-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Philipps-Universitat Marburg

Allgemeine und funktionelle Untersuchungen
zur grof3en Untereinheit des humanen Replikationsfaktors C (RFC1),
sowie initiale Untersuchungen zur Regulation der Expression
von RFC1 durch das BCR-ABLP#°-Onkogen

Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

dem
Fachbereich Biologie
der Philipps-Universitat Marburg
vorgelegt von

Frank Breitenbicher
aus Mannheim

Marburg/Lahn 2005


https://core.ac.uk/display/147496515?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Vom Fachbereich Biologie der Philipps-Universitat Marburg als Dissertation am 11.05.05

angenommen.

Erstgutachter: Prof. Dr. Michael Bolker
Zweitgutachter: PD. Dr. Thomas Fischer

Tag der mundlichen Priifung am 03.06.05



Irrtimer haben ihren Wert
jedoch nur hie und da.

Nicht jeder, der nach Indien fahrt,
entdeckt Amerika.

Erich Kastner



FUr meine Lieben:
Sandra, Emilie und Alina



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1

1.1 Der humane Replikationsfaktor C 1

1.2 Die grof3e Untereinheit des humanen Replikationsfaktors C (RFC1) 5

1.3 Die Chronische myeloische Leukadmie (CML) 8

1.3.1 BCR-ABL als Onkogen 11
14 Ziele der Arbeit 15
2 Material und Methoden 16
2.1 Material 16
211 Gerate und Zubehor 16
212 Chemikalien 17
2.13 Puffer und Losungen 17
214 Néahrmedien 24
2.15 Enzyme 24
2.1.6 GroRenstandards 24
2.1.7 Nukleinséuren und Nukleotide 25
2.1.8 Plasmide 25
219 Rekombinante Plasmide 26
2.1.10 Bakterienstamme 28
2111 Fertigsysteme zur Aufreinigung von DNA und RNA 28
2.1.12 Sonstige Fertigsysteme 28
2.1.13 Zellkulturmedien, Zusétze und Materialien 28
2.1.14 Zellinien 30
2.1.15 Antikérper und Seren 32
2.1.16 Datenbanken 33
2.1.17 Software 34
2.1.18 Auftragsarbeiten 34
2.2 Methoden 35
221 Isolierung von Plasmid-DNA durch Alkalische Lyse 35
2211 Plasmid-Minipraparation 35
22.1.2 Plasmid-Maxipraparation 36
222 Photometrische Bestimmung von DNA/RNA-Konzentrationen 36
2.2.3 Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen 37
2.2.4 Dephosphorylierung von Vektoren 37

225 Ligation 38



Inhaltsverzeichnis

2.2.6
2.2.7
2.2.8
229
2.2.10

2.2.10.1
2.2.10.2
2.2.10.3
2211
22111
2212
2.2.13
22131
2.2.13.2

2.2.13.3
22134

2.2.135

2.2.135.1

2.2.135.2
2.2.135.3
2.2.1354
2.2.14
2.2.14.1
2.2.14.2
2.2.14.3
2.2.14.4

221441
2.2.14.4.2
2.2.14.4.3
2.2.15
2.2.15.1
2.2.15.2

Transformation kompetenter E. coli-Zellen
Agarosegelelektrophorese

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten
Transfer von DNA Fragmenten auf eine Nylonmembran
(,Southern-Blot®)

Transfer der DNA

Hybridisierungsanalyse der DNA

Dehybridisierung der Membran

Generierung von Replika-Filtern zur Kolonie-Hybridisierung
Hybridisierungsanalyse von Replika-Filtern
Polymerasekettenreaktion

Arbeiten mit RNA

Gewinnung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen
Gewinnung angereicherter poly-A*™-RNA

aus eukaryontischen Zellen

Herstellung von cDNA (Erststrangsynthese)
Determinierung des 5"-Endes einer genspezifischen mRNA
mittels 5"-RACE (Rapid amplification of cDNA ends)
Transfer von RNA-Fragmenten auf eine Nylonmembran
(,Northern-Blot")

Fraktionierung von RNA mittels denaturierender
Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese

Transfer der RNA

Hybridisierungsanalyse der RNA

Dehybridisierung der Membran

Arbeiten mit Proteinen

Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Extraktion angereicherter Kernproteinextrakte
Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford
Auftrennung von Proteinen mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membranen (,Western Blot")

Immundetektion immobilisierter Proteine
Dehybridisierung der Membran
Zellbiologische Methoden

Auftauen von Zellen

Passagieren von Zellen

38
39
40
40
41

41
42
42
42
43
44
45
46
46

46
46

47

47

48
48
49
50
50
51
51
52

53
54
54
55
55
55



Inhaltsverzeichnis

2.2.15.3 Langfristige Lagerung von Zellen 56
2.2.154 Transfektion eukaryontischer Zellen mittels Elektroporation 56
2.2.15.5 Generierung stabil transfizierter Zellinien 57
2.2.16 DurchfluRzytometrie 58
2.2.16.1 DurchfluRzytometrische Bestimmung 58
des zellularen DNA-Gehalts mittels Propidiumiodid-Inkorporation
2.2.16.2 DurchfluRzytometrische Messung der zellularen DNA-Synthese 59
2.2.17 UV-Bestrahlung von Zellinien 60
2.2.18 Behandlung von Zellinien mit Zytostatika 60
2.2.19 Alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (“Comet-assay"”) 60
Ergebnisse 63
3.1 Untersuchung der mRNA-Expression von RFC1 63

in verschiedenen adulten humanen Geweben mittels
Northern-Hybridisierung

3.2 Identifikation und Sequenzanalyse 64
der potentiellen Promotorregion von RFC1

3.21 Isolierung genomischer Klone, die den 5°-Bereich 65
von RFC1 représentieren

3.3 Determinierung der Transkriptionsstartstelle von RFC1 mittels 5"-RACE 71

34 Sequenzanalyse und Identifikation potentieller 75
cis-regulatorischer Elemente in der proximalen

genomischen 5’-Region von RFC1

35 Untersuchungen zur Expression von RFC1 und mRFC1 77
in Abhangigkeit von BCR-ABLP*'? in verschiedenen zellularen Systemen

351 Proteinexpression von mRFC1 in murinen, hamatopoetischen Zellinien 77

3.5.2 Proteinexpression von RFC1 in humanen, hamatopoetischen Zellinien 78

3.5.3 Proteinexpression von RFC1 in primaren humanen, 79

hamatopoetischen Vorlauferzellen (Progenitorzellen)

354 Analyse zu Auswirkungen einer Blockade der Kinase-Aktivitat 82
von BCR-ABL"?"° auf die Proteinexpression von RFC1

355 Analyse der mRNA-Expression von RFC1 und mRFC1 84
in humanen und murinen, hamatopoetischen Zellinien

3551 Nachweis der mMRNA-Expression von RFC1 84

durch semiquantitative PCR in humanen, hamatopoetischen Zellinien
3.55.2 Analyse der mRNA-Expression von mRFC1 in murinen, 86
hamatopoetischen Zellinien mittels semiquantitativer PCR

und Northern-Hybridisierung



Inhaltsverzeichnis

3.5.6 Untersuchungen zur Proteinstabilitdt von RFC1 88
in humanen, hamatopoetischen Zellinien

3.6 Analyse der Sensitivitdt der humanen, 91
hamatopoetischen Zellinien Mo7e und Mo7e BCR-ABLP?*°
gegenuber Zytostatika und UV-Bestrahlung

3.7 Stabile Transfektion humaner Zellinien 94
zur ektopischen Expression von RFC1

3.8 Analyse der Sensitivitdt humaner Zellinien, 96
die eine ektopische Expression von RFC1 aufweisen,
gegenuber UV-Bestrahlung

3.9 Reversion des UV-hypersensitiven Phanotyps RFC1-transfizierter Zellinien 98
durch Blockade der Caspasen-Aktivierung

3.10 Analyse der Sensitivitdt humaner, RFC1-transfizierter Zellinien, 100
gegenuber einer Behandlung mit verschiedenen Zytostatika

3.11 Nachweis von NER-(Nukleotid-Exzisionsreparatur) induzierten 102
DNA-Strangbriichen nach UV-Bestrahlung
mittels alkalischer Einzelzell-Gelelektrophorese (,Comet assay")
in RFC1-transfizierten, humanen Zellinien

3.12 Analyse der DNA-Synthese RFC1-transfizierter, 104
humaner Zellinien nach UV-Bestrahlung
mittels durchfluRzytometrischer Messung der BrdU-Inkorporation

Diskussion 106

41 Klonierung und Sequenzanalyse der putativen Promotorregion, 106
sowie des Transkriptionsstarts von RFC1 zur Identifikation
potentieller cis-regulatorischer Sequenzelemente

41.1 Die Transkriptionsstartstelle von RFC1 108

4.1.2 Isolierung genomischer Subklone und Sequenzanalyse 109
des putativen Promotorbereichs von RFC1

4.2 Exemplarische Untersuchungen zum Einflu von BCR-ABLP**° 111
auf die Expression von RFC1

4.3 BeeinfluRt eine durch BCR-ABLP*° erhéhte Expression von RFC1 117
das Uberleben von Zellen nach DNA-Schéadigung ?

4.4 Eine stabile, ektopische Expression von RFC1 119
in humanen Zellen fiihrt zu einer Sensitivierung der Zellen
gegeniber UV-Bestrahlung und DNA-schadigenden Zytostatika

4.5 Ausblick 124

Zusammenfassung 127



Inhaltsverzeichnis

© 00 N o

Literaturverzeichnis

Anhang: Oligonukleotide und Sequenzen
Abklrzungsverzeichnis

Lebenslauf und Publikationen

Danksagung

131
149
156
160
162



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Der humane Replikationsfaktor C

Der humane Replikationsfaktor C (RFC) wurde erstmals aus HEK293 und kurze Zeit
spater aus HelLa-Zellen isoliert und erwies sich als essentieller Proteinkomplex fur die
Replikation von Simian-virus-40-(SV-40)-DNA in vitro (Tsurimoto und Stillman, 1989;
Lee et al.,, 1991). Der RFC-Komplex setzt sich aus funf Untereinheiten zusammen
(RFC1-RFC5). Die fur die einzelnen Untereinheiten des Heteropentamers kodierenden
Gene wurden kloniert und sequenziert (Chen et al., 1992a; Chen et al., 1992b; Burbelo
et al., 1993; Bunz et al., 1993). Die Untereinheiten besitzen molekulare Massen,
abgeleitetet aus deren Aminosauresequenz, von 128,3; 39; 40,5; 39,6; und 38,5kDa und
weisen nach elektrophoretischer Auftrennung mittels SDS-PAGE eine Molekularmasse
von 140; 40; 38; 37 und 36kDa auf. Ein funktionell homologer Proteinkomplex, der in
seiner Zusammensetzung aus einer grollen und vier kleinen Untereinheiten dem
humanen RFC sehr ahnlich ist, wurde ebenfalls in Hefezellen (Saccharomyces
cervisiae) identifiziert und charakterisiert. Deletionsanalysen haben gezeigt, dal} alle
Untereinheiten flr die Funktionalitdt des gesamten Komlexes essentiell sind (Yoder et
al., 1991; Burgers 1991; Li und Burgers, 1994a; Li und Burgers, 1994b; Noskov et al.,
1994; Gary und Burgers, 1995; Cullmann et al., 1995). Eine Funktion des RFC-
Komplexes besteht in der ATP-abhangigen Beladung der DNA mit dem ringférmigen,
homotrimeren Prozessivitatsfaktor PCNA (Proliferating cell nuclear-antigen) wahrend
der DNA-Replikation. Nach der Positionierung durch RFC an den 3°-OH Enden der von
Polymerase a/Primase synthetisierten Oligonukleotide (,Primer/Template“-Strukturen)
rekrutiert PCNA die an der replikativen DNA-Synthese beteiligten DNA-Polymerasen &
und €. Durch Interaktion mit PCNA wird eine hochprozessive DNA-Synthese der
Polymerasen wahrend der Replikation gewahrleistet (Mossi und Hibscher, 1998). Aus
der Zusammenfassung verschiedener in vitro-Untersuchungen mit rekombinanten
Proteinen humanen Ursprungs, als auch aus Saccharomyces cervisiae, lalt sich ein
magliches theoretisches Modell zum Mechanismus des Beladungsprozesses von PCNA
durch den RFC-Komplex ableiten. Demnach kénnte der heteropentamere RFC-Komplex
zunachst in Anwesenheit von ATP an PCNA binden. Eine Konformationsanderung des

RFC/PCNA-Komplexes, mdoglicherweise bedingt durch schrittweise Bindung weiterer
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ATP-Molekiile an RFC, ermdglicht zum einen die Offnung der homotrimeren PCNA-
Ringklemme und zum anderen eine Erhéhung der Praferenz von RFC flr die Bindung
an ,Primer/Template“-Strukturen. Die korrekte Bindung an diese Ubergédnge von
doppelstrangiger zu Einzelstrang-DNA fuhrt durch Hydrolyse von ATP zu einer weiteren
Konformationsanderung, die schlief3lich in der Positionierung von PCNA am 3°-OH-Ende
der Ubergangsstruktur, sowie der Dissoziation des RFC-Komplexes resultiert. PCNA
rekrutiert im Anschluld an die Positionierung die replikativen DNA-Polymerasen /¢
(Podust et al., 1998; Gomes und Burgers, 2001; Gomes et al., 2001; Gary Schmidt et
al., 2001; Hingorani und Coman, 2002). In Abbildung 1.1 ist der Ablauf der Beladung
von PCNA durch RFC gemal dieses hypothetischen Modells schematisch dargestellit.

PCNA

¢o @ @

«—

ADP+Pi @

DNA-Polo/e

0.

0.
‘

3 5
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Modells der Positionierung von PCNA durch

RFC an den 3°-Enden von ,,Primer/Template“-Strukturen bei der DNA-Replikation (Details siehe
Text).



Einleitung 3

Die konservierte Funktion des RFC-Komplexes als essentieller Faktor bei der DNA-
Replikation wird durch die Tatsache verdeutlicht, dal} in einer Reihe pro- und
eukaryontischer Organismen verwandte Komplexe existieren, die sich in ihrer
individuellen Zusammensetzung jedoch leicht voneinander unterscheiden. Ein Beispiel
stellt der y-Komplex in E.coli dar, dessen Aufgabe ebenfalls in der ATP-abhangigen
Beladung der DNA mit dem homodimeren [-Protein bei der Replikation besteht
(Jeruzalmi et al., 2002).

Durch Vergleiche der Aminosaurensequenzen der Untereinheiten von RFC sowohl
untereinander, als auch mit den entsprechenden Untereinheiten pro- und
eukaryontischer Komplexe, die zu RFC funktionell homolog sind, konnten acht
konservierte Regionen identifiziert werden (,RFC Box“ I-VIII) (Cullmann et al., 1995).
Allen Untereinheiten des humanen und des entsprechenden Komplexes aus S. cervisiae
gemeinsam sind RFC Box II-VIII, wahrend die jeweils grof3e Untereinheit zusatzlich eine
Region im N-terminalen Bereich besitzt (RFC Box 1), die Homologien zu
prokaryontischen DNA-Ligasen aufweist (Bunz et al., 1993; Cullmann et al., 1995).
Mittels Deletionsanalysen der Untereinheiten des humanen RFC-Komplexes konnten
verschiedene Regionen der einzelnen Untereinheiten identifiziert werden, die an der
DNA-Bindung, der Interaktion mit PCNA und der Interaktion der Untereinheiten bei der
Bildung des heteropentameren RFC-Komplexes beiteiligt sind (Fotedar et al., 1996;
Uhlmann et al., 1997a; Uhimann et al., 1997b; Mossi und Hibscher, 1998).

Abbildung 1.2 zeigt eine Ubersicht der Untereinheiten des humanen RFC-Komplexes in
Bezug auf die Lokalisation konservierter Bereiche (,RFC-Box“ I-VIIl), sowie funktioneller

Regionen der Untereinheiten des Komplexes.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung konservierter Bereiche, sowie funktioneller Regionen der
Untereinheiten des humanen RFC (modifiziert nach: Mossi and Hiibscher, 1998).

Konservierte Regionen (,RFC Boxen® I-VIIl) sind farblich markiert und nummeriert. Die Bereiche II-
VIIl sind allen Untereinheiten gemein, wéhrend RFC Box | exklusiv in der gro3en Untereinheit
(RFC1) vorhanden ist. Funktionelle Regionen der Untereinheiten des RFC-Komplexes sind durch

farbige Kastchen unterhalb der jeweiligen RFC-Proteine gekennzeichnet.

Durch eine Reihe von in vitro-Untersuchungen mit rekombinanten humanen Proteinen
konnte gezeigt werden, dal} der RFC-Komplex, erganzend zur Funktion bei der DNA-
Replikation, ebenfalls im Zusammenspiel mit PCNA und den DNA-Polymerasen & bzw.
e, essentiell fir die DNA-Reparatursynthese im Rahmen der Nukleotid-
Exzisionsreparatur (NER), sowie einem alternativen Mechanismus der Basen-
Exzisionsreparatur (BER; ,Long-patch base excision repair®) ist (Shivji et al., 1995;
Pascucci et al., 1999; Matsumoto et al., 1999; Araujo et al., 2000). Schliel3lich ergeben
sich, durch genetische Studien temparatur-sensitiver Mutanten der homolgen Proteine
von PCNA (pol30) und RFC1 (cdc44) in S. cervisiae, ebenfalls Hinweise fur eine
essentielle Funktion von RFC und PCNA bei der Rekombinationsreparatur von DNA-

Doppelstrangbrichen (DSB-Reparatur) (Holmes und Haber, 1999). Zusammenfassend
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scheint demzufolge eine ATP-abhangige Beladung von PCNA durch den RFC-Komplex
essentiell fur die Reparatur von DNA-Schaden zu sein, in deren Verlauf eine, durch
PCNA-vermittelte DNA-Synthese erforderlich ist.

Abbildung 1.3 zeigt schematisch den Ablauf der Nukleotid-Exzisionsreparatur unter
Beteiligung von RFC, PCNA und der DNA-Polymerasen & bzw. €.

5 x o x 3

3 5
XX

5 3 5 3

3’ 5

RFC/PCNA/Pol 6/¢
3

>
3 5

Abbildung 1.3: Vereinfachte schematische Darstellung der
Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) unter Beteiligung von
RFC, PCNA und den DNA-Polymerasen & bzw. € (modifiziert
nach Wood and Shivji, 1997). DNA-Sché&den sind durch ,XX*
gekennzeichnet und endonukleolytische Inzisionen beiderseits
der Schadensstelle werden symbolisch durch Blitze angedeutet.
Weitere, am Reparaturprozess beteiligte Faktoren sind nicht
eingezeichnet.

1.2 Die groRe Untereinheit des humanen Replikationsfaktors C (RFC1)

Die grof3e Untereinheit des humanen Replikationsfaktors C, RFC1, wurde von Bunz und
Mitarbeitern (1993) aufgrund der Eigenschaft des Proteins an DNA zu binden, isoliert.
Das humane RFC1-Gen wurde mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) auf
Chromosom 4 (4p14-p13) lokalisiert (Luckow et al., 1994). Der offene Leserahmen des
RFC1-Gens mit einer GroRe von 3444bp kodiert fur ein Protein mit 1148 bzw. 1147
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Aminosauren (Acc-No.: P35251) und ein Vergleich der Aminosauresequenzen zeigt
Ubereinstimmungen zu den homologen Proteinen von Mus musculus (83%) und
Saccharomyces cervisiae (35,8%) (Bunz et al., 1993; Cullmann et al., 1995). Zusatzlich
zu den, allen Untereinheiten des heteropentameren RFC-Komplexes eigenen
konservierten Bereichen (RFC-Boxen II-VIII), besitzt RFC1 im N-terminalen Bereich eine
Region, die Homologien zu prokaryontischen DNA-Ligasen zeigt (RFC-Box I) (Bunz et
al., 1993; Cullmann et al., 1995). Neben einer weiteren, zentral gelegenen Domane,
besitzt dieser Bereich DNA-Bindungseigenschaften (Fotedar et al., 1996). Jedoch ist
diese Region, wie Untersuchungen mit N-terminal deletierten RFC1-Proteinen aus S.
cervisiae und humanen Proteinen zeigten, fur die funktionelle Aktivitat des gesamten
RFC-Komplexes bei der Beladung von PCNA in vitro und in vivo entbehrlich (Uhlmann
et al., 1997a, Gomes et al., 2000). Die funktionelle Bedeutung dieser Domane von RFC1
ist daher bisher unklar. Regionen, die an der Interaktion mit PCNA und den kleinen
Untereinheiten beteiligt sind, sind zentral bzw. C-terminal lokalisiert (Fotedar et al, 1996;
Uhlmann et al., 1997a; Uhlmann et al., 1997b) (siehe Abbildung 1.3).

Neben seiner Eigenschaft als Untereinheit des replikativen RFC-Komplexes scheint
RFC1 an weiteren zellularen Prozessen beteiligt zu sein. So wurde beispielsweise
berichtet, da® RFC1 als transkriptioneller Cofaktor sowohl reprimierend, als auch
aktivierend auf die Expression bestimmter Gene wirken kann (Anderson und Perkins,
2002; Anderson und Perkins, 2003). Desweiteren scheint eine direkte Interaktion von
RFC1 mit dem Retinoblastoma-Protein (Rb) ein Uberleben von Zellen nach DNA-
Schadigung Uber einen bisher nicht naher charakterisierten Mechanismus zu
begunstigen (Pennaneach et al., 2001). Fur RFC1 wurde weiterhin eine Assoziation mit
Telomersequenzen, sowie eine inhibitorische Wirkung auf die Telomerase-Aktivitat
gezeigt und in diesem Zusammenhang Uber eine Rolle von RFC1 bei der
Aufrechterhaltung bzw. Verklirzung von Telomeren spekuliert (Uchiumi et al., 1999).
Eine weitere Besonderheit der grolen Untereinheit des humanen RFC-Komplexes im
Gegensatz zu den kleinen Untereinheiten stellt das Vorhandensein von
Erkennungsequenzen fur Caspase-3 dar. So wurde beispielsweise gezeigt, dall RFC1
im Verlauf der Apoptose durch aktivierte Caspase-3 proteolytisch gespalten und
hierdurch inaktiviert wird (Rheaume et al., 1997; Ubeda und Habener, 1997).

Desweiteren ist aus verschiedenen Untersuchungen ersichtlich, dal® speziell RFC1 eine
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besondere Bedeutung bei der Bildung, funktionellen Regulation und Stabilitat des
gesamten RFC-Komplexes zukommt. So zeigten in vitro-Rekonstitutionsversuche mit
rekombinanten humanen Proteinen, dal® die Bildung des RFC-Komplexes sequentiell
erfolgt und durch die Ausbildung eines ,Core“-Komplexes, bestehend aus den kleinen
RFC-Untereinheiten, eingeleitet wird. Ein funktioneller RFC-Komplex entsteht jedoch
erst durch Bindung von RFC1 an den zuvor gebildeten ,Core“-Komplex der kleinen
Untereinheiten (Uhlmann et al., 1996; Ellison und Stillman, 1998).

Bereits die Tatsache, dall RFC1 mit einer kalkulierten molekularen Masse von ca.
128kDa nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen
(SDS-PAGE) eine Molekularmasse von ca. 140kDa aufweist legt die Vermutung nahe,
dal} es sich bei RFC1 um ein posttranslational modifiziertes Protein handelt. Die Aktivitat
einer Vielzahl zellularer Proteine wird durch posttranslationale Modifikationen, wie
beispielsweise der selektiven Phosphorylierung bestimmter Aminosauren reguliert.
Hinweise auf mogliche posttranslationale Modifikationen durch Phosphorylierung von
RFC1 ergeben sich aus Coprazipitations-Experimenten, wie auch der biochemischen
Isolation hochmolekularer Proteinkomplexe in verschiedenen Zellzyklusphasen
synchronisierter Zellen, in welchen eine Assoziation von RFC1 mit unterschiedlichen
CDK/Cyclin-Komplexen nachgewiesen wurde (van der Kuip, 1997; van der Kuip et al.,
1999; Frouin et al., 2002). Bisher sind jedoch nur wenige, detaillierte Untersuchungen zu
funktionellen Konsequenzen einer Phosphorylierung von RFC1 bekannt. Diese weisen
jedoch wiederum auf eine Ubergeordnete Bedeutung von RFC1, im Vergleich zu den
kleinen Untereinheiten, fur die Funktion, wie auch die Integritat des gesamten RFC-
Komplexes hin. In einer frihen Untersuchung durch Maga und Mitarbeiter (1997) fuhrte
die Phosphorylierung der PCNA-Bindungsdoméane von RFC1 durch eine Serin/Threonin-
Kinase (Calcium/Calmodulin-abhangige Kinase II; CaMKIl) zu einer reduzierten
Interaktion mit PCNA, sowie einer Inhibition der DNA-Synthese in vitro. Durch Salles-
Passador und Mitarbeiter (2003) konnte in einer neueren Untersuchung spezifisch die
Phosphorylierung einer Aminosaure in der PCNA-Bindungsdomane von RFC1 (T506)
durch CDK/Cyclin-Komplexe in vitro wie auch in vivo nachgewiesen werden. Die in vitro-
Phosphorylierung dieser Aminosaure durch CDK/Cyclin-Kinasen fuhrte wiederum zu
einer verminderten Interaktion der PCNA-Bindungsdomane von RFC1 mit PCNA.

SchlieBlich konnte durch Munshi und Mitarbeiter (2003) in synchronisierten Zellen eine
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zunehmende Phosphorylierung von RFC1 in vivo nachgewiesen werden, die in der
G2/M-Phase des Zellzyklus maximal war und zu einer Dissoziation von RFC1 aus dem
RFC-Komplex fuhrte. In dieser Arbeit konnte dartber hinaus gezeigt werden, dal} diese
Phosphorylierung durch Cyclin-abhangige Kinasen erfolgt und exklusiv RFC1, jedoch
nicht die kleinen Untereinheiten des RFC-Komplexes (RFC2-5), betrifft. Diesen
Ergebnissen zufolge konnte die Funktionalitdt und Stabilitdit des gesamten RFC-
Komplexes von der Verfugbarkeit wie auch der posttransiationalen Modifikation von
RFC1 abhangig sein,.

Eine Untersuchung zur Regulation der Expression von RFCL1 in humanen Zellen zeigte
eine konstante Proteinexpression der grof3en Untereinheit des RFC in proliferierenden
Zellen in allen Zellzyklusphasen, wahrend Zellen, die sich in einem Ruhestadium (GO)
befanden, eine verminderte Expression von RFC1 aufwiesen (van der Kuip, 1997). In
dieser Untersuchung zeigte sich ebenfalls, dal3 die Expression von RFC1 primar
transkriptionell reguliert zu sein scheint, da die mRNA-Expression des Gens in Zellen,
die nicht proliferierten, vermindert war und mit dem Eintritt in den Zellzyklus, parallel zur
Proteinexpression, zunahm (van der Kuip, 1997). In einer weiteren Untersuchung flhrte
eine ektopische Expression des murinen mRFC1 in der murinen Fibroblastenzellinie
NIH3T3 zu einer erhdéhten Proliferation dieser Zellen. Als moégliche Ursache fur die
beobachtete Proliferationssteigerung wurde darlber spekuliert, ob die grofRe
Untereinheit des RFC mdglicherweise das limitierende Protein bei der Formation des

heteropentameren Komplexes darstellt (Haque et al., 1996).

