]-ATP (10 mCi/ml),
[gamma-**P]-ATP (10 mCi/ml), [alpha-**P]-dATP (10 mCi/ml) und [methyl->H]-

Thymidin (1 mCi/ml) wurden von Hartmann Analytik (Braunschweig) bezogen.
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2.6 Inhibitoren

Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il: Das Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il mit der
Aminosauresequenz  YGRKKRRQRRRGPVKRRLDL, sowie das FITC-markierte
Peptid, wurden von Dr. H. Kalbacher synthetisiert und zur Verfigung gestellt.
Roscovitin: Roscovitin wurde von der Firma Calbiochem bezogen. Es wurde eine 7
mM Stammldsung in DMSO hergestellt und diese bei —20°C gelagert.

Olomoucin: Olomoucin wurde von der Firma Alexis bezogen. Es wurde eine 100
mM Stammlosung in DMSO hergestellt und diese bei —20°C gelagert.

Staurosporin: Staurosporin wurde von der Firma Roche bezogen. Es wurde eine 10
mM Stammldsung in DMSO hergestellt und diese bei 4°C gelagert.
Proteaseinhibitoren: Alle Proteaseinhibitoren wurden von der Firma Applichem
bezogen. Sie wurden in den vom Hersteller angegebenen Konzentrationen
eingesetzt: 1 mM AEBSF (4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid), 50 uM Leupeptin,
1 UM Aprotinin. Es wurden 100fach Stammlésungen angesetzt und portioniert bei -
20°C gelagert.

Phosphataseinhibitoren: Als Phosphataseinhibitoren wurden Natriumfluorid und
Natriumorthovanadat eingesetzt. Es wurden jeweils frische 1000fach

Stammldsungen (1 M) angesetzt und sofort verwendet.

2.7 Szintillatoren, Rontgenfilme, Membranen

Szintillatoren

- Ultima Gold (Packard)

Membranen

- PVDF-Membran fur den Western-Blot, Hybond P (Amersham Biosciences)
- Nitrocellulose-Membran fir den Western-Blot, Hybond-ECL (Amersham
Biosciences)

- Nylon-Membran fur den Northern-Blot, Hybond N+ (Amersham Biosciences)

Réntgenfilme

- Hyperfilm ECL (Amersham)
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2.8 Gase und Gasmischungen

Argon 5.0 Hans Mast GmbH
Stickstoff 5.0 Hans Mast GmbH
Kohlendioxid (,medizinische Qualitat®) Messer Griesheim
Sauerstoff (,Narkose Qualitat®) Hans Mast GmbH
,NORMOX*“-Gas 5% CO;

20% Sauerstoff
75% Stickstoff

,HYPOX"“-Gas 5% CO>
75 ppm Oy
ad 100% Argon

,REOX"“-Gas 5% CO,
95% Sauerstoff

2.9 KulturgefaRe

Fur Versuche, die unter hypoxischen Bedingungen stattfinden sollten, wurden
Glaspetrischalen benutzt, da sich in Kunststoff zu viel Sauerstoff 16st. Zellen, die
unter Hypoxie sind, I6sen sich jedoch leicht vom Schalenboden ab. Um die Haftung
zu verbessern, werden die Schalen 10-20 min mit 1 N NaOH leicht angeatzt. Die
behandelten Schalen werden dann griundlich mit H,O bidest. gewaschen, getrocknet
und bei 180°C gebrannt.

2.10 siRNA

Die Cdk2- und negative Kontroll-siRNA wurde von der Firma Qiagen bezogen. Die
Kontroll-siRNA war mit dem Farbstoff Alexa 488 markiert.
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2.11 Antikorper

Fur die Immunfluoreszenzfarbung, den immunologischen Nachweis und die
Immunprazipitation wurden folgende Antikorper in den angegebenen Verdiinnungen
bzw. Konzentrationen verwendet:

Cdk2 (Pharmingen; Klon 55) WB 1:2500

Cdk2 (Santa Cruz; Klon M2) IP 2ug/IP; IF 1:200

Cdc6 (Santa Cruz; 180.2) WB 1:500

Cdc6 (MoBiTec; K0069-3) IP 2ug/IP

GAPDH (HyTest; Klon 6C5) WB 1:3000

pRB (Pharmingen; Klon G3-245) WB 1:1000

hypophosphoryliertes pRB (Pharmingen ; Klon G99-549) WB: 1 ug/ml

PCNA (Santa Cruz; Klon PC10) WB 1:3000
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 T24-Zellkulturen

T24-Zellen werden als Monolayerkulturen gefuhrt. Die Kultur erfolgt bei 37°C, 5%
CO; und 95% Luftfeuchtigkeit in Glas- oder Kunststoffpetrischalen bzw. -flaschen in
DME-Medium. Zum Weiterfuhren werden konfluente Zellkulturen (ca. 10-20 Mio
Zellen je 650 ml Kulturflasche) nach Absaugen des Kulturmediums mit 7 ml
Trypsinlésung (0,05%) in PBS versetzt. Nach etwa 5 min bei 37°C haben sich die
Zellen abgelost. Danach werden 3 ml DME-Medium zugegeben und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit einer Pipette wird eine homogene
Zellsuspension erhalten. Die Zellzahl wird mit einer Neubauer Zahlkammer unter
dem Phasenkontrastmikroskop bestimmt. Die Zellsuspension wird daraufhin mit der
erforderlichen Menge an Kulturmedium verdunnt und auf neue Kulturschalen bzw. -
flaschen ausgesat. Dabei sollte eine Zellzahl von 20.000 Zellen/ml nicht

unterschritten werden. Die Verdopplungszeit der T24-Zellen betragt ca. 19 h.

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Da sich die Zellen zum Einfrieren im logarithmischen Wachstumszustand befinden
sollen, werden Zellkulturen gewahlt, die zu etwa 80-90% konfluent sind. Aus einer
650 ml Kulturflasche kénnen zwei Portionen einzufrierender Zellen gewonnen
werden.

Die Zellen werden, wie unter 3.1.1 beschrieben, mit Trypsin vom Flaschenboden
geldst und nach der Zugabe von neuem Medium in Falcon-Tubes flr 5 min bei 500 x
g abzentrifugiert. Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen in 4 ml eiskaltem
Einfriermedium (DMEM mit 5% DMSO) resuspendiert, auf zwei Einfrierrohrchen
verteilt und Uber Nacht in einer Styroporbox im -80°C-Schrank eingefroren. Am

nachsten Tag werden die Réhrchen in flissigem Stickstoff gelagert.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen werden die Einfrierrohrchen mit den Zellen so lange in
warmes Wasser (ca. 42°C) gehalten, bis nur noch ein kleines Eisstliickchen in der
Mitte des Einfrierrdhrchens zu erkennen ist. Die Zellen kdnnen dann direkt in eine

250 ml Kulturflasche mit 25 ml Kulturmedium gegeben werden.
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3.1.4 Elektroporation von T24-Zellen mit siRNA

Fur die Elektroporation der T24-Zellkulturen mit siRNA werden Kulturen gewahlt die
sich im logarithmischen Wachstumszustand befinden.

Die Zellen werden, wie unter 3.1.1 beschrieben, mit Trypsin vom Flaschenboden
geldst, mit Medium verdlnnt und die Zelldichte mit einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt. Pro Ansatz werden dann 6 Mio Zellen in Falcon-Tubes gegeben und die
Zellen 5 min bei 500 x g abzentrifugiert. Die Zellen werden in 10 ml PBS
resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. Das Pellet wird dann in 0,5 ml PBS
aufgenommen, mit 1 nMol der entsprechenden siRNA versetzt und in eine 4 mm
Elektroporationskuvette uberfluhrt. Die Elektroporation wird mit dem Gene Pulser
Xcell von Biorad durchgefuhrt. Fur die Elektroporation werden Einstellungen in
Anlehnung an das Protokoll von Cemazar et al., 2002 gewahlt. Es werden acht
,square wave“ Pulse mit folgenden Parametern eingestellt:

Pulsspannung: 240 V

Pulsdauer: 5 ms

Wiederholungsfrequenz: 1 Hz

Nach den Pulsen wird 1 ml Medium in die Klvetten gegeben und der Kiuvetteninhalt
anschlieRend in 5 ml vorgewarmtes Medium Uberfihrt. Jeweils 1 ml der
Zellsuspension wird mit zusatzlichen 0,5 ml Medium in eine 35 mm Glaspetrischale
gegeben. Die Zellen kdnnen so nach 44 h direkt fur Hypoxie-Versuche verwendet
werden.

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz werden einige Zellen 6 h nach der
Aussaat dreimal mit vorgewarmtem Hanks-Medium (PAA Laboratories GmbH)
gewaschen und dann unter dem inversen Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mit
der Kamera Axiocam MRm (Zeiss; Jena) fotografiert. AnschlieRend wird das Hanks-

Medium abgesaugt und wieder frisches, vorgewarmtes DME-Medium zugegeben.

3.1.5 Immunfluoreszenzfarbung von T24-Zellen

Fir die Immunfluoreszenzfarbung werden die Zellen auf Deckglaschen (in 35 mm
Glaspetrischalen) ausgesat und entsprechend inkubiert. Die jeweiligen Inkubationen
werden durch Waschen mit eiskalter PBS gestoppt. Anschlieliend werden die Zellen
10 min mit einem Aceton/Methanol-Gemisch (50:50) fixiert und 2 min an der Luft
getrocknet. Die Deckglaschen mit den fixierten Zellen werden enthommen und in

frische Kunststoffpetrischalen gelegt.

19



Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen werden die Deckglaschen fur 20
min in einer 1%igen BSA-Lésung in PBS inkubiert.

Der primare Cdk2-Antikorper (Pharmingen) wird in einer 1:200 mit PBS verdunnt und
die Deckglaschen darin fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend werden
die Zellen dreimal fir jeweils 5 min mit PBS gewaschen.

Der sekundare Alexa 586-markierte Antikdrper (Molecular Probes) wird 1:200 mit
PBS verdinnt und die Deckglaschen darin fur weitere 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellen werden wiederum dreimal fur 5 min mit PBS gewaschen. Fur
den letzten Waschschritt wird der PBS Bisbenzimide (2 pg/ml) zugegeben um die
gesamte zellulare DNA zu farben.

Die Cdk2, das Bisbenzimide und das Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptid Il werden unter
dem Fluoreszenz Mikroskop Axioskop (Zeiss; Jena) unter Verwendung der

geeigneten Filter sichtbar gemacht.

3.1.6 Einfrieren von E.coli Zellen

Es wird eine Ubernachtkultur von 3 ml LB-Medium aus einer Einzelkolonie angesetzt.
Am nachsten Morgen werden 1,35 ml der Zellsuspension in Einfrierrohrchen gefullt,
150 pl 10x Hogness-Medium hinzugegeben, gut gemischt und sofort in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Bakterien kdnnen dann bei -80°C gelagert werden.

3.1.7 Herstellung kompetenter E.coli Zellen

Zur Herstellung kompetenter E.coli Zellen ist es wichtig, dass alle Arbeiten im
Kldhlraum durchgefuhrt werden, und die verwendeten Gerate (Pipetten,
Zentrifugenrohrchen, Eppendorfcups etc.) auf Eis vorgekuhlt werden.

Mit einer 2 ml Ubernachtkultur werden 100 ml auf 37°C vorgewarmtes LB-Medium in
einem 500 ml Schikanekolben angeimpft. Bei einer OD von 0,5 (600 nm) wird die
Zellkultur far 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 40 ml eiskalter 0,1
M MgCl,-Lésung resuspendiert. Nun wird wiederum fir 10 min bei 2000 rpm
zentrifugiert und das Pellet vorsichtig in 40 ml 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert. Die
Suspension wird 20 min bei 0°C gehalten. Es wird wiederum zentrifugiert und das
Pellet in 4 ml einer 0,1 M CaCl,/14% Glycerin-Losung resuspendiert. Die Suspension
wird in eiskalte, sterile Eppendorfcups in Portionen zu 200 pl verteilt und sofort

schockgefroren. Diese kompetenten Zellen werden bei -80°C gelagert.
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3.2 Hypoxie

Die Kultur von T24-Zellen unter Hypoxie erfolgt ausschliel3lich auf sterilisierten
Glaspetrischalen. Fur die Proteingewinnung werden 570.000 Zellen in 3,6 ml Medium
auf 55 mm Glaspetrischalen ausgesat. Zur Gewinnung der RNA werden die Zellen
aus der siRNA-Transfektion verwendet. Dies entspricht 200.000 Zellen in 1,5 ml
Medium auf 35 mm Glaspetrischalen. Fur Pulsmarkierungsexperimente werden
ebenfalls 200.000 Zellen in 1,5 ml Medium auf 35 mm Glaspetrischalen ausgesat.
Diese Zellen werden bei Aussaat mit 0,1 puCi "C-Thymidin/10 ml Zellsuspension fiir
die Sedimentationsanalyse und 25 nCi ™C-Thymidin/10 ml Zellsuspension fiir die
Bestimmung der DNA-Synthese vormarkiert. 44 h nach der Aussaat wird das
Medium gegen frisches vorgewarmtes Medium, welchem zusatzlich noch 200 ug/ml
Glukose zugegeben wurden, ausgetauscht.

Die Zellen werden anschliellend in speziellen, der Grolke der Petrischalen
angepassten Begasungskammern aus Aluminium mit Hypox-Gas begast. Der
gesamte Versuch findet in einem auf 37°C temperierten Raum statt.

Die Reoxygenierung hypoxischer Kulturen erfolgt durch Zugabe von 7 Volumen auf
37°C vorgewarmtem sauerstoffgesattigtem Medium zum Kulturmedium. Ab diesem
Zeitpunkt werden die Kulturen mit normoxischem Gasgemisch begast.

Sollen der Kultur Wirkstoffe unter hypoxischen Bedingungen zugesetzt werden, so
wurden diese Stoffe vor Versuchsbeginn auf ,Glasloffeln eingetrocknet und in der
Begasungsapparatur montiert. So kdnnen sie spater bei Bedarf ins Kulturmedium
abgesenkt werden, ohne dass die Apparatur getffnet werden muss.

Sofern wasserunldsliche Stoffe unter Hypoxie zugegeben werden, wurden diese im
entsprechenden organischen LoOsungsmittel gelost und mittels einer ,Hamilton®-
Spritze durch ein Septum auf einen ,Glasloffel” innerhalb der Apparatur gebracht.
Nach 10 min hypoxischer Vorbegasung kann der Loffel mit dem Wirkstoff in das

Medium abgesenkt werden.
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3.3 DNA-Synthese und Sedimentationsanalyse der DNA

3.3.1 Pulsmarkierung

Fur Sedimentationsanalysen von hypoxischen Zellen werden zur Pulsmarkierung,
wie in 3.2 beschrieben, 10 pl 3H—Thymidin auf Glasloffeln eingetrocknet, diese in die
Begasungsapparatur montiert und dann bei Bedarf in das Kulturmedium abgesenkt.
Zur Pulsmarkierung von normoxischen oder reoxygenierten Zellen werden 10 pl *H-
Thymidin direkt in das Kulturmedium pipettiert.

FUr Einbaukurven wird analog verfahren, jedoch wird hier mit 3,5 pl 3H—Thymidin/1,5
Ml 2 mM Thymidin markiert.

Die Pulsmarkierung erfolgt in beiden Fallen fur 8 min und wird durch zweimaliges
Waschen der Kulturen mit eiskalter PBS gestoppt. Bis zur weiteren Verarbeitung

werden die Zellen auf Eis gelagert.

3.3.2 Alkalische Sucrosegradienten und Zentrifugation

Die Zellen der jeweiligen Inkubation werden mit 500 pl Trypsinlésung (0,05%) in PBS
von den Schalen abgeldost und auf einen 15-30%igen linearen alkalischen
Sucrosegradienten aufgetragen. Dieser wird mithilfe des ISCO-Gradientenmischers,
Modell 570, automatisch in SW28 Polyallomerrohrchen (Beckmann) aufgebaut. Vor
dem Auftrag der Zellsuspension auf den Gradienten werden 500 ul Lyselésung
vorsichtig auf den Gradienten pipettiert. 10 min nach dem Auftragen der
Zellsuspension werden 500 ul Baseldsung auf das Roéhrchen pipettiert. Die Rohrchen
werden nach dem Austarieren mit Baseldsung in SW28-Buckets gestellt und dort 6 h
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Zentrifugation erfolgt 6 h bei 26.000 rpm
in der L8-70-Ultrazentrifuge (Beckman) bei Raumtemperatur.

Nach der Zentrifugation werden die Gradienten mit dem ISCO-Gradientenfraktionator
Modell 640 durch Unterschichten mit 65%iger blauer Sucroseldsung fraktioniert. Die

FraktionsgroRe betragt 1,2 ml und die Vorschubgeschwindigkeit 5 ml/min.

3.3.3 Bestimmung der saurefallbaren Radioaktivitat

- Gradientenfraktionen:

Die Fraktionen aus 3.3.2 werden mit 40 ug Carrier-DNA und 1 ml 17%iger TCA
versetzt, gevortext und fur 30 min auf Eis inkubiert. Das ausgefallene Material wird
Uber Glasfaserfilter (GF/C Whatman) abgesaugt, mit 1%iger TCA gewaschen und 20

min bei 80°C getrocknet. Die Glasfaserfilter werden dann in einem Szintillationsgefaf}
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mit 3 ml Ultima Gold versetzt und die Radioaktivitdt in einem Flussigkeits-

Szintillationszahler (Packard) ausgezahit.

-Einbaukurven

Die Zellen aus 3.3.1 werden mit 1 ml 1 M NaOH lysiert, mit 1ml 17%iger TCA
versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Das ausgefallene Material wird Uber
Glasfaserfilter (GF/C Whatman) abgesaugt, mit 1%iger TCA gewaschen und 20 min
bei 80°C getrocknet. Die Glasfaserfilter werden dann in einem Szintillationsgefal® mit
3 ml Ultima Gold versetzt und die Radioaktivitat in einem Flussigkeits-

Szintillationszahler (Packard) ausgezahit.

3.4 Isolierung und Analyse von Proteinen

3.4.1 Zellfraktionierung

Alle Arbeiten zur Isolierung der Proteine werden im Kidhlraum bei 4°C durchgefihrt.
Die jeweiligen Inkubationen werden durch zweimaliges Waschen der T24-Zellen mit
eiskalter PBS gestoppt. Anschliefend wird einmal mit Extraktionspuffer A
gewaschen. Der Zellrasen wird dann mit einem Silikongummischaber und 2 mi
Extraktionspuffer A abgeschabt und auf Eis stehen gelassen. Nach 10 min werden
die Zellen in einen 2 ml Dounce-Homogenisator uberfuhrt. Durch 20 StoRe mit einem
eng sitzenden StolRel werden die Zellen vollstandig in Zytoplasma und Zellkerne
aufgeschlossen. Die Kerne werden durch sofortige Zentrifugation bei 3000 x g fur 5
min vom Zytoplasma abgetrennt. Der Uberstand wird entfernt und die darin
enthaltenen Proteine wie in 3.3.4 beschrieben gefallt (cytoplasmatische Fraktion).
Das Pellet wird zur Elution der lIdslichen Proteine in 1 ml Extraktionspuffer B
resuspendiert und 15 min auf Eis stehen gelassen. Danach wird ebenfalls bei 3000 x
g fur 2,5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird wiederum wie in 3.3.4 beschrieben
gefallt (nucleosolische Fraktion). Die eluierten Kerne werden noch zweimal
resuspendiert und zentrifugiert.

Das resultierende Pellet bildet die Chromatin-Fraktion und enthalt DNA, DNA-
gebundene Proteine und Strukturproteine. Fir einfache Western-Blots kann es direkt
in Proteinauftragspuffer aufgenommen werden. Fir eine Immunprazipitation missen

die Proteine wie unter 3.4.2 beschrieben eluiert werden.
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3.4.2 Elution von Proteinen aus dem Chromatin

Fur die Immunprazipitation werden die Proteine durch eine Hochsalz-Losung aus
dem Chromatin herausgelost.

Das Chromatin wird dazu in 1 ml Extraktionspuffer, welcher zusatzlich 450 mM NacCl
enthalt, resuspendiert und ultraschallbehandelt (8 Pulse, Stufe 8, Branson Sonifier).
Diese Suspension wird fur 1 h auf Eis stehen gelassen. Anschlieend wird bei 14000
x g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand kann dann direkt fir eine

Immunprazipitation eingesetzt werden.

3.4.3 Immunprazipitation

Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen wird eine 200 ug Protein entsprechende
Menge der Proteinldsung aus 3.4.2 mit 20 ul Protein-G-Agarose-Suspension (Roche)
1h unter Uberkopfschitteln inkubiert. Die Protein-G-Agarose wurde zuvor mit
Extraktionspuffer B, mit 450 mM NaCl, aquilibriert. Die Suspension wird danach in
der Eppendorfzentrifuge 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in ein neues
Cup uberfuhrt und mit 1 ug des entsprechenden Antikorpers versetzt. Der Ansatz
wird wiederum 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend wird der Ansatz mit 20 pl
aquilibrierter Protein-G-Agarose versetzt und Gber Nacht unter Uberkopfschiitteln bei
4°C inkubiert. Am nachsten Tag wird die Agarose in der Eppendorfzentrifuge fur 5
min bei 3000 rpm abzentrifugiert und dreimal mit Extraktionspuffer, mit 450 mM NacCl,
gewaschen. Die Agarose mit gebundenem Protein kann direkt fur den Kinaseassay

oder Phosphataseverdau verwendet werden.

3.4.4 Kinaseassay

FUr den Kinaseassay wird die Protein-G-Agarose aus 3.4.3 dreimal mit Kinasepuffer
gewaschen. Im Bedarfsfall erfolgen die letzten beiden Waschschritte unter
Inhibitorenzusatz. AnschlieRend wird die Agarose vollstandig von der Waschlésung
getrennt. Auf die Agarose werden folgende Losungen pipettiert:

15 ul Kinasepuffer

1 ul4 mM ATP

1 ul 1 mg/ml Histon1-Lésung

30 pCi [gamma->*P]-ATP bzw. [gamma->?P]-ATP

Der Ansatz wird fur 30 min im Wasserbad bei 30°C inkubiert und anschlieRend durch

Zugabe von 20 ul Proteinauftragspuffer und Kochen bei 95°C fir 10 min gestoppt.
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3.4.5 Phosphataseverdau

Fur den Phosphataseverdau wird die Protein-G-Agarose aus 3.4.3 dreimal mit
Phosphatasepuffer gewaschen. Anschliefend wird die Protein-G-Agarose mit 20 pl
Phosphatasepuffer und 0,5 yl Lambda-Phosphatase (400.000 U/ml; New England
Biolabs) versetzt und 30 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 20 pl Proteinauftragspuffer und Kochen bei 95°C fir 10 min
gestoppt.

3.4.6 Proteinfallung nach Wessel-Fliigge

Proteine werden in Anlehnung an das Protokoll von Wessel und Fligge (Wessel and
Flugge, 1984) gefallt. Dabei wurde das Protokoll so ausgearbeitet, dass die Fallung
in 1,5 ml Reaktionsgefalten durchgeflhrt werden kann.

150 ml wassrige Proteinldsung werden mit 4 Teilen (600 pl) Methanol und 1 Teil (150
pI) Chloroform versetzt. Nach griindlichem Vortexen und Sicherstellen, dass nur eine
Phase vorhanden ist, werden 3 Teile (450 pl) Wasser zugegeben und nochmals gut
gevortext. Die Losung wird 1 min in einer Eppendorf-Tischzentrifuge, bei voller
Drehzahl (14000 U/min) zentrifugiert. Danach wird vorsichtig die obere organische
Phase abgenommen. Dabei ist darauf zu achten, dass die proteinhaltige Interphase
nicht berihrt wird. Es werden weitere 3 Teile (450 pl) Methanol zugegeben und
nochmals 2 min bei voller Drehzahl zentrifugiert. Der Uberstand wird wieder
vorsichtig abgenommen und das Proteinpellet getrocknet (nicht zu lange, da das
Protein sonst schlecht in Lésung zu bringen ist). Zur Auftrennung Uber ein
Polyacrylamid-Gel wird das getrocknete Pellet in Proteinauftragspuffer

aufgenommen.

3.4.7 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgt nach Vorschrift des Biorad DC Protein
Assay Kit I. Liegen die Proteine in Extraktionspuffer vor, kdnnen Aliquots direkt mit
Losung A’ und Ldésung B versetzt werden. Soll der Proteingehalt der Proteine in
Proteinauftragspuffer bestimmt werden, mussen diese erst ausgefallt werden. Dazu
wird ein Aliquot mit Proteinauftragspuffer auf 25 ul aufgefullt, mit 30 yl 50%iger TCA
versetzt, gevortext und 30 min bei —20°C gefallt. Anschlielend wird in einer
Eppendorf Tischzentrifuge 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand

abgesaugt. Das Pellet wird mit 200 pyl Aceton gewaschen, getrocknet, in 125 pl

25



Lésung A'aufgenommen und mit 1 ml Lésung B versetzt. Nach 20 min kann die

Absorption im Eppendorf-Biophotometer bei 600 nm gemessen werden.

3.4.8 Diskontinuierliche Protein-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgt Uber ein Polyacrylamidgel (17x19x0,8 mm) mit
einem entsprechenden Trenngel und 3,7%igem Sammelgel.

Die Glasplatten werden zunachst mit Aceton und Ethanol p.a. grindlich gereinigt.
Anschlielend werden entsprechende Spacer zwischen die Glasplatten gelegt und
diese dann mit Klebeband abgedichtet. Um eine scharfe Gelfront zu erreichen, wird

das Trenngel mit n-Butanol Uberschichtet.

Trenngel-LOsung:

8% 12%
30% Acrylamid 533ml 8ml
H,O bidest 9,16 ml 6,49
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 5 ml 5ml
10% SDS 200 pl 200 pl
3% APS 300 pl 300
TEMED 10 10 ul

Nach der Auspolymerisation des Trenngels wird das n-Butanol abgegossen und
verbleibende Reste mit einem saugfahigen Papier entfernt. AnschlieRend wird auf

das Trenngel das Sammelgel gegossen und ein entsprechender Kamm eingesetzt.
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Sammelgel-Ldsung:

3,70%
30% Acrylamid 1,23 ml
H,O bidest 5,8 ml
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 2,5 ml
10% SDS 100 pl
3% APS 250 pl
TEMED 8 ul

Vor der Elektrophorese werden die Proben in Proteinauftragspuffer aufgenommen,
10 min bei 95°C im Heizblock erhitzt, abgekuhlt und zentrifugiert. Um gleichen
Proteinauftrag gewahrleisten zu kénnen, wird von den so behandelten Proben ein
Aliquot entnhommen und damit eine Proteinbestimmung nach 3.4.7 durchgefuhrt. Die
Proben werden vor dem Auftrag mit weiterem Proteinauftragspuffer entsprechend
angeglichen. Die Elektrophorese erfolgt bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA

fir 3 h bei Raumtemperatur.

3.4.9 Western-Blot

Die Uberfiihrung von Proteinen auf PVDF- oder Nitrozellulose-Membranen wird in
Anlehnung an (Kyhse-Andersen, 1984) elektrophoretisch mit einer Semi-Dry-Blot
Apparatur (LKB 2117 Multiphor Il Horizontal-Elektrophoresekammer) durchgefuhrt.
Dabei kénnen die SDS-Proteingele, nach der Entfernung des Sammelgels direkt
verwendet werden.

Zunachst werden auf die mit Wasser angefeuchtete Graphit-Anode 6 in
Anodenpuffer Il getrankte, auf Gelgrolle zugeschnittene Whatman 3 MM
Filterpapiere gelegt. Diese werden mit 3 weiteren Lagen in Anodenpuffer |
getranktem Whatman 3 MM Papier bedeckt. Auf diesen Stapel wird die mit
Anodenpuffer | benetzte PVDF-Membran, sowie anschlie3end das Proteingel gelegt.
Diesem folgen 9 weitere Lagen in Kathodenpuffer getranktes Whatman 3 MM Papier.
Dabei sollte immer mdglichst luftblasenfrei gearbeitet werden. Ebenfalls sollen die
Filterpapiere nicht ‘tropfnass® sein. Dieses Blot-Sandwich wird mit der

angefeuchteten Graphit-Kathode bedeckt. Der Transfer erfolgt bei einer konstanten
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Stromstarke von 1 mA/cm? fiir 1 h. Die durch das SDS negativ geladenen Proteine

werden dabei in Richtung Anode auf die Membran transferiert.

Anodenpuffer [: 30 mM Tris, 20% Methanol
Anodenpuffer Il: 300 mM Tris, 20% Methanol
Kathodenpuffer: 25 mM Tris, 40 mM 6-Aminohexansaure, 20% Methanol

3.4.10 Immunologischer Nachweis von auf Membranen immobilisierten
Proteinen
Der immunologische Nachweis von auf PVDF-Membranen immobilisierten Proteinen

beruht weitestgehend auf dem "ECL-Westernblotting-Protokoll” der Firma Amersham.

Blocken der Membran:
Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen wird die Membran fir 10 min in
einer 10%igen Milchpulverlésung in PBSgc +0,5% Tween 20 auf einem Schittler

inkubiert. Anschlie3end wird die Membran kurz mit PBSgc +0,5% Tween gewaschen.

Inkubation mit dem primaren Antikorper:

Der primare Antikérper wird in der gewlnschten Konzentration in einer 5%igen
Milchpulverldsung in PBSgc +0,5% Tween 20 verdunnt. Die Membran wird darin fur 1
h inkubiert und anschlieRend zweimal mit PBSgc +0,5% Tween 20 und einmal in
PBSecL gewaschen. Um das Ldsungsvolumen moglichst gering zu halten, wurde die

Membran in einer verschraubbaren Rdhre unter stdndigem Drehen inkubiert (60

rpm).

Inkubation mit dem sekundaren Antikorper:

Der sekundare Antikoérper wird 1:3000 in 5%iger Milchpulverlésung in PBSgc +0,5%
Tween 20 verdunnt. Die Membran wird ebenfalls 1 h in der Lésung inkubiert und
anschlieBend zweimal mit PBSgc +0,5% Tween 20 und einmal in PBSgcL

gewaschen.

Anschliellend wird die Membran in eine Filmkassette gelegt.
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Detektion:

Es werden Lésung 1 und 2 des Chemiluminescent Detection Kit (Applichem) zu
gleichen Teilen gemischt und auf die Membran gebracht. Nach 1 min wird die Losung
mit einem saugfahigen Tuch vom Rand der Membran her abgezogen und die
Membran mit einer Frischhaltefolie abgedeckt. Es wird ein vorbelichteter Hyperfilm
ECL aufgelegt. Die Exposition erfolgt je nach Intensitat zwischen 10 s und 30 min.
Soll die Membran nochmals geprobt werden, kann sie in Frischhaltefolie verpackt bei

4°C gelagert werden.

3.5 Isolierung und Analyse von Gesamt-RNA und Gesamtzell-

Protein

3.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA und Gesamtzell-Protein

Zum Stoppen der entsprechenden Inkubationen werden die Kulturen auf 35 mm
Schalen zweimal mit eiskalter PBS mediumfrei gewaschen. Anschliellend werden die
Zellen mit 500 pyl GuaSCN-Losung lysiert, abgeschabt und in ein Eppendorfcup
Uberfuhrt. Nach Zerkleinern der DNA durch Ultraschallbehandlung werden 500 pl des
Lysates auf 500 ul 5,7 M CsCl-Lésung in ein dickwandiges Polycarbonat-
Zentrifugationsrohrchen (Beckman) gegeben. Die Zentrifugation erfolgt bei 100000
rpm fur 2,5 h bei Raumtemperatur in der TL 100 Tischzentrifuge (Beckman).

Nach der Zentrifugation wird das Réhrchen entnommen. Aus dem Uberstand,
welcher DNA und Proteine enthalt, werden die Proteine nach 3.3.5 gefallt. Das RNA-
Pellet wird anschlieRend zweimal mit 50 ul Ethanol/Formamid (70/30) gewaschen
und in 40 pl HyOpigest aufgenommen. Zum Aufbrechen des Pellets wird das Réhrchen
fur 10 min bei -80°C eingefroren und anschlief3end fur 10 min bei 60°C inkubiert.

Zur Konzentrationsbestimmung wird eine 1:200 Verdlinnung der RNA-LAsung mit
H2Opigest hergestellt und die Absorption bei 260 nm gegen H,O in einem Eppendorf
Biophotometer bestimmt. Eine Absorption von 1 entspricht dabei einer Konzentration

von 40 pg/ml.

3.5.2 Analyse der RNA auf einem Minigel
Ein 1 ug RNA entsprechendes Aliquot der RNA-Losung aus 3.5.1 wird mit 9 ul RNA-
Auftragspuffer versetzt und fir 15 min bei 60°C inkubiert. AnschlieBend wird die

denaturierte RNA auf einem 1%igem Agarosegel, welches 2,2 M Formaldehyd
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enthalt, in Phosphatpuffer (10 mM Phosphat; pH 7,0) bei 50 V fir 1 h aufgetrennt.
Nach dem Lauf wird das Gel dann fir 10 min in einem Ethidiumbromidbad (2 ug/ml)
gefarbt und anschlieBend fur 1 h in HyOypigest entfarbt. Das Sichtbarmachen der
Banden erfolgt auf einem Transilluminator bei 302 nm Anregungswellenlange. Das

Gel wird mit einer Canon Digitalkamera mit Rotfilter fotografiert.

3.5.3 Trennung der RNA auf einem mittleren Gel

Ein 10 ug RNA entsprechendes Aliquot der RNA-L6sung aus 3.5.1 wird zu gleichen
Teilen mit RNA-Auftragspuffer versetzt und fur 15 min bei 60°C inkubiert.
Anschlief3end wird die denaturierte RNA auf ein 1%iges Agarosegel in HEPES-Puffer
(50 mM HEPES; 1 mM EDTA; pH 7,8), welches 2,2 M Formaldehyd enthalt,
aufgetragen. Nach kurzem Einlaufen (10 min) bei 150 V wird das Gel 6 h bei 60 V

laufen gelassen.