1.3 Die Chronisch myeloische Leukamie (CML)

Die Chronisch myeloische Leukamie (CML) ist eine klonale Erkrankung der humanen
hamatopoetischen Stammzelle und gehoért zu den wahrscheinlich am ausfuhrlichsten
untersuchten malignen Erkrankungen. Bei etwa 15% aller diagnostizierten Leukamien
handelt es sich um eine CML (Cartwright et al., 1991). Das klinische Erscheinungsbild
der CML zeichnet sich durch einen bi- bzw. triphasischen Verlauf aus. Man
unterscheidet eine chronische Phase, eine Akzelerationsphase und eine terminale
Blastenphase (Blastenkrise), wobei ein direkter Ubergang des chronischen Stadiums in
die terminale Blastenkrise mdglich ist. Die initiale, chronische Phase der Erkrankung ist

durch unspezifische Symptome und eine erhohte Leukozytenzahl gekennzeichnet.
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Neben ausdifferenzierten Leukozyten finden sich bei CML-Patienten vermehrt
hamatopoetische Vorlauferzellen unterschiedlicher Reifungsgrade der myeloischen
Reihe im peripheren Blut (sog. pathologische Linksverschiebung). Diese periphere
Ausschwemmung der, bei gesunden Personen ausschlieBlich im Knochenmark
angesiedelten, hamatopoetischen Vorlauferzellen ist die Folge einer starken Expansion
myeloischer Zellen im Knochenmark. Die chronische Phase der Erkrankung dauert im
Mittel ca. 4-5 Jahre an (Hehimann et al., 1994) und ist therapeutisch gut zu kontrollieren.
Im Anschlul} an die chronische Phase kann die CML in die sogenannte akzelerierte
Phase Ubergehen. Hier kommt es, trotz zytostatischer Therapie, zu einem signifikanten
Anstieg der Leukozytenzahlen im peripheren Blut. Damit einhergehend sind haufig
Symptome wie Anamie, Abfall der Thrombozytenzahlen, VergoRerung der Milz und
Fieber zu beobachten. Der Ubergang der CML in die finale Phase der Erkrankung, die
terminale Blastenphase (Blastenkrise) kann im Anschlufd an die akzelerierte Phase oder
direkt und plétzlich im Verlauf der chronischen Phase erfolgen. In der Blastenkrise treten
stark vermehrt unreife hamatopoetische Vorlauferzellen im peripheren Blut auf und die
normale Hamatopoese wird massiv gestort. Die Dauer der terminalen Blastenphase
betragt unter chemotherapeutischer Behandlung im Mittel ca. 3-6 Monate (Sacchi et al.,
1999) und endet bedingt durch Infektionen, Blutungen oder multiples Organversagen
todlich. Die einzige kurative therapeutische Option stellt die allogene
Knochenmarktransplantation dar.

Das klinische Krankeitsbild der CML wurde erstmals im Jahre 1845 beschrieben
(Virchow, 1845; Bennett, 1845). Erst lange Zeit spater erfolgte der Nachweis eines
spezifischen aberanten Chromosoms in leukamischen Zellen von CML-Patienten, das
nach dem Ort seiner Entdeckung ,Philadelphia-Chromosom® benannt wurde (Nowell
und Hungerford, 1960). Dieses abnormale Chromosom ist das Resultat einer reziproken
Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22
(t(9;22)(g34;911)) (Rowley, 1973). Hierbei wird das Protoonkogen c-Abl (Abelson murine
leukemia virus), welches auf dem langen Arm von Chromosom 9 lokalisiert ist, in die
Region des Bcr-(Breakpoint cluster region) Gens auf Chromosom 22 transloziert (de
Klein et al., 1982; Bartram et al., 1983; Groffen et al., 1984). Abbildung 1.4 zeigt

schematisch die reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22, die zur



Einleitung 10

Entstehung des BCR-ABL Fusionsgens auf Chomosom 22 (Philadelphia-Chromosom)
fuhrt.

@ =
ot [E =B8R %FBCR.ML

“—ABL-BCR
o [ - AR

g9 22 9g+ 229- (Ph)

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der reziproken
Translokation 9;22, die zur Entstehung des BCR-
ABL Fusionsgens auf Chomosom 22 (Philadelphia-

Chromosom) fiihrt.

Durch die Fusion der Gene Bcr und c-Abl auf Chromsom 22 entsteht das chiméare Bcr-
Abl-Gen, das fiir ein Protein, BCR-ABL??'°, mit einem Molekulargewicht von 210kDa
kodiert (Ben Neriah et al., 1986) und in etwa 95% der CML-Patienten nachgewiesen
werden kann (Bennett et al., 1994). Neben dem fiir die chronisch myeloische Leukamie
typischen Fusionsprotein BCR-ABLP?'® kann es bei der reversen Translokation abhéngig
von der Lage des Bruchpunktes im Bcr-Gen zur Bildung alternativer Fusionen zwischen
Bcr und c-Abl kommen. So lalt sich in etwa zwei Drittel der Patienten mit Akuter
lymphatischer Leukamie (ALL) und in seltenen Fallen auch bei CML-Patienten das BCR-
ABLP' Fusionsprotein nachweisen (Melo et al., 1994; Ravandi et al., 1999), wahrend in
einigen Patienten mit Chronischer neutrophiler Leukdmie (CNL) ein BCR-ABL
Fusionsprotein, BCR-ABLP?*°, mit einem Molekulargewicht von 230kDa detektiert
werden konnte (Pane et al., 1996).

Die onkogene Wirkung der drei Fusionsproteine BCR-ABLP'®°, BCR-ABL?'° und BCR-
ABLP?® konnte ebenfalls in vivo bestatigt werden und fiihrte zum Ausbruch einer
chronischen myeloproliferativen Erkrankung im Mausmodell, wobei die phanotypische
Auspragung, wie bereits bei Leukamie-Patienten beobachtet, abhangig von dem BCR-

Anteil des Fusionsproteins war (Li et al., 1999, Voncken et al., 1995).
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1.3.1 BCR-ABL als Onkogen

Das c-Abl Gen kodiert fUr eine ubiquitar exprimierte ,Non-receptor-Tyrosinkinase mit
einer molekularen Masse von 145kDa und ist das humane Homolog des v-abl
Onkogens des Abelson murine leukemia virus (Abelson et al., 1970). Das c-ABL-Protein
ist sowohl im Nukleus, als auch im Zytoplasma lokalisiert und die Regulation der
Kinaseakivitat des Proteins unterliegt strikten Kontrollmechanismen durch Protein-
Protein Interkationen und posttranslationalen Modifikationen. Ein komplexes Bild der
zellularen Funktionen von c-ABL ergibt sich durch die Beschreibungen einer Beteiligung
des Proteins an der Regulation des Zellzyklus, der Apoptose, der zellularen Reaktion
auf DNA-Schaden und der Vermittlung von extrazellularen Signalen. Die Mehrzahl der
Ergebnisse zur Funktion von c-ABL resultieren jedoch aus Untersuchungen die in vitro
durchgefuhrt wurden und kontrovers diskutiert werden (Sawyers et al., 1994; Yuan et
al., 1999; Lewis et al., 1998; van Etten, 1999). Das Bcr-Gen kodiert fur ein 160kDa-
Protein, das ebenfalls ubiquitar exprimiert ist, jedoch im Gegensatz zu c-ABL, eine
ausschlieldlich  zytoplasmatische Lokalisation zeigt. Das BCR-Protein ist ein
Multidomanen-Protein mit vielfaltigen Funktionen, deren biologische Relevanz jedoch
bisher nur unvollstandig verstanden ist. Im N-terminalen Bereich des Proteins findet sich
eine ,coiled-coil“ Oligomerisierungsdémane, die eine Oligomerisierung des Proteins
ermoglicht, wie auch eine Domane mit Serin/Threonin-Kinaseaktivitat, deren einzige
bisher beschriebene Funktion in der Phosphorylierung von Proteinen der ,14-3-3%“
Familie besteht. Desweiteren konnten zentral und C-terminal gelegene Domanen mit
GEF-(guanin-nucleotide exchange factor) und GAP-(GTPase activating protein) Aktivitat
fur die GTPasen Rho und Rac identifiziert werden (Reuther et al., 1994; McWirther et
al., 1993; Denhardt, 1996; Diekmann et al., 1991; Laurent et al., 2001).

Das BCR-ABLP?'° Fusionsprotein ist ausschlieRlich zytoplasmatisch lokalisiert und weist
eine  konstitutive  Tyrosinkinaseaktivitat auf, die gleichzeitig zu einer
Autophosphorylierung multipler Aminosaurereste des Proteins, wie auch einer Vielzahl
zellularer Proteinsubstrate filhrt. Diese Verdnderungen ermdglichen es BCR-ABLP?'? mit
verschiedensten Proteine intrazellularer Signalkaskaden zu interagieren und deren
Aktivitat zu beeinflulen (Konopka et al., 1984; McWhirter et al., 1991). Die daraus
resultierenden komplexen Interaktionen, sowie deren Konsequenzen sind teilweise bis

heute, fast zwei Jahrzehnte nach der erstmaligen Beschreibung des Fusionsproteins,
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nicht vollstandig verstanden. Sie flhren in ihrer Gesamtheit in hamatopoetischen Zellen
zu einer Veranderung des Wachstumsverhaltens, der Differenzierung, der Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Interaktionen, der Apoptose, der Reparaturprozesse nach DNA-Schadigung
und letzlich, in vivo, zur Leukamogenese (Warmuth et al., 1999; Deininger et al., 2000a).
Die Aktivierung mitogener Signalwege, sowie die Induktion von Wachstumsfaktor-
unabhangiger Proliferation hamatopoetischer Zellen ist ein zentraler Mechanismus der
zelluldren Transformation durch BCR-ABLP?'°. So konnte beispielsweise in primaren
hamatopoetischen = Stammzellen von  CML-Patienten nach  Entzug von
Wachstumsfaktoren eine deutlich gesteigerte DNA-Synthese im Vergleich zu BCR-ABL-
negativen Kontrollzellen nachgewiesen werden (Schwab et al., 1995; Jonuleit et al.,
1998). Dies kann, unter anderem, durch Liganden-unabhangige Aktivierung von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder eine direkte Aktivierung von Janus-Kinasen (JAKSs)
und Signal-transducers-and activators of transcription (STATs) durch das BCR-ABLP?"°-
Onkogen erfolgen (Wilson-Rawls et al., 1996; llaria und van Etten, 1996; Chai et al.,
1997; de Groot et al, 1999). Ein weiterer Eingriff von BCR-ABL?' in
Regulationsmechanismen des Zellzyklus konnte durch die veranderte Expression von
zellzyklusregulatorischen Proteinen, wie beispielsweise Cyclin D2 und p27, gezeigt
werden. Sowohl fur eine erhdhte Expression von Cyclin D2, als auch eine reduzierte
Expression des CDK-(Cyclin-dependent kinase) Inhibitors p27 konnte ein direkter

Zusammenhang mit der Kinaseaktivitit von BCR-ABLP?"°

und einer hierdurch bedingten
Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) nachgewiesen werden (Gesbert et
al., 2000a; Jonuleit et al., 2000; Deininger et al., 2001; Jena et al., 2002). Eine weitere
Maglichkeit der Aktivierung mitogener Signalwege stellt die Autophosphorylierung des
BCR-ABLP?'"°-Proteins an Position 177 (Y177) dar. Diese ermdglicht die Bindung des
Adaptermolekuls Grb-2 (Growth-factor receptor bound 2) Uber dessen SH2 (Src-
Homology)-Domane, welches wiederum eine Interaktion von Sos (son-of-sevenless) mit
Ras und damit die Aktivierung des Ras-Proteins sowie nachfolgender MAP-Kinase
(Mitogen-activated protein kinase) Signalkaskaden zur Folge hat (Pendergast et al.,
1993; Puil et al., 1994).

Verschiedene Untersuchungen deuten desweiteren darauf hin, dal® die Expression von
BCR-ABLP?"® in hamatopoetischen Zellen, komplementar zum EinfluR des Onkogens auf

die zellulare Proliferation, Auswirkungen auf die Induktion des programmierten Zelltodes
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(Apoptose) hat. Einige klinische Beobachtungen, wie auch in vitro durchgefuhrte
Untersuchungen bescheiben eine verstarkte Sensitivitdt von Zellen, die das BCR-
ABLP?"°_Onkogen exprimieren, gegeniiber zytostatischen Therapien und ionisierender
Strahlung (Santucci et al., 1993; Albrecht et al., 1996). Allerdings scheint die
{iberwiegende Mehrzahl von Ergebnissen auf eine erhdhte Resistenz BCR-ABLP?'-
positiver Zellen gegenuber apoptotischen Stimuli, wie beispielweise dem Entzug von
Wachstumsfaktoren, UV-Bestrahlung, ionisierender Strahlung und Zytostatika
hinzudeuten (Daley et al., 1992; Sirard et al., 1994; Bedi et al., 1994; Bedi et al., 1995).
Diese Annahme wird ebenfalls durch klinische Erfahrungen gestitzt, dal® eine

P210_positiven CML zwar kurzfristig zur

chemotherapeutische Behandlung der BCR-ABL
transienten Reduktion der Anzahl leukamischer Zellen fihrt, jedoch langfristig als
alleinige Therapie keine kurative Option darstellt.

Die Vermittiung anti-apoptotischer Effekte durch BCR-ABLP?'° erfolgt offensichtlich,
ahnlich den Einflussen auf die Proliferation, durch die Aktivierung von Ras, der
PI3K/AKT-Signalkaskade, sowie von STATS5. So konnte gezeigt werden, da® BCR-ABL
eine Freisetzung von Cytochrom-c aus Mitochondrien verhindert und damit eine
Aktivierung von Caspasen und die Initierung der Apoptose blockiert (Dubrez et al.,
1998; Amarante-Mendes et al., 1998). In murinen, hamatopoetischen 32D- und BaF3-
Zellen geht eine Erhohung der Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 mit
einer Aktivierung der PI3-Kinase und Ras durch BCR-ABL einher (Garcia und Zanca,
1997; Skorski et al., 1997). Schliellich stellt die transkriptionelle Aktivierung von bcl-xL,
eines Apoptose-Antagonisten der bcl-2-Familie, durch den konstitutiv phosphorylierten
Transkriptionsfaktor STAT-5 eine weitere Facette der anti-apoptotischen Wirkung von
BCR-ABL dar (Horita et al., 2000; Sillaber et al., 2000).

Die Chronisch myeloische Leukamie geht nach einer gewissen Latenzzeit von der
chronischen, in die aggressivere akzelerierte Phase bzw. eine terminale Blastenphase
Uber. Dieser Eintritt in das Endstadium der Erkrankung ist haufig mit genetischer
Instabilitdt und einer Akkumulation sekundarer Mutationen bzw. chromosomaler
Anomalien verbunden. Bei etwa 30% der CML-Patienten lassen sich beispielsweise
Mutationen des Tumorsuppressor-Gens p53, die zu dessen Funktionsverlust flhren,

nachweisen (Ahuja et al., 1989).
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Die Erforschung der Ursachen der genetischen Instabilitat im fortgeschrittenen Stadium
der Erkrankung rickte in den letzten Jahren die Frage nach dem Einflull von BCR-
ABLP?'% quf DNA-Reparaturmechanismen in den Mittelpunkt. So fiihrte beispielweise die
Behandlung einiger BCR-ABLP?"-positiver Zellen mit DNA-schadigenden Zytostatika zu
einem Arrest der Zellen in der G2/M-Ubergangsphase des Zellzyklus und dies war mit
einer erhdohten Resistenz gegenuber diesen Chemotherapeutika assoziiert (Bedi et al.,
1995; Nishii et al., 1996). Einer gangigen Theorie zufolge kdnnte eine Verlangerung der
G2/M-Phase in BCR-ABLP*'°-positiven Zellen die Reparatur von DNA-Schaden vor
Eintritt in die Mitose ermoglichen und damit der Initierung von Apoptose
entgegenwirken. Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, daR BCR-ABLP?'°-
transformierte Zellen nach Behandlung mit Cisplatin und Mitomycin C tendentiell mehr
DNA-Schaden akkumulieren als BCR-ABLP?'%-negative Kontrollzellen (Slupianek et al.,
2002). Die Tatsache, daR diese Zellen dennoch eine erhéhte Uberlebensrate nach DNA-
Schadigung aufweisen, wird auf das Zusammenspiel mehrerer, von BCR-ABLP?'
beeinfluRter Mechanismen zurtckgefuhrt. Zum einen die erwahnten anti-apoptotischen
Effekte von BCR-ABLP?'® durch Aktivierung von STAT5 verbunden mit einer erhdhten
Expression des bcl-xL-Proteins. Zum anderen, ebenfalls vermittelt durch den konstitutiv
aktivierten Transkriptionsfaktor STAT5, eine vermehrte Expression und Aktivitat von
RAD51, einem Homolog des RecA-Proteins aus E.coli (Slupianek et al., 2001). In dieser
Untersuchung wurde als ein Mechanismus, der zu einer erhdhten Resistenz gegenuber
DNA-Schaden von BCR-ABLP?'-transformierten Zellen fiihrt, eine verbesserte bzw.
beschleunigte Reparatur durch homologe Rekombination, unter anderem vermittelt
durch RAD51, postuliert (Slupianek et al., 2001; Slupianek et al., 2002). Eine gesteigerte
Expression von RADS51 fuhrte jedoch in anderen Untersuchungen gleichsam zu einer
deregulierten Rekombination und, damit einhergehend, zu genomischer Instabilitat in
Form von strukturellen chromosomalen Aberrationen oder Aneuploidie (Arnaudeau et
al., 2001; Richardson et al., 2004). Neben RAD51 wurde in Abhangigkeit von BCR-
ABLP?"®  eine  deregulierte Expression weiterer, an verschiedenen DNA-
Reparaturmechansimen beteiligter Proteine gefunden, deren Beitrag zu genomischer
Instabilitat bzw. einer erhdhten Resistenz gegentiber DNA-Schaden ebenfalls diskutiert
wird (Canitrot et al., 1999; Deutsch et al., 2001; Deutsch et al., 2003).
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1.4 Ziele der Arbeit

Basierend auf den in der Arbeitsgruppe gewonnenen Erkenntnissen bezuglich der
Expressionregulation von RFC1 auf Transkriptionsebene, sollte in der vorliegenden
Arbeit der Transkriptionsstart des RFC1-Gens bestimmt werden. Weiterhin war geplant,
genomische Klone stromaufwarts des kodierenden Bereiches von RFC1 zu isolieren
und diese einer Sequenzanalyse zu unterziehen, um eine Identifikation potentieller
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in der proximalen 5’-Region der
Transkriptionsstartstelle von RFC1 zu ermoglichen. Diese initialen Analysen sollten als
Grundlage fir weitergehende, funktionelle Untersuchungen des potentiellen
Promotorbereichs von RFC1 dienen.

Das BCR-ABLP?"°-Onkogen filhrt, bedingt durch die konstitutive Tyrosinkinaseaktivitét
des Fusionsproteins, unter anderem zu einer veranderten Expression bzw. Aktivitat von
Genen, die an der zellularen Proliferation, sowie verschiedenen DNA-
Reparaturprozessen beteiligt sind. Vor diesem Hintergrund und aufgrund der Tatsache,
dall RFC1 in seiner Funktion als Untereinheit des RFC-Komplexes, nicht nur essentielle
Bedeutung im Rahmen der DNA-Replikation, sondern auch der PCNA-vermittelten
Reparatursynthese zukommt, sollte die RFC1-Expression in Abhangigkeit von BCR-
ABLP?"? in verschiedenen zelluldren Systemen untersucht werden.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchungen, die eine erhdhte Proteinexpression
von RFC1 in BCR-ABLP?"°-positiven Zellen zeigen konnten, bisher jedoch keine Daten
zu moglichen funktionellen Konsequenzen einer stabilen, ektopisch erhohten Expression
von RFC1 in humanen Zellen vorliegen, sollte schlieRlich eine humane Zellinie stabil mit
RFC1 transfiziert, und die Eigenschaften der generierten Zellen im Hinblick auf deren
Sensitivitat bezuglich verschiedener zytotoxischer Stimuli (Zytostatika, UV-Strahlung)

charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gerate und Zubehor

Autoklav ,Varioklav®

Binokular Wilovert®
Brutschrank (eukaryont. Kulturen) CB150
Brutschrank (prokaryont. Kulturen) Typ 6200
Durchflul3zytometer Epics XL-MCL
Elektrophoreseapparaturen:

Agarosegele

Protean lIxi XL Electrophoresis Cells

Mini-Protean 3 Elecrophoresis System
Elektroporationsgerat Gene Pulser® ||
Fluoreszenzmikroskop, IX70
Geldokumentationssystem ,,Gene Genius*
Geiger-Muller-Zahlrohr, Typ LB1210B
Hybridisierungsofen ,Etuvea“
Inkubationseinheit (Bakterien) Certomat H
Membranen

dTM

Hybond ™-N Nylon

d™-ECL Nitrocellulose
Mikroskop Modell CHT
PCR-Maschine ,i-cycler*

pH-Meter ,HI9321"

Pipetten

Hybon

Proteintransfer-Module
Transblot cell

Mini-Transblot cell

H+P Labortechnik,
Oberschlei3heim

Hund, Wetzlar

Binder, Tuttlingen
Heraeus, Langenselbold

Beckman Coulter, Krefeld

Jordan Scientific, USA
BioRad, Minchen
BioRad, Minchen
BioRad, Minchen
Olympus, Japan
Syngene, Langenfeld
Berthold, Bad Wildbach
Appligene, Frankreich

B. Braun, Melsungen

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Olympus, Japan

BioRad, Minchen

Hanna Instruments, Kehl a. Rh.
Gilson, USA

BioRad, Minchen
BioRad, Miinchen
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Rontgenfilme Agfa Cronex 10T
Rontgenfilmentwicklungskassetten
Schwenktisch ,,3019*
Spectrophotometer

GeneQuantll (DNA/RNA)

GeneQuant Pro (Protein)
Sterilarbeitsbanke

Herasafe KS18

CleanAir, Typ DLF/BSS4
UV-Crosslinker Stratagene 1800
UV-Transilluminator ,TL312A"
Waagen:

Feinwaage “AC120S”

Waagen ,LC420%, ,U4100*
Wasserbader

Typ ,1012¢

Schuttelwasserbad
Zentrifugen:

Biofuge ,Fresco”

Omnifuge 2.0 RS

Kihlzentrifuge Sorvall ,RC-5B*

Vacuumzentrifuge Speedvac ,SC100“

2.1.2 Chemikalien

Agfa, Belgien
Amersham Pharmacia, Freiburg
GFL, Burgwedel

Amersham Pharmacia, Freiburg

Amersham Pharmacia, Freiburg

Kendro, Langenselbold
Woerden, Niederlande
Stratagene, Heidelberg
Spectroline, USA

Sartorius, Gottingen

Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Kottermann, Uetze/Hanigsen

Heraeus, Langenselbold
Heraeus, Langenselbold
DuPont Instruments, USA

Savant, Farmingdale, USA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders aufgefihrt,

von den Firmen Difco (USA), Calbiochem (Schwalbach), Invitrogen (Niederlande), Roth

(Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt) und BioRad (Minchen) bezogen.

2.1.3 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Lésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit A. dest.

angesetzt und bei Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert.
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Ammoniumpersulfat-Stammldsung
Antibiotika-Stammlésungen:
Ampicillin

Kanamycin

~Blocking“-Losung (Western)

Cycloheximid-Stammlésung

Zytostatika-Stammldsungen:

(Apotheke Universitatsklinikum, Mainz)

Doxorubicin
Etoposid
Staurosporin

Taxol

DEPC (Diethylpyrocarbonat)-H,O

Dehybridisierungslésung

(,Western-Blot“)

Dehybridisierungslésung)

(“Southern-Blot”, “Northern-Blot”)

Denaturierungslésung

10% (w/v) Ammoniumpersulfat

50mg/ml Ampicillin
25mg/ml Kanamycin

1% (v/v) Western Blocking
Reagent (Roche) in PBS

100mg/ml Cycloheximid
in Ethanol absolut

1mM Doxorubicin in DMSO
25mM Etoposid in DMSO

250 pM Staurosporin in DMSO
5mM Taxol in DMSO

0,2% (v/iv) DEPC
62,5mM Tris-HCI (pH 6,7)
2% (w/v) SDS

100mM B-Mercaptoethanol

1% (w/v) SDS
0,01M EDTA

1,5M NacCl
0,5M NaOH
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Denhardts-Reagenz (100x)

Dextransulfat-Losung

Elektrophoresepuffer

(alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese)

Ethidiumbromid-Stammldsung

Hybridisierungslésung

Losungen zur Plasmidpraparation (alkalische Lyse):

LAsung |

Losung Il

Losung 1l (3M Kaliumacetat-Puffer)

2% (w/v) BSA
2% (w/v) Ficoll 400
2% (w/v) Polyvinylpyrolidon

50% (w/v) Dextransulfat

300mM NaOH
1mM EDTA, pH 13

10mg/ml Ethidiumbromid

Préahybridisierungslésung
10% (w/v) Dextransulfat

50mM Glucose

25mM Tris-HCI (pH 8,0)
10mM EDTA (pH 8,0)
5mg/ml (w/v) Lysozym

0,2N NaOH
1% (w/v) SDS

3M Kaliumacetat
11,5ml Eisessig
ad 100ml A. dest.
(pH 5,0)
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Lysepuffer:

Alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese

NP-40 Lysepuffer

RIPA-Lysepuffer

Puffer A

2,5M NaCl

100mM EDTA

10mM Tris

10% (v/v) DMSO

1% (v/v) Triton X-100

1% (w/v)Natrium-Laurylsarcosinat

150mM NacCl

50mM Tris-HCI (pH 8,0)
1% (v/v) NP-40

40ul/ml Proteasen-
Inhibitoren-Cocktail (25x)

150mM NacCl

50mM Tris-HCI (pH 8,0)

1% (v/v) NP-40

0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat
0,1% (w/v) SDS

40ul/ml Proteasen-
Inhibitoren-Cocktail (25x)

10mM HEPES (pH 7,9)
10mM KCI

1,5mM MgCl,

40ul/ml Proteasen-
Inhibitoren-Cocktail (25x)
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Puffer C 420mM NaCl
25% (v/v) Glycerin
20mM HEPES (pH 7,9)
1,5mM MgCl;
0,2mM EDTA
40ul/ml Proteasen-
Inhibitoren-Cocktail (25x)

Methylenblau-Farbeldsung 0,02% (w/v) Methylenblau

0,3M Natriumacetat

MOPS (3-[N-Morpholino] propane 0,4M MOPS (pH 7,0)
sulfonic acid)-Puffer (10x) 0,1M Natriumacetat
10mM EDTA

(in DEPC-H,0)

Natriumphosphatpuffer (NaP) 1M 100ml NazHPO,4 1M
32ml NaH,PO4 1M
pH 7,0

Neutralisierungslosung 0,5M Tris-HCI
3M NaCl
pH 7,0

PBS/Tween PBS
0,1% (v/v) Tween-20

Préahybridisierungslosung 50% (v/v) Formamid, deionisiert
5x Denhardts-Ldsung
50mM Natriumphosphatpuffer
5x SSC
100pg/ml Lachssperma-DNA
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Propidiumiodid-Farbelésung 3,4mM Natriumcitrat
0,1% (v/v) Triton X-100
0,005% (w/v) Propidiumiodid

Probenpuffer (6x), Agarosegele 0,25%(w/v) Bromphenolblau
0,25%(w/v) Xylencyanol
30% (v/v) Glycerin

Proteasen-Inhibitoren-Cocktail (25x) 1 Tablette Complete™ Proteasen-
Inhibitoren-Cocktall
(Roche, Mannheim) in 2ml H,O

SDS-Laufpuffer 25mM Tris
250mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

SDS-Probenpuffer (2x) 125mM Tris-HCI (pH 6,8)
40% (v/v) Glycerin
4% (w/v) SDS
10% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,2% (w/v) Bromphenolblau

SSC (20x) 3M NacCl

0,3M Natriumcitrat

pH 7,0
STI-571 1mM STI-571
(Signal-transduction-inhibitor-571) (Novartis Pharma GmbH,

Nurnberg) in DMSO
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TBE-Puffer (5x)

TE-Puffer

Transfer-Losung (,Western-Blot")

Waschldsung |

Waschlésung I

Waschldsung

Waschldsung IV

Z-VAD-FMK
(N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-

fluoromethyl-keton)

0,5M Tris
0,5M Borsaure
10mM EDTA

10mM Tris-HCI
1mM EDTA

25mM Tris

192mM Glycin
20% (v/v) Methanol
0,1% (w/v) SDS

2x SSC
0,1% (w/v) SDS

1x SSC
0,1% (w/v) SDS

0,5x SSC
0,1% (w/v) SDS

0,1x SSC
0,1% (w/v) SDS

10mM Z-VAD-FMK in DMSO
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214 Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden mit A. dest. angesetzt und anschlieRend autoklaviert.