3.5.4 Northern-Blot

Die Transferkassette fur den Elektroblot wird unter Transferpuffer folgendermalen
zusammengesetzt:

- Unterseite Transferkassette (+Pol)

- Schaumstoffschwamm

- 3MM Papier

- befeuchtete Hybond N+ Membran

- mittleres Gel

- 3MM Papier

- Schaumstoffschwamm

- Oberseite Transferkassette (-Pol)

Anschlieend wird die Transferkassette in die Transferkammer gestellt, welche zuvor
mit 5 | Transferpuffer beflllt und in ein Eisbad gestellt wurde. Der Transfer erfolgt
zunachst fur 30 min bei 0,6 A und dann 1 h bei 2 A.

Nach dem Transfer wird die Membran 15 min bei 37°C getrocknet und die RNA dann
durch UV-Bestrahlung fixiert (UV Stratalinker 1800; 1200 pJ).
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3.6 Herstellung der Sonden

Zum Nachweis der Cdk2 mRNA wurde eine Teilsequenz des Cdk2-Gens amplifiziert
und in einen Vektor kloniert um groRe Mengen zu erhalten. Dieser Abschnitt wurde

nach Reinigung dazu verwendet, daraus radioaktive Sonden herzustellen.

3.6.1 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wird mit dem ,RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit"
(Fermentas) durchgefuhrt. Es wird genau nach dem angegebenen Protokoll
vorgegangen. Als RNA wird eine 1ug entsprechende Menge der aus 3.5.1

gewonnenen RNA verwendet. Als Primer wird oligo(dT)+s-Primer verwendet.

3.6.2 PCR

Der Reaktionsansatz der PCR besteht aus folgenden Komponenten:
- 0,5 ul cDNA aus 3.5.7

- 2,5 ul 10 x PCR-Puffer

- 1,5 pl MgCl;

- 18 pl H,0

- 0,5 pl dNTP-Mix (10 mM)

- jeweils 0,5 pl Primer oder 1 pl Primermix

- 1 yl Tag-Polymerase

Der Ansatz wird im Thermocycler Primus 25 (MWG) fur 3 min bei 94°C denaturiert
und anschlief3end fur 23 Zyklen nach folgendem Programm inkubiert:

0,5 min bei 94°C

0,5 min bei 50°C

1,5 min bei 72°C

Vorher wurde noch einmalig fur 3 min bei 94°C denaturiert.

3.6.3 Gelelektrophoretische Analyse der PCR

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgt Uber ein 2%iges Agaroseminigel in TAE-
Puffer. Dafur werden 9 yl des PCR-Ansatzes aus 3.5.8 mit 1pl 10x Auftragspuffer
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Nach kurzem Einlaufen (5 min) bei 100 V wird

das Gel fur 90 min bei 60 V laufen gelassen.
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Das Gel wird fir 10 min in ein Ethidiumbromidbad (2 ug/ml) gefarbt und
anschlieBend ca. 10 min in HyOpiqest €ntfarbt. Das Sichtbarmachen der DNA-Banden
erfolgt auf einem Transilluminator bei 302 nm Anregungswellenlange. Das Gel wird

mit einer Canon Digitalkamera mit Rotfilter fotografiert.

500 -
400 -
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200 -

-371

100 -

Abb.2: Cdk2-RT-PCR

Es wurde eine RT-PCR mit Cdk2 spezifischen Primern durchgeflhrt. Ein Aliquot des PCR-
Produktes wurde auf einem 2%igen Agaroseminigel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und
unter UV-Licht sichbar gemacht bzw. photographiert.

Spur 1: O'GeneRuler 100bp-Marker;

Spur 2: Cdk2-PCR-Produkt bei 371 bp.

3.6.4 Ligation und Transformation

Die PCR-Produkte werden mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogene) in den
Vektor pCR 2.1 TOPO ligiert. Es wird strikt nach dem Protokoll fur chemisch
kompetente Zellen vorgegangen. Dabei werden fir den Ansatz 2 pl des PCR-
Produktes verwendet. Der gesamte Ansatz wird fur die Transformation von JM 83
Zellen verwendet. Hierzu werden die 6 pl Ligationsansatz zu einem Aliquot
auftauender kompetenter JM 83 Zellen gegeben. Nach einer 30 min Inkubation auf
Eis werden die Zellen fur 1 min einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen und
anschlieiend weitere 10 min auf Eis inkubiert. Anschlielend werden 750 ul LB-
Medium zugegeben und die Zellen 1,5 h bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Danach
werden die Zellen abzentrifugiert, vom Uberstand getrennt, in einem Rest Medium

resuspendiert und auf LB-Amp-Platten ausplattiert. Diese Platten werden zuvor mit 4

32



pl einer 20%igen IPTG-LAsung in H2O und 40 pl einer 2%igen X-Gal-Losung in DMF

bestrichen. Die fertig ausplattierten Kulturen werden Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.6.5 Plasmid-Minipraparation

Fur eine Plasmid-Minipraparation werden 2 ml LB-Amp-Medium mit den
entsprechenden Klonen angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln
inkubiert.

Am nachsten Tag werden die Zellsuspension bei 14000 rpm 5 min in der
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wird mit Hilfe einer Pasteurpipette
an der Wasserstrahlpumpe madglichst vollstandig abgesaugt. Das Zellpellet wird
durch Vortexen in 100 ul Glucosepuffer (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris
pH 8) resuspendiert und 5 min bei RT stehengelassen. Durch Zugabe von 200 ul
frisch hergestellter 0,2 N NaOH/1% SDS-Lsg. werden die Bakterien unter
vorsichtigem Schutteln lysiert. Anschliefend wird 5 min auf Eis inkubiert. Dann
werden 150 pl eiskaltes Natrium-Acetat (pH 5,3, 3 M) zugegeben und durch
Schiutteln vorsichtig gemischt. Nach weiteren 5 min auf Eis wird das Prazipitat in der
Eppendorf-Tischzentrifuge 10 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wird in ein 1,5 ml-Eppendorfcup tberfiihrt und mit dem gleichen Volumen

Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert. AnschlieBend wird 2 min bei Raumtemperatur
abzentrifugiert und die (obere) wassrige Phase (maximal 400 yl abnehmen) in ein
neues Eppendorfcup Uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wird aus der wassrigen Phase
durch Zugabe von 1 ml Ethanol 20 min bei —20°C gefallt. AnschlieRend wird in der
Eppendorf-Tischzentrifuge 30 min bei 14000 rpm und 4°C abzentrifugiert und mit
kaltem 70%igem Ethanol (400 pl) gewaschen. Das Pellet wird dann in der

Vakuumzentrifuge getrocknet und in 10 yl TE-Puffer aufgenommen.

3.6.6 Restriktionsverdau

Ein 100 ng DNA entsprechendes Aliquot DNA-L6sung, aus 3.6.5 werden mit 1/10
Volumen 10x Verdaupuffer und 1 U EcoRI versetzt und fur 1 Stunde bei 37°C im
Wasserbad verdaut. Der Ansatz wird anschlieBend mit 1/10 Volumen DNA-
Auftragspuffer versetzt und im Minigel aufgetrennt.

Die Bande bei ca. 400 bp wird mit Hilfe des E.Z.N.A. Miniprep Kit | (Peglab) isoliert

und nach Konzentrationsbestimmung fur die Sondenherstellung verwendet.
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Abb. 3: TOPO-Vektor mit EcoRlI verdaut.

Ein 150 ng DNA enthaltendes Aliquot von isoliertem TOPO-TA-Vektor wurde mit EcoRI verdaut
und auf einem 2%igen Minigel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht sichbar
gemacht, bzw. photographiert.

Spur 1: O'GeneRuler 1kb-Marker;

Spur 2: Verdauansatz.

3.7 Markierung der Sonden

Die Herstellung der Sonden erfolgt mit Hilfe des ,Random primed labelling Kit“ von
Roche. 50 ng der zu markierenden Sonde werden mit HyOpigest auf 17 pl aufgefilit
und fir 10 min bei 100°C denaturiert. Nach kurzem Abkuhlen werden nacheinander 5
pl Hexanucleotid-Mix, jeweils 2 pl dCTP-, dTTP-, dGTP-L6sung, 2 pl Klenow-Enzym
zugegeben. Nach kurzem Abzentrifugieren wird die Reaktion durch Zugabe von 20
uCi [alpha->*P]-dATP gestartet und fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

Die so markierten Sonden werden durch Gelchromatographie gereinigt.

Zum Packen der P6-Saulen wird in den Boden eines 0,5 ml Eppendorfcups mit einer
heiRen Kanule ein Loch gestochen, der Boden mit mdglichst wenig silanisierter
Glaswolle bedeckt und das Cup bis zum Rand mit in TE aquilibriertem Biogel P6
(Biorad) gefullt. Das Cup wird in ein 2 ml Cup gestellt und kurz in der Ausschwing-
Tischzentrifuge bei voller Drehzahl zentrifugiert, bis aus der Saule kein groReres

Volumen Puffer mehr austritt. Die gepackten P6 Saulen werden zunachst in neue 1,5
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ml-Cups gestellt. Dann wird der Markierungsansatz mit H,O auf 80 ul aufgefullt, auf
die Saule aufgetragen und bei voller Drehzahl zentrifugiert (2 min langer als beim
Packen der Saule). Das Eluat wird mit H,O auf 200 pl aufgefullt. Zur Bestimmung der
spezifischen Aktivitat der Sonde wird 1 pl der Losung mit 3 ml Ultima Gold (Packard)

versetzt und im FlUssigszintillationsgerat (Packard) die Aktivitat bestimmt.

3.8 Hybridisierung

Die Membran aus 3.4.4 wird mit 150 ml Vorhybridisierungslosung (250 mM
Phosphat; 250 mM NaCl; 1 mM EDTA; 45% Formamid; 3,5% SDS; pH 7,2) unter
leichtem Schutteln bei 42°C inkubiert. Nach 1 h wird die Vorhybridisierungslésung
entfernt und durch Hybridisierungslésung ersetzt. Zur Hybridisierung wird die Sonde
aus 3.55 10 min bei 100°C denaturiert und anschlieBend zu 20 ml
Vorhybridisierungslosung gegeben. Die Hybridisierung erfolgt Uber Nacht bei 42°C
unter leichtem Schutteln.

Am nachsten Tag wird die Membran zweimal fir 10 min mit 2 x SSC/0,1% SDS bei
Raumtemperatur und zweimal fir 15 min mit 0,1 x SSC 0,1% SDS bei 60°C
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird die Membran getrocknet, in
Haushaltsfolie verpackt, in eine Expositionskassette gelegt und ein vorbelichteter
Hyperfiim ECL Film aufgelegt. Zur Verstarkung des Signals wurde noch ein
.Hyperscreen Intensifying Screen“ aufgelegt und die Filmkassette bei —80°C

eingefroren. Die Filme werden nach 1-4 Tagen entwickelt.
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4. Ergebnisse

4.1 Zellsynchronisation

Gute Synchronisation ist eine Grundvoraussetzung um Veranderungen zellularer
Proteine beim Ubergang vom hypoxischen Préinitiationszustand  zur
Replikoninitiation nach Reoxygenierung untersuchen zu konnen. Es stellte sich
heraus, dass T24-Zellen sich durch Aushungern leicht synchronisieren lassen. Zur
Synchronisation wurden die Zellen 44 h vor Beginn der Versuche ausgesat. Somit
bestand bei Beginn der Versuche ein Nahrstoffmangel, der daflir verantwortlich war,
dass im ldealfall keine mitotischen Zellen mehr vorhanden waren, und sich nahezu
alle Zellen in der G1-Phase befanden. Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen durch
Austausch des Mediums gegen frisches vorgewarmtes DME-Medium mit 10% FKS

und zusatzlichen 200 ug/ml Glucose stimuliert.

4.1.1 Einbaurate von *H-Thymidin

Der Verlauf des ®H-Thd Einbaus in die DNA ausgehungerter Zellen wurde nach
deren Stimulation durch Mediumwechsel unter normoxischen und hypoxischen bzw.
reoxygenierten Bedingungen ermittelt. 8 min vor Ende der jeweiligen Inkubation
wurden die Zellen auf 35 mm Kulturschalen mit 10 pCi *H-Thymidin/2 pM dThd
pulsmarkiert. Die Inkubationen wurden durch zweimaliges Waschen mit eiskalter
PBS gestoppt und die Menge der in die DNA eingebauten Radioaktivitat nach
Saurefallung bestimmt.
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Abb.4:

T24-Zellen wurden mit "*C-Thymidin vormarkiert und 44 h wachsen gelassen. AnschlieRend wurde
das Medium gewechselt, die Zellen sofort normoxisch (o) oder 7h hypoxisch begast und
anschlieBend reoxygeniert (o). Zu den angegebenen Zeiten wurden die Zellen unter den
entsprechenden Bedingungen fir 8 min mit 10 uCi 3H-Thymidin und 2 pM kaltem Thymidin
pulsmarkiert. Danach wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt des saurefallbaren Materials
bestimmt. Aufgetragen wurde das Verhaltnis von saurefallbarer ®*H-Radioaktivitat zu saurefallbarer
'“C-Radioaktivitat gegen die Zeit.

Abb.4 zeigt den zeitlichen Verlauf des relativen Einbaus von °*H-Thymidin. In
normoxischen Zellen blieb die Einbaurate nach Stimulation durch Mediumwechsel
zunachst relativ gering. Nach 4 h stieg sie jedoch kontinuierlich an und erreichte nach
10 h den maximalen ®H-Thd-Einbau in die DNA. Danach fiel der Einbau wieder ab. In
hypoxischen Zellen sank der Einbau in den ersten 2 h nach Stimulation durch
Mediumwechsel auf Hintergrundwerte. Nach Reoxygenierung stieg der *H-Thd-
Einbau schlagartig an und fiel nach 6-8 h wieder ab. Der Verlauf des
Thymidineinbaus ist zweigipfelig. Der erste Peak stammt vermutlich von Zellen, die
nach der 7 h hypoxischen Inkubation bis zum G1/S-Ubergang gelangt sind und
Replikons angestaut haben, die direkt nach Reoxygenierung initiiert haben. Der
zweite Peak stammt vermutlich entweder von Zellen, die zum Zeitpunkt der

Reoxygenierung noch nicht vollstandig initiationsbereit waren oder reflektiert einen
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normalerweise zweigipfeligen Verlauf der DNA-Syntheserate in der S-Phase der T24-
Zellen (Betteraey-Nikoleit et al., 2003).

4.1.2 Alkalische Sedimentationsprofile wachsender Tochterstrang-DNA

Die alkalische Sedimentationsanalyse der Langenverteilung pulsmarkierter DNA-
Tochterstrange sollte zeigen, ob es sich bei dem starken Anstieg des *H-Thd-
Einbaus nach Reoxygenierung um einen synchronen Schwall einsetzender
Replikoninitiation handelt.

Dazu wurden T24-Zellen auf Glaspetrischalen ausgesat und mit 0,1 pCi /10 ml
Zellsuspension '*C-Thd vormarkiert. Nach 44 h Aushungern, wurden die Zellen durch

Mediumwechsel stimuliert und anschliel3end entsprechend inkubiert.
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Abb.5:

T24-Zellen wurden ausgesat und gleichzeitig mit 0,1 pCi 14C-Thymidin/']O ml Zellsuspension
vormarkiert. Nach 44 h wurde das Medium gegen frisches vorgewarmtes Medium ausgetauscht.
(®) wurde anschlieend weiter normoxisch im Brutschrank inkubiert (3 cpm = 166955), (m) wurde
7 h hypoxisch inkubiert (3 cpm = 729) und (A ) wurde 7 h hypOX|sch inkubiert und anschlielend 20
min reoxygeniert (¥ cpm = 38297). Die Pulsmarkierung mit *H-Thymidin erfolgte fiir jeweils 8 min
am Ende der Inkubationen. Die Inkubationen wurden mit eiskalter PBS gestoppt und die
abtrypsinierten Zellen auf alkalischen Sucrosegradienten lysiert. Die DNA wurde anschlieftend
durch Zentrifugation sed|ment|ert

() zeigt die maternale C-markierte DNA in einem der Ansatze (3 cpm = 1521).
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Abb.5 zeigt die alkalischen Sedimentationsprofile pulsmarkierter DNA-Tochterstrange
von Zellen, welche nach Mediumwechsel entweder normoxisch oder hypoxisch
inkubiert oder nach Hypoxie reoxygeniert wurden. Die Elternstrang-DNA, welche
durch Markierung mit "*C-Thd sichtbar gemacht wurde, zeigt sich als Peak im letzten
Drittel des Gradienten. Er reprasentiert gereifte DNA.

Das >H-Profil der normoxisch inkubierten Kultur zeigt den typischen Verlauf einer
asynchronen Kultur. In solchen Profilen sind praktisch alle Zustande der Replikation-
Aktion zwischen Initiation und Termination vertreten. Das Sedimentationsprofil der
hypoxischen Kultur enthalt keine signifikante *H-Radioaktivitat, was bedeutet, dass
keine DNA-Synthese stattfindet. Das Sedimentationsprofil der hypoxisch inkubierten
und anschlielend reoxygenierten Zellen zeigt nach 20 min einen scharfen Peak im
ersten Drittel des Gradienten, entsprechend einer Kettenlange von 35-50 kb. Somit
handelt es sich bei dem unter 4.1.1 beobachteten starken Anstieg des Einbaus
eindeutig um einen synchronen Initiationsschwall der hypoxisch arretierten Replikons

nach Reoxygenierung.

4.1.3 Mitotischer Index

Um aufzuzeigen, dass die T24-Zellen nach Reoxygenierung einen normalen
Zellzyklus mit hoher Synchronitat durchlaufen, wie aus der dThd-Einbaukurve in DNA
(Abb.4) zu vermuten war, wurde der mitotische Index bestimmt.

Dafur wurden T24-Zellen auf Deckglaschen ausgesat und nach 44 h durch
Mediumwechsel stimuliert. Danach wurden sie sofort 7 h hypoxisch begast und
anschlielend reoxygeniert oder alternativ normoxisch begast. Zu den angegebenen
Zeiten wurden die Inkubationen gestoppt, die Zellen mit Aceton/Methanol (1:1) fixiert
und die DNA mit Bisbenzimid gefarbt. Ein Ausschnitt, ca. 400 Zellen, wurde unter
einem Fluoreszenzmikroskop fotografiert, um den prozentualen Anteil mitotischer

Zellen zu ermitteln.
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Abb.6:

T24-Zellen wurden auf Petrischalen mit Deckglaschen (s. Methoden) ausgesét, 44 h ausgehungert
und anschlieBend durch Mediumwechsel stimuliert. Sofort nach Mediumwechsel wurden die Zellen
normoxisch oder 7 h hypoxisch begast und anschlie’end reoxygeniert. Zu den angegebenen
Zeiten wurden Deckglaschen entnommen, mit Aceton/Methanol fixiert und mit Bisbenzimid gefarbt.
Zellen und Mitosen wurden unter einem Fluoreszenz-Mikroskop mit geeigneten Filter fotografiert
und anschlieBend ausgezahlt.

o normoxische Zellen

e hypoxische und anschlieRend reoxygenierte Zellen

Abb.6 zeigt, dass in den normoxischen Zellen ab ca. 13 h nach Mediumwechsel der
Anteil an Mitosen relativ asynchron innerhalb von 5 h zunimmt. Ein vergleichbarer
Verlauf der DNA-Syntheserate geschah 8-10 h zuvor (Abb.4). Diese Zeitspanne
entspricht der Summe der Dauer von einer S- und G2-Phase.

Nach der Stimulation hypoxisch inkubierte und anschlieRend reoxygenierte Zellen
zeigen hingegen einen scharfen Anstieg mitotischer Zellen 10 h nach
Reoxygenierung, was der extremen Steigerung der DNA-Syntheserate nach
Reoxygenierung entspricht. Der Kurvenverlauf der hypoxischen und anschlie3end
reoxygenierten Zellen zeigt auch den gleichen zweigipfeligen Verlauf wie die

Einbaukurve in 4.1.1.
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4.1.4 Demonstration der Synchronitat auf der Ebene eines typischen
Replikationsproteins

Eine weitere Moglichkeit, die Synchronitat der T24-Zellen aufzuzeigen, besteht darin,
geeignete Markerproteine zu untersuchen. Dazu ist die Chromatin-assoziierte
Fraktion von PCNA, das unter Anderem als Prozessivitatsklammer flr Polymerase &
fungiert, geeignet. Von 6 Kulturen ausgehungerter T24-Zellen wurden 5 durch
Mediumwechsel stimuliert und 4 dieser Zellkulturen anschlielend hypoxisch begast.
Drei Kulturen wurden nach 7 h Hypoxie fur 5, 30 und 60 min reoxygeniert. Bei einer
Kultur wurde kein Medium gewechselt. Aus den Zellen wurden die Chromatin-
gebundenen Proteine isoliert, auf einem 12% SDS-Gel aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran  geblottet.  AnschlieBend wurde PCNA  immunologisch

nachgewiesen.

PCNA ' . - - .

Abb.7:

Immunologischer Nachweis von Chromatin-gebundenem PCNA nach Auftrennung der Proteine
Uber ein 12% SDS-Gel und Western-Blot. Die Zellen wurden wie folgt inkubiert: N-: normoxische
Kultur ohne Mediumwechsel; N+: normoxische Kultur 7 h nach Mediumwechsel; H: 7 h Hypoxie
nach Mediumwechsel; 5: 7 h Hypoxie nach Mediumwechsel mit 5 min anschlielender
Reoxygenierung; 30: 7 h Hypoxie nach Mediumwechsel mit 30 min anschliefender
Reoxygenierung; 60: 7 h Hypoxie nach Mediumwechsel mit 60 min anschlielender
Reoxygenierung.

In Abb.7 ist zu erkennen, dass in unstimulierten und hypoxischen Zellen nur Spuren
von Chromatin-gebundenem PCNA vorhanden waren. In diesen Zellen findet also
keine prozessive DNA-Synthese (wegen ausbleibenden Initiationen) statt. Nach
Reoxygenierung steigt die Menge an Chromatin-gebundenem PCNA schon nach 5
min deutlich an und nimmt nach 30 und 60 min deutlich weiter zu. Die
Reoxygenierung hat also eine starke und schnelle Zunahme prozessiver DNA-

Synthese, ausgehend von nahezu Null, ausgeldst.
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4.2 Untersuchung der Rolle von Cdk2

Die Cdk2, bzw. Phosphorylierungen durch dieses Protein, wurden mehrfach als
unerlasslich fir den Zusammenbau und die Aktivierung des Initiationskomplexes
beschrieben (Ohtani et al., 1998; Coverley et al.,, 2002). Im Folgenden wurde
untersucht, ob das schnelle Anfluten der Replikoninitiationen nach Wiederherstellung

eines normalen pO; von der Cdk2-Kinaseaktivitat abhangt.

4.2.1 Verteilung von Cdk2 auf Cytosol, Nucleosol und Chromatin

Es wurden funf 55 mm-Glaspetrischalen mit T24-Zellen ausgesat. Nach 44 h wurde
bei 4 Kulturen das Medium gegen frisches vorgewarmtes Medium gewechselt. Die
Kultur ohne Mediumwechsel (N-) und eine Kultur mit Mediumwechsel (N+) wurden
normoxisch inkubiert. Drei der Kulturen wurden nach dem Mediumwechsel hypoxisch
begast. Je eine der hypoxischen Kulturen wurde anschliel3end fur 5 min bzw. 30 min
reoxygeniert. Nach den Inkubationen wurden die Zellen nach 3.4.1 fraktioniert und
die Proteine nach 3.4.6 gefallt. Nach Proteinbestimmung wurden jeweils gleiche

Protein-Mengen uber ein 12% SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran

geblottet.
N- N+ H 5 30°
Cytosol
Nucleosol = e
Chr. gebunden r . - ..
Abb.8:

Immunologischer Nachweis der Cdk2, in verschiedenen zellularen Fraktionen nach Auftrennung
der Proteine uber ein 12% SDS-Gel und Western-Blot. Die Zellen wurden wie folgt inkubiert: N-:
Normoxische Kultur ohne Mediumwechsel; N+: Normoxische Kultur 7 h nach Mediumwechsel; H:
7 h Hypoxie nach Mediumwechsel; 5: 7 h Hypoxie nach Mediumwechsel mit 5 min
anschlieBender Reoxygenierung; 30: 7 h Hypoxie nach Mediumwechsel mit 30 min
anschlieBender Reoxygenierung.

42



Abb.8 zeigt den immunologischen Nachweis der Cdk2 auf der Membran. In der
nucleosolischen Fraktion ist Cdk2 praktisch nicht nachzuweisen. In der cytosolischen
Fraktion wurde das meiste Cdk2 gefunden. Nach Reoxygenierung trat dort eine
leichte Abnahme auf. In der Chromatin-Fraktion konnte in ausgehungerten T24-
Zellen nur wenig Cdk2-Protein nachgewiesen werden. Es war jedoch 7 h nach
Mediumwechsel unabhangig von der Inkubation (hypoxisch, normoxisch) deutlich
vorhanden. In allen Fallen, aul3er N-, erscheint die Cdk2 als Doppelbande, was auf
unterschiedliche Phosphorylierung schlieBen lasst. Das Fehlen von Chromatin-
assoziierter Cdk2 kann somit als Grund flr die Initiationshemmung unter Hypoxie

aber ausgeschlossen werden.

4.2.2 Kinaseaktivitat immunprazipitierter Cdk2 in vitro

Da das Fehlen von Cdk2 in der Chomatin-Fraktion als Grund fur eine
Initiationshemmung ausgeschlossen werden konnte, wurde weiter untersucht, ob
dieses Protein in den verschiedenen Zellfraktionen unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung eventuell unterschiedliche Kinase-Aktivitaten zeigt. Hierflir wurden 2
55 mm-Glaspetrischalen mit T24-Zellen ausgesat und das Medium nach 44 h
gewechselt. Die Kulturen wurden anschlieRend sofort flir 7 h hypoxisch inkubiert.
Eine der hypoxischen Kulturen wurde fur 5 min reoxygeniert. Nach den Inkubationen
wurden die Zellen nach 3.4.1 in cytosolische, nukleosolische und (salz-eluierte)
Chromatin-gebundenene Proteine fraktioniert und das Cdk2-Protein daraus
immunprazipitiert. Die Immunprazipitate der drei Kulturen wurden, wie in 3.4.4
beschrieben, auf die Kinase-Aktivitat mit H1 als Substrat untersucht. Nach der
Auftrennung der Reaktionsprodukte (gleiche Protein-Mengen aufgetragen) Uber ein
12% SDS-Gel und anschlieBendem Western-Blot wurde die Membran

autoradiografiert. Die Cdk2 wurde danach aul3erdem immunologisch lokalisiert.
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Abb.9:

(A) Phosphorylierung von H1 durch immunprazipitierte Cdk2 aus der cytosolischen,
nucleosolischen und Chromatin-Fraktion. Immunprazipitation und Kinaseassay erfolgte wie in
3.4.3 und 3.4.4 beschrieben. Die Kinasereaktion wurde durch Kochen mit Proteinauftragspuffer
gestoppt. Die Proteine wurden Uber ein 12% SDS-Gel aufgetrennt und mittels Western-Blot auf
eine PVDF-Membran Uberfihrt.

(B) Immunologischer Nachweis der Cdk2 auf der Membran aus (A).

Das erhaltene Autoradiogramm (Abb.9) zeigt, dass die hochste relative Aktivitat der
Cdk2 in der Chromatin-gebundenen Protein-Fraktion auftaucht. Eine etwas geringere
Aktivitat 1asst sich in der cytosolischen Fraktion, sowie eine deutlich geringere in der
nucleosolischen Fraktion nachweisen. Unterschiede in der Aktivitdt der Cdk2 von
hypoxischen und 5 min reoxygenierten Zellen waren dabei nicht vorhanden. Der
immunologische Nachweis der Cdk2 auf derselben Membran zeigt eine Verteilung
der Bandenintensitaten analog zum Autoradiogramm. Auch hier sind zwei Banden
unterschiedlicher elektrophoretischer Mobilitat erkennbar, welche vermutlich zwei
verschiedene Phosphorylierungsstadien darstellten. Diese scheinen jedoch keinen
Einfluss auf die Kinase-Aktivitat in vitro zu haben. Somit hat die Hypoxie keinen
Einfluss auf die Kinaseaktivitat immunprazipitieter Cdk2 in vitro. Eine
unterschiedliche Kinaseaktivitat als Grund fir die Initiationshemmung wird dadurch

eher unwahrscheinlich.
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4.2.3 Inhibition der Kinaseaktivitat von Cdk2 in vitro

Die Wirksamkeit verschiedener Inhibitoren wurde zunachst in vitro getestet. Dazu
wurden die Inhibitoren Olomoucin, Roscovitin und Staurosporin, die kompetitiv an die
ATP-Bindungsstelle der Kinase binden (Alessi et al., 1998), und das Cdk2/Cyclin
Inhibitory Peptide I, welches spezifisch die Phosphorylierung von Substraten der
Cdk2/Cyclin E- und Cdk2/Cyclin A-Komplexe hemmt (Chen et al., 1999), in einem
Kinaseassay in vitro auf ihre Wirkung untersucht. Hierfir wurden T24-Zellen auf 55
mm Glaspetrischalen ausgesat und 44 h wachsen gelassen. Anschliel’iend wurden
sie durch Mediumwechsel stimuliert, 7 h normoxisch inkubiert und danach lysiert.
Aus dem Gesamzelllysat wurde die Cdk2 immunprazipitiert. Dem anschlielRenden
Kinaseassay, nach 3.4.4, wurden entweder die Inhibitoren in DMSO oder nur DMSO
als Kontrolle zugesetzt.

Nach Auftrennung der Reaktionsprodukte Uber ein 12% SDS-Gel und
anschlielendem Western-Blot wurde die Membran autoradiografiert. Die Cdk2 wurde

danach immunologisch nachgewiesen.

IgG  ------ IP-Cdk2------
DMSO - 0+ - - - -
Olomoucine 20uM - -+ - - -
Roscovitine 7uM - = =+ - .
Staurosporine100nM .

]
]
]
'
]
+

Cdk2/cyclininh. Peptidell

A “P-H1 -
e

- . .- e
_-—-‘——_

B Cdk2

Abb.10:

Aus Gesamtzelllysat von T24-Zellen wurde Cdk2 immunprazipitiert und damit ein Kinaseassay
durchgefuhrt. Es wurden die Inhibitoren in den jeweils angegebenen Konzentrationen oder DMSO
als Kontrolle eingesetzt. Die Kinasereaktion wurde durch Kochen mit Proteinauftragspuffer
gestoppt. Die Proteine wurden dber ein 12% SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
geblottet.

(A) Das erhalten Autoradiogramm zeigt die Phoshorylierung von H1 an.

(B) Immunologischer Nachweis der Cdk2 aus (A)
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Abb.10 zeigt, dass bei gleichem Auftrag von Lysat-Protein das Signal bei
Anwesenheit der Inhibitoren im Reaktionsansatz im Vergleich zur Kontrolle stark

erniedrigt ist. Es ist daher von einer Wirksamkeit der Inhibitoren auszugehen.

4.2.4 Zellgangigkeit vom Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il

In der Literatur wurde die Zellgangigkeit, und damit die Wirkung, der Inhibitoren
Olomoucin, Roscovitin und Staurosporin in vivo beschrieben (Abraham et al., 1995;
Crews and Mohan, 2000; Elhabazi et al., 2001). Um hier Zellgangigkeit, und damit
die potentielle Wirksamkeit des Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il, in vivo zu
Uberprufen, wurde das Peptid in FITC-markierter Form eingesetzt. Dazu wurden T24-
Zellen auf Deckglaschen ausgesat. Aul3er der mit N- bezeichneten Kultur, wurde
nach 44 h bei allen Kulturen das Medium gewechselt. Zwei Kulturen wurden
anschlieBend hypoxisch, eine Kultur normoxisch begast. Die Kultur ohne
Mediumwechsel wurde ebenfalls normoxisch begast. Das markierte Peptid wurde 4 h
nach Beginn der Begasung zugesetzt. 3 h spater wurde eine hypoxische Kultur fir
30 min reoxygeniert. Nach Abstoppen der Inkubationen wurden die Zellen in
Aceton/Methanol (1:1) fixiet und unter dem Fluoreszenzmikroskop auf die

Anwesenheit von Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il geprift.
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Abb.11:

Immunfluoreszenzfarbung von Cdk2 in normoxischen, hypoxischen und reoxygenierten Zellen in
Anwesenheit von FITC-markierten Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptid Il. T24-Zellen wurden auf
Glaspetrischalen mit Deckglaschen ausgesat und inkubiert. Nach Fixierung wurde Cdk2 mit Anti-
Cdk2 (1:200) und Alexa Fluor 568 Anti-Mouse nachgewiesen. Die DNA wurde mit Bisbenzimid
nachgewiesen. N-: Normoxische Inkubation ohne Mediumwechsel; N+: Normoxische Inkubation
nach Mediumwechsel; H: Hypoxische Inkubation nach Mediumwechsel; R30: 30 min reoxygeniert
nach 7 h hypoxischer Inkubation.

Abb.11 zeigt ein starkes Fluoreszenzsignal des Peptides, vorzugsweise in den
Kernen der Zellen, nach allen Inkubationen. Nicht stimulierte Zellen zeigen ein
wesentlich schwacheres Signal des Peptids.