LB-Medium

LB-Agar

2.15 Enzyme

Alkalische Phosphatase
Restriktionsendonucleasen
Expand High Fidelity PCR System
Polymerase-Mix

RNAse A

Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

2.1.6 GrolRenstandards
DNA-GroRRenstandards:
100bp DNA Ladder
1kb DNA Ladder
RNA-GrolRenstandard:
0,24-9,5kb RNA Ladder
Protein-GréRRenstandard:
Rainbow™ coloured
protein molecular weight

markers

10g/l Bacto-Trypton
5,09/l Bacto-Yeast Extract
5,09/l NaCl

LB-Medium mit 15g/l Bacto-Agar

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Invitrogen, Niederlande

Invitrogen, Niederlande

Invitrogen, Niederlande

Amersham Pharmacia, Freiburg
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2.1.7 Nukleinsauren und Nukleotide
Synthetische Oligonukleotide
Desoxyribonukleotid-Mix (dNTP-Mix)
a-**P-dATP (370MBg/ml)

a-**P-dCTP (370MBg/ml)

Lachssperma-DNA (salmon-sperm DNA)
Human Multiple-Tissue-Northern (MTN™) Blot

MWG-Biotech, Ebersberg
Roche, Mannheim
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Sigma, Deisenhofen

Clontech, Heidelberg

Die folgenden humanen cDNA- und genomischen Klone wurden vom Deutschen

Ressourcenzentrum  mit

Primardatenbank

(RZPD, Heidelberg) bezogen. Die

Bezeichnungen der Klone entsprechen denen des RZPD.

cDNA:
IMAGpP950D0348

Genomische Klone:
RPCIP704A191141Q2
RPCIP704A10643Q2
RPCIP704D22744Q2
RPCIP704E09532Q2
RPCIP704L01550Q2

2.1.8 Plasmide
pBluescriptllKS(+)
pCR 2.1

pCR4-TOPO
pIRES-Neo3

RZPD, Heidelberg

RZPD, Heidelberg
RZPD, Heidelberg
RZPD, Heidelberg
RZPD, Heidelberg
RZPD, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg
Invitrogen, Niederlande
Invitrogen, Niederlande

Clontech, Heidelberg
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2.1.9 Rekombinante Plasmide
In der folgenden Tabelle sind in dieser Arbeit hergestellte, rekombinante Plasmide

aufgefihrt.

Tabelle 2-1: Rekombinante Plasmide

Plasmidbezeichnung Beschreibung Bemerkungen

RACE 8 5°- Bereich der mRNA von | Acc.-No: AJ564999
RFC1, mittels 5°-RACE
amplifiziert’ und in pCR4-
TOPO Vektor kloniert

pIRES-Neo3-RFC1 Kodierender Bereich von Expressionsplasmid
RFC1 mittels PCR
amplifiziert ; in Notl
Klonierungsstelle der MCS
des pIRES-Neo03 Vektors

kloniert

pIRES-Neo3-FLAGRFC1 Kodierender Bereich von Expressionsplasmid
RFC1, N-terminal fusioniert
mit Sequenz des FLAG-
Epitops, mittels PCR
amplifiziert ; in Notl
Klonierungsstelle der MCS
des pIRES-Neo03 Vektors

kloniert
A106EcoRI 1.1 EcoRI-Fragment (15,89kb) | Enthalt Sequenzbereiche”
des genomischen Klons der genomischen 5" -Region

RPCIP704A10643Q2 in von RFC1
pBluescriptllKS+ Vektor
kloniert
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EcoRI-HindlIl 1.3

EcoRI-Hindlll-Fragment
(2,31kb) aus A106EcoRI 1.1
in pBluescriptllIKS+ Vektor

Enthalt Sequenzbereiche”
der genomischen 5"-Region
von RFC1

kloniert

Hindlll 4.4 Hindlll-Fragment (4,06kb) Enthalt Sequenzbereiche”
aus A106EcoRI 1.1 in der genomischen 5"-Region
pBluescriptllKS+ Vektor von RFC1
kloniert

Hindlll 4.5 Hindlll-Fragment (0,54kb) Enthalt Sequenzbereiche”
aus A106EcoRI 1.1 in der genomischen 5"-Region
pBluescriptllKS+ Vektor von RFC1
kloniert

Hindlll 2 Hindlll-Fragment (0,89kb) Enthalt Sequenzbereiche”
aus A106EcoRI 1.1 in der genomischen 5"-Region
pBluescriptllKS+ Vektor von RFC1
kloniert

Hindlll 3.4 Hindlll-Fragment (1,17kb) Enthalt Sequenzbereiche”
aus A106EcoRI 1.1 in der genomischen Region
pBluescriptllKS+ Vektor von RFC1 inclusive des
kloniert Start-codons, sowie

angrenzender 5°- und 3’-
Sequenzen

HindIll 3.3 Hindlll-Fragment (0,90kb)  |Enthalt Sequenzbereiche”
aus A106EcoRI 1.1 in der genomischen Region 3
pBluescriptllKS+ Vektor des Startcodons von RFC1
kloniert

HindIll 3.2 Hindlll-Fragment (0,24kb) | Enthalt Sequenzbereiche”

aus A106EcoRI 1.1 in
pBlue-scriptllKS+ Vektor

kloniert

der genomischen Region 3
des Startcodons von RFC1

*. Oligonukleotide, die zur Amplifikation verwendet wurden, sind im Anhang aufgefiuhrt.

*In dieser Arbeit generierte Sequenzen sind im Anhang aufgefiihrt.
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2.1.10 Bakterienstamme

E.coli DH5a (subcloning efficiency) Invitrogen, Niederlande
TOP10 Invitrogen, Niederlande

2111 Fertigsysteme zur Aufreinigung von DNA und RNA

QIlAfilter Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick PCR-Purification Kit QIAGEN, Hilden

QIAshredder QIAGEN, Hilden

RNeasy™ Mini Kit QIAGEN, Hilden

Oligotex™ Direct mRNA Kit QIAGEN, Hilden

Sephadex G-50 Nick™ Columns Amersham Pharmacia, Freiburg
2.1.12 Sonstige Fertigsysteme

SuperScript™ First-Strand Synthesis Invitrogen, Niederlande
System for RT-PCR

HexaLabel Plus™ DNA Labelling Kit MBI Fermentas, St. Leon-Roth
ExpressHyb™ Hybridization Solution Clontech, Heidelberg

TA Cloning® Kit Invitrogen, Niederlande

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen, Niederlande
GeneRacer™ Kit Invitrogen, Niederlande

ECL™ Western Blotting Detection Reagents Amersham Phamacia, Freiburg
Western Blocking Reagent Amersham Phamacia, Freiburg
2.1.13 Zellkulturmedien, Zusatze und Materialien

RPMI1640 Medium (ohne Glutamin) PAA, Pasching, Osterreich
Fetal calf serum (Fotales Kalberserum, FCS) PAN-Biotech, Aidenbach
Non-essential amino acids (100x) Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA-LOsung (0,05% / 0,02%) Biochrom, Berlin
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L-Glutamin 200mM

Natriumpyruvat MEM 100mM

Penicillin/Streptomycin-L6sung
(20000U/ml / 10000pg/ml)

HEPES-Puffer

Phosphat-buffered saline (PBS)

PBS/B-Mercaptoethanol

RPMI1640 (10% FCS)

Additive (20x)

Einfriermedium

Biochrom, Berlin

Invitrogen, Niederlande

Cambrex, Belgien

1M HEPES, pH 7,2, steril filtriert

Cambrex, Belgien

PBS
0,035% (v/v) B-Mercaptoethanol

420ml RPMI1640
50ml FCS
29ml Additive (20x)

100ml Penicillin/
Streptomycin-Lésung

100ml HEPES-Puffer

100ml Natriumpyruvat 100mM
100ml PBS/B-Mercaptoethanol
100ml L-Glutamin 200mM
60ml Non-essential

amino acids (100x)

20ml Asparagin 10mg/mi

steril filtriert

90% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO
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GM-CSF

Immunex, Seattle, USA

(Granulocyte-Macrophage colony stimulating factor)

IL-3 (Interleukin-3)

OPTIMEM-Medium

GenePulser® Cuvette,

0,4cm electrode gap

Calbiochem, Schwalbach

Invitrogen,

Niederlande

BioRad, Minchen

Zellkulturflaschen, Sechs-Loch Platten, Einmalpipetten, Zentrifugenréhrchen, sowie

MeRrohrchen wurden von den Firmen Nunc (Roskilde, Danemark), Corning (NY, USA)

und Greiner (Frickenhausen) bezogen.

2.1.14

Zellinien

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Zellinien aufgefuhrt.

Tabelle 2-2: Charakteristika und Herkunft verwendeter Zellinien

Zelllinie Gewebe Organismus | Bemerkungen | Wachstums- | Bezugsquelle
medium
Mo7e Hamatopoese, akute | Homo - RPMI1640 |AG Duyster,
megakaryoblastische | sapiens (10% FCS) [Muinchen
Leukamiezellinie 250U/ml
GM-CSF
Mo7e Hamatopoese, akute | Homo transfiziert mit| RPMI1640 | AG Duyster,
BCR- megakaryoblastische | sapiens BCR-ABLP#? |(10% FCS) |Miinchen
ABLP?0 Leukamiezellinie
32D Hamatopoese, Mus - RPMI1640 |AG Skorski,
murine musculus (10% FCS) |Philadelphia,
Stammzellinie 10ng/ml IL-3 [USA
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32D BCR- |Hamatopoese, Mus transfiziert mit| RPMI1640 |AG Skorski,
ABLP#0 murine musculus  |BCR-ABLP?® |(10% FCS) |Philadelphia,
Stammzellinie USA
HEK293 Nierenzellkarzinom, |Homo - RPMI1640 |AG Schuler,
embryonal sapiens (10% FCS) |[Mainz
K562 Hamatopoese, Homo Expression RPMI1640 [American
Chronische sapiens von BCR- (10% FCS) |Type Culture
myeloische ABLP#0 Collection
Blastenzellinie (ATCC)
HEK293 Nierenzellkarzinom, |Homo Stabil trans- |RPMI1640 |In der
pPIRES- embryonal sapiens fiziert mit dem | (10% FCS) |vorliegenden
Neo3 Expressions- |0,5mg/ml Arbeit
plasmid G418 generiert
pIRES-Neo3
HEK293 Nierenzellkarzinom, |Homo Stabil RPMI1640 |In der
pIRES- embryonal sapiens transfiziert mit | (10% FCS) |vorliegenden
Neo3- dem 0,5mg/ml Arbeit
RFC1 Expressions- [G418 generiert
plasmid
pPIRES-Neo03-
RFC1
HEK293 Nierenzellkarzinom, |Homo Stabil RPMI1640 |Inder
pPIRES- embryonal sapiens transfiziert mit| (10% FCS) |vorliegenden
Neo3- dem 0,5mg/mi Arbeit
FLAGRFC1 Expressions- [G418 generiert
plasmid
pPIRES-Neo03-

FLAGRFC1
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2.1.15 Antikorper und Antiseren

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper und Antiseren

aufgefihrt.

Tabelle 2-3: Spezifitdten und Herkunft der Antikérper und Antiseren

Antikérper/Serum

Herkunftsorganismus

Verdinnung in
»Blocking“-
LOosung zur

Immundetektion

Bezugsquelle

Anti-RFC1, Kaninchen 1:800 AG Fischer, Mainz
polyklonales Serum

Anti-mRFC1, Kaninchen 1:1000 AG Williams,
polyklonales Serum Cleveland, USA
Anti-3-actin, Maus 1:2000 ICN, Costa Mesa,
monoklonal (Klon C- USA

4)

Anti-p53, monoklonal |Maus 1:1000 BD Biosciences,
(Klon DO-7) San Diego, USA
Anti-c-ABL, Maus 1:1000 Oncogene,
monoklonal (Klon 24- Manhasset, USA
21)

Anti-STAT-1, Kaninchen 1:1000 Santa Cruz,
polyklonal Heidelberg
Anti-STAT-5, Kaninchen 1:1000 Santa Cruz,
polyklonal Heidelberg
Ziege-anti-Kaninchen, | Ziege 1:2000 Santa Cruz,
monoklonal, HRP- Heidelberg
konjugiert

Ziege-anti-Maus, Ziege 1:2000 Santa Cruz,
monoklonal, HRP- Heidelberg

konjugiert
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Anti-BrdU, Maus - BD Biosciences,
monoklonal, FITC- San Diego, USA
konjugiert (Klon B44)

Anti-FLAG, Maus 1:1000 Sigma,
monoklonal (Klon M2) Deisenhofen
2.1.16 Datenbanken

Mit Hilfe der in der folgenden Tabelle aufgelisteten Datenbanken bzw.
Anwendungsprogramme wurden Sequenzvergleiche auf DNA- und Aminosdureebene
durchgefihrt, sowie funktionelle Regionen untersucht und Oligonukleotide generiert.
Lediglich die Namen, sowie die Internetadresse, lber die man zu den einzelnen

Programmen gelangen kann sind aufgefuhrt.

Tabelle: 2-4: Datenbanken und deren Internetadressen

Datenbank Internetadresse
National Center of Biotechnology http://www.ncbi.nim.nih.gov
Information
(NCBI)
Primer 3 http://www.frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi

Ressourcenzentrum mit http://www.rzpd.de

Priméardatenbank

(RZPD)
European Molecular Biology http://www.embl-heidelberg.de
Laboratory
Weizmann Institut http://www.bioinformatics.weizmann.ac.il/index.html

ExXPASy Proteomics http://www.expasy.org
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Human Genome Mapping Project
Ressource Center (HGMP)

http://www.hgmp.mrc.ac.uk

Whitehead Institute

http://www.genome.wi.mit.edu

Gene-Regulation

http://www.gene-regulation.com

2.1.17 Software

Zur allgemeinen Datenverarbeitung wurden Programme des Microsoft Office-Paket,

sowie Grafikprogramme der Adobe-Reihe benutzt. DNA-Sequenzdaten wurden mit den

Programmen ,Chromas® und dem Programmpacket ,DNA-Star* (Lasergene, USA)

ausgewertet und bearbeitet. Fur geratebezogene Datenaquisition und Auswertungen

wurden jeweils die von den Gerateherstellern mitgelieferten Software-Programme

verwendet.

2.1.18 Auftragsarbeiten

Sequenzierungen wurden von den Firmen GATC-Biotech (Konstanz) und Medigenomix

(Martinsried) durchgeftihrt.
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2.2 Methoden

221 Isolierung von Plasmid-DNA durch Alkalische Lyse (modifiziert nach
Birnboim und Doly, 1979)
Diese Methode macht sich zu Nutze, dal} zirkular geschlossene, bakterielle Plasmid-
DNA bei alkalischen pH-Werten doppelstrangig bleibt, wahrend genomische DNA in
basischem Milieu denaturiert. Nach Neutralisation des pH-Wertes renaturiert
genomische DNA und bildet, zusammen mit anderen Bestandteilen der Bakterienzelle,
eine unlésliche Struktur, die durch Zentrifugation sedimentiert werden kann. Plasmid-
DNA hingegen kann nach der Zentrifugation aus dem Uberstand gewonnen werden. Um
reine Plasmid-DNA in grol3en Mengen aus Bakterien zu erhalten, wurden transformierte
Bakterien auf LB-Agar-Platten, die ein selektives Antibiotikum enthielten, ausgestrichen
und 16h bei 37°C inkubiert. Die Plasmide, die es zu isolieren galt, trugen ihrerseits ein
Resistenzgen gegen dieses Antibiotikum, so daR nur solche Bakterien auf den
antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten wachsen konnten, die auch das Plasmid mit dem
entsprechenden Resistenzgen aufgenommen hatten. Nach der Inkubation wurde eine
Einzelkolonie in LB-Flissigmedium, welches dasselbe Antibiotikum enthielt, transferiert
und unter Schutteln bei 37°C fir 16h inkubiert. Die Menge des Flissigmediums richtete
sich nach der bendtigten DNA-Menge und betrug generell fir ,Minipaparationen® 5ml

und fur ,Maxipraparationen“ 200ml.

22.1.1 Plasmid-Minipraparation

Eine bakterielle Einzelkolonie wurde in 5ml LB-FllUssigmedium mit dem entsprechenden
Antibiotikum Uberfihrt und 16h bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Es schlof? sich eine
Zentrifugation der Bakterienkultur fir 20min bei 3500rpm an, wodurch die Bakterien
sedimentiert wurden. Der flissige Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet
resuspendierte man in 200ul Lésung |, Uberfihrte die Flussigkeit in ein neues 1,5ml-
Reaktionsgefald und inkubierte den Ansatz fur 5min bei Raumtemperatur (RT).
AnschlieBend wurden 200ul Losung Il zugegeben und nach vorsichtigem Mischen far
weitere 5min bei RT inkubiert. Dieser Schritt fhrt durch Erhéhung des pH-Wertes zur
Denaturierung genomischer DNA und Bakterienproteine werden durch enthaltenes SDS

(Natriumdodecylsulfat) zerstort. Durch Zugabe von 200pul Lésung Il wird die Suspension
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neutralisiert, was zur Renaturierung der genomischen DNA flhrt, die zusammen mit den
zellularen Proteinen bei der Inkubation von 10min ausfallt. Es erfolgte anschlieend eine
Zentrifugation bei 14.000rpm fiir 10min und der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml-
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Durch Zusatz von 1/10Volumenteilen (VT) 3M Natriumacetat
(pH 5,2) und 2VT Ethanol absolut prazipitierte man die Plasmid-DNA bei -20°C fur
15min. Im Anschluf® daran erfolgte eine Zentrifugation bei 14.000rpm fur 10min. Das so
entstandene Pellet wurde getrocknet und in 100ul TE-Puffer resuspendiert. Es wurden
5ul RNase A (10 mg/ml) zur Lésung gegeben und der Ansatz fir 1h bei 37°C inkubiert,
um vorhandene RNA zu zerstéren. Restliche, noch in der Losung befindliche
Proteinverunreinigungen, wurden mittels Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt. Hierzu
wurde der Ansatz mit 1VT Phenol/Chloroform (1:1, v/v) versetzt, grindlich vermischt
und fir 10min bei 14.000rpm zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt und die anschlieRende Fallung
der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 1/2VT 7,5M Ammoniumacetat und 2,5VT
Ethanol absolut und einer Inkubation bei -20°C fur 1h. Nach Zentrifugation fur 10min bei
14.000rpm und einmaligem Waschen mit Ethanol (70%), wurden die Proben getrocknet
und in 50yl A. dest. bzw. TE-Puffer resuspendiert.

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienstammen versetzte man Aliquots der
Flussigkulturen mit Glycerin in einer Endkonzentration von 20% (v/v) und lagerte diese
bei -80°C. Bei Reaktivierung der Bakterien konnte man mit Hilfe einer sterilen Impfose

ein wenig der gefrorenen Kultur abnehmen und auf Nahrboden ausstreichen.

2.2.1.2 Plasmid-Maxipraparation
Zur Gewinnung groRerer Plasmid-DNA Mengen hoheren Reinheitsgrades wurden
QlAfilter Plasmid Maxi Kits (QIAGEN, Hilden) nach Anleitung des Herstellers verwendet.

2.2.2 Photometrische Bestimmung von DNA/RNA-Konzentrationen

Nukleinsauren besitzen die Eigenschaft, ultraviolettes Licht einer bestimmten
Wellenlange zu absorbieren. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei
260nm und zur Konzentrationsbestimmung von DNA- bzw. RNA-L6sungen wurde die
Optische Dichte (OD) der Nukleinsaureldsungen mit bekannten Verdinnungsgraden bei

260nm mit Hilfe eines Spektralphotometers gemessen.
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Eine ODysp von 1 entspricht dabei folgenden Konzentrationen:

|. Doppelstrangige DNA: ca. 50 ug/ml
II. Einzelstrangige DNA oder RNA: ca. 40 ug/ml

Im Gegensatz zu Nukleinsduren besitzen Proteine ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 280nm. Um eine eventuelle Proteinverunreinigung der Probe zu
bestimmen, wurde zusatzliche die Absorption der Probe bei 280nm gemessen.

Das Verhaltnis von ODy0/OD2sp erlaubt eine Abschatzung des Reinheitsgrades der

Nukleinsaureldsung und Werte Uber 1,8 zeigen hinreichend reine Proben an.

2.2.3 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen ist es madglich, doppelstrangige DNA
sequenzspezifisch zu spalten. In dieser Arbeit kamen Restriktionsendonukleasen des
Typs Il zur Anwendung, bei denen Erkennungssequenzen und Schnittstellen identisch
sind. Diese Enzyme erkennen vorwiegend Tetra-, Penta-, oder Hexanukleotidsequenzen
in doppelstrangiger DNA, wobei es sich uberwiegend um sogenannte Palindrome; d.h.
Sequenzen mit zweifacher Rotationssymmetrie handelt. Die Sequenzspezifitat der
Restriktionsendonukleasen hangt entscheidend von der lonenkonzentration in der
Reaktionslésung und der Inkubationstemperatur ab. Daher erfolgte die Spaltung der
DNA stets bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur, sowie unter Verwendung
des entsprechenden Reaktionspuffers fur 3-5h. Die Menge des Enzyms wurde der
Menge der eingesetzten DNA angeglichen, wobei 1Unit (U) eines Enzyms 1ug A-DNA in
einer Stunde bei 37°C vollstandig schneidet. Bei gleichzeitiger Verwendung zweier
verschiedener Enzyme, wurde der fur beide Enzyme moglichst optimale Reaktionspuffer

verwendet.

2.2.4 Dephosphorylierung von Vektoren
Um die Religierung der Vektor-DNA bei einer Ligations-Reaktion zu verhindern, wurden
dem Vektor nach erfolgter Restriktionsspaltung die 5°-Phosphatgruppen mittels

alkalischer Phosphatase ( Calf intestine phosphatase, CIP) entfernt.
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Die Dephosphorylierung fand direkt im Anschlu® an die Restriktionsspaltung des

Vektors nach folgendem Protokoll statt:

Ansatz: Restriktionsreaktion 20 pl
10x Puffer 10 pl
CIP (1U/pul) 2 ul
A. dest. ad 100 pl

Der Reaktionsansatz wurde fur 1h bei 37°C inkubiert. Um Proteinverunreinigungen aus
der Losung zu entfernen, wurde eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Hierzu
wurde der Ansatz mit 1VT Phenol/Chloroform (1:1, v/v) versetzt, grindlich vermischt
und fir 10min bei 14.000rpm zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Anschliel3end fallte man den
Ansatz durch Zugabe von 1/2VT 3M Natriumacetat und 2VT Ethanol absolut fur 30min
bei -20°C und zentrifugierte ihn 15min bei 14.000rpm. SchlieBlich wurde das
entstandene Pellet einmal mit Ethanol (70%) gewaschen und schlieB3lich in 20ul A. dest.

gelost.

2.2.5 Ligation

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase, die die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen
einer 5°-Phosphatgruppe und einer 3’-Hydroxylgruppe unter Verbrauch von ATP
katalysiert, konnen DNA-Molekdle verknupft werden. Zur Aufnahme von DNA in einen
Vektor wurden aufgereinigte DNA-Fragmente und linearisierte und dephosphorylierte
Vektor-DNA mit Ligationspuffer und 1ul T4-DNA-Ligase (1U/ul) gemischt und mit
sterilem A. dest. auf ein Gesamtvolumen von 10ul aufgeflillt. Das molare Verhaltnis von
Vektor-, zu Insert-DNA lag Ublicherweise bei 1:3 und die Ligationsreaktion erfolgte flr

14-16h bei einer konstanten Temperatur von 16°C.

2.2.6 Transformation kompetenter E. coli-Zellen
Um Plasmid-DNA in Bakterienzellen zu vermehren, wurden kompetente Bakterien
transformiert. Bei einer Transformation nehmen kompetente Bakterienzellen Fremd-

DNA auf. Verleiht aufgenommene DNA dem Bakterium einen Selektionsvorteil, wie z.B.
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eine Antibiotikaresistenz, so verbleibt die Fremd-DNA unter Selektionsdruck stabil in der
Zelle. Nach erfolgter Transformation kénnen Bakterien auf antibiotikahaltigen
Nahrboden ausgebracht und damit Zellen mit aufgenommener Fremd-DNA selektioniert
werden. Die in dieser Arbeit verwendeten kompetenten Bakterienzellen (DH5a, TOP10)
wurden entsprechend den Angaben des Herstellers (Invitrogen, Niederlande)

transformiert.