Zusatzlich wurden die Zellen noch auf die Anwesenheit von Cdk2 nach 3.4.10
untersucht. Es zeigte sich, dass die Fluoreszenz des Peptids mit der Cdk2
Fluoreszenz kolokalisiert ist. Somit kann von einer Wirksamkeit des Peptids in vivo

unter den hier relevanten Inkubationsbedingungen ausgegangen werden.
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4.2.5 Alkalische Sedimentationsprofile wachsender Tochterstrang-DNA aus
Cdk2-gehemmten Zellen

Nachdem nun die prinzipielle Wirksamkeit der Inhibitoren in vitro und die
Zellgangigkeit und Kern-Bindung des Peptids in vivo bestatigt wurde, sollte der
Einfluss der Inhibitoren Olomoucin, Roscovitin, Staurosporin und CDK2/Cyclin
Inhibitory Peptide Il auf das Sedimentationsprofil pulsmarkierter DNA-Tochterstrange,
20 min und 50 min nach Reoxygenierung, untersucht werden. Nach 44 h
Aushungern, wurden die Zellen durch Mediumwechsel stimuliert und anschlief3end
hypoxisch begast. Die Inhibitoren Olomoucin, Roscovitin und Cdk2/Cyclin Inhibitory
Peptide Il wurden 4 h, Staurosporin 6,5 h nach Beginn der Begasung zugegeben.
Nach 7 h hypoxischer Begasung wurden die Kulturen fir 20 min oder 50 min
reoxygeniert und am Ende der jeweiligen Inkubationen fir 8 min mit *H-Thd

pulsmarkiert. Abb.12 zeigt die Sedimentationsprofile der Zellen.
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Abb.12:

Alkalisches Sedimentationsprofil wachsender Tochterstrang-DNA von T24-Zellen. Die Zellen
wurden durch Mediumwechsel stimuliert, 7 h hypoxisch inkubiert und anschlieRend 20 min (offene
Symbole) oder 50 min (volle Symbole) reoxygeniert. Die Inhibitoren Olomoucin (20 uM),
Roscovitin (7uM) und Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptid wurden 3 h vor der Reoxygenierung,
Staurosporin (100pM) 30 min vorher zugegeben. Am Ende der jeweiligen Inkubation wurden die
Zellen mit *H-Thd pulsmarkiert

o, e: Reoxygenierung fir 20 min (3 cpm = 38649) und 50 min(3> cpm = 39299) nach 7 h
hypoxischer Inkubation,

o, m: Reoxygenierung fur 20 (3 cpm = 26714) min und 50 min(}> cpm = 27386) nach 7 h
hypoxischer Inkubation mit Olomoucin,,

0, ¢ Reoxygenierung fur 20 (3 cpm = 28859) min und 50 (3 cpm = 34756) min nach 7h
hypoxischer Inkubation mit Roscovitine,

A, A: Reoxygenierung fur 20(> cpm = 40353) min und 50 min(}> cpm = 34243) nach 7h
hypoxischer Inkubation mitdem Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptid Il.

20 min nach Reoxygenierung finden sich 5 nahezu identische Gipfel in den
Fraktionen 7 und 8. Dies zeigt die Anwesenheit relativ kurzer, wachsender DNA-
Tochterstrange, vorzugsweise von 35-50 kb Lange an. Wenn ein bidirektionelles
Strangwachstum von ca. 1,5 kb/min angenommen wird, ist die Lange mit der von
Tochterstrangen kompatibel, die vor 10 bis 20 min initiiert wurden. Die Schultern bei
Fraktion 11 bis 12 zeigen kleine Mengen langerer DNA-Tochterstrange an. Diese
kommen von wenigen Zellen, welche sich vermutlich bei Beginn der Hypoxie in der
spaten S-Phase befunden haben. Alle 4 Sedimentationsprofile zeigen 50 min nach
Reoxygenierung einen schmalen Gipfel um die Fraktion 13, welche ca. 140-150 kb

entspricht. Diese Verschiebung ist ebenfalls zu einer Elongationsrate von 1,5 kb/min
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kompatibel. Inhibitoren bzw. die Inhibition der Cdk2 haben also weder einen Einfluss

auf die Initiation der Replikation, noch auf die Elongationsgeschwindigkeit.

Um die Ergebnisse, die aus den alkalischen Sedimentationsprofilen unter dem
Einsatz der Inhibitoren gewonnen wurden, zu unterstitzen, sollte letztendlich
untersucht werden, ob T24-Zellen ohne Cdk2-Protein ebenfalls eine
Replikoninitiation nach Reoxygenierung zeigen. Dazu sollte die Cdk2 in den Zellen
durch Transfektion mit Cdk2-spezifischer siRNA ausgeschaltet werden.

Die Effekte von RNAI basieren auf einem gut untersuchten Vorgang, welcher z.B. der
Abwehr gegen Viren, gegen die Ausbreitung von Transposons und allgemein der
post-translationalen Regulation dient (Sharp, 2001; Zamore, 2001; Tuschl, 2001,
Hannon, 2002): Die zentralen Zwischenprodukte in diesem Prozess werden als small
interfering RNAs (siRNAs) bezeichnet. Es handelt sich dabei um kurze RNA-
Sequenzen von 19-25 bp Lange mit einem charakteristischen 3'-Dinukleotid-
Uberhang. In die Zelle gelangte oder dort erzeugte siRNA wird in den RNA-Induced
Silencing Complex (RISC) aufgenommen und dient dort als ,Sonde”. mRNA, welche
komplementar zu der siRNA ist, wird erkannt und von dem RISC abgebaut. Es kann
somit das entsprechende Protein nicht mehr synthetisiert werden. Hohe Spezifitat
und Wirksamkeit haben siRNA-vermittelte Stillegung von Genen zu einer sehr
wirkungsvollen Technik werden lassen. Es gibt mittlerweile mehrere verschiedene
Moglichkeiten siRNA zu synthetisieren und in Zellen einzuschleusen.

Im vorliegenden Fall wurde Elektroporation benutzt, die eine ausreichend hohe

Transfektionseffizienz liefert.

4.2.6 Transfektion mit Kontroll-siRNA

Zunachst wurde die Transfektionseffizienz ermittelt. Dazu wurden die T24-Zellen mit
Alexa488-markierter nonsilencing siRNA elektroporiert und anschlieliend auf 35 mm
Glaspetrischalen ausgesat. Nach 44 h wurden die Zellen durch Mediumwechsel
stimuliert, sofort hypoxisch begast und anschliellend reoxygeniert. Nach 6 h wurden
die Zellen dreimal mit vorgewarmtem Hanks-Medium mediumfrei gewaschen, mit 1,5
ml Hanks-Medium versetzt. Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop wurde der Anteil

transfizierter Zellen ermittelt.
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Abb.13:

T24-Zellen wurden 6 h nach der Transfektion mit non-silencing Alexa Fluor 488 markierter siRNA
unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert.

(A) Phasenkontrast-Aufnahme.

(B) Fluoreszenz-Aufnahme bei 495 nm Anregungswellenlange.

Wie in Abb.13 zu sehen ist, zeigen allen Zellen Fluoreszenz. Deshalb ist davon
auszugehen, dass alle Zellen die Kontroll-siRNA wahrend der Elektroporation
aufgenommen haben. Somit ist bei analoger Behandlung davon auszugehen, dass

Cdk2-siRNA in ausreichendem Mal} in die Zellen gelangt

4.2.7 Transfektion mit Cdk2-spezifischer siRNA

Anschlieend wurden die Versuche mit Cdk2-spezifischer siRNA und Alexa488-
markierter non-silencing siRNA als Negativ-Kontrolle durchgefthrt. Ein erfolgreiches
Silencing der Cdk2 sollte durch Abnahme der Cdk2 mRNA und des Cdk2 Proteins
bestatigt werden. Dazu wurden die T24-Zellen mit Alexa488-markierter nonsilencing
siRNA und Cdk2-spezifischer siRNA elektroporiert und anschlieRend auf 35 mm

Glaspetrischalen ausgesat. Nach 24 h wurden aus jeweils 1 Schale RNA und
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Proteine nach 3.5.1 isoliert. 44 h nach der Elektroporation wurden bei weiteren
Schalen das Medium gewechselt und die Zellen sofort hypoxisch fur 7 h inkubiert.
Nach den 7 h wurden bei diesen Zellen ebenfalls die RNA und die Proteine nach
3.5.1 isoliert. Die letzten Zeiten und Inkubationen entsprechen den spateren
Versuchsbedingungen. Die RNA wurde danach Uber ein mittleres Gel aufgetrennt
und auf eine Nylon-Membran geblottet. Auf dem Northern Blot wurden Cdk2 und
GAPDH durch Hybridisierung gegen entsprechende Sonden nachgewiesen.

24h 51h
Cdk2-siRNA - + - +

Cdk2

GAPDH

Abb.14:

Zu den angegeben Zeiten nach Transfektion mit spezifischer, bzw. Kontroll-RNA, wurde die
Gesamtzell-RNA isoliert, Gber ein denaturierendes 1%iges Agarose-Gel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran geblottet. Cdk2- und GAPDH-mRNA, als Ladekontrolle, wurden mit den
entsprechenden Sonden hybridisiert und autoradiographisch nachgewiesen.

Abb.14 zeigt den Northern-Blot. Als Kontrolle flr einen gleichmaRigen Auftrag dient
das GAPDH-Signal. Diese mRNA wird konstitutiv exprimiert. Es ist zu erkennen,
dass nach 24 h im Vergleich zur Negativ-Kontrolle keine Cdk2 mRNA mehr
nachzuweisen ist. Dies spricht fur ein erfolgreiches Silencing des Gens. Nach 51 h ist
zwar wieder Cdk2 mRNA vorhanden, aber deutlich weniger als in den Negativ-

Kontrollen.
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Die Gesamt-Proteine derselben Zellen wurden nach Wessel-Fligge gefallt und Uber
ein 12% SDS-Gel aufgetrennt. Nach Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran

wurden Cdk2 und GAPDH immunologisch nachgewiesen.

24h 51h

Cdk2-siRNA N + = +

GAPDH e — ey W—

L 3

Cdk2

i

Abb.15:

Zu den angegebenen Zeiten nach Transfektion mit spezifischer, bzw. Kontroll-siRNA-RNA, wurde
das Gesamtzell-Protein isoliert, Uber ein 12% SDS-Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. AnschlieBend wurden die Proteine GAPDH und Cdk2
immunologisch nachgewiesen.

Abb.15 zeigt den Western-Blot. Im Gegensatz zur mRNA zeigt sich nach 24 h noch
eine geringe Menge an Cdk2 Protein im Vergleich zur Kontrolle, wahrend nach 51 h
das Protein kaum mehr nachweisbar ist. Es ist somit davon auszugehen, dass in
diesen Zellen beim Ubergang von der Hypoxie zur Reoxygenierung Cdk2 Protein
héchstens in minimalen Mengen vorhanden ist. Es handelt sich bei Cdk2 nur um die
obere und untere Bande. Bei der mittleren Bande handelt es sich um Kreuzreaktivitat
des starken GAPDH-Antikorpers.

4.2.8 Alkalische Sedimentationsprofile neusynthetisierter DNA-Tochterstrange
aus siRNA-behandelten Zellen

Um nun zu untersuchen, ob und welchen Effekt die siRNA, bzw. die unterdrickte
Expression von Cdk2, auf die Initiation nach Reoxygenierung hat, wurden T24-Zellen
nach 3.1.4 mit Cdk2 siRNA oder mit Alexa488-markierter non-silencing siRNA
elektroporiert und anschlieRend 44 h wachsen gelassen. Danach wurde das Medium
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gewechselt und die Zellen sofort hypoxisch begast. Nach 7 h hypoxischer Begasung
wurden die Kulturen fiir 50 min reoxygeniert und 8 min vor Ende der Inkubation *H-

Thd pulsmarkiert.
Die Kettenlangen wurden anschlie3end im alkalischen Sucrosegradienten ermittelt.
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Abb.16:

Alkalisches Sedimentationsprofil wachsender Tochterstrang-DNA von siRNA behandelten T24-
Zellen. Die Zellen wurden 44 h nach Elektroporation mit siRNA durch Mediumwechsel stimuliert, 7
h hypoxisch inkubiert und anschlieBend 50 min reoxygeniert Und am Ende mit *H-Thd
pulsmarkiert.

m: mit non-silencing siRNA elektroporierte T24 Zellen (3 cpm = 40777),

o: mit Cdk2 siRNA elektroporierte T24 Zellen (3 cpm = 21398 cpm).

Wie aus der Abb.16 ersichtlich ist, sind die Sedimentationsprofile der mit spezifischer
siRNA und Kontroll-siRNA behandelten Zellen deckungsgleich. Es zeigt sich in
beiden Fallen ein Peak bei Fraktion 12-13, der 140-150 kb entspricht. Somit
reagieren T24-Zellen mit hdochstens minimalen Mengen Cdk2 mit dem bekannten

synchronen Schwall von Initiationen auf Reoxygenierung.

4.3 Untersuchung der Proteine Cdc6 und pRB

Im Weiteren wurde das Verhalten von Cdc6 und pRB in einem Hypoxie-
/Reoxygenierung-Experiment untersucht. Von diesen Proteinen wird berichtet, dass
sie Substrate der Cdk2 sind. pRB soll sequenziell durch die Cdk4 und Cdk2
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phosphoryliert werden, was zu einer Freisetzung von E2F fuhrt. E2F wiederum soll
fur die Transkription wichtiger Initiationsfaktoren wie z.B. MCM2 und Cdc6
verantwortlich sein (Weinberg, 1995; Ohtani et al., 1998).

Cdc6 soll bei der Initiation durch die Cdk2 phosphoryliert und anschliefiend nach
Austransport aus dem Kern proteasomal abgebaut werden (Mendez and Stillman,
2000; Petersen et al., 1999).

4.3.1 Vergleich von Cdc6 und pRB mit PCNA

Es wurde zunachst untersucht, ob und inwieweit Chromatin-gebundenenes Cdc6 und
pRB eine Veranderung (Menge, Phoshorylierungsstatus) beim Ubergang von der
Hypoxie zur Reoxygenierung erfahren. Dazu wurden T24-Zellen ausgehungert, mit
Ausnahme einer Kultur (N-) mit Medium stimuliert und verschieden inkubiert. Eine
Kultur wurde nach der Stimulation weiter euoxisch inkubiert (N+), die restlichen
Kulturen wurden anschlief3end sofort hypoxisch begast. Zwei Kulturen wurden nach 7
h fiar 5 min (5°) und 30 min (30°) reoxygeniert. Zu den angegebenen Zeiten wurden
die Inkubationen gestoppt und aus den Zellen die Chromatin-gebundenen Proteine
extrahiert, Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und geblottet. Die Proteine Cdc6, pRB und

PCNA wurden immunologisch nachgewiesen.
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Abb.17:

Western-Blot Analyse von Chromatin-gebundenem Cdc6, pRB und PCNA von 7h normoxischen
ohne Mediumwechsel (N-), normoxischen mit Mediumwechsel (N+) hypoxischen (H) und 30 min
(30°) reoxygenierten Zellen. Die Proteine wurden uber ein 8% (fur den Nachweis von Cdc6 und
PCNA) bzw. 12% (fur den Nachweis von pRB) SDS-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und anschlieRend immunologisch nachgewiesen. Verwendete Antikérper: pRB wurde mit
anti-pRB (Klon G3-245) nachgewiesen und hypophosphoryliertes pRB (hpRB) mit anti-
hypophosphoryliertes pRB (Klon G99-549).

Die Verwendung eines pRB Antikorpers, der ein Epitop zwischen den Aminosauren
332-344 erkennt, und eines Antikorpers, der spezifisch die hypophosphorylierte Form
von pRB nachweist, 1asst darauf schliel3en, dass pRB in ausgehungerten Zellen im
hypophosphorylierten Zustand vorliegt und 7 h nach Mediumwechsel, und weiterer
normoxischer Inkubation weitestgehend phosphoryliert ist. In hypoxischen Zellen ist
im Vergleich zu der normoxischen Probe noch viel hypophosphoryliertes pRB
vorhanden. Dieser Zustand anderte sich mit Reoxygenierung, zumindest in einem
Zeitraum von 30 min, nicht deutlich. Cdc6 war in nicht stimulierten Zellen nicht
nachweisbar und trat erst nach Stimulation mit frischem Medium im Chromatin auf,
wobei sich mehr Cdc6 in hypoxischen als in normoxischen Zellen fand. Nach

Reoxygenierung nahm die Menge an Chromatin-gebundenem Cdc6 deutlich ab und
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fiel nach 30 min unter die Menge in normoxischen Zellen. Das Cdc6 aus hypoxischen
Zellen schien im SDS-Gel etwas schneller zu wandern, als das Protein aus
reoxygenierten Zellen. Dieses konnte auf eine Phosphorylierung nach
Reoxygenierung hinweisen.

PCNA zeigte den zu erwartenden Verlauf. Unstimulierte und hypoxische Zellen
haben kaum Chromatin-gebundenes PCNA. Das ist damit kompatibel, dass keine
Initiationen (und somit auch keine prozessive DNA-Synthese) stattgefunden haben.
Nach Reoxygenierung ist die Menge an PCNA jedoch stark angestiegen, was
fortschreitende Elongation wiederspiegelt. Normoxisch inkubierte Zellen hatten

ebenfalls eine erhohte Menge an PCNA im Chromatin.

4.3.2 Phosphataseverdau von Cdc6 und pRB

Um zu untersuchen, ob es sich beim dem langsamer laufenden Cdc6 um eine
phosphorylierte Form handelt, wurde das Cdc6 immunprazipitiert und anschlie3end
mit Lambda Phosphatase verdaut. Ebenso sollte die Phosphorylierung von pRB
Uberpruft werden.

Dazu wurden T24-Zellen ausgesat und ausgehungert. Nach 44 h wurden die Zellen
durch Mediumwechsel stimuliert und weiter 7 h normoxisch inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in Extraktionspuffer B (mit 450 mM NacCl)
lysiert. Cdc6 und pRB wurden immunprazipitiert. Die Ansatze wurden halbiert und die
eine Halfte wurde mit Lambda Phosphatase verdaut. Die Ansatze wurden uber SDS-
Gele aufgetrennt und nach Western-Blot wurden die Proteine Cdc6 und pRB

immunologisch nachgewiesen.
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Abb.18:

Western-Blot Analyse von phosphataseverdautem Cdc6 und pRB von 7h normoxischen Zellen
nach Stimulation durch Mediumwechsel. Aus dem Gesamizelllysat wurde Cdc6 und pRB
immunprazipitiert, halbiert und eine Halfte phosphataseverdaut. Nach Auftrennung tber ein SDS-
Gel und blotten auf eine PVDF-Membran wurden die Protein immunologisch nachgewiesen. (-)
zeigt die Proteine vor dem Phosphataseverdau und (+) die Proteine danach. pRB wurde mit anti-
pRB (Klon G3-245) nachgewiesen.

Wie aus der Abb.18 zu entnehmen ist, lauft phosphataseverdautes Cdc6 im SDS-Gel
etwas schneller, als unverdautes. Der Unterschied der zwei Formen ist in etwa der
gleiche wie der aus hypoxischen und reoxygenierten Zellen. Es ist also davon
auszugehen, dass es sich bei den beiden Banden um eine Phosphorylierung
handelt.

Beim pRB verhalt es sich ahnlich. Vor dem Phosphataseverdau zeigten sich, wie flr
pRB aus normoxischen Zellen erwartet, zahlreiche Banden. Nach dem Verdau gab

es nur noch zwei schneller laufende Banden.

4.3.3 Hemmung der Phosphorylierung von Cdc6

Die Phosphorylierung von Cdc6 wurde durch 10 pM Staurosporin unterdrtckt. In
dieser Proteinkinasen unspezifisch hemmenden Konzentration werden auch
verschiedene andere Kinasen gehemmit.

Dazu wurden T24-Zellen ausgehungert, mit Ausnahme einer Kultur (N-) mit Medium
stimuliert und verschieden inkubiert. Eine Kultur wurde nach der Stimulation weiter im
Brutschrank inkubiert (N+), die restlichen Kulturen wurden anschlieRend sofort

hypoxisch begast. Nach 7 h Hypoxie wurde eine Kultur fir 5 min, die restlichen
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Kulturen far 30 min reoxygeniert. Der Inhibitor Staurosporin wurde in einer
Konzentration von 10 uM 30 min vor Reoxygenierung unter Hypoxie zugegeben. Zu
den angegebenen Zeiten wurden die Inkubationen gestoppt und aus den Zellen die
Chromatin-gebundenen Proteine extrahiert, Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und

geblottet. Die Proteine Cdc6 und PCNA wurden immunologisch nachgewiesen.

N- N+ H 5 30 30
Staurosporin 10pM - - . - - +
Cdcé6 _-_ - -~ ..
PCNA hd - . G

Abb. 19:

Western-Blot Analyse von Chromatin-gebundenem Cdc6 und pRB von nicht-stimulierten Zellen
(N-), normoxischen Zellen (N+), hypoxischen Zellen (H) und 5 min (57), bzw. 30 min (307)
reoxygenierten Zellen. Die Zugabe von Staurosporin erfolgte 30 min vor Reoxygenierung unter
Hypoxie. Die Proteine wurden Uber ein 8% SDS-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und anschlieRend immunologisch nachgewiesen.

Abb.19 zeigt erneut, dass die Cdc6 Konzentration im Chromatin am Ende der
Hypoxie am groften ist und nach 30 min Reoxygenierung deutlich abnimmt, wobei
letztere wieder in die langsam wandernde Form umgewandelt wurde. Diese
Abnahme und die Umwandlung von Cdc6 bleibt unter 10 yM Staurosporin aus.
Ebenso zeigt sich, dass die Menge an PCNA nicht zunimmt, wie es fur reoxygenierte
Zellen erwartet wird. Dies spricht daflir, dass nach Reoxygenierung keine Initiationen

und somit folglich auch keine prozessive Kettenverlangerung stattgefunden haben.

4.3.4 Cdc6 und pRB unter Cdk2-spezifischer Inhibitorwirkung

Es sollte nun weiter untersucht werden, wie sich eine spezifische Inhibition der Cdk2
auf die Proteine Cdc6 und pRB in vivo auswirkt. Dazu wurden T24-Zellen
ausgehungert, mit Ausnahme einer Kultur (N-) mit Medium stimuliert und verschieden

inkubiert. Eine Schale wurde nach der Stimulation weiter im Brutschrank inkubiert
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(N+), die restlichen stimulierten Zellen wurden anschlie3end sofort hypoxisch begast.
Nach 7 h Hypoxie wurde eine Kultur fir 5 min reoxygeniert und die restlichen
Kulturen wurden 30 min reoxygeniert. In 3 der Kulturen wurden 3 h vor der
Reoxygenierung unter Hypoxie die Inhibitoren, Olomoucin, Roscovitin und
Staurosporin zugegeben. Staurosporin wurde hier in einer Konzentration von 100 nM
zugegeben, was fir eine spezifische Inhibition der Cdk2 ausreicht. Zu den
angegebenen Zeiten wurden die Inkubationen gestoppt und aus den Zellen die
Chromatin-gebundenen Proteine extrahiert, Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und

geblottet. Die Proteine Cdc6, pRB und PCNA wurden immunologisch nachgewiesen.

N- N+ H 5 300 30" 30" 30’
Olomoucine 20uM - - - - - + - -

Roscovitin 7uM - - - = - - + -
Staurosporin 0.1 yM -

]
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Abb.20:

Western-Blot Analyse von Chromatin-gebundenem Cdc6 und pRB von nicht-stimulierten Zellen
(N-), normoxischen Zellen (N+), hypoxischen Zellen (H) und 5 min (57), bzw. 30 min (307)
reoxygenierten Zellen. Die Zugabe der Inhibitoren erfolgte 3 h vor Reoxygenierung unter Hypoxie.
Die Proteine wurden uber ein 8% (Cdc6, PCNA) bzw. 12% (pRB) SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und anschlieRend immunologisch nachgewiesen. pRB wurde mit anti-
pRB (Klon G3-245) nachgewiesen.

Wie in Abb.20 zu sehen ist, zeigt Chromatin-assoziiertes PCNA das typische Muster
bei hypoxischen und reoxygenierten Zellen. Bei Zellen, welche mit den Cdk2-
Inhibitoren 30 min reoxygeniert wurden, ist nahezu dieselbe Menge PCNA im
Chromatin vorhanden wie in Zellen, welche 30 min ohne Inhibitoren inkubiert wurden.
Beim pRB ist das hypophosphorylierte Protein in nicht stimulierten Zellen alleine
vorhanden. In stimulierten Zellen nimmt die Menge an phosphoryliertem Protein
deutlich zu. Wie in Abb.17 wird die Phosphorylierung durch Hypoxie teilweise

gehemmt.
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Cdc6 zeigt ebenfalls dasselbe Muster wie im vorigen Experiment. Unter hypoxischen
Bedingungen ist viel Cdc6 im Chromatin gebunden und nimmt mit zunehmender Zeit
nach der Reoxygenierung ab. Auch die Unterschiede in  der
Wanderungsgeschwindigkeit konnten nochmals gezeigt werden. Eine Hemmung der
Cdk2 hat also keine Auswirkung auf den Phosphorylierungsstatus von Cdc6 und
pRB.

Der gleiche Versuch wurde wiederholt, diesmal wurde das gesamte zellulare Protein
aufgetragen. Dazu wurden T24-Zellen ausgehungert, mit Ausnahme einer Kultur (N-)
mit Medium stimuliert und verschieden inkubiert. Eine Schale wurde nach der
Stimulation weiter im Brutschrank inkubiert (N+), die restlichen stimulierten Zellen
wurden anschliefend sofort hypoxisch begast. Nach 7 h Hypoxie wurde eine Kultur
fur 5 min reoxygeniert und die restlichen Kulturen wurden 30 min reoxygeniert. In 3
der Kulturen wurden 3 h vor der Reoxygenierung unter Hypoxie die Inhibitoren,
Olomoucin, Roscovitin und Staurosporin zugegeben.

Am Ende der jeweiligen Inkubationen wurde die Zellen mit PBS mediumfrei
gewaschen und dann direkt in Extraktionspuffer B mit 450 mM NaCl lysiert. Gleiche
Mengen der extrahierten (Gesamt-)Proteine wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt,

geblottet und immunologisch nachgewiesen.

N- N+ H 5 30 30 30 30’

Olomoucine 20pM S - - - + - -
Roscovitine 7uM - - - - - + -
Staurosporine 0.1 yM - - - = - - - +

P-pRb

PRb —=— il e s o oo o W o

Cdc6
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Abb.21:

Western-Blot Analyse von Gesamtzell-Cdc6 und -pRB von nicht-stimulierten Zellen (N-),
normoxischen Zellen (N+), hypoxischen Zellen (H) und 5 min (5°), bzw. 30 min (307
reoxygenierten Zellen. Die Zugabe der Inhibitoren erfolgte 3 h vor Reoxygenierung unter Hypoxie.
Die Proteine wurden Uber ein 8% (Cdc6, PCNA) bzw. 12% (pRB) SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und anschlieRend immunologisch nachgewiesen. pRB wurde mit anti-
pRB (Klon G3-245) nachgewiesen.
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Abb.21 zeigt PCNA, pRB und Cdc6 im Gesamtzelllysat. Bei PCNA und pRB sind
keine Unterschiede der Proteine in den verschiedenen Inkubationen sichtbar. Sie
sind auch beide in relativ grolen Mengen anteilig am Gesamtzelllysat vertreten. Die
Phosphorylierungen und damit Anderungen in der elektrophoretischen Mobilitat nach
Stimulation durch Mediumwechsel sind bei pRB auch hier zu beobachten. Es betrifft
also sowohl das Chromatin-gebundene, wie auch ubrige zellulare Protein.

Die Intensitat und damit die Menge an Cdc6, anteilig am Gesamitzellprotein, ist
jedoch relativ gering. Das deutlich starkere Signal in Abb.20 zeigt, dass eine im
Vergleich zum Proteingehalt der Fraktionen deutlich groRere Menge an Cdc6 im
Chromatin gebunden ist.

Die groRe Menge an PCNA in ausgehungerten Zellen (N-) bestatigt, dass die Zellen
sich in einem G1-Arrest befinden, wo viel cytoplamatisches PCNA, jedoch kein
Chromatin-gebundenes vorhanden ist. Im GO-Zustand hatte man nur wenig PCNA zu

erwarten.

4.4 Hemmung der Initiation in T24-Zellen

Um die Auswirkung von 10 pM Staurosporin auf das Sedimentationsprofil
wachsender Tochterstrange von T24-Zellen zu untersuchen, wurden 3 Schalen
ausgesat und dabei mit 0,1 uCi/10 ml Zellsuspension "™C-Thd vormarkiert. Nach 44 h
Aushungern, wurden die Zellen durch Mediumwechsel stimuliert und anschlief3end
hypoxisch inkubiert. 6,5 Stunden nach Beginn der Begasung wurde 10 pM
Staurosporin oder DMSO zugegeben. Nach 7 h hypoxischer Begasung wurden die
Inkubationen gestoppt bzw. fir 20 min reoxygeniert und am Ende der jeweiligen

Inkubationen fiir 8 min mit *H-Thd pulsmarkiert.
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Abb.22

Alkalisches Sedimentationsprofil wachsender Tochterstrang-DNA von Staurosporin-behandelten
T24-Zellen. Die Zellen wurden durch Mediumwechsel stimuliert, 7 h hypoxisch begast und
anschlieBend reoxygeniert. Staurosporin (10 pM) bzw. DMSO wurde 30 Minuten vor der
Reoxygenierung zugegeben. Am Ende der jeweiligen Inkubation wurden die Zellen mit *H-Thd
pulsmarkiert

m hypoxische Zellen (£ cpm = 2761)

e 20 min reoxygenierte Zellen (£ cpm = 54301)

A 20 min reoxygenierte Zellen unter dem Einfluss von 10 yM Staurosporin (£ cpm = 5103)

Abb. 22 zeigt zeigt die alkalischen Sedimentationsprofile wachsender DNA-
Tochterstrange mit ®H-Thd pulsmarkierter T24-Zellen. Das Sedimentationsprofil der
hypoxischen Zellen enthalt wie erwartet kein °H, was bedeutet, dass keinerlei
replikative Aktivitat besteht. Das Sedimentationsprofil hypoxisch inkubierter und
anschlielend reoxygenierter Zellen zeigt den scharfen Peak im ersten Drittel des
Gradienten wie in 4.1.2. Wurde vor der Reoxygenierung jedoch 10 yM Staurosporin
zugegeben, ahnelt das Sedimentationsprofil dem der hypoxischen Zellen. Es besteht
nahezu keine replikative Aktivitat mehr.

Um festzustellen, ob unter dem Einfluss von 10 yM Staurosporin nur die Initiation
zum Erliegen kommt oder ob die Elongation ebenfalls betroffen ist, wurde

Staurosporin zu normoxischen Zellen gegeben.
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Dazu wurden 4 Schalen ausgesat. Nach 44 h Aushungern, wurden die Zellen durch
Mediumwechsel stimuliert und anschliefiend normoxisch inkubiert. Nach 6 Stunden
wurde 10 yM Staurosporin oder DMSO zugegeben und fur 20, 40, bzw. 60 min

weiter inkubiert. Am Ende der jeweiligen Inkubationen wurde fiir 8 min mit *H-Thd

pulsmarkiert.
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Abb.23

Alkalisches Sedimentationsprofil neusynthetisierter Tochterstang-DNA von Staurosporin-
behandelten T24-Zellen. Die Zellen wurden durch Mediumwechsel stimuliert und anschlielfend
weitere 6 h normoxisch inkubiert. 1 Kultur wurde dann mit DMSO, 3 Kulturen mit jeweils 10uM
Staurosporin inkubiert. Staurosporin wurde 20, 40, bzw. 60 min vor dem Stoppen der Inkubationen
zugegeben und die Zellen jeweils 8 min vor dem Ende der Inkubation mit *H-Thd markiert.

m Kontrolle mit DMSO (X cpm= 181661)

e 20 min 10 uM Staurosporin (£ cpm= 19072)

A 40 min 10 yM Staurosporin (£ cpm= 8675)

V¥ 60 min 10 yM Staurosporin (£ cpm= 5443)

Abb. 23 zeigt die alkalischen Sedimentationsprofile wachsender DNA-Tochterstrange
pulsmarkierter T24-Zellen zu verschiedenen Zeiten nach Staurosporingabe. Mit
zunehmender Inkubationszeit nach der Zugabe von Staurosporin verschieben sich
die Peaks der einzelnen Inkubationen deutlich zu hoheren Fraktionsnummern. Das
bedeutet, dass nach der Zugabe von Staurosporin mit zunehmender Zeit immer

weniger kurze Tochter-DNA-Strange (niedrige Fraktionsnummern) vorliegen. Im

64



Bereich der langen DNA-Fragmente (hohe Fraktionsnummern) zeigen sich jedoch
kaum Unterschiede. Die mit 10 uM Staurosporin behandelten Kulturen verarmen also

ab Staurosporinzugabe so gut wie vollstandig an jungen, neu initilerten Replikons.
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5. Diskussion

5.1 Zellsynchronisation und Zellfraktionierung

In der hiesigen Arbeitsgruppe wurde schon fruh demonstriert, dass Zellen durch
vorubergehende Hypoxie initiationsbereite Replikons anstauen und nach
Reoxygenierung dann innnerhalb weniger Minuten synchron mit einer normalen
DNA-Replikation beginnen (Gekeler et al.,, 1993a). In dieser Arbeit konnte die
Methode zur Synchronisierung der DNA-Replikation lebender Zellen so verfeinert
werden, dass eine Untersuchung der an der Initiation der Replikation beteiligten
Proteine moglich war.

Die hier verwendete Methode zur Synchronisation der Zellen hat mehrere
entscheidende Vorteile: Bei beiden Stufen der Synchronisierung, Nahrstoffmangel
sowie Hypoxie, handelt es sich um Reaktionen der Zellen auf natlrlich vorkommende
Veranderungen ihres Umfelds. Somit sind keinerlei Hemmstoffe erforderlich, die sich
meist nur schwer wieder entfernen lassen und haufig unerwiinschte Nebenwirkungen
haben. Auch andere Manipulationen, wie das Ablésen der Zellen, sind bei der hier
angewendeten Methode der Synchronisierung nicht erforderlich.

Die Reoxygenierung ist dabei der zentrale Ausloser fur die Initiation der Replikons
und kann vom Experimentator gesteuert werden. Der hypoxische Block lasst sich
einfach und sehr schnell aufheben. Die Zeitspanne zwischen dem Auslésevorgang

und der Initiation selbst liegt im Bereich von nur wenigen Minuten.

Durch die Inkubation in einer begrenzten Menge an Medium kdonnen T24-Zellen
praktisch quantitativ in der G1-Phase arretiert werden. Dieser Arrest kann durch die
Gabe von frischem Medium gelost werden. Nach dem Aufheben des Arrests und
anschlieBender normoxischer Inkubation beginnt die Einbaurate von *H-markiertem
Thymidin nach 4-6 Stunden deutlich zu steigen (Abb. 4).