2.2.7 Agarosegelelektrophorese (Sambrook und Russell, 2001)

Aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatreste bei neutralem pH-Wert kdnnen
DNA-Molekule durch ein elektrisches Feld aufgetrennt werden. Die Mobilitat der DNA
hangt dabei im wesentlichen von der Grof3e und der Konformation der DNA, der HOhe
der angelegten Spannung, sowie der Konzentration des Gels wund des
Elektrophoresepuffers ab. Eine Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Gro3e von
70bp bis zu 60kb laRt sich in Agarosegelen unterschiedlicher Konzentration durch
Anlegen eines homogenen elektrischen Feldes erreichen. Zur Trennung von
Fragmenten von 200bp bis 800bp wurde eine 2%ige Agarose-Konzentration gewahlt.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer angelegten Spannung von 8-10V/cm. DNA-
Fragmente mit einer GroRRe bis zu 15kb wurden in 0,8%igen Agarosegelen und bei einer
Spannung von 2-6V/cm aufgetrennt. Die jeweils angelegte Spannung und die Laufzeiten
der Elektrophoresen variierten, je nach Verwendungszweck, zwischen 2-10V/cm und 1-
8h. Als Laufpuffer wurde Ublicherweise 1x TBE verwendet. Die Proben wurden zum
Einflllen in die Geltaschen mit Gelladepuffer versetzt. Das in diesem Puffer enthaltene
Ficoll stellt ein Absinken der Proben in die Geltaschen sicher wahrend Bromphenolblau
eine optische Abschatzung der Wanderungsstrecke der DNA-Molekule wahrend der
Elektrophorese ermoglicht. Die Agarosegele enthielten zur spateren Detektion der DNA
unter UV-Licht 0,5ug/ml Ethidiumbromid das sich interkalierend in doppelstrangige DNA
einlagert. Da Ethidiumbromid die Fahigkeit zur Fluoreszenz besitzt (Absorption von UV-
Licht und Emission von sichtbarem Licht) und die Intensitadt des emittierten Lichts
proportional zur Menge der an die DNA gebundenen Molekule ist, kann man sowohl
DNA-Banden im Gel sichtbar machen, als auch deren Konzentration durch Vergleich zu
Banden bekannter Konzentration abschatzen. Zur Grolen-, bzw.

Konzentrationsabschatzung von DNA-Fragmenten dienten im Gel aufgetrennte
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Grolenstandards bekannter Konzentration. Die Photodokumentation der Agarosegele

bei UV-Licht (302nm) erfolgte durch das Geldokumentationssystem der Firma Syngene.

2.2.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Molekile nach deren Separation durch Agarosegelelektrophorese zur weiteren
Verwendung zu gewinnen, mufldten diese praparativ aus den Agarosegelen isoliert
werden. Hierzu wurden die DNA-Banden unter UV-Licht (302nm) sichtbar gemacht und
der Bereich, der das gewlnschte Fragment enthielt, vorsichtig mit einem Skalpell aus
dem Gel ausgeschnitten und die DNA, wie im folgenden beschrieben, isoliert. Ein 0,5ml
Eppendorf-Reaktionsgefald wurde mit Hilfe einer feinen Kanile am Boden perforiert, ein
kleines Stlick Whatmanpapier (iber die Offnung gelegt und in ein 1,5ml GefaR gesteckt.
Das ausgeschnittene Gelblockchen gab man in das 0,5ml Reaktionsgefald und die
Isolierung der DNA erfolgte durch Zentrifugation bei 14.000rpm fir 10s. Die DNA wurde
mit der im Gel enthaltenen Flussigkeit durch das Whatmanpapier getrieben und im 1,5ml
Eppendorfgefald gesammelt und konnte einer weiteren Verwendung zugefuhrt werden,

wohingegen die Agarose durch das Papier zurickgehalten wurde.

2.2.9 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten (Feinberg und
Vogelstein, 1983)
Bei diesem Verfahren werden kurze Oligonukleotide (Hexanukleotid-Primer)
unterschiedlicher Sequenz eingesetzt, die aufgrund ihrer kurzen Basenfolge
komplementar zu vielen Stellen der eingesetzten Proben-DNA sind und als Startpunkte
zur Synthese komplementarer DNA dienen. Die Bindung dieser Oligonukleotide an die
Matrizen-DNA erfolgt nach dem Zufallsprinzip. Gibt man der Reaktion neben den
naturlichen Desoxyribonukleotiden noch radioaktiv modifizierte Nukleotide zu, so werden
diese ebenfalls in den neusynthetisieten DNA-Strang eingebaut und dieser somit
radioaktiv markiert. Zur Markierung von DNA-Fragmenten mit den radioaktiven
Nukleotiden a*?P-dCTP bzw. o*’P-dATP wurden in dieser Arbeit 100ng Proben-DNA
eingesetzt und das Fertigsystem "HexaLabel Plus™ DNA Labelling Kit" (Fermentas, St.
Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers verwendet. Nicht eingebaute Nukleotide
wurden nach der Markierungsreaktion saulenchromatographisch mittels G50-Sephadex

Saulen (Amersham Pharmacia, Freiburg) abgetrennt.
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2.2.10 Transfer von DNA Fragmenten auf eine Nylonmembran (, Southern-
Blot")(Southern, 1975)

Durch diese Methode kdnnen in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennte DNA-

Fragmente auf eine Nylonmembran transferiert und auf dieser immobilisiert werden.

Durch eine Hybridisierung der so generierten Membran mit spezifischen Sonden ist es

moglich, DNA-Fragmente zu identifizieren, die zur verwendeten Sonde komplementare

Sequenabschnitte besitzen. Zum Transfer der DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran

wurde in dieser Arbeit die Kapillartransfer-Methode verwendet.

2.2.10.1 Transfer der DNA

Das Agarosegel mit zuvor elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmenten wurde vor
dem eigentlichen Transfer fur 15min in 0,25M HCI-Losung inkubiert. Diese
Saurebehandlung fuhrt zu DNA-Strangbriuchen (,acid nicking“), wodurch verbesserter
Transfer der DNA ermdglicht wird. Durch die anschlieBende Inkubation des Gels fur
30min in Denaturierungslosung wird die DNA denaturiert und liegt schlieBlich
einzelstrangig vor. Nach weiteren 30min Inkubation in Neutralisierunglésung kann die
DNA aus dem Agarosegel auf eine Nylonmembran transferiert werden. Hierzu wurde
eine Plastikschale mit 10xSSC als Transferlosung gefullt und in die Schale ein
Gelschlitten umgekehrt als Bricke gestellt. Auf diese Briicke wurden zwei mit 10xSSC
getrankte 3AMM-Whatman Papiere gelegt und hierauf wiederum das Agarosegel und die
Membran. Die Membran wurde mit zwei weiteren Lagen 3MM-Whatman Papier bedeckt
und schlieBlich wurden die Kanten des Gels mit Plastikstreifen abgedichtet, so dal} kein
Kapillartransfer am Gel vorbei mdglich war. Eine etwa 15cm hohe Schicht Zellstoff
wurde auf den Aufbau gelegt und mit einer etwa 500g schweren Platte beschwert. Der
Kapillartransfer der DNA auf die Membran fand Uber Nacht statt. AnschlieRend wurden
zur Orientierung die Geltaschen mit Bleistift auf der Membran markiert, die Membran
kurz angetrocknet und die DNA schliellich durch UV-Bestrahlung (254nm) im
Stratalinker (Stratagene) kovalent an die Membran gebunden. Die so hergestellte
Membran konnte einer Hybridisierung zugeflhrt oder, in Folie verpackt, bei 4°C gelagert

werden.
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2.2.10.2 Hybridisierungsanalyse der DNA
Zur Vorbereitung auf die Hybridisierung wurde die Membran bei 65°C in 25ml

,ExpressHyb™

Hybridization Solution“ (Clontech, Heidelberg) fur 1h vorinkubiert. Zur
Hybridisierung wurde die Losung erneuert und schlielich die radioaktiv markierte, zuvor
fur 10min bei 100°C denaturierte, Sonden-DNA zugegeben. Anschlie3end erfolgte eine
Inkubation der Membran bei 65°C Uber Nacht unter leichtem Schitteln im
Hybridisierungsofen. Die Entfernung uberschissiger, sowie unspezifisch gebundener

Sonden-DNA erfolgte durch Waschen der Membran gemal} folgendem Schema:

Waschlosung I: 15min RT
Waschlésung I 15min RT
Waschlésung lll: ~ 15min 65°C

Zwischen den Waschschritten erfolgte jeweils eine Kontrolle der auf dem Filter
verbliebenen Strahlungsintensitat. Zur autoradiographischen Dokumentation wurde die
Membran schlieBlich in Folie eingeschlagen und in einer Filmkassette zusammen mit

einem Rontgenfilm flr 24h bis zu einer Woche inkubiert.

2.2.10.3 Dehybridisierung der Membran
Zur Entfernung der gebundenen, radioaktiven Sonde-DNA wurde die Membran fur
30min bei 80°C in Dehybridisierungslosung unter standigem Schatteln inkubiert,

anschlief3end kurz luftgetrocknet, in Folie verpackt und bei 4°C gelagert.

2211 Generierung von Replika-Filtern zur  Kolonie-Hybridisierung
(Sambrook und Russell, 2001)
Dieses Verfahren ermdglicht die Durchmusterung von transformierten bakteriellen
Kolonien auf Agarplatten im Hinblick darauf welche Bakterienklone eine bestimmte
gesuchte DNA-Sequenz besitzen. Auf Agarplatten mit Bakterienkolonien wird eine
Nylonmembran aufgelegt und vorsichtig wieder abgezogen. Auf diese Weise haften
einige Kolonien auf der Membran und ihre lokale Anordnung entspricht der auf der
Agarplatte. Durch Lyse mittels SDS werden die Bakterien auf der Membran zerstort und

deren DNA freigesetzt, die wiederum am Ort ihrer Freisetzung denaturiert und auf der
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Membran fixiert wird. Der so hergestellte ,Replika-Filter kann nun mit einer radioaktiv
markierten Sonde, die komplementar zur gesuchten DNA-Sequenz ist, hybridisiert
werden. Durch einen Abgleich der Anordnung der Hybridisierungssignale des Filters mit
den bakteriellen Kolonien der originalen Agarplatte ist es nun maoglich, die Klone zu
identifizieren, die den gesuchten DNA-Sequenzabschnitt beinhalten. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Nylonmembran auf die GrolRe der Agarplatte zugeschnitten und
autoklaviert. Die Membran wurde auf die mit Bakterienkolonien bewachsene Agarplatte
luftblasenfrei aufgelegt, durch Einstiche mit einer Kanule wurde die Position der
Membran auf der Platte asymmetrisch markiert und danach wieder vorsichtig
abgehoben. Die Agarplatte wurde zur Regeneration der Bakterien flir 4h bei 37°C
inkubiert. Die Membran wurde, ohne die anhaftenden Bakterienklonen direkt zu

benetzen, nach folgendem Schema inkubiert:

10% SDS 3min
1,5M NaCl / 0,5M NaOH 5min
1,5M NaCl / 0,5M Tris-HCI, pH 7,4 5min
2xSSC 5min

Abschlieend wurde die Membran flr 30min getrocknet und fir 1h bei 80°C gebacken
und stand dann fir eine Hybridisierungsanalyse zur Verflgung oder konnte bei 4°C

gelagert werden.

22111 Hybridisierungsanalyse von Replika-Filtern
Die Hybridisierung und Auswertung der hergestellten Replika-Filter mit radioaktiv
markierter =~ Sonden-DNA  erfolgte  gemald der Beschreibung flr die

Hybridisierungsanalyse von DNA (siehe 2.2.10.2).

2.2.12 Polymerasekettenreaktion ( Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR: Polymerase chain reaction) ist es mdglich,
DNA-Abschnitte, die zwischen zwei Regionen bekannter Sequenz liegen, spezifisch in
vitro zu amplifizieren. Aus der Sequenz bekannter DNA-Bereiche lassen sich

komplementare Oligonukleotide (Primer) ableiten, deren 3’-Enden wahrend der PCR der
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DNA-Polymerase als Startpunkte zur Synthese der komplementaren Nukleotidstrange
dienen. Das Grundprinzip der PCR teilt sich in drei Reaktionsschritte, die zyklisch 25-35
mal durchlaufen werden. Ein anfanglicher Denaturierungsschritt bei 95°C lafldt aus der
DNA-Doppelhelix Einzelstrange entstehen, die als Matrize fir die Synthese
komplementarer Strange dienen. Zur Anlagerung (annealing) der Primer an die
Einzelstrange wird die Temperatur erniedrigt, wobei diese Temperatur von der Lange
und Basenzusammensetzung der eingesetzten Primer abhangig ist und Ublicherweise
zwischen 50°C und 65°C liegt. Nach dem Annealing erfolgt die Synthese der
komplementaren DNA-Strange (Extension) bei 72°C, da die Ublicherweise eingesetzte
Tag-DNA-Polymerase (DNA-Polymerase aus Thermus acquaticus) bei dieser
Temperatur ihr Aktivitatsoptimum besitzt. Nach jedem Zyklus der Denaturierung -
Primeranlagerung - DNA-Synthese dienen die neu synthetisierten DNA-Abschnitte
wiederum als Matritze und somit wird eine exponentielle Amplifikation der gewunschten
DNA-Abschnitte moglich. Die optimalen PCR-Bedingungen wurden im allgemeinen

unter folgenden Bedingungen bestimmt:

Reaktionsansatz:

10x PCR-Puffer 5,0 ul
dNTPs (20mM/dNTP) 0,5 pl
Primer 1 (100 ng/ul) 0,5 pl
Primer 2 (100 ng/ul) 0,5 pl
Tag-DNA-Polymerase (5U/ul) 0,2 ul
DNA (100 ng/ul) 1,0 pl

A. bidest. ad 50 pl
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Folgendes PCR-Programm wurde standardmafig verwendet:

95°C 5 min
95°C 1 min ]
50-65°C 30s 25-35x
72°C x min ——|
72°C 3 min

4°C 00

Die Extensionszeit ,x“ richtete sich nach der Lange der zu generierenden PCR-Produkte
und es wurde fur je 1kb des zu amplifizierenden DNA-Fragments 1min Extensionszeit
angesetzt. Nach Bedarf wurde zur Amplifikation eine Mischung verschiedener Tag-DNA
Polymerasen mit ,Proofreading“-Aktivitit eingesetzt (Expand High Fidelity™ PCR
System Polymerase-Mix, Roche). Zur Kontrolle der PCR wurden Aliquots der Reaktion
in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Spezifische PCR-Produkte, die nach
abgeschlossener Amplifikation einer weiteren Verwendung zugefluhrt werden sollten,
wurden mittels ,QIAquick PCR Purification Kit, (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt und
dadurch von Rulckstanden der PCR-Reaktion befreit, die eine folgende Modifikation

beeintrachtigen konnten.

2.2.13 Arbeiten mit RNA

Bei allen Experimenten mit RNA wurde auf RNase-freie Bedingungen geachtet. Es kam
nur Wasser zur Anwendung, welches zuvor durch Zusatz von DEPC behandelt und
anschlielRend autoklaviert wurde. Bei DEPC handelt es sich um eine Substanz, die die
Aktivitat von RNasen inhibiert und somit einem Abbau von RNA entgegenwirkt. Alle
Glaswaren wurden zuvor bei 180°C fur 3h sterilisiert. Elektrophoresekammern reinigte
man zunachst mit SDS, trocknete sie mit Ethanol absolut und inkubierte die Kammern
fur 10min mit 3%iger H2O2-Losung. Schliel3lich wurde die Apparatur mit DEPC-H,0
ausgespult. Pipettenspitzen, Reaktionsgefale und der Arbeitsplatz blieben fur RNA-
Arbeiten reserviert und wahrend der Experimente mit RNA wurden grundsatzlich Latex-

Handschuhe getragen.
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2.2.13.1 Gewinnung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zelllinien erfolgte mit Hilfe der
Fertigsysteme "QlAshredder" und "RNeasy  Mini Kit" der Firma QIAGEN nach

Anleitung des Herstellers.

2.2.13.2 Gewinnung angereicherter poly-A™-RNA aus eukaryontischen Zellen
Zur direkten Isolierung angereicherter poly-A*™-RNA aus eukaryontischen Zelllinien
wurde das Fertigsystem ,Oligotex'™ Direct mRNA Kit* der Firma QIAGEN nach

Anleitung des Herstellers verwendet.

2.2.13.3 Herstellung von cDNA (Erststrangsynthese)

Um aus isolierter RNA komplementare DNA-Moleklle (cDNA) herzustellen, wurde das
,SuperScript” First-Strand Synthesis System for RT-PCR® (Invitrogen, Niederlande)
verwendet. Mit Hilfe dieses Fertigsystems war es moglich, zu poly-A™-RNA
komplementare, einzelstrangige DNA herzustellen, die in weiteren Verfahren eingesetzt
werden konnte.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers und es wurden 2-5ug isolierter

Gesamt-RNA fir die Reaktion eingesetzt.

2.2.13.4 Determinierung des 5-Endes einer genspezifischen mRNA mittels 5°-
RACE (Rapid amplification of cDNA ends)
Diese Methode ermoglicht die Identifizierung des vollstandigen 5°-Endes einer
genspezifischen mRNA bzw. cDNA. Die Kenntnis von Sequenzdaten im 5°-Bereich des
Zielgens ermdglicht die Generierung eines genspezifischen Primers (GSP), welcher sich
in reverser Orientierung zum offenen Leserahmen des Gens befindet. Durch eine
Ligation von Oligonukleotiden bekannter Sequenz (Adapter) an die 5’-Enden isolierter
MRNA und die anschlielende Generierung von komplementarer DNA (cDNA) kann
daraufhin die Amplifikation der gesuchten 5°-Sequenz des Zielgens mittels PCR unter
Verwendung des GSP, sowie eines Oligonukleotides, welches spezifisch an die
Adapter-Sequenz bindet, erfolgen. Eine anschlieRende Sequenzierung des Amplifikates
liefert schliel3lich Informationen Uber den 5°-Bereich des Zielgens, welcher sich

zwischen den beiden bekannten Oligonukleotidsequenzen befindet.
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Das in dieser Arbeit verwendete System (GeneRacer™ Kit, Invitrogen, Niederlande)
wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden 5ug Gesamt-RNA einer
humanen Zellinie (Mo7e) eingesetzt und die generierten Amplifikate der Ligation und

Sequenzierung im pCR4-TOPO Vektorsystem (Invitrogen, Niederlande) zugefuhrt.

2.2.135 Transfer von RNA-Fragmenten auf eine Nylonmembran (, Northern-
Blot*)(Sambrook und Russell, 2001)
Bei einem Northern-Blot handelt es sich um RNA-Molekule, die nach elektrophoretischer
Auftrennung in  einem  denaturierenden Gel auf einer Nylon-, oder
Nitrocellulosemembran immobilisiert sind (Alwine et al., 1977; Bresser und Gillespie
1983). Mit Hilfe von radioaktiv markierten RNA-, oder DNA-Fragmenten als Sonden
dient die Northern-Analyse zum Nachweis von, zur Sonde komplementarer RNA, die
spezifisch mit dem markierten Molekul hybridisiert und somit einen Nachweis der

Genexpression im untersuchten Zell-, bzw. Gewebematerial liefert.

2.2.13.5.1 Fraktionierung von RNA mittels denaturierender Formaldehyd-
agarosegelelektrophorese

Da RNA-Molekile Ublicherweise einzelstrangig vorliegen und Sekundarstrukturen
ausbilden koénnen, wurde zu deren elektrophoretischer Auftrennung ein denaturierendes
Formaldehyd-Agarosegel verwendet. Somit wurde die Bildung von Sekundarstrukturen
verhindert und ein gleichmalliges Wanderungsverhalten der Proben erreicht. Die
Gewinnung angereicherter poly-A*™-RNA verschiedener Zellinien erfolgte mit Hilfe des
"Oligotex™ Direct mRNA Kit" (QIAGEN). AnschlieRend wurden jeweils 5ug poly-A*-RNA
mit DEPC-H,0 auf 50ul Gesamtvolumen aufgeflllt und durch Zugabe von 1/10VT 3M
Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5VT Ethanol absolut bei -80°C Uber Nacht gefallt. Das so
hergestellte RNA-Pellet wurde nach dem Trocknen in 3,3ul DEPC-H,O aufgenommen
und mit 7,5pl deionisiertem Formamid (Endkonzentration 50%), 1,5ul 10x MOPS-Puffer
und 2,7yl Formaldehyd (Endkonzentration 2,2 M) versetzt, 15min bei 55°C denaturiert
und bis zum Beginn der Elektrophorese auf Eis gelagert. Der RNA-GroRenstandard
(Invitrogen, Niederlande) wurde analog den RNA-Proben vorbereitet. Fur das Gel
wurden 1,8g Agarose in 144ml DEPC-H,0O geldst. Nach Abkuhlung auf 60°C wurden
unter dem Abzug 10ml 10x MOPS-Puffer und 36ml Formaldehyd (37%) zugegeben. Die
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Flussigkeit wurde gemischt, in den vorbereiteten Gelschlitten gegossen und nach der
Polymerisation des Gels wurde die Elektrophoresekammer so mit 1x MOPS-Laufpuffer
geflllt, dal® das Gel gerade bedeckt war. Zum Einfullen in die Geltaschen wurden die
RNA-Proben und der Marker mit Gelladepuffer versetzt. Die Elektrophorese startete bei
einer Spannung von 70-80V bis die Proben etwa 0,5cm in das Gel eingewandert waren.
Danach wurde soviel Laufpuffer abgenommen, dal® das Gel nicht mehr bedeckt war, um
eine Diffusion von Formaldehyd in den Laufpuffer zu verhindern. Anschlielend wurde
mit 3MM-Whatmanpapier am vorderen und hinteren Pufferreservoir eine Verbindung
zwischen Laufpuffer und Gel hergestellt ("Pufferbricke"), so dald der Stromfluf3
gewahrleistet blieb. Schliel3lich deckte man die Geloberflache mit Folie ab und die

weitere Elektrophorese erfolgte mit einer Spannung von 70V fir 16 h.

2.2.13.5.2 Transfer der RNA auf eine Nylonmembran

Nach der Elektrophorese wurden die Spuren, in denen der RNA-GroRenstandard
aufgetrennt und die zum zuverlassigen GroRenvergleich mit Ethidiumbromididsung
gefarbt werden sollten, abgetrennt und in einer 0,5M Ammoniumacetat-Losung flr
2x20min gewaschen. AnschlieBend farbte man diese Gelabschnitte in einer 0,5M
Ammoniumacetatlésung mit Tug/ml Ethidiumbromid uber  Nacht. Die
Photodokumentation erfolgte mit dem Geldokumentationssystem der Firma Syngene.
Um das restliche Gel auf den Transfer der RNA vorzubereiten, wurde es mehrmals mit
Wasser abgespult um Verunreinigungen und Formaldehyd zu entfernen. Eine Erhéhung
der Transporteffizienz der RNA von dem Gel auf die Nylonmembran wurde durch
Inkubation des Gels in 20x SSC fur 30min erreicht. Der Transfer der RNA erfolgte durch
Kapillarkrafte, indem ein Schwamm und 3MM-Whatmanpapiere mit 10x SSC getrankt,
darauf das Gel und eine Nylonmembran entsprechender GroRe platziert wurden.
SchlieBlich legte man trockene Whatmanpapiere und Zellstofflagen auf. Der gesamte
Aufbau wurde beschwert und der Transfer der RNA-Molekule aus dem Gel auf die

Nylonmembran erfolgte durch Kapillarkrafte innerhalb von 16h.

2.2.13.5.3 Hybridisierungsanalyse der RNA
Um die Nylonmembran fur die Hybridisierung vorzubereiten, wurde sie nach dem RNA-

Transfer mit 2x SSC abgespilt, fir 30min bei 80°C getrocknet und einer
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Kreuzvernetzung der RNA mit der Membran mittels UV-Licht im Stratalinker
(Stratagene) zugefuhrt. AbschlieBend erfolgte eine weitere Inkubation der
Nylonmembran fir 3h bei 80°C. Zur Kontrolle des RNA-Transfers durch Anfarbung der
auf der Filtermembran gebundenen RNA, wurde die Membran 10min in Methylenblau-
Farbeldsung inkubiert und in A. dest. entfarbt. Die Photodokumentation erfolgte mit dem
Dokumentationssystem der Firma Syngene. Eine Prahybridisierung der Membran
erfolgte in 10ml Prahybridisierungslosung bei 42°C fur mindestens 15min. Hierzu wurde
die Nylonmembran mit der Losung luftblasenfrei in eine Plastiktute gegeben und diese
verschweilt. Zur Hybridisierung wurde die Prahybridisierungslésung gegen 2ml/100cm?
Membranflache Hybridisierungslésung ausgetauscht, im Plastikbeutel gut gemischt, die
zuvor denaturierte, radioaktiv markierte DNA-Sonde hinzupipettiert und der Beutel
schlieBlich wieder luftblasenfrei verschweil3t. Die Hybridisierungsreaktion erfolgte bei
42°C unter leichtem Schuitteln fur 16h im Hybridisierungsofen. Um unspezifisch
gebundene Sonden-DNA zu entfernen, mufdte die Membran nach abgeschlossener
Hybridisierung in mehreren Losungen mit abnehmender Salzkonzentration gewaschen
werden.

Hierzu wurden generell funf Waschschritte wie folgt durchgefuhrt:

Waschlosung | 1min RT

Waschlésung | 5min 42°C

Waschlésung |l 20min von 42°C bis 65°C
Waschlosung i 15min 65°C

Waschlosung IV 10min 65°C

Zur Autoradiographie wurde die Membran getrocknet, in Klarsichtfolie verpackt und
anschlie®end erfolgte eine Exposition mittels Rontgenfilm fiir 16h bis zu einer Woche bei
-80°C.

2.2.13.5.4 Dehybridisierung der Membran
Um einen mehrmaligen Einsatz der Membran zu ermdglichen, muf3te nach Abschluf

jeder Hybridisierung die gebundene Sonden-DNA entfernt werden. Hierzu wurde die
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Nylonmembran mit Dehybridisierungslésung bei 80°C fir eine Stunde unter leichtem

Schitteln inkubiert, danach getrocknet und in Folie verpackt.

2.2.14 Arbeiten mit Proteinen

In dieser Arbeit wurden sowohl Proteine untersucht, die ausschlief3lich nuklear lokalisiert
sind, als auch solche, die sich vornehmlich im Zytoplasma von Zellen befinden. Aus
diesem Grund kamen sowohl Proteinextraktionsverfahren zum Einsatz, die eine
praferentielle Anreicherung von Kernproteinen ermdglichten, als auch Methoden, die zur
gesamten Freisetzung von nuklearen und zytoplasmatischen Proteinen fuhren. Um eine
proteolytische Degradation der Proteine zu vermeiden, wurden die Praparationen bei
4°C und mit vorgekuhlten Reagenzien durchgefuhrt, sowie den Lysepuffern Protease-

Inhibitoren zugesetzt.