Werden die Zellen nach dem Aufheben des Arrests in der G1-Phase hypoxischen
Bedingungen unterworfen, so sinkt die Einbaurate von *H-Thymidin auf einen
Hintergrundwert, der sich nicht mehr verandert. Nach anschlieRender
Reoxygenierung, beginnen die Zellen jedoch innerhalb weniger Minuten mit der
Synthese kurzer DNA-Fragmente, die mit einer Geschwindigkeit von etwa 3000
Nukleotiden pro Minute verlangert werden (Abb.4,5). Nach Hypoxie und

Reoxygenierung wird die Replikation normal fortgesetzt und beendet. 10 Stunden

66



nach Reoxygenierung lasst sich ein starker Anstieg mitotischer Zellen beobachten
(Abb.6). Diese Zeitspanne entspricht der Summe einer normalen S-und G2-Phase.
Keines der hier durchgefuhrten Experimente gibt Hinweise auf eine Beeintrachtigung
der Replikation durch die vorangegangenen Mangelbedingungen, sofern die Zellen
nach den beschriebenen Bedingungen synchronisiert werden. Ebenso zeigen die
Zellen dabei keine Anzeichen von apoptotischem Zelltod. Zeichen der Apoptose, wie
eine Kondensation des Zellkerns, waren nach Farbung mit Bisbenzimid sichtbar
geworden (Abb.11). Andere Apoptose-Zeichen, wie die Fragmentierung der DNA,
waren im alkalischen Sedimentationsprofil erkennbar. Dort wirde sich nach den
Erfahrungen der hiesigen Arbeitsgruppe der Peak der "C-Thd markierten Eltern-
DNA zu kleineren Fraktionen verschieben (Abb.5).

Auf diese Weise synchronisierte Zellkulturen eigenen sich somit zur Untersuchung
von Veranderungen im Verlauf der Replikoninitiation, ausgehend vom sogenannten

hypoxischen Prainitiationskomplex (Betteraey-Nikoleit et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden die zellularen Proteine in 3 Gruppen aufgeteilt:
Den Uberstand der Zellkernisolierung (Cytosol), den Uberstand nach NP-40-
Extraktion der Kerne (Nukleosol), sowie die extrahierten Zellkerne (Chromatin-
assoziierte Proteine). Die extrahierten Kerne mit den DNA-gebundenen Proteinen
sind geeignet, um Vorgange bei der Replikoninitiation zu untersuchen. Ein Beleg fur
die gute Qualitat und den Nutzen der Fraktionierung sind die Ergebnisse von
Western-Blot-Analysen bekannter Replikationsproteine nach ihrer Trennung im SDS-
PAGE, die sehr gut mit bereits publizierten Ergebnissen Ubereinstimmen, die mit
ganz anderen Methoden erzielt worden waren (z.B. (Morris and Mathews, 1989) fur
PCNA;(Biermann et al., 2002) fir Cdcb).

52 Cdk2 ist nicht notwendig fur die Ausléosung von
Replikoninitiationen nach Reoxygenierung

Der ,hypoxische Prainitiationskomplex” scheint dem Prainitiationskomplex, der von
Dutta und Bell beschrieben wurde, ahnlich zu sein (Dutta and Bell, 1997; Bell and
Dutta, 2002; Betteraey-Nikoleit et al., 2003). Man kann vermuten, dass die
Mechanismen, durch die diese Komplexe aktiviert werden ebenfalls ahnlich sind. Die

schnelle Sauerstoff-abhangige Regulation greift dabei wahrscheinlich zwischen der
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Prainitiation und der Initiation ein. Der genaue Mechanismus ist jedoch bisher noch
unklar. Zu Aktivierung des Prainitiationskomplexes nach vorubergehender
hypoxischer Blockierung sind sehr wahrscheinlich schnelle Vorgange notwendig (z.B.
Proteinmodifikationen, insbes. Phosphorylierungen), da neue Initiationen innerhalb
weniger Minuten nach Reoxygenierung nachweisbar sind (Gekeler et al., 1993a;
Riedinger et al., 2002; Betteraey-Nikoleit et al., 2003). In dieser Arbeit wurde
schwerpunktmallig gepruft, ob dabei eventuell Cdk2 eine Rolle spielt. Es wurde
mehrfach beschrieben, dass die Cdk2-Aktivitat unentbehrlich fur das Zellwachstum
ist und dass ein Fehlen dieser Aktivitat zu einem Wachstumsarrest fuhrt.

Es wurde hier zunachst untersucht, ob unter Hypoxie die Chromatin-gebundene
Cdk2-Menge vermindert ist und ob dies eventuell die Initiationshemmung bewirkt.
Abb.8 demonstriert, dass die Chromatin-gebundene Cdk2 in ausgehungerten, in G1
arretierten Zellen kaum vorhanden ist, jedoch 4-6 Stunden nach Stimulation durch
Mediumwechsel, vorzugsweise mit dem Chromatin assoziiert, auftaucht. Dabei
wurde immer die gleiche Menge an Cdk2 mit dem Chromatin assoziiert gefunden,
unabhangig von hypoxischer/reoxygenierter oder normoxischer Vor-Inkubation. Ein
Mangel an Cdk2 kann somit kein Grund fur eine Initiationshemmung sein, da in den
durchgefiihrten Versuchen zum Zeitpunkt des Uberganges von der Hypoxie zur
Reoxygenierung in den relevanten zellularen Fraktionen ausreichend Cdk2
vorhanden war (Abb.8).

Anschlieend wurde untersucht, ob Hypoxie die Aktivitdt der vorhandenen Cdk2
verandert. Dies war nicht der Fall (Abb.9). Die immunprazipitierbare Cdk2-in vitro-
Aktivitat aus jeweils allen 3 Fraktionen (cytosolische, nukleosolische und Chromatin-
gebundene Proteine), war identisch, ohne Rucksicht darauf, ob sie aus hypoxischen,
oder reoxygenierten Zellen gewonnen wurde. Eine veranderte oder fehlende Aktivitat
der unter Hypoxie vorhandenen Cdk2 kann also auch kein Grund fur die
Initiationshemmung sein.

Im nachsten Schritt wurde die Aktivitat der Cdk2 durch Olomoucin, Roscovitin,
Staurosporin und das Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il gehemmt. Die Wirkung dieser
Inhibitoren auf immunprazipitierte Cdk2 wurde zuvor in einem in vitro Kinaseassay
getestet (Abb.10). Mit Staurosporin und dem Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide I
resultierte eine vollstandige Hemmung der Cdk2. Roscovitin verursachte eine nahezu
vollstdndige Hemmung und Olomoucin eine deutliche Hemmung. Die

Konzentrationen von Olomoucin und Roscovitin konnten jedoch nicht weiter
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gesteigert werden, da sie sonst in einem Bereich lagen, in dem weitere Kinasen
gehemmt werden. Olomoucin, Roscovitin und Staurosporin sind zellgangig (Abraham
et al, 1995; Crews and Mohan, 2000; Elhabazi et al., 2001). (Immun-
)Fluoreszenzbilder (Abb.11) ergaben, dass das Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il in
die Zellen aufgenommen wird und an Kernstrukturen bindet. Somit kann auch von
dessen Wirksamkeit in vivo ausgegangen werden.

Alkalische Sedimentationsprofile pulsmarkierter Tochterstrang-DNA (Abb.12) zeigten,
dass unter dem Einfluss aller o.g. Inhibitoren die Initiation der Replikation nach
Reoxygenierung auch nicht ansatzweise gehemmt wird. Damit ist es bereits
hinreichend abgesichert, dass die Inhibition der Cdk2 die Auslésung der hypoxisch
supprimierter Replikoninitiation durch Reoxygenierung nach vorubergehender
Hypoxie nicht verhindern kann.

Daruberhinaus wurde noch Cdk2-spezifische siRNA eingesetzt, um die Cdk2-
Expression zu unterdricken. Die behandelten Zellen enthielten zum Zeitpunkt der
Reoxygenierung allerhéchstens minimale Mengen an Cdk2. Trotzdem resultierte bei
T24-Zellen, welche mit Cdk2-spezifischer siRNA behandelt worden waren nach
Reoxygenierung ein synchroner Schwall an Initiationen, der nicht von dem der
Kontrollzellen unterscheidbar war. Auch dies beweist, dass die Cdk2 nicht
unentbehrlich  fir die schnelle Auslésung der Replikoninitiation durch
Reoxygenierung nach 7 Stunden Hypoxie sein kann.

Von verschieden Arbeitsgruppen wurde jedoch berichtet, dass das Auftreten von
Replikation in Zellkernen aus der G1-Phase des Zellzyklus nach Zugabe von S-
Phasen Cytosol von der Aktivitat der Cdk2/Cyclin E- und Cdk2/Cyclin A-Komplexe
abhangig ist (Coverley et al., 2002; Krude et al., 1997; Krude, 2000). Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind mit in vitro Replikationssystemen aus HelLa- oder Maus-
3T3-Zellen erhalten worden. Es wurden isolierte Kerne mit Cytosol aus
verschiedenen Zellzyklusphasen gemischt. Der Hauptunterschied zu den hier
durchgefuhrten Untersuchungen liegt vor allem darin, dass die relevanten Zeiten
zwischen dem Mischen von Cytosol und Kernen, sowie den Inhibitor-Zugaben usw,
und dem Auftreten von replizierenden Kernen sich im Bereich von mehreren Stunden
bewegten. Diese Zeit reicht aus, um auch langer dauernde regulatorische Kaskaden
(z.B. Induktion neuer Genprodukte einschliefend) ablaufen zu lassen. Unser in vivo
System jedoch liefert am Ende der hypoxischen Periode, die auf Aufhebung des G1-

Arrests folgt, einen genau definierten Zustand der Replikons, der unmittelbar vor dem
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Aufschmelzen des Origins liegt. Dies wurde zuvor am SV40 Modell gezeigt
(Riedinger et al., 1999). Solche Replikons sind u.a. auch durch ein Fehlen von
Chromatin-gebundenem PCNA charakterisiert ((Riedinger et al., 2002) und Abb.7).
Der wichtigste Unterschied, der unser System von den o.g. in vitro Systemen
unterscheidet besteht jedoch darin, dass die durch das Protokoll dieser Arbeit
ausgelosten Antworten der zellularen Replikationsmaschinerie im Bereich von
wenigen Minuten stattfinden. Hinzu kommt, dass die von Krude und Coverley
benutzten Methoden, Zellen zu synchronisieren, eher unphysiologische Hemmstoffe
verwendeten. Diese konnen durchaus auch unerwlnschte Nebenwirkungen haben.
Es bleibt daher auch die Frage, ob diese einen Einfluss darauf haben, ob
Cdk2/Cyclin E fur die Initiation der Replikation auch in Zellen anwesend sein muss,
die solche Inhibitoren nicht gesehen haben. Bei unserem durch Aushungern
erzeugten G1-Arrest und der darauf folgenden Hypoxie hingegen handelt es sich um
eher ,physiologische“ Stress-Reaktionen der Zellen.

Auch die Replikoninitiationen in Cdk2-siRNA behandelten Zellen widersprechen z.T.
friheren Untersuchungen. Z.B. wurde berichtet, dass Mikroinjektion von Antikorpern
gegen Cdk2, Cyclin E, Cyclin A sowie von antisense mRNA gegen Cdk2 das
Auftreten von Replikation in eukaryontischen Zellen unterdrickt (Ohtsubo et al.,
1995; Pagano et al., 1992; Tsai et al., 1993). Die entsprechenden Zellen waren
ebenso zum Zeitpunkt der Behandlung ebenfalls noch relativ weit davon entfernt,
funktionelle Prainitiationskomplexe auszubilden. Letzterer, mehr Zeit bendtigender
Vorgang kénnte durchaus Cdk2-abhangig sein. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit
ist jedoch der letztendliche Ubergang vom Pra-Initiationszustand zur manifesten
Initiation von Replikationseinheiten von der Anwesenheit von Cdk2 unabhangig.

In Arbeiten von Gardner und Krtolica wurde weiterhin gezeigt, dass unter Hypoxie die
Aktivitat der Cdk2 vermindert ist (Gardner et al., 2001; Krtolica et al., 1998; Krtolica et
al., 1999). Diese Arbeiten untersuchten jedoch die Cdk2 Aktivitat, welche aus Lysat
ganzer Zellen immunprazipitiert wurde. Die beobachtete verminderte Aktivitat der
Cdk2 kam in diesen Arbeiten eventuell durch eine erhdhte Expression des Cdk-
Inhibitors p27 zustande, der in diesen Studien unter Hypoxie vermehrt exprimiert
wurde und auch mit der Cdk2 co-immunoprazipitierte. Somit musste die
Phosphorylierung von pRB und damit dessen Inaktivierung unterbleiben. Diese
Phosphorylierung ist wichtig um E2F freizusetzen, das fur die Transkription von S-

Phase-Genen, wie beispielsweise ORC1, Cdc6, Thymidinkinase, Cyclin E, Cyclin A
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und Cdc2/Cdk1, verantwortlich ist (Dalton, 1992; Dou et al., 1994; Ohtani et al., 1995;
Ohtani et al., 1996; Ohtani et al., 1998; Schulze et al., 1995), nebenbei bemerkt, alles
Vorgange, die deutlich mehr als wenige Minuten in Anspruch nehmen. Von
Mitgliedern der hiesigen Arbeitsgruppe konnten in T24-Zellen keine erhohten
Mengen von p27 unter Hypoxie nachgewiesen werden (nicht publiziert). Es wurden
auch keine nennenswerten Mengen von mit Cdk2 coprazipitierendem p27 gefunden.
Ein moglicher Grund dafur ist die deutlich kirzere Hypoxiedauer in der vorliegenden
Arbeit im Vergleich zu den Arbeiten von Gardner, in denen die Zellen 32 Stunden
hypoxisch inkubiert wurden, was vermutlich fur eine vermehrte Expression von p27
ausreichend ist.

T24-Zellen haben eine Mutation im Ras-Protein, sie besitzen das H-Ras-Onkogen.
Dauerhafte Expression des onkogenen Ras fuhrt zu einer starken Reduzierung der
Synthese und Halbwertszeit von p27 (Kawada et al.,, 1997; Takuwa and Takuwa,
1997). Mehrere Arbeiten haben belegt, dass die Expression von Cyclin D1 durch Ras
induziert wird (Filmus et al., 1994; Liu et al., 1995; Winston et al., 1996; Aktas et al.,
1997). Durch erhdhte Mengen des Cdk4/Cyclin D-Komplexes, welcher somit in T24-
Zellen vorliegen konnte, wird p27 an diesen Komplex gebunden. Es ware hier somit
eventuell kein p27 mehr vorhanden um die Cdk2 zu hemmen. Dies ist eine weiterer
moglicher Grund, warum in T24-Zellen kein p27 mit Cdk2 coimmunprazipitierte und
generell kein p27 am Ende 5-6 stindiger Hypoxie nachweisbar war.

Andererseits haben Tetsu und McCormick gezeigt, dass Zellen, welche Cdk2-
antisense Oligonukleotide exprimieren und dadurch dominant negativ fur Cdk2 sind,
proliferieren (Tetsu and McCormick, 2003). Dartberhinaus haben Berthet et al.
erstmals Cdk2 Knock-out-Mause generiert (Berthet et al., 2003). Diese waren
lebensfahig, jedoch steril. Daher kann vermutet werden (Berthet et al., 2003), dass

die Cdk2 eventuell dort nur fur die Meiose unverzichtbar ist.

5.3 Der Phosphorylierungszustand von pRb ist nicht relevant

T24-Zellen, die direkt nach der Stimulation durch Mediumwechsel hypoxisch inkubiert
wurden, hatten ein hypophosphoryliertes pRB. Die hypophosphorylierte Form blieb
trotz der einsetzenden Initiationen mindestens bis 30 Minuten nach Reoxygenierung
bestehen. Die Phosphorylierung von pRB, welche nach Stimulation durch

Mediumwechsel ohne anschlieRende Hypoxie auftrat, trat erst nach 6-7 Stunden auf
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(Abb.16). Es ist deshalb auch hier mdglich, dass eine Phosphorylierung von pRB
mehrere Stunden nach Reoxygenierung, jedoch unabhangig von dieser, passiert.
Diese Phosphorylierung kann dann jedoch nicht fur die Ausldésung des
Initiationsschwalls entscheidend sein, da dieser ja schon zuvor stattgefunden hat.

Demnach kann hier eine eventuelle Inhibition der Phosphorylierung von pRB unter
Hypoxie nicht fur den hypoxischen Block der Replikoninitiation verantwortlich sein.
Diese Folgerung wird auch dadurch gestutzt, dass das pRB von Zellen, in welchen
SV40 repliziert wird, durch Bindung an das grof3e T-Antigen inaktiviert ist. Trotzdem
gehorcht die virale Replikation in vivo der schnellen Sauerstoff-abhangigen

Regulation der Replikoninitiation (Dreier et al., 1993; Riedinger et al., 2002).