2.2.14.1 Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Die Gewinnung von Gesamtzellysaten erfolgte in dieser Arbeit durch Inkubation von
Zellen sowohl mit RIPA-, als auch mit NP-40-Lysispuffer. Beide Methoden basieren auf
der Zerstoérung der Zellmembran und Freisetzung zellularer Proteine durch mechanische
Scherkrafte und der Wirkung von Detergenzien. Bezlglich der hier untersuchten
Proteine waren beide Puffersysteme vergleichbar im Hinblick auf die Freisetzung der
Proteine aus den verwendeten Zellen. Zellen wurden bei 1400rpm fir 10min pelletiert
und danach mit 1ml PBS gewaschen. Nach Resuspension des Zellpellets in 1ml
eiskaltem PBS wurde die Zellsuspension in 2ml Reaktionsgefalde Uberfihrt und mit
2000rpm fur 5min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde durch mehrmaliges Pipettieren
in 1VT RIPA-, bzw. NP40-Lysepuffer wieder in Losung gebracht und fur 30min auf Eis
inkubiert. Mehrmaliges heftiges Durchmischen der Suspension erfolgte alle 5min
wahrend der Inkubationszeit. Es schlof3 sich eine Zentrifugation fur 10min mit 14000rpm
bei 4°C an nach deren Ende sich die freigesetzten zellularen Proteine getrennt von
pelletierten, ungeldsten Zelltrimmern im Uberstand befanden. Die Gesamtzellextrakte
konnten entweder direkt weiterverwendet, oder in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei —80°C gelagert werden.
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2.2.14.2 Extraktion angereicherter Kernproteine

Die Praparation von angereicherten, nukledren Proteinen wurde modifiziert nach der
Methode von Dignam und Mitarbeitern (1983) durchgefuhrt. Die Methode beruht auf
einem Schwellen und Platzen der Zellen durch Inkubation in hypotoner Pufferldsung,
sowie heftiger mechanischer Durchmischung. Anschlielend erfolgt die Extraktion von
Kernproteinen durch einen Hochsalzpuffer. Die verwendeten Zellen wurden in ein
Zentrifugationsgefal® uberfuhrt, bei 1400rpm fur 10min pelletiert und daran anschlie3end
mit 1ml PBS gewaschen. Nach Resuspension der Zellen in 1ml eiskaltem PBS
Uberfihrte man die Zellsuspension in 2ml Reaktionsgefale und es schlof3 sich eine
Zentrifugation mit 2000rpm fir 5min bei 4°C an. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis
durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde in 2VT Puffer A resuspendiert, fur 10min auf Eis
inkubiert und anschlieRend 10s bei 14000rpm zentrifugiert. Der Uberstand nach
Zentrifugation wurde mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und das Pellet wiederum
in 2VT Puffer A aufgenommen, 10min auf Eis inkubiert und die Suspension nochmals fur
10s bei 14000rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde,
resuspendierte man das Pellet in 1VT Puffer C. Einer Inkubation von 15min auf Eis
schloB3 sich schlieRlich eine Zentrifugation mit 14000rpm fir 15min an. Der gewonnene
Uberstand enthielt nun die angereicherten Kernextrakte, die entweder direkt weiteren
Applikationen zugefuhrt oder in flussigem Stickstoff schockgefroren und anschlie3end

bei —80°C gelagert wurden.

2.2.14.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)
Diese Methode zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen beruht auf der Eigenschaft
des Farbstoffes Coomassie-Brilliantblau G250 in saurem Milieu unspezifisch an Proteine
zu binden. Hierdurch findet eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465nm
zu 595nm statt. Nach vorheriger Generierung einer Eichkurve durch
Absorptionsmessungen von BSA-Losungen (bovines Serumalbumin) definierter
Konzentrationen war eine  Konzentrationsbestimmung der experimentellen
Proteinextrakte maoglich.

Es wurden 2pl des jeweiligen Extraktes mit 200ul Bradford-Konzentrat (Bio-Rad Protein
Assay, BioRad, Munchen), sowie 800ul H,0 in einer MelklUvette gemischt. Nach 10min

Inkubation, die eine mdglichst vollstandige Bindung des Farbstoffes an Proteine



Material und Methoden 52

ermoglichen sollte, erfolgte die Absorptionsmessung der Probe bei 595nm. Durch
Abgleich mit der zuvor erstellten Eichkurve lie3en sich die Proteinkonzentrationen der

Extrakte ableiten.

2.2.14.4 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermoglicht in Anwesenheit
des anionischen Deteregenz SDS eine Auftrennung von Proteinen gemafl ihrem
Molekulargewicht. Die Polypeptide werden hierbei durch SDS, B-Mercaptoethanol und
Erhitzung denaturiert, wobei die Anlagerung von SDS zu einer negativen Nettoladung
der Proteine proportional zur ihrer Masseneinheit fuhrt. Die Proteine bewegen sich
daher in Abhangigkeit ihres Molekulargewichts zur Anode und eine GroRenbestimmung
kann durch den Vergleich mit der Laufstrecke bekannter Markerproteine vorgenommen
werden. Das hier verwendete Laemmli-System besteht aus einem Trenngel (8-12%),
dessen Acrylamidkonzentration, und damit der Vernetzungsgrad des Gels, vom
gewlnschten Auftrennungsbereich abhangt. Nachdem das Trenngel durch
Uberschichtung mit Isopropanol unter Luftabschluf auspolymerisiert war, wurde es mit
einem 4%igen Sammelgel Uberschichtet. In das Sammelgel wurde ein Probenkamm
eingesteckt, um Aussparungen fur die aufzutragenden Proteinproben sowie den Marker
zu generieren. Das so hergestellte Polyacrylamid-Gel wurde in die Elektrophorese-
Apparatur eingespannt und die Pufferreservoirs mit SDS-Laufpuffer befullt.
Proteinproben und Marker wurden vor dem Gelauftrag mit 1VT SDS-Probenpuffer
versetzt und far 5Smin bei 95°C denaturiert. Die anschliellende Elektrophorese erfolgte
bei 100V flur 2-4h bzw. bis der gewlnschte Auftrennungsgrad erreicht war und damit ein
Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgen konnte.

Die Zusammensetzung der Sammel-, bzw. Trenngele ist in der folgenden Tabelle
aufgefuhrt. Die angegebenen Volumina beziehen sich auf Minigele (Mini-Protean 3,
BioRad) und wurden fur groRere Polyacrylamid-Gele (Protean IIxi XL, BioRad)

entsprechend angepalit.
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Sammelgel (4%) Trenngel (8%) Trenngel (10%) Trenngel (12%)
Acrylamid/Bis 0,66ml 2,7ml 3,3ml 4,0ml
1M Tris-HCI, 0,63ml - - -
pH 6,8
1,5M Tris-HCI, - 2,5ml 2,5ml 2,5mi
pH 8,8
H.O 3,6ml 4,6ml 4,0ml 3,3ml
SDS (10%) 0,05ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml
APS (10%) 0,05ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml
TEMED 0,005ml 0,006ml 0,004ml 0,004ml
2.2.14.4.1 Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membranen (, Western

Blot")(Towbin et al., 1979; Bittner et al., 1980)
Der elektrophoretische Transfer von zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen
aus der Polyacrylamid-Matrix auf Nitrocellulose-Membranen erfolgte in einer vertikalen
NaRtransfer-Kammer (Mini-Transblot/Transblot, BioRad) durch ein senkrecht zum Gel
angelegtes elektrisches Feld. Die lokale Auflosung der elektrophoretischen Auftrennung
der Proteine bleibt hierbei erhalten. Nach Beendigung der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese wurde das Sammelgel mit einem Skalpell von dem
Trenngel abgetrennt und entsorgt. Zur Vorbereitung des Transfers wurden das
Trenngel, die Nitrocellulose-Membran, sowie zwei 3MM-Whatman Filterpapiere in
Transfer-Losung aquilibriert und anschlielend das Gel und die Membran luftblasenfrei
zwischen die Filterpapiere gelegt und in eine Gitterkassette eingespannt. Die gepackte
Gitterkassette wurde in das Transfer-Modul eingelegt, welches mit Transfer-Losung
gefullt wurde und anschliel3end erfolgte der elektrophoretische Transfer der Proteine auf
die Membran bei einer konstanten Spannung von 50V fur mindestens 2h. Um ein
UbermaRiges Erhitzen der Transferldsung zu verhindern fand der Transfervorgang bei
4°C in einer Kihlkammer statt. Nach Abschluf des Transfers wurde die Membran fur
10min in PBS/Tween gewaschen, um anhaftende Gelreste zu entfernen und stand
anschlieRend entweder direkt fur eine Immundetektion zur Verfugung oder konnte, in

Folie luftdicht eingeschlagen, bei 4°C gelagert werden.
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2.2.14.42 Immundetektion immobilisierter Proteine

Mit Hilfe spezifischer Antikdrper ist es mdglich, elektrophoretisch aufgetrennte und auf
einer Membran immobilisierte Proteine zu detektieren. Eingeleitet wird die Detektion
durch die spezifische Bindung eines sogenannten ,primaren“ Antikdrpers an bestimmte
Epitope des gesuchten Antigens. Nach Zugabe eines zweiten, ,sekundaren”
Antikdrpers, der den Fc-Anteil des ersten Antikdrpers erkennt und daran bindet, flhrt ein
an den sekundaren Antikdrper gekoppeltes Enzym zur Oxidation eines Substrates. An
die in dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikdrper war das Enzym Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt. Dieses Enzym katalysiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
die Oxidation des Substrates Luminol zu einem aktiviertem Zwischenprodukt, das bei
Ruckkehr in seinen Ausgangszustand Licht emittiert (Chemilumineszenz), welches Uber
Schwarzung eines Rdntgenfilmes nachgewiesen werden kann. Die nach Auftrennung
und Transfer der Proteine generierte Nitrocellulosemembran wurde zunachst fur
mindestens 1h bei RT in ,Blocking“-Losung inkubiert um unspezifische Bindungen der
Antikorper an die Membran zu verhindern. Anschlieend erfolgte eine Inkubation mit
Primarantikorper fur 2h bei RT bzw. dber Nacht bei 4°C unter standiger Bewegung. Die
Membran wurde daraufhin zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikérper 3x10min
mit reichlich PBS/Tween gewaschen und dann fir 1h bei RT mit Sekundarantikorper
inkubiert. Die Eliminierung von Uberschussigen Sekundarantikorpern erfolgte wiederum
durch Waschen mit PBS/Tween fur 3x10min. Die so behandelte Membran stand nun fur
eine Detektion der spezifischen Antikdrperbindung mittels Chemilumineszenzreaktion
zur Verfugung. Hierzu wurde das ECL-System von Amersham nach Angaben des
Herstellers verwendet. Nach Inkubation in Chemilumineszenz-Substratlosung fur 2min
wurde die Membran luftblasenfrei in Folie eingeschlagen und die Chemilumineszenz-

Detektion erfolgte mittels Rontgenfilmen in einer Rontgenkassette fir 10s bis zu 10min.

2.2.14.4.3 Dehybridisierung der Membran

Um eine erneute Hybridisierung einer Membran zu ermdglichen, mufdten zuvor
gebundene Antikdrperkomplexe entfernt werden. Hierzu wurde die Membran in 100ml
Dehybridisierungslosung fur 30min bei 50°C in einem Wasserbad unter standigem

Schiitteln inkubiert. Anschlie®Rend wurde die Membran 3x15min in PBS/Tween



Material und Methoden 55

gewaschen und schliel3lich entweder einer erneuten Immundetektion zugefihrt oder in

Folie luftdicht eingeschlagen und bei 4°C gelagert.

2.2.15 Zellbiologische Methoden

In dieser Arbeit wurden humane und murine Zellinien, unter definierten Bedingungen in
Kultur zur Proliferation gebracht, in flissigem Stickstoff zur langfristigen Lagerung
tiefgeforen und bei Bedarf durch Auftauen wieder in Kultur gebracht. Die Inkubation der
Zellen erfolgte stets unter definierten Kulturbedingungen in einem Brutschrank bei 37°C,
5%CO0O2 und 80% Luftfeuchtigkeit.

2.2.15.1 Auftauen von Zellen

Da Zellen zur langfristigen Lagerung in flissigem Stickstoff mit Einfriermedium, welches
Dimethylsulfoxid (DMSQO) enthalt, versetzt waren, muf3ten sie nach der Entnahme aus
dem Stickstofftank so schnell wie mdoglich aufgetaut und mit frischem
Wachstumsmedium versorgt werden, um zu vermeiden, dal} die Zellen groReren
Schaden erleiden.

Die Einfriergefale, in denen die Zellen im Stickstofftank lagerten, wurden entnommen
und sofort in ein vorbereitetes Becherglas mit 37°C warmen Wasser gegeben. Nachdem
Abschluld des Auftauvorgangs, Uberfuhrte man die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen das vorgewarmtes Wachstumsmedium enthielt und eine
Zentrifugation von 5min bei 1400rpm schloR sich an. Der Uberstand wurde abgesaugt,
das Zellpellet in Wachstumsmedium resuspendiert und die Zellsuspension in eine
Kulturflasche zur Inkubation im Brutschrank Uberfihrt. Am darauffolgenden Tag wurde

ein Austausch des Mediums vorgenommen und das Zellwachstum kontrolliert.

2.2.15.2 Passagieren von Zellen

Durch die Proliferation von Zellen in Kultur mufdte in regelmafligen Abstanden sowohl
das verbrauchte Wachstumsmedium ausgewechselt, als auch die Zellzahl durch
Aufteilung auf mehrere Kulturflaschen verringert werden. Je nach Wachstumsrate war
ein Teilen (Passagieren) der verschiedenen Zellinien ein bis zweimal wdchentlich
notwendig. Die Teilungsraten betrugen zwischen 1:2 bis 1:6. Das Passagieren wurde

durch vollstandiges Uberfiihren der Zellen, einschlieBlich des Wachstumsmediums, in
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ein Zentrifugationsgefal® eingeleitet. Das Ablésen adharenter Zellen vom Boden der
Kulturflasche erreichte man durch die Zugabe von je 2-5ml Trypsin/EDTA-L&sung pro
Zellkulturflasche, der sich eine Inkubation fir 5min bei 37°C anschlo. Nach diesem
Schritt konnten die Zellen durch leichtes Klopfen der Kulturflasche vollstandig abgeldst,
und ebenfalls in Zentrifugationsgefalle Uberfuhrt werden. Nach einer Zentrifugation mit
1400rpm fur 5min wurde das Zellpellet in Medium resuspendiert und in Kulturflaschen
uberfuhrt, in die, entsprechend der gewunschten Teilungsraten, Medium vorgelegt

worden war. Am darauffolgenden Tag erfolgte eine optische Wachstumskontrolle.

2.2.153 Langfristige Lagerung von Zellen

Zur langfristige Lagerung der Zellen in flussigem Stickstoff wurden diese in
Einfriermedium Uberfihrt. Hierzu wurden die Zellen, wie oben beschrieben, geerntet und
fur 5min bei 1400rpm sedimentiert. Das resultierende Zellpellet wurde in Einfriermedium
resuspendiert und anschlieRend in Einfrierrdhrchen Uberfihrt. Die Rohrchen wurden
uber Nacht bei -80°C inkubiert, bevor sie in flussigen Stickstoff zur langfristigen

Lagerung uberfuhrt werden konnten.

2.2.154 Transfektion eukaryontischer Zellen mittels Elektroporation (Wong
und Neumann, 1982; Sambrook und Russell, 2001)
Neben einer Reihe anderer Methoden zur Transfektion eukaryontischer Zellen besticht
die Elektroporation durch ihre einfache Durchfuhrbarkeit. Mit Hilfe dieser Methode
lassen sich selbst Zellen transfizieren, deren Transfektion mit alternativen Verfahren
sehr schwer zu erreichen ist. Obwohl der genaue Mechanismus der Transfektion mittels
Elektroporation noch nicht vollstandig aufgeklart ist, geht man mittlerweile davon aus,
dal} sich die zellulare Membran durch das Anlegen eines Spannungsfeldes kurzzeitig
dahingehend verandert, daf} sie durchlassig flr Nukleinsduren wird und dadurch Fremd-
DNA in die Zellen eingebracht werden kann. Zur Determinierung der optimalen
Transfektionseffizienz mussen in Vorversuchen bestimmte Parameter, wie DNA-, und
Zellkonzentration, Uberleben der Zellen nach Elektroporation, angelegte Spannung und
Kapazitat, fur die zu transformierenden Zellen getestet werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde fur die Zielzellinie HEK293 das beste Ergebnis hinsichtlich der

Transfektionseffizienz mit der im folgenden beschriebenen Vorgehensweise erreicht.
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Zellen, die zu 50-70% konfluent gewachsen waren wurden in einem
Zentrifugationsgefal® fir 5min bei 1400rpm sedimentiert und danach einmal mit PBS
gewaschen. Die Gesamtzellzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und
die Zellen auf eine Konzentration von 2x10° Zellen/200pl mit OPTIMEM-Medium
eingestellt. In eine Elektroporationskiivette (GenePulser®, BioRad, Miinchen) wurden
200yl Zellsuspension eingefullt und die Zellen mit 300V und 300uF in Anwesenheit von
20ug Plasmid-DNA elektroporiert. Danach wurden die Zellen in 5ml Wachstumsmedium
uberfuhrt, mit 1400rpm fur 5min zentrifugiert und zur Regeneration in 10ml Medium im

Brutschrank inkubiert.

2.2.15.5 Generierung stabil transfizierter Zellinien

Zur Untersuchung von Zellen, die die grole Untereinheit des humanen
Replikationsfaktors C (RFC1) konstitutiv Uberexprimieren, wurde in der vorliegenden
Arbeit die humane Nierenzellkarzinom Zellinie HEK293 mit rekombinanten
Expressionsplasmiden (pIRES-Neo3, Clontech, Heidelberg), welche die cDNA von
RFC1 enthielten, transfiziert. Die Transformation der Zellen erfolgte mittels
Elektroporation (siehe 2.2.15.4). Die konstitutive Expression sowohl der grof3en
Untereinheit des humanen Replikationsfaktors C, als auch des Neomycin-
Resistenzgens unterlag in den Expressionsplasmiden der Kontrolle eines CMV-
Promotors. Somit konnte durch eine dauerhafte Selektion der Transfektanden mit dem
Antibiotikum G418, welches die Proteinbiosynthese von Pro-, und Eukaryonten hemmt
und durch das Genprodukt des Neomycin-Gens inaktiviert wird, eine Integration des
Expressionsplasmids in das Genom der Zielzellen, sowie eine konstitutive, ektopische
Expression von RFC1 gewahrleistet werden. Die Sensitivitat der HEK293-Zellen
gegeniber dem Antibiotikum G418 war bereits bekannt und lag bei bei einer
Konzentration von 0,5mg/ml G418. Dies wurde bestatigt durch die Selektion von
HEK293-Zellen, die parallel, ohne Zugabe des resistenzvermittelnden
Expressionsplasmids, transfiziert wurden. Diese Zellen starben nach Zugabe von
0,5mg/ml G418 innerhalb von 10 Tagen. Nach erfolgter Transfektion der HEK293-Zellen
mit den Expressionsplasmiden wurden die Transfektanden zur Regeneration fur 48h in
Wachstumsmedium inkubiert und anschlieBend zur dauerhaften Selektion in Medium
uberfuhrt, das 0,5mg/ml G418 enthielt.
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2.2.16 Durchflul3zytometrie

Mit Hilfe der DurchflulRzytometrie ist es moglich, molekulare und physikalische
Eigenschaften von Zellen auf Einzelzellebene zu analysieren. Durch die Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten, spezifischen Antikdrpern konnen mit dieser
Methode sowohl Oberflachenmolekile von Zellen, als auch deren intrazellulare
Bestandteile untersucht werden. So ermoglicht der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen,
die an bestimmte Zielstrukturen binden (z.B. DNA-Farbstoffe) die direkte Analyse dieser
Molekule. Zur Untersuchung werden die Zellen im DurchfluRzytometer nacheinander an
einem gebundelten Laserstrahl, dessen Wellenlange zur Anregung der eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe geeignet ist, vorbeigeleitet. Bei der Riickkehr der durch den Laser
angeregten Fuoreszenzfarbstoffe in ihren Ausgangszustand emmitierte Photonen
werden durch Photodetektoren registriert und quantifiziert, wobei sich die
Photonenkonzentration proportional zur Menge an gebundenem Farbstoff verhalt. Durch
Detektion von Lichtbeugung und Lichtstreuung im sogenannten Forward-, und
Sidewardscatter (FSC/SSC) konnen zusatzliche Informationen zur ZellgroRe und
Granularitat gewonnen werden. Die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen mit
unterschiedlichen Emmissionsspektren ermadglicht die gleichzeitige Untersuchung
verschiedener zellularer Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit kamen der DNA-
Farbstoff Propidiumiodid (PI, Emmissionsmaximum 650nm) als auch ein
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, Emmissionsmaximum 519nm)-gekoppelter Antikdrper
zum Einsatz. Die Messung erfolgte in einem DurchflulRzytometer (Epics XL-MCL,
Beckman Coulter, Krefeld), welches zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe mit einem

Argonlaser (488nm) ausgestattet ist.

2.2.16.1 DurchfluBzytometrische Bestimmung des zellularen DNA-Gehalts
mittels Propidiumiodid-Inkorporation
Die verschiedenen Zellzyklusphasen, die eine Zelle durchlauft zeichnen sich u.a. durch
unterschiedliche Mengen an genetischem Material in der Zelle aus. Wahrend
Saugerzellen, die sich in der G0/G1-Phase des Zellzyklus befinden einen diploiden
Chromosmensatz (2n) aufweisen, findet wahrend der S-Phase eine Verdopplung der
DNA statt, so dal® Zellen in dieser Phase des Zyklus einen DNA-Gehalt von 2n-4n
besitzen. Nach Abschlul3 der DNA-Synthesephase und vor Einleitung der Zellteilung, in
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der G2/M-Phase, liegt ein vierfacher Chromosomensatz (4n) in der Zelle vor. Diesen
Zusammenhang, zwischen dem DNA-Gehalt einer Zelle und der entsprechenden
Zellzyklusphase, macht man sich bei der hier beschriebenen Methode zu Nutze. Durch
Farbung der Zellen mit Propidiumiodid, einem Farbstoff, der interkalierend und
proportional zur Menge an genetischem Material an DNA bindet, konnte der DNA-Gehalt
und damit die Verteilung auf verschiedene Zellzyklusphasen einer Zellpopulation
bestimmt werden. Da =zellulare DNA im Verlauf des programmierten Zelltodes
(Apoptose) durch freigesetzte bzw. aktivierte Nukleasen fragmentiert wird, weisen tote
bzw. apoptotische Zellen einen DNA-Gehalt <2n auf. Somit konnte mit dieser Methode
auch der Anteil toter bzw. apoptotischer Zellen der Population determiniert werden.

Die Auswertung der Messung erfolgte Uber ein Histogramm, auf dessen x-Achse die
Fluroszenzintensitat der Zellen und damit deren DNA-Gehalt und der y-Achse die
Anzahl der Zellen dargestellt wurde. Die Zellen wurden zur Vorbereitung auf die
durchfluBzytometrische Messung fur 5min bei 1400rpm zentrifugiert und zur
gleichzeitigen Permeabilisierung und Farbung in 500ul Propidiumiodid-Farbeldsung
aufgenommen. Nach Inkubation fur 30min bei 4°C im Dunkeln wurde die Verteilung des

DNA-Gehalts der Zellen am DurchfluRzytometer bestimmt.

2.2.16.2 Durchfluf3zytometrische Messung der zellularen DNA-Synthese

Zur Bestimmung der DNA-Synthese von Zellen mittels DurchflulRzytomtrie wurde die
Inkorporation von 5°-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) in die zellulare DNA determiniert. Bei
BrdU handelt es sich um ein Basenanalogon, das anstelle des ,naturlichen® Nukleotids
Thymin in die DNA aufgenommen wird. Die Inkorporation von BrdU in die zellulare DNA
wurde durch die Bindung einen spezifischen, FITC-gekoppelten Antikdrpers an BrdU im
Durchfluizytometer gemessen. Hierzu wurden die Zellen 24h vor Zugabe von BrdU
mittels Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und jeweils 5x10* Zellen in einer Sechs-Loch-
Platte ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Zugabe von BrdU (10uM) gefolgt von
einer Inkubation fur 30min im Brutschrank bei 37°C. Danach wurden die Zellen bei
1400rpm fur 5min zentrifugiert und unter kraftigem Schutteln in 100yl eiskaltem EtOH
(70%) resuspendiert. Die Fixierung der Zellen erfolgte bei RT fur 20min. Danach wurde
der Ansatz mit 1ml PBS/0,5% BSA gewaschen und das Pellet in 100l 2M HCI-L6sung
fur 20min bei RT inkubiert. Es schlof3 sich eine weiterer Waschschritt mit 1ml PBS/0,5%
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BSA an und die Zellen wurden anschlieBend in 0,5ml 0,1M Natriumborat zur
Neutralisierung fur 2min aufgenommen. Nachdem wiederum mit PBS/0,5% BSA
gewaschen wurde erfolgte die Inkubation mit 20ul FITC-gekoppeltem Anti-BrdU
Antikorper fur 20min bei RT. Einem letzten Waschschritt mit 1ml PBS/0,5% BSA folgte
die Resuspension des Zellpellets in 500ul Propidiumiodid-Farbelésung. Der Ansatz
wurde fur 30min bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt und danach am DurchfluRzytometer

gemessen.

2.2.17 UV-Bestrahlung von Zellinien

Zur Untersuchung der Auswirkungen von DNA-Schaden durch UV-Bestrahlung auf
verschiedene Zellen wurden diese in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und
jeweils 5x10* Zellen 24h vor Bestrahlung in einer Sechs-Loch-Platte ausgesét. Die
Bestrahlung mit unterschiedlichen Energien (10-200mJ) erfolgte mittels Stratalinker
(Stratagene) und mit einer Wellenlange von 254nm. Der Bestrahlung folgte ein
Mediumwechsel, sowie eine anschlielende Inkubation Uber 8h bzw. 24h nach deren

Abschluf} die Zellen der durchfluBzytometrischen Zellzklusanalyse zugefuhrt wurden.

2.2.18 Behandlung von Zellinien mit Zytostatika

Um den Einfluld unterschiedlicher zytotoxischer Substanzen auf Zellen zu testen, kamen
verschiedene Zytostatika zum Einsatz, die auch klinische Verwendung finden. Die
Gesamtzellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und jeweils 5x10* Zellen
wurden 24h vor Behandlung in einer Sechs-Loch-Platte ausgesat. Am darauffolgenden
Tag erfolgte die Zugabe der Zytostatika und eine Inkubation der Zellen fur 24h bzw. 48h

schlo sich an. Die Auswertung erfolgte mittels Zellzyklusmessungen am

Durchflufizytometer.
2.2.19 Alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (“ Comet-assay”) (Singh et al.,
1988)

Die alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (engl.: single-cell gel electrophoresis,
SCGE) dient dem Nachweis von DNA-Strangbrichen in eukaryontischen Zellen und
wird u.a. sowohl zum Test des Einflusses genotoxischer Substanzen auf die DNA, als

auch zum Nachweis von DNA-Diskontinuitaten, die als Intermediarstrukturen im Verlauf
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der DNA-Reparatur auftreten kénnen, verwendet (Collins et al., 1997; Ubersicht in:
Collins, 2004). Die Methode macht sich zunutze, dal® ungeschadigte, genomische DNA
eukaryontischer Zellen in hochmolekularen Organisationsstrukturen superspiralisiert
vorliegt und durch Kontaktpunkte mit der Kern-Matrix nicht frei drehbar ist. Einzel- und
Doppelstrangbriiche fihren zu einer Verminderung der Superspiralisierung und diese
Auflockerung der Struktur kann durch denaturierende Agenzien weiter verstarkt werden.
Diese, durch DNA-Strangbrtche veranderte Struktur fiUhrt wahrend einer Elektrophorese
unter alkalischen Bedingungen zu einer erhohten Mobilitat geschadigter DNA und dem
Austritt langer DNA-Schleifen aus dem Nukleus, wahrend ungeschadigte DNA im Kern
verhaftet bleibt. Das Bild, das sich bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung
hierdurch ergibt, hat der Methode den Beinamen ,Comet-assay“ verschafft, wobei der
~Schweif‘ des Kometen die aus dem Nukleus ausgetretenen DNA-Fragmente
reprasentiert und der ,Kometenkopf* die im Kern zurlckgebliebene DNA darstellt. Die
DNA-Mobilitat (,Schweif‘-DNA) korreliert bei dieser Methode mit dem Ausmal} der DNA-
Strangbrtche und IaRt somit durch den Vergleich von ,Kopf*- zu ,Schweif‘ Ruckschlisse
auf den Grad der DNA-Schadigung bzw. der Strangbriche zu. In der vorliegenden
Arbeit wurde der ,Comet-assay” zum Nachweis von DNA-Strangbrlchen eingesetzt, die
nach UV-Bestrahlung im Verlauf der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) bei der
Beseitigung von DNA-Schaden wie Pyrimidin-Dimeren entstehen. Hierzu wurde, mittels
Neubauer-Zdhlkammer, die Gesamtzellzahl bestimmt und jeweils 5x10* Zellen 24h vor
UV-Bestrahlung in Sechs-Loch-Platten ausgesat. Der UV-Bestrahlung der Zellen mit
einer Energie von 200mJ schlof sich eine Inkubation von 4h bei 37°C an. Anschliel3end
wurden die Zellen in 100pl PBS resuspendiert, je 50ul der Zellsuspension mit 120yl
Low-Melting-Point Agarose (LMP-Agarose, 0,5%, 37°C) vermischt und auf einen mit
1,5%iger Agarose beschichteten und vorgekuhlten Objekttrager aufgetragen. Nach
Abkuhlung der LMP-Agarose erfolgte eine Inkubation der eingebetteten Zellen fur 1h bei
4°C in Lysepuffer. AnschlieRend wurden die Praparate in die Elektrophorese-Apparatur
uberfuhrt und flr 25min in alkalischem Elektrophoresepuffer (pH13) bei 4°C inkubiert.
Die direkt daran anschlieRende Gelelektrophorese wurde bei 4°C fur 25min und mit 25V
durchgefuhrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Praparate drei mal 5min
in Neutralisierungslosung (0,4M Tris-HCI, pH 7,5) inkubiert und abschliefend fur 5min in

Ethanol absolut fixiert und getrocknet. Die Farbung der =zelluldaren DNA mit
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Ethidiumbromid-Farbelésung (20ug/ml EtBr) erfolgte unmittelbar vor der Auswertung
mittels Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus [X70, Anregungswellenlange 510-560nm,
Emissionsfilter 580-590nm).
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der mRNA-Expression von RFC1 in verschiedenen
adulten humanen Geweben mittels Northern-Hybridisierung

Zur Detektion der RFC1 mRNA-Expression in verschiedenen humanen Geweben wurde
in der vorliegenden Arbeit ein kommerzieller ,Multiple-Tissue Northern Blot* (MTN™
Blot, Clontech, Heidelberg) mit einem radioaktiv markierten, RFC1-spezifischen cDNA-
Fragment als Sonde hybridisiert. Zur Hybridisierung wurde ein cDNA-Klon des
Ressourcenzentrums mit Primardatenbank (RZPD, Heidelberg) eingesetzt, welcher
Teile des 3"-kodierenden Bereichs, sowie Sequenzen der 3" -untranslatierten Region von
RFC1 enthielt (,IMAGp950D0348“, EcoRI-Notl cDNA-Fragment in Vektor ,pT7T3D",
RZPD, Heidelberg). Das cDNA-Fragment (743bp) des Klons wurde zur Hybridisierung
des MTN-Blots durch Restriktionsspaltung mit EcoRl und Notl freigesetzt, nach
gelelektrophoretischer Auftrennung aus einem Agarosegel isoliert und radioaktiv
markiert.

Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abbildung 3-1 dargestellt. Es wurde eine variable
Expression der beiden mRNA-Transkripte von RFC1 in verschiedenen adulten,
humanen Gewebeproben nachgewiesen. Hier zeigte sich die starkste mRNA-
Expression von RFCL1 in Leber- und Nierengewebe, wéhrend in anderen Gewebeproben
(Gehirn, Thymus, Darm und Milz) nur eine sehr schwache bzw. keine mRNA-Expression
des Gens nachweisbar war. Die Expression zweier RFC1 mRNA-Transkripte
unterschiedlicher GréRRe (ca. 4,5 und 5,3kb) wurde bereits beschrieben und ist bedingt
durch zwei alternative Polyadenylierungsstellen im 3"-Bereich von RFC1 (Lu und Riegel,
1994).
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Abbildung 3-1: Detektion der mRNA-Expression von RFC1 mittels Northern-Hybridisierung in
verschiedenen adulten humanen Geweben. Zur Hybridisierung eines kommerziellen Multiple-
Tissue Northern Blots (MTN™ Blot, Clontech; je 1ug polyA* mRNA) wurde das Insert-Fragment
eines cDNA-Klons (IMAGp950D0348, RZPD, Heidelberg) eingesetzt, das spezifisch fir den 3’-
Bereich der mRNA von RFC1 ist. Die Sonden-DNA wurde durch Restriktionsspaltung des Klons mit
den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Notl freigesetzt, nach gelelektrophoretischer Auftrennung
isoliert und zur Hybridisierung der Membran radioaktiv markiert. In den verschiedenen humanen
Geweben konnte eine variierende Expression der zwei mRNA-Transkripte von RFC1 detektiert
werden. Eine Beladungskontrolle durch Hybridisierung der Membran mit einer spezifischen R-actin
Sonden-DNA wurde freundlicherweise von einem Mitglied der Arbeitsgruppe (B. Carius) zur

Verfligung gestellt.

3.2 Identifikation und Sequenzanalyse der potentiellen Promotorregion
von RFC1
Da zu Beginn der vorliegenden Arbeit keine Sequenzinformationen des genomischen 5°-
Bereiches, sowie potentieller cis-regulatorischer Sequenzelemente in der 5°-Region von
RFC1 vorlagen, sollten humane genomische Klone isoliert werden, die den proximalen,
5’-genomischen Bereich des Gens reprasentieren und damit eine Identifizierung
potentieller cis-regulatorischer Regionen auf DNA-Sequenzebene ermdéglichen. Da im
Verlauf der vorliegenden Arbeit Sequenzdaten des Humanen Genom Projektes in der
Datenbank des National Center of Biotechnology Information (NCBI) zunehmend
verfugbar wurden, konnten die in dieser Arbeit generierten Sequenzen durch
Datenbankanalyse einem Sequenzabgleich und einer Plausibilitadtskontrolle unterzogen

werden.
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3.21 Isolierung genomischer Klone, die den 5°-Bereich von RFC1
reprasentieren
Zur Isolierung eines humanen genomischen DNA-Klons, welcher das RFC1-Gen, sowie
den angrenzenden 5°-Bereich enthdlt, wurde eine humane genomische Bibliothek
(RPCI1, 3-5 Human PAC, No.: 704) des Resourcenzentrums mit Primardatenbank
(RZPD, Heidelberg) mittels Hybridisierungsanalyse mit Hilfe eines genspezifischen
cDNA-Fragments als Sonde durchsucht. Die Durchmusterung der genomischen
Bibliothek erfolgte als Serviceleistung des RZPD mit dem DNA Insert-Fragment eines
cDNA-Klons (IMAGp950D0348, RZPD, Heidelberg), der Teile des kodierenden 3’-
Bereiches, sowie der 3 -untranslatierten Region der mRNA von RFC1 reprasentiert. Es
wurden funf genomische Klone identifiziert, die in der Analyse unterschiedlich starke

Hybridisierungssignale zeigten (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1: Aufstellung der durch Hybridisierung mit einer RFCl-spezifischen cDNA-Sonde
identifizierten DNA-Klone der humanen genomischen Bibliothek RPCI 1, 3-5, No.: 704 des RZPD

Klonbezeichnung RZPD-Bezeichnung Vektor Bemerkungen
A1911 RPCIP704A191141Q2 pCypac?2 schwach
positiv
A106 RPCIP704A10643Q2 pCypac?2 stark positiv
D227 RPCIP704D22744Q2 pCypac?2 schwach
positiv
E095 RPCIP704E09532Q2 pCypac2 schwach
positiv
LO15 RPCIP704L01550Q2 pCypac?2 schwach
positiv

Die Plasmid-DNA des genomischen Klons, der in der Hybridisierungsanalyse des RZPD
ein starkes Signal zeigte (A106), wurde einer Restriktionsspaltung mit EcoRI
unterzogen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nylonmembran
transferiert. Zur Identifikation von DNA-Fragmenten, die den Bereich stromaufwarts des
Startcodons beinhalten, wurde ein PCR-Amplifikat der Oligonukleotide ,hRFC-5"-1f* und
,NRFC-5"-1r* aus cDNA der Zellinie K562 radioaktiv markiert und als Sonde zur
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Hybridisierung eingesetzt. Die eingesetzte Sonden-DNA reprasentierte ein 82bp-
Fragment, das 42bp stromaufwarts des Startcodons von RFCL1 in der 5" -untranslatierten
Region lokalisiert ist. Als Ergebnis dieser Hybridisierung konnte ein positives Signal mit
einer Grol3e von >12kb detektiert werden (Abbildung 3-2).

M A106 M A106

12kb— .

Abbildung 3-2: Southern-Blot Analyse zur Detektion von DNA-Fragmenten des genomischen
Klons ,A106“, die spezifisch fir den genomischen 5°-Bereich von RFC1 sind. Eine
gelelektrophoretische Bestimmung der DNA-Konzentration des genomischen Klons ,A106“ wurde
durch Vergleich mit einem GroRenstandard bekannter Konzentration vorgenommen  und
anschlieend wurden ca. 2ug DNA einer Restriktionsspaltung mit EcoRI unterzogen und in einem
Agarosegel aufgetrennt (linke Seite). Ein 1kb DNA-Marker (Invitrogen) wurde zur GroRRenkontrolle
mitgefihrt (M). Die gelelektrophoetisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden auf eine
Nylonmembran transferiert. Die Detektion von Fragmenten, die spezifisch fir den 5"-genomischen
Bereich von RFCL1 sind, erfolgte durch Hybridisierung der Membran mit einem radioaktiv markierten
PCR-Amplifikat der Oligonukleotide ,hRFC-5"-1f* und ,hRFC-5"-1r* aus cDNA der Zellinie K562. Die
Sonden-DNA reprasentierte ein 82bp-Fragment des 5 -untranslatierten Bereichs der mRNA von

RFCL1. Es wurde ein spezifisches Signal mit einer Grof3e >12kb detektiert (rechte Seite).
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Durch eine Sequenzierung des Plasmids ,A106“ mit den Primern ,hRFC-5"-1f* und
-NRFC-5"-1r* konnten sowohl die Existenz der 5 -untranslatierten Region von RFC1 auf
dem Plasmid verifiziert, als auch zusatzliche Sequenzdaten des angrenzenden,
genomischen 5°- Bereichs generiert werden.

Zur lIsolierung des EcoRI-Fragments, das den 5°-genomischen Bereich von RFC1
reprasentiert, wurden 2ug der DNA des Plamids ,A106“ wiederum einer
Restriktionsspaltung mit EcoRI unterzogen und der gesamte Restriktionsansatz zur
Ligation in den zuvor ebenfalls mittels EcoRIl behandelten Vektor ,pBluescriptllKS+*
(Stratagene, Heidelberg) eingesetzt. Dies sollte zu einer zufélligen Insertion von EcoRI-
Einzelfragmenten des genomischen Plasmids ,A106“ in den Klonierungsvektor
~pBluescriptllKS+* fuhren (,Shotgun-Ligation). Mit diesem Ligationsansatz wurden
kompetente Bakterien transformiert und zur Generierung von bakteriellen Einzelklonen
auf antibiotikahaltigen Agarplatten Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Von den auf
Agarplatten vereinzelten Bakterienklonen wurden Replika-Filter hergestellt. Diese sollten
zur ldentifikation von Klonen mittels Hybridisierungsanalyse dienen, die ein EcoRI-
Subfragment des Plasmids ,A106" enthalten, das den gesuchten 5°-genomischen
Bereich von RFCL1 reprasentiert. Zur Hybridisierungsanalyse der Replika-Filter wurde
ein radioaktiv markiertes PCR-Amplifikat des Plasmids ,,A106“ mit den Primern ,hRFC-
5-genom/f.“ und ,hRFC-5"-genom/r.” als Sonden-DNA eingesetzt, das einen 206bp-
Bereich 41bp stromaufwaérts des Startcodons von RFC1 reprasentiert. Sequenzdaten
dieses Bereichs standen durch die zuvor durchgefiuihrte Sequenzierung des Plasmids
,A106“ mit den Primern ,hRFC-5"-1f“ und ,hRFC-5"-1r" zur Verfiigung.

Als Ergebnis der Hybridisierungsanalyse konnten mehrere identische Subklone des
Plasmids ,,A106“ isoliert werden, die nach Restriktionsspaltung ein EcoRI-Fragment mit
einer GrolRe >12kb aufwiesen und in einer PCR-Amplifikation mit den Oligonukleotiden
-,NRFC-5"-genom/f.“ und ,hRFC-5"-genom/r." ein positives Signal der erwarteten
FragmentgréRe von 206bp zeigten. In Abbildung 3-3 ist das Ergebnis der
Restriktionsspaltung eines der Subklone ,A106 EcoRI 1.1* mit EcoRI, sowie der PCR-

Reaktion gezeigt.
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Abbildung 3-3: Verifikation des genomische Subklons ,A106 EcoRI 1.1 durch
PCR und Restriktionsenzymspaltung. Eine gelelektrophoretische Bestimmung der
DNA-Konzentration des genomischen Subklons ,A106 EcoRI 1.1 wurde durch
Vergleich zu einem GréRenstandard bekannter Konzentration vorgenommen. (A): Zur
Verifikation der Identitat des isolierten genomische Subklons ,A106 EcoRI 1.1* wurde
DNA des Klons in einer PCR mit den Primern ,hRFC-5"-genom/f.“ und ,hRFC-5"-
genom/r.*  eingesetzt. Je 5yl der PCR-Reaktionen wurden  mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Ein PCR-Ansatz ohne DNA diente als
Negativkontrolle (Neg.) und ein 100bp DNA-Marker (Invitrogen) wurde zur
GroéRRenkontrolle mitgefuhrt (M). Es konnte ein spezifisches PCR-Amplifikat (206bp) mit
DNA des genomischen Subklons ,A106 EcoRI 1.1 detektiert werden. (B): Plasmid-
DNA des Klons ,A106 EcoRI 1.1" (ca.lpg) wurde zur Freisetzung des Insert-
Fragments mit EcoRI behandelt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Ein 1kb DNA-
Marker (Invitrogen) wurde zur GréRenkontrolle mitgefuhrt (M) Das DNA-Insert des

rekombinanten Subklons wies eine Gré3e >12kb auf.



Ergebnisse 69

Zur weiteren Klonierung von DNA-Fragmenten des Klons ,A106 EcoRI 1.1% die sich zu
einer anschlieBenden Sequenzierung eignen sollten, wurde das Plasmid einer
Restriktionsenzymspaltung mit Hindlll, sowie einer gleichzeitigen Restriktionsspaltung
mit EcoRI und HindlIll unterzogen. Das Restriktionsenzym Hindlll war zur Generierung
weiterer  Subklone geeignet, da sich in  Testversuchen mit dieser
Restriktionsendonuklease eine Fragmentierung von ,,A106 EcoRI 1.1" erreichen lie3. Die
gesamten Restriktionsansatze wurden jeweils zur Ligation in, zuvor ebenfalls mit EcoRl
bzw. EcoRI und Hindlll-behandelte, ,pBluescriptllKS+“-Vektoren eingesetzt. Mit den
Ligationsansatzen wurden wiederum kompetente Bakterien transformiert und bakterielle
Einzelklone durch Inkubation auf antibiotikahaltigen Agarplatten Gber Nacht bei 37°C
selektioniert. Die zuféallige Auswahl und anschlieBende Sequenzierung einer Reihe von
rekombinanten Subklonen, die nach Restriktionsspaltung mit Hindlll bzw. EcoRI und
Hindlll unterschiedliche DNA-Fragmentgrof3en aufwiesen fihrte zur Isolierung von
insgesamt sieben verschiedenen Subklonen von ,,A106 EcoRI 1.1% Eine Lokalisation
der Subklone im genomischen Kontext von RFC1 erfolgte durch Sequenzabgleiche mit
vorlaufigen Sequenzen des Humanen Genom Projektes (,Draft-Sequenzen®; Acc.-No:
AC023135, NT_016297, 12730548), sowie nach Abschlul3 der Sequenzierung des
humanen Genoms, mit einer Referenzsequenz des NCBI, die einen Teil des 5-
genomischen Bereichs von RFCL1 reprasentiert (Acc.-No: AY600371). In Abbildung 3-4
ist die Lokalisation der in dieser Arbeit isolierten genomischen DNA-Klone stromauf- und
stromabwarts des Startcodons von RFC1, sowie deren Bezeichnungen gemeinsam mit
ausgewdahlten Teilen von Sequenzen der NCBI-Datenbank (AC023135, AY600371)
schematisch dargestellt. Die DNA-Sequenzdaten der in dieser Arbeit generierten

genomischen Subklone sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 3-4: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit isolierten genomischen Klone, die Teile
des genomischen Bereichs 5" und 3" des Startcodons von RFCL1 repréasentieren. Dargestellt ist die
jeweilige Lokalisation der in dieser Arbeit isolierten DNA-Klone in einem genomischen Bereich einer
Gesamtlange von 15,89kb 5° und 3" des Startcodons von RFC1. Eine vollstdndige Sequenzabdeckung des
Bereiches ist durch Uuberlappende Teile genomischer Sequenzen der NCBI-Datenbank dargestellt
(AY600371: 9,44kb; AC023135: 12kb; ein Sequenzbereich von 5,55kb wird von beiden Sequenzen
abgedeckt). Die Existenz zuséatzlicher Sequenzdaten in 5°- und 3"-Richtung des dargestellten Bereiches wird
angedeutet (gepunktete Linie). Die Lokalisation der Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen
EcoRI (E) und Hindlll (H) sind in den jeweiligen Sequenzen markiert. In der vorliegenden Arbeit konnten
insgesamt acht genomische Subklone des Plamids ,A106“ generiert werden, deren Sequenzen einen
Teilbereich der dargestellten genomischen Region stromaufwarts und stromabwaérts des Startcodons von
RFC1 reprasentieren. Die Bezeichnungen der isolierten Subklone sind in rot dargestellt und deren
Sequenzlangen variierten in einem Bereich von 0,24kb (Hindlll 3.2) bis zu 4,06kb (Hindlll 4.4). Die in dieser
Arbeit generierten Sequenzen der Subklone, sind im Anhang der Arbeit aufgeftihrt und in der Darstellung mit
durchgehenden Linien gekennzeichnet, wahrend Bereiche der Subklone, die nicht selbst in dieser Arbeit
sequenziert wurden, als unterbrochene Linien dargestellt sind. Die genomische Lokalisation des Startcodons
von RFC1 ist eingezeichnet (ATG).
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3.3 Determinierung der Transkriptionsstartstelle von RFC1 mittels 5'-
RACE

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit standen, neben einigen partiellen cDNA-Sequenzen
(expressed sequence tags (ESTs)), drei reprasentative cDNA-Sequenzen des RFC1
Gens in der Nukleotid-Datenbank des ,National Center for Biotechnology Information®
(NCBI) zur Verfugung (Acc-No.: L23320, 222642, AF040250). Diese enthielten sowohl
den vollstdndigen, kodierenden Bereich des Gens, als auch zuséatzliche
Sequenzinformationen unterschiedlichen Ausmafles der 5°- und 3 -untranslatierten
Region von RFC1. Beim Vergleich der 5" des Startcodons gelegenen Region der oben
genannten Sequenzen zeigten sich sowohl Unterschiede in der Ausdehnung der
Sequenzen, als auch im Vergleich der Nukleotidsequenzen untereinander. Die 5-
untranslatierte Region der cDNA-Sequenz ,,AF040250“ erstreckte sich Uber 45bp und
zeigte eine komplette Ubereinstimmung mit den Sequenzen ,L23320“ und ,Z22642" in
diesem Bereich. Die Sequenzen der Klone ,L23320" und ,Z22642" hingegen erstreckten
sich Uber eine Ladnge von 206bp bzw. 396bp stromaufwarts des ATG-Codons und
zeigten eine Sequenzdivergenz ab 85bp 5 des Translationsstarts. Eine
Datenbankabfrage der divergierenden Bereiche der cDNA-Sequenzen von ,L.23320" und
,222642" mit dem Suchalgorithmus ,BLAST" zeigte keine Homologien zu anderen, mit
RFC1 verwandten Sequenzen. Somit stellte sich die Frage, ob es sich bei der 5°-Region
der genannten cDNA-Sequenzen um alternative Transkriptionsstartstellen des RFC1-
Gens handelt, oder die Sequenzunterschiede der cDNAs ,L23320“ und ,Z22642"
Artefakte darstellen, die keinen Bezug zum 5"-Ende der RFC1 mRNA haben. Abbildung
3-5 zeigt einen schematischen Vergleich des 5 -untranslatierten Bereiches der cDNA-
Sequenzen ,L23320%, ,Z22642%, ,AF040250“ in Bezug auf identische und divergierende
Sequenzbereiche und deren Ausdehnung stromaufwarts des Startcodons zu Beginn der
Arbeit.
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Abbildung 3-5: Schematischer Vergleich der 5’-untranslatieren Regionen reprasentativer
cDNA-Sequenzen von RFC1 zu Beginn der Arbeit. Dargestellt sind die 5 -Bereiche dreier
reprasentativer cDNA-Sequenzen des RFC1-Gens zu Beginn der Arbeit in Bezug auf deren
Ausdehnung 5° des Startcodons (ATG). Die Sequenzlangen der 5°-Region der cDNA-Sequenzen
betragen 45bp (AF040250), 206bp (L23320) und 396bp (Z22642). Grin eingefarbte Bereiche zeigen
Regionen der Sequenzubereinstimmung, wahrend rote Bereiche auf divergierende
Sequenzabschnitte hinweisen, die in einer Datenbankabfrage keine Homologien zu anderen, mit
RFC1 verwandten Sequenzen zeigten. Der Start des kodierenden Bereiches von RFC1 wird
angedeutet (gepunktete Linie).

Zur Determinierung des 5-Endes der RFC1-mRNA wurde das ,GeneRacer™-Kit*
(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwendet und 5ug RNA der humanen,
hamatopoetischen Zellinie Mo7e eingesetzt.

Die PCR-Amplifikation der 5°-Enden der RFC1-mRNA erfolgte mit einem
genspezifischen Primer ,hRFC-GSP1“, und dem ,Gene-Racer™ 5 -Primer* des
Fertigsystems. Zur Klonierung und Sequenzierung wurden die PCR-Amplifikate mit dem
Vektor ,pCR4-TOPO* (Invitrogen) ligiert, kompetente Bakterienzellen mit dem
Ligationsansatz transformiert und zur Selektion von bakteriellen Einzelklonen bei 37°C
tber Nacht inkubiert.

Es wurde die Plasmid-DNA von insgesamt 10 Klonen isoliert, die zur Freisetzung der
Insert-Fragmente einer Restriktionsanalyse mit EcoRlI und anschlieBender
Agarosegelelektrophorese unterzogen wurden. Vier rekombinante Plasmide, die die
vermeintlich gréfiten DNA-Inserts enthielten, wurden einer Sequenzierung mit den
Standard-Oligonukleotiden ,T3* und ,T7“ zugefiihrt. Zwei dieser Plasmide (,RACES8" und
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,RACE9") lieferten identische Sequenzinformation fur den 5°-Bereich der mRNA des
Gens und zeigten ebenfalls eine vollstandige Ubereinstimmung mit der genomischen
Referenzsequenz des NCBI (Acc.-No.: AY600371) in diesem Bereich. Es zeigte sich
ebenfalls eine Ubereinstimmung mit der Sequenz des cDNA-Klons 23320 (iber einen
Bereich von 124bp 5 des Startcodons von RFCL1.