5.4. Unterdrickung der Phosphorylierung von Cdc6 als mogliche
Ursache der Hemmung von Replikon-Initiationen unter Hypoxie

Erste Arbeiten Uber Cdc6 hatten schon gezeigt, dass dieses Protein ab Beginn der
S-Phase phosphoryliert und anschlieRend aus dem Kern exportiert wird (Jiang et al.,
1999). Cdc6 konnte in vitro von Cdk's phosphoryliert werden. Etwas spater konnte
gezeigt werden, dass Cdc6 von der Cdk2 phosphoryliert werden kann (Coverley et
al., 2000), was nach den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit jedoch nicht
notwendig ist, um Replikon-Initiationen auszulosen:

In T24-Zellen akkumulierte hypophosphoryliertes Cdc6 unter Hypoxie im Chromatin.
Im Zuge der nachfolgenden Aktivierung der ebenfalls akkumulierten hypoxischen
Prainitiationskomplexe durch Reoxygenierung wurde Cdc6 phosphoryliert und
verschwand aus dem Chromatin. Die Cdk2-Inhibitoren Olomoucin, Roscovitin und
Staurosporin in Cdk2-spezifischer Konzentration (100 nM) sowie die Unterdrickung
der Cdk2-Expression mit Hilfe von siRNA konnten nach der Reoxygenierung weder
die Phosphorylierung von chromatingebundenem Cdc6, noch dessen Verschwinden
aus der Chromatin-Fraktion verhindern. Gleichzeitig, oder sehr kurz darauf, fanden,
vollig unbeeinflusst von der fehlenden Cdk2-Aktivitat, Schwall-artig Initiationen
akkumulierter Replikationseinheiten statt und leiteten damit (Abb.6) eine in jeder
Beziehung normale S-Phase ein, auch erkennbar an der Zunahme des
chromatingebundenen PCNA, das die einsetzende prozessive DNA-Synthese
anzeigte (Abb.5,6).
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Erst ab einer Staurosporin-Konzentration von 5-10 uM wurde sowohl die
Phosphorylierung von Cdc6, als auch dessen Verschwinden aus Chromatinfraktion
und die Zunahme des chromatingebundenen PCNA verhindert (Abb.19). Gleichzeitig
blieb der Schwall von Replikoninitiationen nach Reoxygenierung aus (Abb.22). 10 uM
Staurosporin unterdriickten auch in nicht synchronisierten normoxischen T24-Zellen
anstehende Replikon-Initiationen (Abb.23). Die Elongation in bereits initiierten
Replikons wurde jedoch unverandert fortgesetzt, wie die Verschiebung der
ansteigenden Schulter der Sedimentationsprofile mit zunehmender Zeit nach
Staurosporingabe zu hoéheren Fraktionsnummern hervorgeht (Abb.23). Exakt die
letztere Wirkung relativ hoher Staurosporin-Konzentrationen war schon friher in
Experimenten mit BHK-21, CCRF und Ehrlich-Aszites-Zellen aufgefallen (Gekeler et
al., 1993b). Es zeigte sich damals auch, dass die Unterdrickung von Replikon-
Initiationen durch Auswaschen des Staurosporins ebenso schnell aufgehoben
werden konnte, wie die, die durch Hypoxie verursacht war, durch Reoxygenierung.
Wahrscheinlich unterdricken 10 pM Staurosporin in Saugetierzellen ziemlich
allgemein und mit nur sehr geringer Latenzzeit die Cdc6-Phoshorylierung und
anstehende Replikon-Initiationen. Davon sind sowohl Initiationen, die durch
Reoxygenierung hypoxischer Zellen ausgeldst werden kénnen, als auch solche, die
.spontan“ wahrend des normalen Zellwachstums unter aeroben Bedingungen
auftreten, betroffen. Mikromolare Staurosporin-Konzentrationen mimickieren somit
den Effekt der Hypoxie, sowohl hinsichtlich der Cdc6 Phoshorylierung, als auch
hinsichtlich der Aktivierung von Prainitiationskomplexen. Es liegt nahe, daraus die
Hypothese abzuleiten, dass die Verhinderung der Phosphorylierung von Cdc6
zumindest ein Glied in der Kausalkette ist, die in in hypoxischen Zellen zur
Unterdrickung von Replikoninitiationen fuhrt. Eventuell macht das in der Folge der
Phosphorylierung aus dem Chromatin verschwindende Cdc6 Bindungsstellen flr
andere Molekille frei, die dann den Prainitiationskomplex zum funktionsfahigen
Initiationskomplex vervollstandigen. In diese Richtung deuten auch Befunde von
Riedinger et al., die demonstrierten, dass in SV40-Minichromosomen von
hypoxischen, virusinfizierten CV1-Zellen nach Reoxygenierung in Minutenschnelle
vorher noch fehlende, essentielle Bestandteile eines funktionsfahigen
Replikationskomplexes erganzt wurden (Riedinger et al., 2002).

Wenn die Phoshorylierung von Cdc6 fur die letztendliche Aktivierung von

Prainitiationskomplexen entscheidend ist, muss davon ausgegangen werden, dass
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die dafur verantwortliche Kinase innerhalb der Zelle erst durch mikromolare Medium-
Konzentrationen von Staurosporin gehemmt wird. Alternativ ware es auch denkbar,
dass die Cdc6 phosphorylierende Kinase durch realistische Konzentrationen
(Loslichkeit von Staurosporin!) Uberhaupt nicht gehemmt werden kann, sondern dass
eine weiter stromaufwarts in einer hypothetischen Regulations-Kaskade positionierte
Kinase entscheidend ist. Bei langeren Signalketten durften ggf. alle downstream-
Schritte bis hin zur eigentlichen Cdc6-Phosphorylierung nicht durch nanomolare
Staurosporin-Konzentrationen (wie z.B. Cdk2) hemmbar sein.

Wie die Beeinflussung des Phosphorylierungsvorgangs durch den Sauerstoff-
Partialdruck zustande kommen konnte, ist nach wie vor unklar. In Frage kommt eine
direkte oder indirekte Redox-Steuerung eines Glieds einer upstream Signalkaskade,
der relevanten Kinase selbst oder letztendlich auch eine Beeinflussung des Zustands
des Chromatin-gebundenen Cdc6 selbst durch eine weitere (unbekannte), potentiell
Cdc6-bindende, Komponente des Chromatins, des Nucleosols und schliel3lich sogar
des Cytosols (eine Cytosol-Komponente musste unter normalem pO; in den Kern
transportiert werden). Von einem (hypothetischen) Cdc6-bindenden Faktor musste
gefordert werden, dass seine Wechselwirkung mit Cdc6, direkt oder indirekt, pO, —

abhangig ist.

5.5 Kommt eine bekannte Kinase fiir die Vermittlung der Antwort
der DNA-Replikation auf Hypoxie in Frage?

Welche Kinase flr die entscheidende Cdc6-Phosphorylierung oder eine alternative
upstream-Phosphorylierung (falls die involvierte Kinase Staurosporin unempfindlich
ist, s.0.) in Frage kommt, muss zunachst offen bleiben. Cdk2 kann es definitiv nicht
sein. Das fragliche Enzym darf erst durch wesentlich hdhere Staurosporin-
Konzentrationen im Medium lebender Zellen hemmbar sein, als u.A. Cdk2 . Unter
diesem Gesichtpunkt kdnnen die nachgenannten, in der Literatur beschriebenen

Kinasen diskutiert werden. Die Aufzahlung ist moglicherweise unvollstandig.

Cdk1: (Bashir and Pagano, 2005) berichten, dass die Aufgaben der Cdk2 auch von
der Cdk1 Ubernommen werden konnen, die ebenfalls einen Komplex mit Cyclin E
eingehen kann. Auch deuten die in vivo Ergebnisse von (Aleem et al., 2005), welche

aus Arbeiten an Cdk2 Knock-out Mausen gewonnen wurden, darauf hin, dass der
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Cdk1/Cyclin E-Komplex die Aufgaben der fehlenden Cdk2 Ubernehmen kann. Die
ICs0-Werte von Cdk1/Cyclin B gegentber Staurosporin, Olomoucin und Roscovitin
liegen jedoch in nahezu denselben Bereichen, wie die ICsp-Werte von Cdk2/Cyclin E.
Falls die Werte des Cdk1/Cyclin B Komplexes identisch waren mit denen des
Cdk1/Cyclin E Komplexes kdnnte ausgeschlossen werden, dass die verantwortliche

Kinase die Cdk1 ware, da sie in diesen Versuchen ebenfalls gehemmt ware.

Cdk4: Bisher wurde angenommen, dass die sequenzielle Phosphorylierung durch
Cdk4 und Cdk2 zu der Inaktivierung von pRB und damit zur Freisetzung von E2F
fuhrt. Tetsu und McCormick hatten in ihrer Arbeit gezeigt, dass eine Hemmung der
Cdk4, jedoch nicht der Cdk2, zu einem Arrest der Zellen fuhrt (Tetsu and McCormick,
2003). Sie hatten weiterhin gezeigt, dass pRB an Phosphorylierungsstellen, welche
von der Cdk2 phosphoryliert werden, auch in deren Abwesenheit, jedoch in
Anwesenheit hoher Spiegel an Cdk4, phosphoryliert ist. Inwieweit die Cdk4 jedoch
andere Substrate der Cdk2, zum Beispiel Cdc6, phosphorylieren kann, ist noch
ungeklart. Die Cdk4 Aktivitat ware in den hier durchgefuhrten Arbeiten durch die
eingesetzten Mengen an Olomoucin, Roscovitin, Staurosporin und Cdk2/Cyclin
Inhibitory Peptide Il nicht gehemmt gewesen.

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden mittlerweile jedoch Cdk4 Knock-out
Mause generiert, die lebensfahig sind und sich bis auf bestimmte endokrine Organe
normal entwickeln (Tsutsui et al., 1999; Rane et al., 1999).

Im Laufe dieser Arbeit wurden auch die Auswirkungen von Cdk4 Inhibitoren auf die
Initiation nach Reoxygenierung untersucht. Es zeigte sich, dass bei spezifischen
Konzentrationen  keine Hemmung der Initiation in den alkalischen
Sedimentationsprofilen zu erkennen war. Eine Hemmung der Initiation war erst in
Konzentrationsbereichen mdglich, die den ICsp um das 150-fache Uberschreiten
(nicht gezeigt). In diesem Konzentrationsbereich werden jedoch auch die Cdk2 und
Cdk1 gehemmt.

Es ist also mdglich, dass die G1-Phase-Cdk’'s, Cdk2, Cdk4 und Cdk6, sich
gegenseitig erganzen bzw. ersetzen kdénnen, da auch von der Cdk2 bekannt ist, dass
sie alleine pRB phosphorylieren und damit inaktivieren kann (Keenan et al., 2004).

Werden beide Kinasen, Cdk2 und Cdk4, gleichzeitig gehemmt, wie es der Fall ist,

wenn Zellen mit dem Nukleocapsid-Protein des SARS-Coronavirus inkubiert werden,
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so resultiert eine Hemmung der S-Phase-Progression (Surjit et al., 2006). Dies zeigt

an, dass mindestens eine der Kinasen aktiv sein muss.

Cdc7/Dbf4 Kinase: Die Aktivierung des Prainitiationskomplexes soll nicht nur von
der Cdk2, sondern auch von der Cdc7/Dbf4 Kinase abhangig sein; Mcm-Proteine
sind sowohl das primare Ziel der Cdc7 Kinase als auch Substrate der Cdk2 (Ishimi et
al., 2000; Ishimi and Komamura-Kohno, 2001; Lei et al., 1997). Es ist nicht
auszuschlielen, dass die Cdc7 Kinase Aufgaben der Cdk2 bei deren Fehlen
Ubernehmen kann. Die Cdc7 Kinase soll im Gegensatz zur Cdk2 unentbehrlich fur
die Initiation der Replikation sein. Cdc7 Knock-out Mause sind nicht lebensfahig und
Stammzellen aus Mausen, in welchen die Cdc7 Kinase inaktiviert wurde, zeigten
einen S-Phase Arrest und einen p53-abhangigen Zelltod (Kim et al., 2002). Auf
Grund neuerer Versuche aus dem hiesigen Labor, in denen die Blockierung der
Cdc7-Kinase durch Rottlerin ebenfalls keinerlei Hemmwirkung auf die Auslésung
eines Initiationsschwalls durch Reoxygenierung hypoxischer T24-Zellen zeigte, muss
man jedoch eher annehmen, dass auch die Cdc7-Kinase nicht unentbehrlich ist
(Martin, 2006).

Eine weitere Mdglichkeit ist, dass eine nicht-Cdk Kinase in der Lage ist, Aufgaben
der Cdk2 zu ubernehmen. Ein Kandidat dafur ist die Aurora Kinase, die in letzter
Zeit fur viel Interesse gesorgt hat. Die Aurora Kinase wurde in Verbindung mit der
Centrosomenduplikation und Zelltransformation gebracht (Dutertre et al., 2002). Da
die Cdk2 ebenfalls an der Centrosomenduplikation, durch die Phosphorylierung von
Nucleophosmin beteiligt ist, besteht ein moglicher Zusammenhang zwischen den
beiden Kinasen (Okuda et al., 2000). Eine unbeabsichtigte Aktivierung der Aurora
Kinase, die auch in einigen Krebsarten Uberexprimiert ist, konnte evil. die
Anwesenheit der Cdk2 Uberflissig machen.

Unterstiutzt wird diese Moglichkeit durch den Befund, dass in Xenopus Extrakten die
Cdk2 zwar notwendig war um mehrere Runden an Replikationen zu ermdglichen, fur
die erste Replikation dagegen waren anderen Kinasen, wie die Aurora Kinase,
ausreichend (Nigg, 2001).

Weitere Kinasen: In einer Datenbank wurde nach Kinasen gesucht, welche nur

durch hohe Staurosporinkonzentrationen hemmbar sind, fir die aber nicht positiv
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belegt ist, dass sie direkt oder indirekt an der Cdc6-Phosphorylierung beteiligt sind
oder sein konnten. Besonders aussichtsreiche Kinasen, welche eventuell als
Ausloser fur die Replikoninitiation in Frage kamen, waren dabei: CLK3, als CDC-like
Kinase und NEK?9, die fur die Aufrechterhaltung der G1- und S-Phase notwendig ist
(Tan and Lee, 2004). Jedoch ist Uber beide Kinasen noch kaum etwas bekannt und
es sind keine spezifischen Inhibitoren fir sie verfugbar.

Ebenfalls nur durch hohe Staurosporinkonzentrationen hemmbar sind die beiden
MAP-Kinasen MAP3K4 und MAPKS8. Da die MAP-Kinasen direkten Einfluss auf den
Zellzyklus nehmen kadmen auch diese beiden Kinasen in Frage.

CK1, CSNK1: Auch Casein Kinase1 (CK1, CSNK1) wird erst durch hohe
Staurosporinkonzentrationen gehemmt. CK1 ist eine ubiquitdre Serin/Threonin-
Kinase mit einer vielzahl an Substraten. Im Falle von SV40 wurde gezeigt, dass die
CK1 die Virusreplikation, durch Phosphorylierung des Grof3en T-Antigens, direkt
reguliert (Cegielska and Virshup, 1993). Jedoch ist diese Phosphorylierung
hemmend. AuRerdem sprechen frihere Untersuchungen des hiesigen Labors an
hypoxischen/reoxygenierten SV40-replizierenden TC7 Zellen, in denen kein
Unterschied im Phosphorylierungsstatus des grof3en T-Antigens gefunden wurde,
eher gegen CK1 (Dreier et al., 1993).
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die schnelle Ausloésung von
Replikoninitiationen nach Reoxygenierung von hypoxisch inkubierten Zellen Cdk2-
abhangig ist.

Dabei wurde ein System benutzt, in dem die Saugerzellen ausgehungert und durch
anschlieenden Mediumwechsel wieder stimuliert wurden. Zellen, die direkt nach der
Stimulation durch Mediumwechsel hypoxisch inkubiert werden, stauen sich in einem
Zustand an, aus dem heraus es innerhalb von 1-2 Minuten nach Reoxygenierung zu
einer schwallartigen Replikoninitiation kommt, die den Beginn einer synchronen S-
Phase markiert. Die mit dem System erhaltenen Ergebnisse stutzen folgende
Aussagen:

Cdk2 assoziiert 4-6 Stunden nach der Stimulation durch Mediumwechsel mit dem
Chromatin, unabhangig davon, ob die Zellen danach normoxisch oder hypoxisch
inkubiert wurden.

Inhibition der Cdk2, mit Olomoucin, Roscovitin, Staurosporin (100 nM), dem
Cdk2/Cyclin Inhibitory Peptide Il oder auch das Ausschalten der Cdk2 mit RNAi hatte
keinen Einfluss auf den synchronen Schwall an Replikoninitiationen nach der
Reoxygenierung.

Cdc6 und pRB, beides mogliche Ziele der Phosphorylierung durch die Cdk2,
verhielten sich unterschiedlich:

Cdk2-spezifische Inhibition verhinderte die Phosphorylierung von Cdc6 nach
Reoxygenierung nicht. Chromatin-gebundenes pRB blieb noch Uber die
Reoxygenierung hinaus hypophosphoryliert. Damit ist weder die Cdk2 Aktivitat, noch
die pRB Phosphorylierung fur die Replikoninitiation nach Reoxygenierung notwendig.
Die Phosphorylierung von Cdc6 nach Reoxygenierung und der anschliellende
Initiationsschwall konnten jedoch durch 10 uyM Staurosporin gehemmt werden. In
dieser Konzentration ist Staurosporin nicht mehr fur Cdk2 spezifisch, sondern hemmt
viele unterschiedliche Proteinkinasen. Dies deutet zum einen darauf hin, dass eine
andere Kinase flur die Phosphorylierung von Cdc6 verantwortlich sein muss und zum
anderen das eine Phosphorylierung von Cdc6 moglicherweise essentiell fur die
letztendliche  Auslosung der  Replikoninitiation aus dem  hypoxischen

Prainitiationszustand heraus ist.
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