Somit konnten in dieser Arbeit zusatzliche Sequenzdaten des 5 -Bereichs der mRNA
von RFC1 von 13bp im Vergleich zur Sequenz der cDNA ,L23320“ generiert und eine
Gesamtlange der 5 -untranslatierten Region des Gens von 137bp ermittelt werden
(Abbildung 3-6). Die Sequenzdaten wurde an die Datenbank ,GENBANK" Ubermittelt
und stehen dort zur allgemeinen Nutzung zur Verfigung (Acc.-No.: AJ564999).
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Abbildung 3-6: Schematische Darstellung der 5 -untranslatierten Region der mRNA von RFC1,
die in der vorliegenden Arbeit mittels 5"-RACE determiniert wurde im Vergleich zu Sequenzen
der NCBI-Datenbank. Dargestellt ist der 5"-untranslatierte Bereich der mRNA von RFC1, welcher in
dieser Arbeit mittels 5"-RACE ermittelt wurde (AJ564999) im Vergleich zu drei cDNA-Sequenzen der
NCBI-Datenbank des RFC1-Gens (AF040250, L23320, Z22642), sowie der genomischen
Referenzsequenz fir diesen Bereich (AY600371), bezilglich der Ausdehnung dieser Sequenzen
stromaufwarts des Startcodons (ATG). Die Sequenzlangen der 5°-des Startcodons gelegenen
Bereiche der cDNA-Sequenzen betragen 137bp (AJ564999), 45bp (AF040250), 206bp (L23320) und
396bp (Z22642). Grun eingefarbte Bereiche zeigen Regionen der Sequenzibereinstimmung,
wahrend rote Bereiche auf divergierende Sequenzabschnitte hinweisen, die in einer
Datenbankabfrage keine Homologien zu anderen, mit RFC1 verwandten Sequenzen zeigten. Die
Existenz zusétzlicher Sequenzdaten in 5- und 3'-Richtung des dargestellten Bereiches wird
angedeutet (gepunktete Linie). Wahrend die Sequenzen ,AJ564999“ und ,L23320“ Uber einen
Bereich von 124bp stromaufwarts des Startcodons identisch sind, zeigt lediglich die in dieser Arbeit
generierte Sequenz (AJ564999) eine zusatzliche Ubereinstimmung von 13bp mit der genomischen
Referenzsequenz der NCBI-Datenank (AY600371) fir diesen Bereich. Somit konnte eine

Gesamtlange von 137bp fur die 5 -untranslatierte Region der mRNA von RFC1 ermittelt werden.
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3.4 Sequenzanalyse und Identifikation potentieller cis-regulatorischer
Elemente in der proximalen genomischen 5°-Region von RFC1
Zur ldentifizierung potentieller Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren im proximalen
5"-Bereich des RFC1-Gens wurde ein DNA-Fragment des in dieser Arbeit isolierten
genomischen Subklons ,Hindlll 3.4" einer Sequenzanalyse mit dem im Internet frei
verfugbaren Analyseprogramm ,AliBaba2“ unterzogen. Die untersuchte Sequenz des
genomischen Subklons reprasentiert einen Bereich von 653bp stromaufwérts des in
dieser Arbeit determinierten Transkriptionsstarts von RFC1 und ist identisch mit der
Referenzsequenz des NCBI fir diese Region (Acc.-No: AY600371). Das
Analyseprogramm basiert auf einem Algorhitmus, bei dem die zu untersuchende
Sequenz mit einer Vielzahl bekannter und teilweise experimentell verifizierter
Transkriptionsfaktorbindungsstellen einer Datenbank (Transfac 4.0) verglichen wird. Bei
dem Sequenzvergleich des Programms werden sowohl der Grad der Konservierung der
Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors (,Matrix conservation”), als auch der
Ubereinstimmung mit der zu untersuchenden Sequenz (,Similarity of Sequence to
Matrix*) bertcksichtigt. Als Analyseparameter wurde hier der voreingestellte Wert fur
~,Matrix conservation von 75% tbernommen und der Wert fur ,Similarity of Sequence to
Matrix* auf 100% gesetzt, da nur potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen
identifiziert werden sollten, die identisch mit der analysierten Sequenz sind. Mit Hilfe des
Analyseprogrammes wurden in der proximalen 5°-Region von RFC1 potentielle
Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren ,SP1“, ,Oct-1%, ,c-Jun“ und ,NF-1“
identifiziert. Die Analyse des putativen Promotorbereichs mit den vorgenannten
Parametern lieferte keine Hinweise auf das Vorhandensein eines sogenannten , TATA"-
Box Elements in unmittelbarer Nahe des Transkriptionsstarts. In Abbildung 3-7 ist die
Lokalisation der identifizierten, potentiellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen im
genomischen Bereich 653bp stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle von RFC1

schematisch dargestellt.
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Abbildung 3-7: Schematische Darstellung der potentiellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen
in der proximalen genomischen 5°-Region von RFC1, die mit Hilfe des Algorithmus , AliBaba2“
identifiziert wurden. Durch die Analyse eines genomischen Bereiches, der sich Uber eine Region von
653bp stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle von RFC1 erstreckt, mit dem Analyseprogramm
JAliBaba2“, konnten im putativen Promotorbereich des Gens eine Reihe von potentiellen
Bindungsstellen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren auf DNA-Sequenzebene identifiziert werden.
Mit den Anlyseparametern des Programmes ,Matrix conservation* 75% und ,Similarity of Sequence to
Matrix“ 100% konnten sechs potentielle Bindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor ,SP1" (simian-
virus 40 protein-1), und jeweils eine Erkennungssequenz fir die Transkriptionsfaktoren ,NF-1°
(nuclear factor-1), ,,Oct-1“ (octamer-binding protein-1) sowie ,c-Jun” (ju-nana) identifiziert werden. Die
Positionierung der identifizierten Bindungsstellen, relativ zur Transkriptionsstartstelle von RFC1 (+1,
durch einen Pfeil gekennzeichnet), ist dargestellt. Mit den angegebenen Analyseparametern konnte
kein ,TATA“-Box Bindungsmotiv im untersuchten genomischen 5°-Bereich von RFC1 identifiziert

werden.



Ergebnisse 77

3.5 Untersuchungen zur Expression von RFC1 und mRFC1 in

Abhéangigkeit von BCR-ABLP?? in verschiedenen zellularen Systemen
Da fiir das BCR-ABLP?°-Onkogen sowohl ein EinfluR auf die zellulare Proliferation als
auch auf verschiedene DNA-Reparaturmechanismen beschrieben wurde und RFC1 als
essentielle Untereinheit des heteropentameren RFC-Komplexes mal3geblich an DNA-
Replikations- und Reparaturprozessen beteiligt ist, sollte die Expression von RFC1,
sowie des murinen mMRFC1, in An- bzw. Abwesenheit von BCR-ABLP?® in

verschiedenen zellularen Systemen untersucht werden.

3.5.1 Proteinexpression von mRFC1 in murinen hé&matopoetischen
Zellinien

Zur Untersuchung der Proteinexpression der grol3en Untereinheit des RFC in murinen
hamatopoetischen Zellinien wurde die parentale murine Stammzellinie 32D, sowie eine
Zellinie, die mit dem humanen BCR-ABLP?°-Onkogen transfiziert wurde, verwendet.
Beide Zellinien wurden von der Arbeitsgruppe von Dr. Tomasz Skorski (Philadelphia,
USA) zur Verfugung gestellt.

Proteinextrakte der Zellen wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Ein spezifischer Nachweis von mRFC erfolgte
mittels Immundetektion. Wie in Abbildung 3-8 zu sehen ist, konnte eine etwa 2-3fach
gesteigerte Proteinexpression von mRFC1 in Zellen nachgewiesen werden, welche das

BCR-ABLP?°-Fusionsprotein exprimieren.
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Abbildung 3-8: Analyse der Proteinexpression von mRFC1 in
murinen, hamatopoetischen Zellinien mittels Western-Blot. Jeweils
50ug angereicherter Kern-proteinextrakte der Zellinien 32D und 32D BCR-
ABLP?® wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose-
Membran transferiert. Der Nachweis von mMRFC1 erfolgte durch
Immundetektion mit einem spezifischen anti-mRFC1 Antiserum. Es konnte
eine etwa 2-3fach erhdhte Expression von mMRFC1 in (zweifach
aufgetragenen) Proteinextrakten der Zellinie 32D BCR-ABLP*° detektiert
werden. Eine Beladungskontrolle erfolgte durch die Hybridisierung der
Membran mit einem spezifischen anti-STAT1(Signal-transducer and

activator of transcription-1) Antikérper.

3.5.2 Proteinexpression von RFC1 in humanen hamatopoetischen Zellinien
Der Hinweis auf eine deregulierte Proteinexpression der grofRen Untereinheit des
murinen Replikationsfaktors C in Zellen, die mit dem Onkogen BCR-ABLP?'° transfiziert
sind, fihrte zu der Frage, ob dieses Phé&nomen ebenfalls in humanen Zellen zu
beobachten ist. Hierzu wurden humane hamatopoetische Zellinien, die von der
Arbeitsgruppe Dr. Justus Duyster (Minchen) zur Verfigung gestellt wurden, untersucht.
Die Zellinie Mo7e BCR-ABLP?*® wurde durch Transfektion der parentalen Zellinie Mo7e
mit dem BCR-ABLP**°-Onkogen in der oben genannten Arbeitsgruppe hergestellt.
Proteinextrakte der beiden Zellinien wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulosemembranen transferiert und die Expression von c-ABL, BCR-ABLP#° und
RFC1 durch Immundetektion nachgewiesen. Es zeigte sich, wie im murinen Zellsystem,
eine etwa 2-3fach erhtéhte Expression des RFC1-Proteins in Zellen, die ebenfalls das
BCR-ABLP?'? Fusionsprotein exprimieren (Abbildung 3-9).



Ergebnisse 79

A B Mo7e Mo7e
BCR-ABLP210
Mo7e Mo7e BCR-ABLP210 '
BCR-ABLP210 '__“'
RFC1 asmmes  GIED c-ABL —
R-actin [ = Y B-actin —— —

Abbildung 3-9: Analyse der Proteinexpression von RFC1 in humanen, hamatopoetischen
Zellinien mittels Western-Blot. Jeweils 50ug Gesamtzellextrakte der Zellinien Mo7e und Mo7e
BCR-ABLP*° wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert. (A): Die Immundetektion von RFC1 erfolgte mittels spezifischem anti-RFC1
Antiserum. Eine etwa 2-3fach erhdhte Expression von RFC1 konnte in Proteinextrakten der
Zellinie Mo7e BCR-ABLP*° nachgewiesen werden. Die Beladungskontrolle wurde durch
Hybridisierung der Membran mit einem anti-3-actin Antikdrper durchgefihrt. (B): Die Expression
des BCR-ABLP*® Fusionsproteins in der Zellinie Mo7e BCR-ABL"° wurde durch
Immundetektion mit einem spezifischem anti-c-ABL Antikdrper nachgewiesen. Dies erméglichte
sowohl eine Detektion des endogenen c-ABL Proteins beider Zellinien, als auch des BCR-
ABLP?*° Fusionsproteins in der Zellinie Mo7e BCR-ABL?". Eine gleichmaRige Beladung wurde

durch Hybridisierung der Membran mit einem anti-3-actin Antikérper nachgewiesen.

3.5.3 Proteinexpression von RFC1 in primaren humanen,
h&matopoetischen Vorlauferzellen (Progenitorzellen)
Da es sich bei der Chronisch myeloischen Leuk&dmie (CML) um eine Erkrankung
handelt, die ihren Ursprung in den Stamm- und Vorlauferzellen des hamatopoetischen
Systems hat, stellte sich die Frage, ob die in murinen und humanen Zellinien
beobachtete Uberexpression von RFC1 in Anwesenheit von BCR-ABLP?* auch in
primaren ha&matopoetischen Stammzellen von Patienten nachzuweisen ist, welche an
einer CML erkrankt sind. Zu diesem Zweck wurden humane Stammzellpraparate, die
keiner weiteren Verwendung mehr dienten, durch das Stammzell-Labor der
Universitatsklinik Mainz zur Verfugung gestellt. Die Praparate stammten sowohl von
Patienten, die an einer BCR-ABLP?%-positiven CML erkrankt waren, als auch von
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Personen, deren Erkrankung in keinem Zusammenhang zu einer Expression des BCR-
ABLP#%.Onkogens stand. Durch eine vorherige Aufbereitung der Zellpraparate durch
das Stammzell-Labor enthielten diese einen Anteil von uber 90% Zellen, die den
hamatopoetischen Stammzellmarker ,CD34“ auf ihrer Oberflache prasentierten. Das
Oberflachenmolekul ,CD34“ (CD=cluster of differentiation) wird neben einigen anderen
membranstandigen Proteinen exklusiv. von hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen exprimiert und somit reprasentierten die hier untersuchten zellularen
Praparate fast ausschlie3lich hamatopoetische Progenitorzellen. Proteinextrakte der
Zellen wurden elektrophoretisch aufgetrennt, mittels Western-Blot auf Nitrocellulose-
Membranen transferiert und schlie3lich RFC1 spezifisch immundetektiert. Abbildung 3-
10 zeigt eine erhdhte Proteinexpression von RFC1 in primaren hamatopoetischen,
CD34-positiven Progenitorzellen von Patienten, die an einer CML erkrankt sind im
Vergleich zu Personen, deren Vorlauferzellen keine Expression des BCR-ABLP?°
Onkogens aufweisen. Die Assoziation einer deregulierten Expression von RFC1 mit der
Expression des BCR-ABLP?'° Fusionsproteins, die in den hier untersuchten murinen und
humanen Zellinien beobachtet wurde, laft sich demnach auch in primaren,
hamatopoetischen, CD34-positiven Vorlauferzellen von Patienten nachweisen, die an
einer BCR-ABLP#'°-positiven CML erkrankt sind.
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Abbildung 3-10: Detektion der Proteinexpression von RFC1 in humanen,
hamatopoetischen CD34-positiven Progenitorzellen mittels Western-Blot. In zwei
unabhéngigen Experimenten wurden angereicherte Kernproteinextrakte (A: 15ug; B: 50ug)
humaner, hamatopoetischer Vorlauferzellen von Patienten, die an einer chronisch
myeloischen Leukamie (CML) erkrankt waren (CML 1-3), sowie von Patienten, deren
Erkrankung nicht in Zusammenhang mit einer Expression von BCR-ABL"*!° steht
(Kontrolle 1-3) elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert. Die spezifische Immundetektion von RFC1 erfolgte jeweils durch ein anti-
RFC1 Antiserum. In beiden Versuchen konnte eine erhdhte Expression von RFC1 in
Proteinextrakten hamatopoetischer, CD34-positiven Progenitorzellen von CML-Patienten
nachwiesen werden (A: CML 1 und 2; B: CML 1 und 3). Im Vergleich dazu war in
Probenmaterial von Patienten, deren Erkrankung nicht urséachlich mit einer Expression von
BCR-ABLP* in Zusammenhang steht, RFC1 nur schwach oder gar nicht nachweisbar (A:
Kontrolle 1 und 2; B: Kontrolle 1 und 3). Eine Hybridisierung der Membranen mit anti-3-

actin Antikorper diente der Beladungskontrolle.
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3.54 Analyse zu Auswirkungen einer Blockade der Kinase-Aktivitat von
BCR-ABLP?!? auf die Proteinexpression von RFC1
Die starke Abhangigkeit BCR-ABLP?*°-transformierter Zellen von einer dauerhaften
Kinaseaktivitit des Onkogens in Bezug auf ein Uberleben der Zellen, sowie deren
Wachstumsfaktor-unabhangigen Proliferation macht sie gleichzeitig aul3erst empfindlich
gegeniiber einer Blockade der BCR-ABLP?*°-Kinase durch spezifische Inhibitoren. Eine
solche Substanz, die spezifisch an die ATP-Bindungsdoméne von BCR-ABLP?!°, c-ABL
und strukturverwandter Rezeptortyrosinkinasen wie PDGFR (Platetet-derived growth
factor receptor) und c-KIT (Stammzellfaktor-Rezeptor) bindet, stellt die Substanz ,STI-
571* (Signal-transduction Inhibitor-571) dar. ,STI-571" (alternative Bezeichnungen:
Imatinib bzw. Imatinib mesylat) blockiert die ATP-Bindungsdoméane der oben genannten
Kinasen und fiihrt hierdurch zu einem Verlust der Kinaseaktivitat, was in BCR-ABLP#°-
transformierten Zellen aufgrund des plotzlichen Ausbleibens von autonomen
proliferativen und anti-apoptotischen Signalen zum Zelltod durch Apoptose fuhrt (Druker
et al.,, 1996; Gambacorti-Passerini et al.,, 1997). Um zu prufen, ob die deregulierte
Proteinexpression von RFC1 in BCR-ABLP?°-transformierten Zellen spezifisch durch die
Kinaseaktivitat des Onkogens vermittelt wird, wurde die Zellinie Mo7e BCR-ABLP?*° mit
,STI-571* behandelt. Da ,STI-571“ in BCR-ABLP?'%-positiven Zellen zum Zelltod durch
Apoptose fuhrt und RFC1 im Verlauf der Apoptose durch aktivierte Caspase-3
proteolytisch gespalten wird, war es das Ziel der Versuche, innerhalb der gewahlten
Inkubationszeiten der Zellen mit dem Inhibitor eine Blockade der BCR-ABLP**’-Kinase
zu erreichen, gleichzeitig jedoch eine Aktivierung von Caspasen zu verhindern. Die
optimalen Versuchsparameter zur Erfullung dieser Kriterien wurden durch Variation
sowohl der Inkubationszeiten, wie auch der eingesetzten Konzentrationen des Inhibitors
empirisch ermittelt. Um eine proteolytische Spaltung von RFC1 durch aktivierte
Caspasen auszuschliel3en, wurden Zellen in den Versuchreihen zusatzlich in einem
Parallelansatz gleichzeitig mit ,STI-571" und mit dem Caspasen-Inhibitor ,z-VAD-FMK*
inkubiert. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen wurde jeweils nach Abschlul3 der
Behandlung der Zellen durchfluBzytometrisch bestimmt und bewegte sich bei den
dargestellten Versuchen innerhalb einer Toleranzgrenze von +/- 5% (Daten wurden
nicht gezeigt). In den dargestellten Versuchsreihen wurde die Zellinie Mo7e BCR-
ABLP?Y® mit 0.5uM bzw. 0,1uM ,STI-571“ fir 12h bzw. 22h, sowie jeweils ein
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Parallelansatz in Anwesenheit des Caspasen-Inhibitors ,z-VAD-FMK" (100uM) inkubiert.
Nach Abschluf3 der Inkubation wurden Proteinextrakte der Zellen mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran transferiert und RFC1
spezifisch mittels Immundetektion nachgewiesen. In Abbildung 3-11 sind die
Auswirkungen der Inkubation der Zellinie Mo7e BCR-ABLP?? mit ,STI-571“ auf die
Proteinexpression von RFC1 dargestellt. Eine Blockade der BCR-ABLP?*°-Kinase fiihrt in
beiden Versuchsreihen zu einer reduzierten Expression von RFC1. Dieses Ergebnis laf3t
sich ebenfalls in Proteinextrakten der Zellen nachweisen, die sowohl mit ,STI-571%, als

auch mit dem Caspasen-Inhibitor ,z-VAD-FMK" behandelt wurden.

A B
Med 12h Med 22h 22h
STI-571/ STI-571 STI-571/
z-VAD-FMK z-VAD-FMK
RFCl et e % RFC1 weinmgmg <~ Vi
B-actin e R-actin - ————  ——

Abbildung 3-11: Analyse der Proteinexpression von RFC1 in der Zellinie Mo7e BCR-ABLP*°
mittels Western-Blot nach Inhibition der BCR-ABLP*°-Kinase. Die Zellen wurden jeweils 24h
vor Beginn des Versuches subkonfluent (50-70%) ausgeséat. Die Inhibition der Kinaseaktivitat von
BCR-ABL** erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 0,5uM ,STI-571¢ fiir 12h (A) bzw. 0,1uM ,STI-
571" fur 22h (B). Eine gleichzeitige Inkubation der Zellen mit ,z-VAD-FMK* (100uM) diente der
Inhibition von Caspasen. Als Negativkontrolle wurde jeweils ein Parallelansatz unbehandelter Zellen
fur 12h bzw. 22h inkubiert (,Med"). Nach Abschluf3 der Inkubation wurden jeweils 100ug (A) bzw.
50pug (B) Gesamtzellysat der Zellen mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nitrocellulose-Membranen transferiert. Die Detektion von RFC1 erfolgte durch Hybridisierung der
Membranen mit spezifischem anti-RFC1 Antiserum. Die Hybridisierung der Membranen mit anti-f3-
actin Antikorper diente jeweils der Kontrolle einer gleichméafigen Beladung. Die Inkubation der
Zellen mit ,STI-571" fuhrte in beiden Versuchsreihen zu einer Reduktion von RFC1 (A und B).
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3.55 Analyse der mRNA-Expression von RFC1 und mRFC1 in humanen
und murinen, hamatopoetischen Zellinien

Die Regulation der Transkription nimmt bei der Expression von Genen eine zentrale
Rolle ein, da dies die erste Ebene der Expressionskontrolle darstellt. Die Tatsache, dal3
bereits ein EinfluR von BCR-ABLP?® auf die Transkriptionsregulation einer Reihe von
Genen bekannt ist, warf die Frage auf, ob die deregulierte Proteinexpression von RFC1
in Zellen, die eine Expression von BCR-ABLP?Y® aufweisen, auf eine gesteigerte
Transkription zurtickfuhren ist.

Aus diesem Grund wurde die mRNA-Expression von RFC1 bzw. mRFC1 in den
humanen und murinen Zellinien Uberpraft, fir die bereits eine Analyse der

Proteinexpression der grof3en Untereinheit des Replikationsfaktors durchgefihrt wurde.

3.5.5.1 Nachweis der mRNA-Expression von RFC1 durch semiquantitative
PCR in humanen, hamatopoetischen Zellinien
Zur Analyse der mRNA-Expression von RFC1 in der parentalen Zellinie Mo7e, sowie der
Mo7e BCR-ABLP?%-Zellinie wurde aus 5pg RNA beider Zellinien cDNA synthetisiert und
diese zur Amplifikation eines Fragments von RFC1 mit den genspezifischen
Oligonukleotiden ,hRFCPr.6f* und ,hRFCPr.6r* mittels PCR eingesetzt. In Abbildung 3-
12 ist das Ergebnis einer PCR mit limitierter Zyklenzahl (28 Zyklen) dargestellt. Diese
Untersuchung zeigte keine signifikanten Unterschiede bezlglich der mRNA-Expression
der grofRen Untereinheit von RFC zwischen der Zellinie Mo7e und der transformierten
Zellinie Mo7e BCR-ABLP*°. Aus diesem Ergebnis l4Rt sich schlieRen, daR die
deregulierte Proteinexpression von RFC1 in der Zellinie Mo7e BCR-ABLP?* nicht auf

eine gesteigerte Transkription zurtickzuftihren ist.
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Abbildung 3-12: Analyse der mRNA-Expression von RFC1 in humanen Zellinien
durch semiquantitative PCR. Aus je 5g RNA der Zellinien Mo7e und Mo7e BCR-ABL?*°
wurde cDNA synthetisiert und jeweils 1ul der cDNA zur Amplifikation eines Fragments der
RFC1 mRNA mit den genspezifischen Oligonukleotiden ,hRFCPr.6f* und ,hRFCPr.6r* mit
28 PCR-Zyklen eingesetzt (A). Ein Parallelansatz zur Amplifikation eines Fragments der
MRNA des GAPDH-(Glycerinaldehyd-3-phosphat dehydrogenase) Gens mit den
Oligonukleotiden ,GAPDH/f* und ,GAPDH/r* diente zur Kontrolle der Verwendung
vergleichbarer cDNA-Mengen (B). Je 10ul der PCR-Reaktionen wurden mittels
Agarosegelelektrophorese anlysiert. Ein PCR-Ansatz ohne cDNA diente jeweils als
Negativkontrolle (Neg.) und ein 100bp DNA-Marker (Invitrogen) wurde zur GréR3enkontrolle
mitgefuihrt (M). Es konnte keine signifikant erhéhte mRNA-Expression von RFC1 in der

Zellinie Mo7e BCR-ABLP* im Vergleich zur parentalen Zellinie Mo7e detektiert werden

(A).
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3.5.5.2 Analyse der mRNA-Expression von mRFC1 in murinen,
h&matopoetischen Zellinien mittels semiquantitativer PCR und
Northern-Hybridisierung
In der murinen Zellinie 32D, die durch das BCR-ABLP?*® Onkogen transformiert wurde,
lie3 sich, wie bereits fur RFC1 im humanen Zellensystem gezeigt, eine erhdhte
Proteinexpression von mRFC1 in Abhangigkeit von einer Expression des BCR-ABLP?!°
Fusionsproteins nachweisen. Es sollte tberprift werden, ob diese Veranderung der
Proteinexpression durch eine Steigerung der mMRNA-Expression von mRFC1
hervorgerufen wird. Zur Untersuchung der mRNA-Expression von mRFC1 durch
semiquantitative PCR wurde aus 2ug Gesamt-RNA der Zellinien 32D und 32D BCR-
ABLP?Y® cDNA synthetisiert und zur Amplifikation mit den genspezifischen Primern
,MRFCPr.2f* und ,mRFCPr.2r* eingesetzt. In Abbildung 3-13A ist das Ergebnis einer
semiquantitativen PCR mit diesen Oligonukleotiden dargestellt. Zur Analyse der
Expression von mRFC1 auf RNA-Ebene mittels Northern-Blot wurden je 5ug
angereicherter polyA* RNA der zwei Zellinien 32D und 32D BCR-ABLP** in einem
denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Zur Hybridisierungsanalyse wurde ein radioaktiv markiertes
PCR-Amplifikat der spezifischen Oligonukleotide ,mRFCPr.1f* und ,mRFCPr.1r"
eingesetzt. In Abbildung 3-13C ist das Ergebnis der Hybridisierungsanalyse dargestellt.
Aus dem Ergebnis beider vergleichenden Untersuchungen zur mRNA-Expression von
mRFC1 in den Zellinien 32D und 32D BCR-ABLP?! ist ersichtlich, daR sich auch im
murinen Zellsystem kein eindeutiger Hinweis auf eine transkriptionelle Regulation von
mRFC1 in Abhangigkeit einer Expression von BCR-ABLP?* findet.
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Abbildung 3-13: Analyse der mRNA-Expression von mRFC1 mittels semiquantitativer PCR und
Northern-Blot. Aus je 2ug RNA der Zellinien 32D und 32D BCR-ABL??'® wurde cDNA synthetisiert und
jeweils 1pl der cDNA zur PCR-Amplifikation eines mRFC1-Fragments mit den genspezifischen Primern
LMRFCPr.2f* und ,mRFCPr.2r* eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit 25 PCR-Zyklen (A). Ein
Paralellansatz zur Amplifikation eines Fragments der mRNA des murinen R-actin Gens mit den
Oligonukleotiden ,actin/f* und ,actin/r* diente zur Kontrolle der Verwendung vergleichbarer cDNA-
Mengen. Die Amplifikation erfolgte mit 22 PCR-Zyklen (B). Je 10ul der PCR-Reaktionen wurden mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Ein PCR-Ansatz ohne cDNA diente jeweils als Negativkontrolle
(,Neg.”) und ein 100bp DNA-Marker (Invitrogen) wurde zur GréRenkontrolle mitgefuhrt (,M“). Es konnte
keine signifikant erhéhte Expression der mRNA von mRFC1 in der Zellinie 32D BCR-ABL"*'® im
Vergleich zur parentalen Zellinie 32D detektiert werden (A).

(C): Zur Analyse der mRNA-Expression mittels Northern-Blot wurden jeweils 5ug angereicherter polyA*
RNA der Zellinien 32D und 32D BCR-ABLP?*° mittels denaturierender Formaldehyd-Gelelektrophorese
elektophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Detektion der mRNA von
mRFC1 erfolgte durch Hybridisierungsanalyse mit einem radioaktiv markierten PCR-Amplifikat der
Oligonukleotide ,mRFCPr.1f* und ,mRFCPr.1r*. Eine Kontrolle des Transfers, sowie vergleichbarer
RNA-Mengen auf der Membran wurde durch Farbung der Membran mit Methylenblau-Farbelésung
vorgenommen und zeigte in beiden Proben eine gleichmaRige Anfarbung der aufgetrennten und
transferierten RNA-Fragmente. Eine verstarkte Anfarbung von in den Proben vorhandener Reste
ribosomaler RNA (18S- und 28S rRNA) ist zu sehen (C, unterer Teil). Die Hybridisierung zeigte keine
erhohte mRNA-Expression von mRFC1 der Zellinie 32D BCR-ABLP*® im Vergleich zur parentalen
Zellinie 32D (C, oberer Teil).



Ergebnisse 88

3.5.6 Untersuchungen zur Proteinstabilitit von RFC1 in humanen,
h&matopoetischen Zellinien

Da bisher keine Erkenntnisse bezlglich der Proteinstabilitdt von RFC1 vorliegen und die
gesteigerten Proteinexpression der grof3en Untereinheit des Replikationsfaktors in BCR-
ABLP#%positiven Zellen offensichtlich nicht auf eine transkriptionelle Regulation
zurlckzufuhren ist, sollte dessen Stabilitat auf Proteinebene untersucht werden. Hierzu
wurden parentale, und durch BCR-ABLP?-transformierte Mo7e-Zellen mit
Cycloheximid, einem Antibiotikum, welches die Translation eukaryontischer Zellen
inhibiert (Obrig, T.G. et.al.), behandelt. Zu festgesetzten Zeitpunkten nach Inkubation
mit Cycloheximid wurden Proteinextrakte der Zellen hergestellt, mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen transferiert. Der spezifische Nachweis
von RFC1 erfolgte durch eine anschlieBRende Immundetektion. Da sich das
Tumorsuppressor-Protein  p53 durch eine geringe Stabilitat und damit kurze
Halbwertszeit  auszeichnet, diente dessen Nachweis der Kontrolle der
Translationsblockade durch Cycloheximid. Um auszuschliel3en, dal3 quantitative
Veradnderungen des RFC1 Proteins auf eine proteolytische Spaltung durch aktivierte
Caspasen und eine damit einhergehende Apoptose zuriickzufihren sind, wurden Teile
der Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten einer durchfluBzytometrischen
Zellzyklusmessung zur Determinierung der apoptotischen Zellfraktion zugefiihrt. Der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen bewegte sich bei den dargestellten Versuchen
innerhalb einer Toleranzgrenze von +/- 5% (Daten wurden nicht gezeigt).

Wie in Abbildung 3-14 dargestellt, fuhrt eine Blockade der Translation durch
Cycloheximid in der parentalen Zellinie Mo7e zur kontinuierlichen Abnahme sowohl von
p53 innerhalb der ersten Stunden, als auch von RFC1 nach einer Inkubationzeit mit
Cycloheximid von 4-8h, so dal3 schliel3lich das p53-, wie auch RFC1-Protein nach einer
dauerhaften Blockade der zellularen Translation von 8h kaum mehr nachweisbar sind.
Dieses Ergebnis lie3 sich in unabhéngigen Versuchsreihen mit unterschiedlichen
Cycloheximid-Konzentrationen reproduzieren (Abbildung 3-14A und B).

Eine Blockade der Translation der Zellinie Mo7e BCR-ABLP?° durch Inkubation der
Zellen mit unterschiedlichen Cycloheximid-Konzentrationen fuhrte ebenfalls zur
Reduktion von p53 innerhalb der ersten Stunden, wéahrend sich jedoch, im Gegensatz

zu den Ergebnissen der parentalen Zellinie Mo7e, keine signifikante quantitative
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Veranderung von RFC1 innerhalb von 8h nachweisen lie3 (Abbildung 3-15A und B).
Darlber hinaus fuhrte selbst eine Inkubation der Zellen mit Cyloheximid Uber 24h nicht
zu einer nachweisbaren Reduktion von RFC1 (Abbildung 3-15C). Aufgrund dieser
Ergebnisse lalt sich postulieren, daf3 als eine mogliche Ursache der verénderten
Expression von RFC1 in BCR-ABLP?*-positiven Zellen eine gesteigerte Proteinstabilitét

der gro3en Untereinheit des Replikationsfaktors in Frage kommt.

A
Cycloheximid
Med 1h 2h 4h 6h 8h
RFC1 - —— -

P53 — gr——— i —— -

B-actin  ——  — —— — T
B
Cycloheximid
Med 1h 2h 4h 6h 8h
RFC1

p53 —

R-actin ——— T e—— GEEEES —— —

Abbildung 3-14: Analyse der Proteinstabilitat von RFC1 mittels Western-Blot in der
Zellinie Mo7e nach Inhibition der Translation. Die Zellen wurden 24h vor Beginn der
Inkubation mit Cycloheximid subkonfluent (50-70%) ausgesét. Die Behandlung der Zellen
erfolgte fur 1-8h mit unterschiedlichen Cycloheximid-Konzentrationen (A: 30ug/ml; B:
40ug/ml). Als Negativkontrolle diente ein Parallelansatz der fir 8h ohne Cycloheximid-
Zugabe inkubiert wurde (,Med“). Nach Abschlu3 der Inkubation wurde jeweils 50ug
Gesamtzellysat der Zellen mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nitrocellulose-Membranen transferiert. Die Detektion von RFC1 und p53 erfolgte durch
Hybridisierung der Membranen mit spezifischem anti-RFC1 Antiserum bzw. anti-p53
Antikérper. Die Beladungskontrolle wurde mittels Hybridisierung mit anti--actin Antikérper
durchgefuhrt. Eine Reduktion von RFC1-Protein konnte innerhalb von 4-8h nachgewiesen
werden (A und B).
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Abbildung 3-15: Analyse der Proteinstabilitat von RFC1 mittels Western-Blot in der Zellinie
Mo7e BCR-ABLP?" nach Inhibition der Translation. Die Zellen wurden 24h vor Beginn der
Inkubation mit Cycloheximid subkonfluent (50-70%) ausgesat. Die Behandlung der Zellen erfolgte
fur 1-8h bzw. 1-24h mit unterschiedlichen Cycloheximid-Konzentrationen (A und C: 30ug/ml; B:
40ug/ml). Als Negativkontrolle diente jeweils ein Parallelansatz der fir 8h bzw. 24h ohne
Cycloheximid-Zugabe inkubiert wurde (,Med“). Nach Abschlu3 der Inkubation wurden jeweils
50ug (A und B) bzw. 100ug (C) Gesamtzellysat der Ansatze mittels SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen transferiert. Die Detektion von RFC1 und p53
erfolgte durch Hybridisierung der Membranen mit spezifischem anti-RFC1 Antiserum bzw. anti-
p53 Antikorper. Die Beladungskontrolle wurde mittels Hybridisierung mit anti-B-actin Antikérper
durchgefiihrt. Innerhalb der Inkubationszeitraume der Zellen mit Cycloheximid von 8h (A und B)
bzw. 24h (C) konnte in der Zellinie Mo7e BCR-ABLP* keine signifikante Reduktion des RFC1-

Proteins detektiert werden.
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3.6 Analyse der Sensitivitat der humanen, hdmatopoetischen Zellinien
Mo7e und Mo7e BCR-ABLP?® gegeniiber Zytostatika und UV-
Bestrahlung

Obwohl die Mehrzahl klinischer Beobachtungen, wie auch in vitro durchgefihrter

Untersuchungen zu belegen scheint, daR eine Expression des BCR-ABLP*'°-Onkogens

zu einer verminderten zellularen Sensitivitdt gegenuber zytotoxischen Stimuli, wie

beispielsweise einer Behandlung durch Zytostatika oder ultravioletter (UV) Strahlung
fuhrt, wurde jedoch in einigen Untersuchungen eine erhdhte Sensitiviat von BCR-

ABLP#% positiven Zellen gegeniiber zytotoxischen Einflissen demonstriert. Bislang ist

noch nicht vollstandig aufgeklart, wie diese unterschiedlichen Eigenschaften von BCR-

ABLP?®_transformierten Zellen in Bezug auf zellschadigende Einfliisse erklart werden

kénnen. Die in dieser Arbeit verwendete humane hamatopoetische Zellinie Mo7e BCR-

ABLP?Y? zeigte im Vergleich zur parentalen Zellinie Mo7e eine posttranslational

gesteigerte Proteinexpression von RFC1 und die Sensitivitdit der beiden Zellinien

gegenuber UV-Bestrahlung und einer Behandlung mit verschiedenen Zytostatika sollte
getestet werden. Zur Analyse der Sensitivitdt gegentber UV-Bestrahlung wurden die

Zellen mit unterschiedlichen Energien (10-50mJ) bestrahlt und der prozentuale Anteil

apoptotischer Zellen 8h nach UV-Bestrahlung durchflul3zytometrisch bestimmt. Zur

Untersuchung der Sensitivitdat der Zellen gegenuber einer Zytostatika-Behandlung

wurden diese mit Etoposid (25uM) bzw. Doxorubicin (0,25uM) fir 24h inkubiert. Nach

Abschluld der Inkubation wurde auch hier der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen

mittels Durchflu3zytometrie bestimmt.

In den Abbildungen 3-16 und 3-17 sind die Ergebnisse der UV-Bestrahlung bzw.

Zytostatika-Behandlung der Zellen quantitativ dargestellt und es zeigte sich ein

heterogenes Bild. Eine UV-Bestrahlung der Zellen fuhrte in der Zellinie Mo7e zu einer

dosisabhangigen Steigerung des Anteils apoptotischer Zellen, wahrend sich die BCR-

ABLP?®_transformierte Zellinie im Vergleich dazu als relativ resistent gegeniiber

ultravioletter Bestrahlung in diesem Energiebereich zeigte (Abbildung 3-16). Ein

gegenteiliges Ergebnis ergab sich nach Inkubation der beiden Zellinien mit Etoposid
bzw. Doxorubicin. Nach Zytostatika-Behandlung fur 24h zeigte die Zellinie Mo7e BCR-

ABLP??? einen deutlich erhdhten Anteil apoptotischer Zellen im Vergleich zur parentalen

Zellinie Mo7e (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-16: Untersuchung der Apoptose der humanen Zellinien Mo7e und Mo7e BCR-
ABLP?® mittels DurchfluRzytometrie nach UV-Bestrahlung. Jeweils 5x10* Zellen wurden 24h
vor UV-Bestrahlung ausgesédt und die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit verschiedenen
Energien (10-50mJ). Eine durchfluzytometrische Messung des prozentualen Anteils der
apoptotischen Zellfraktion erfolgte 8h nach UV-Bestrahlung. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus vier unabhangigen Experimenten mit den Zellinien Mo7e und Mo7e
BCR-ABLP*°. Wahrend die Zellinie Mo7e eine dosisabhangige Steigerung der apoptotischen
Zellfraktion zeigte, konnte fir die Zellinie Mo7e BCR-ABLP* im Vergleich dazu keine
signifikante Steigerung des prozentualen Anteils apoptotischer Zellen im gewa&hlten

Energiebereich nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-17: Untersuchung der Apoptose der humanen Zellinien Mo7e und Mo7e
BCR-ABLP?® mittels DurchfluBzytometrie nach Zytostatika-Behandlung. Jeweils 5x10*
Zellen wurden 24h vor Beginn der Zytostatika-Behandlung ausgesét. Der Inkubation der Zellen
mit Etoposid (25uM) und Doxorubicin (0,25uM) fir 24h schlof3 sich eine durchflul3zytometrische
Messung des prozentualen Anteils der apoptotischen Zellfraktion an. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten mit den Zellinien
Mo7e und Mo7e BCR-ABLP*'°. Eine Behandlung der Zellinie Mo7e BCR-ABLP® mit den
Zytostatika Etoposid bzw. Doxorubicin flhrte im Vergleich zur parentalen Zellinie Mo7e zu

einem erhéhten prozentualen Anteil apoptotischer Zellen.
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3.7 Stabile Transfektion humaner Zellinien zur ektopischen Expression
von RFC1

Um die Auswirkungen einer dauerhaften, ektopischen Expression von RFC1 in
humanen Zellen zu untersuchen, wurde die humane Zellinie HEK293 (embryonales
Nierenzellkarzinom) mit rekombinanten Expressionsplasmiden, die den kodierenden
Bereich von RFC1 enthalten, stabil transfiziert. Zur Generierung der rekombinanten
Expressionsplasmide wurde aus RNA der Zellinie Mo7e cDNA hergestellt und die
kodierende Region von RFC1 mittels PCR amplifiziert. Zur Amplifikation wurden die
Oligonukleotide ,hRFCcdsNotl-f* bzw. ,hRFCcdsFLAGNotl-f* und ,hRFCcdsNotl-r*
eingesetzt, die an ihren jeweiligen 5-Enden eine Erkennungssequenz der
Restriktionsendonuklease Notl besitzen. Dies ermoglichte, nach Restriktionsspaltung
des Expressionsplasmids und der PCR-Amplifikate durch Notl, eine Integration der
PCR-Produkte in das pIRES-Neo3 Plasmid. Der kodierende Bereich von RFC1 der
rekombinanten Expressionsplasmide wurde vor Transfektion der HEK293-Zellen
sequenziert, um unerwinschte Mutationen auszuschlieen. HEK293 Zellen wurden
jeweils mit den rekombinanten Expressionsplasmiden ,pIRES-Ne03-RFC1" und ,pIRES-
Neo3-FLAGRFC1“, sowie dem Plasmid ,pIRES-Neo3“ (,Leervektor‘-Kontrolle) mittels
Elektroporation transfiziert und 48h nach Transfektion durch Zugabe von 0,5mg/ml G418
unter dauerhafter Selektion inkubiert. Zur Kontrolle der ektopischen Expression von
RFC1, sowie des Fusionsproteins ,FLAGRFC1" in den transfizierten Zellinien wurden
Proteinextrakte der jeweiligen Zellinien mittels SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembranen transferiert und die Expression der Proteine
mittels Immundetektion nachgewiesen.

Wie in Abbildung 3-18 dargestellt, zeigten beide, mit den rekombinanten
Expressionsplasmiden transfizierte Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1" und ,HEK293
pPIRES-Ne0o3-FLAGRFC1“ eine erhOhte, ektopische Expression von RFC1 bzw. des
Fusionsproteins ,FLAG-RFC1"“ im Vergleich zur Kontrollzellinie, die mit dem Vektor
.PIRES-Neo3" transfiziert wurde (,HEK293 pIRES-Ne03").
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Abbildung 3-18: Analyse der ektopischen Expression von RFC1 in stabil transfizierten
HEK293-Zellen mittels Western-Blot. Jeweils 50ug Gesamtzellysate der Zellinien wurde
mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert. Die Expression von RFC1 wurde durch Hybridisierung der Membranen mit einem
spezifischen anti-RFC1 Antiserum nachgewiesen (A und B). Der Nachweis der ektopischen
Expression des Fusionsproteins ,FLAGRFC1" erfolgte mittels Immundetektion mit anti-FLAG
Antikoérper (C). Eine gleichméaRige Beladung wurde durch Hybridisierung der Membranen mit
anti-R-actin Antikbrper nachgewiesen. Eine ektopische Expression von RFC1 bzw. des
Fusionsproteins ,FLAGRFC1" konnte in Proteinextrakten der Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo03-
RFC1* (A) bzw. ,HEK293 pIRES-Neo3-FLAGRFC1* (B und C) im Vergleich zur
Proteinextrakten der Kontrollzellinie ,HEK293 pIRES-Neo03" nachgewiesen werden.
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3.8 Analyse der Sensitivitdt humaner Zellinien, die eine ektopische
Expression von RFC1 aufweisen, gegentiber UV-Bestrahlung

Um den Einflu3 einer ektopisch erhdhten Expression von RFC1 auf die Sensitivitat von
HEK293-Zellen gegenlber UV-Bestrahlung zu testen, wurden die stabil transfizierten
Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1“ und ,HEK293 pIRES-Neo3-FLAGRFC1“ wie
auch die Kontrollzellinie ,HEK293 pIRES-Neo3" mit unterschiedlichen Energien bestrahlt
und der Anteil apoptotischer Zellen 24h nach UV-Bestrahlung durchflu3zytometrisch
bestimmt.

Es zeigte sich in allen Zellinien eine dosisabhéangige Steigerung der apoptotischen
Zellpopulation, wobei die stabil transfizierten Zellinien, welche eine ektopische
Expression von RFC1 bzw. des Fusionsproteins ,FLAGRFC1" aufwiesen, im Vergleich
zur Kontrollzellinie, eine erhdhte Sensitividt gegenuber UV-Bestrahlung zeigten. Dies
lied sich durch eine Steigerung der apoptotischen Zellpopulation der stabilen
Transfektanden im Vergleich zu den Werten der Kontrollzellen nach Bestrahlung
nachweisen (Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: Analyse der Apoptose von stabil transfizierten HEK293-Zellen, die eine
ektopische Expression von RFC1 bzw. des Fusionsproteins ,FLAGRFC1" aufweisen nach
UV-Bestrahlung mittels DurchfluBzytometrie. Jeweils 5x10* Zellen wurden 24h vor UV-
Bestrahlung ausgesat und die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit verschiedenen Energien (25-
200mJ). Die durchfluBzytometrische Messung des prozentualen Anteils der apoptotischen
Zellfraktion erfolgte 24h nach UV-Bestrahlung. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens vier unabhéngigen Experimenten mit den Zellinien
.HEK293 pIRES-Neo03*, ,HEK293 pIRES-Ne03-RFC1" und ,HEK293 pIRES-Ne03-FLAGRFC1".
Es zeigte sich eine proportionale Steigerung des prozentualen Anteils apoptotischer Zellen in
allen analysierten Zellinien in Abhangigkeit von der gewahlten Bestrahlungsenergie. Im Vergleich
zur Kontrollzellinie konnte in Zellinien, die eine erhdhte ektopische Expression von RFC1 bzw.
des Fusionsproteins ,FLAGRFC1“ aufwiesen eine gesteigerte Sensitivitdt gegenlber UV-

Bestrahlung nachgewiesen werden.
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3.9 Reversion des UV-hypersensitiven Phanotyps RFC1-transfizierter
Zellinien durch Blockade der Caspasen-Aktivierung

Die sequentielle Aktivierung von Caspasen fuhrt nach irreparabler Schadigung der
zellularen DNA zum programmierten Zelltod durch Apoptose. Da eine stabile ektopische
Expression von RFC1 wie auch des Fusionsproteineins ,FLAGRFC1" in HEK293-Zellen
zu erhoOhter Sensitivitdt gegenlber einer Schadigung der zellularen DNA nach UV-
Bestrahlung fuhrt, sollte die Abhangigkeit dieses Phanomens von einer
Caspasenaktivierung tberprift werden. Hierzu wurden die Zellen nach Bestrahlung mit
einer Energie von 200mJ in An- bzw. Abwesenheit des Caspase-Inhibitors ,z-VAD-FMK*
(100uM) far 24h inkubiert. Im Anschlu® wurde der Anteil der apoptotischen
Zellpopulation mittels Durchflul3zytometrie gemessen.

Es zeigte sich, wie in Abbildung 3-20 dargestellt, im Vergleich zur Kontrollzelllinie die
bekannt erhohte Sensitivitat der Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1* und ,HEK293
pIRES-Ne0o3-FLAGRFC1“ gegeniber DNA-Schaden durch UV-Bestrahlung. Eine
Blockade der Caspasenaktivierung der Zellen fuhrte in allen Proben zu einer
Verminderung der apoptotischen Zellfraktion nach UV-Bestrahlung. Eine Reversion des
UV-hypersensitiven Phanotyps der stabil transfizierten Zellen a3t sich folglich durch

eine Blockade der Caspasenaktivierung erreichen.
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Abbildung 3-20: Untersuchung zu Auswirkungen einer Blockade der Caspasen-Aktivierung
auf die Apoptose von stabil transfizierten HEK293-Zellen nach UV-Bestrahlung mittels
DurchfluBzytometrie. Jeweils 5x10* Zellen wurden 24h vor UV-Bestrahlung ausgesat und die
Bestrahlung der Zellen erfolgte mit 200mJ. Eine Inkubation der Zellinien nach UV-Bestrahlung
erfolgte fir 24h in An- bzw. Abwesenheit des Caspasen-Inhibitors ,z-VAD-FMK" (100uM). Nach
Beendigung der Inkubation wurde der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellfraktion
durchfluzytometrisch bestimmt. Aufgefiihrt ist der relative Anteil apoptotischer Zellen der Zellinien
bezogen auf die ermittelten Werte der Kontrollzellinie nach Bestrahlung mit 200mJ. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versuchsreihen mit den Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3",
+HEK293 pIRES-Neo3-RFC1* und ,HEK293 pIRES-Neo3-FLAGRFC1". Die Zellinien ,HEK293
pIRES-Neo3-RFC1“ und ,HEK293 pIRES-Ne03-FLAGRFC1* zeigten sich im Vergleich zur
Kontrollzellinie  ,HEK293 pIRES-Neo3"“ sensitiver gegeniiber UV-Bestrahlung. Dieser

Sensitivitdtsunterschied konnte durch die Inhibition von Caspasen ausgeglichen werden.
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3.10 Analyse der Sensitivitat humaner, RFC1-transfizierter Zellinien,
gegenuber einer Behandlung mit verschiedenen Zytostatika
Die Erkenntnis, dal3 eine erhdhte ektopische Expression von RFC1 bzw. ,FLAGRFC1*
in humanen Zellen eine erhdhte Sensitivitat gegeniber UV-Bestrahlung zur Folge hat,
fuhrte zu der Frage, ob dieser Effekt gleichermalRen durch verschiedene Zytostatika
ausgeldst werden kann, die auch klinische Verwendung finden und unterschiedliche
Wirkmechanismen besitzen. Um die zytotoxische Wirkung dieser Substanzen auf
HEK293-Zellen zu testen, die eine ektopische Expression von RFC1 bzw. des
Fusionsproteins ,FLAGRFC1" zeigen, wurden die transfizierten Zellinien fur 24h bzw.
48h in Anwesenheit der verschiedenen Zytostatika inkubiert und anschlieRend der Anteil
der apoptotischen Zellpopulation durchflu3zytometrisch bestimmt. Wie in Abbildung 3-21
dargestellt, zeigte sich eine erhohte Sensitivitat der RFC1- bzw. ,FLAGRFC1*-
Transfektanden gegenuber Kontrollzellen bei einer Behandlung durch Etoposid und
Doxorubicin. Im Gegensatz dazu fuhrte eine Inkubation dieser Zellen mit Staurosporin
und Taxol, im Vergleich zur Kontrollzellinie, nicht zu einem signifikant gesteigerten

prozentualen Anteil apoptotischer Zellen.
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Abbildung 3-21: Analyse der Apoptose von stabil transfizierten HEK293-Zellen, die eine
ektopische Expression von RFC1 bzw. des Fusionsproteins ,FLAGRFC1" aufweisen nach
Zytostatika-Behandlung mittels DurchfluBzytometrie. Jeweils 5x10* Zellen wurden 24h vor
Beginn der Zytostatika-Behandlung ausgesat. Der Inkubation der Zellen mit Etoposid (25uM),
Doxorubicin (0,5uM), Staurosporin (250nM) fur 24h und Taxol (5nM) fiir 48h schlof3 sich jeweils
die durchfluRzytometrische Messung des prozentualen Anteils der apoptotischen Zellfraktion an.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs unabhéangigen
Experimenten mit den Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3“, ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1“ und
JHEK293 pIRES Neo3-FLAGRFC1“. Im Vergleich zur Kontrollzellinie ,HEK293 pIRES-Neo3"
zeigte sich eine erhohte Sensitivitat der Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1" und ,HEK293
pPIRES-Neo3-FLAGRFC1" gegeniber einer Behandlung mit Etoposid und Doxorubicin. Eine
Behandlung dieser Zellinien mit Staurosporin und Taxol flhrte zu keiner signifikanten Steigerung

der apoptotischen Zellfraktion im Vergleich zur Kontrollzellinie.
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3.11 Nachweis von NER-(Nukleotid-Exzisionsreparatur) induzierten DNA-
Strangbriichen nach UV-Bestrahlung mittels alkalischer Einzelzell-
Gelelektrophorese (,Comet assay”) in RFC1l-transfizierten, humanen
Zellinien

Durch die Beobachtung einer Hypersensitivitat der Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3-

RFC1* und ,HEK293 pIRES-Ne03-FLAGRFC1* gegeniuber UV-induzierten DNA-

Schéaden stellte sich die Frage, ob in diesen Zellinien eine Storung der initialen Prozesse

der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) vorliegt. Hierzu wurde die alkalische Einzelzell-

Gelelektrophorese (,Comet-assay“) zum Nachweis von DNA-Strangbriichen eingesetzt,

die nach UV-Bestrahlung im Verlauf der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) bei der

Beseitigung von DNA-Schaden entstehen. Da durch UV-Strahlung keine direkten

Briche im Zucker-Phosphat Gerlist der DNA verursacht werden, kann eine erhohte

Mobilitat der zellularen DNA unter alkalischen Elektrophoresebedingungen nach UV-

Bestrahlung auf DNA-Strangbriche zuriickgefuhrt werden, die wéahrend der ersten

Schritte der NER durch spezifische Endonukleasen induziert werden (,Inzisions"-

Schritt). Hierzu wurden die Zellen der zu untersuchenden Zellinien ,HEK293 pIRES-

Neo3“, ,HEK293 pIRES-Ne03-RFC1" und HEK293 pIRES-Neo3-FLAGRFC1“ mit einer

Energie von 200mJ bestrahlt und fur 4h bei 37°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine

Gelelektrophorese unter alkalischen Bedingungen und die Mobilitat der zellularen DNA

wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Das Ausmald der aus dem Zellkern

ausgetretenen (mobilen) DNA gab Aufschlu? tber den Grad der durch die NER
verursachten DNA-Strangbriiche in den Zellen innerhalb der Inkubationszeit nach UV-

Bestrahlung. Ein unbestrahlter Parallelansatz der jeweiligen Zellinie diente als interne

Negativkontrolle. In Abbildung 3-22 ist das Ergebnis eines einmalig durchgefuhrten

Versuches mit den genannten Zellinien anhand repréasentativer Einzelzellen gezeigt. In

allen Zellinien konnte eine erhdhte Mobilitat zellularer DNA 4h nach Bestrahlung im

Vergleich zu Zellen des jeweiligen unbestrahlten Kontrollansatzes nachgewiesen

werden. Signifikante Unterschiede beziglich der DNA-Mobilitdt zwischen den einzelnen

Zellinien konnten 4h nach UV-Bestrahlung nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3-22: Nachweis von NER-(Nukleotid Exzisionsreparatur) induzierten DNA-
Strangbriichen von stabil transfizierten HEK293-Zellen, die eine ektopische Expression von
RFC1 bzw. des Fusionsproteins ,FLAGRFC1“ aufweisen nach UV-Bestrahlung durch
alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (,Comet-assay”). Jeweils zwei Parallelansatze jeder
Zellinie (je 5x10* Zellen) wurden 24h vor UV-Bestrahlung ausgesat und die Bestrahlung eines
Zellansatzes erfolgte mit einer Energie von 200mJ, wahrend der Kontrollansatz unbehandelt blieb. Im
Anschlu® an die UV-Bestrahlung wurden die Zellen fiir 4h bei 37°C inkubiert und anschlieRend einer
Gelelektrophorese unter alkalischen Bedingungen unterzogen, um eine Migration geschadigter DNA
aus dem Kern der Zellen zu erméglichen. Nach Anfarbung mit Ethidiumbromid-Farbelésung wurde das
Ausmall der DNA-Strangbriche einzelner Zellen fluoreszenzmikroskopisch beurteilt. Je Zellinie
wurden 10 Einzelzellen optisch ausgewertet. Eine gesteigerte DNA-Mobilitat konnte in allen Zellinien
4h nach UV-Bestrahlung im Vergleich zu unbestrahlten Zellen des Kontrollansatzes der jeweiligen
Zellinie nachgewiesen werden. Ein Vergleich des Ausmal3es der DNA-Migration nach UV-Bestrahlung
der Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3“, ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1“ und ,HEK293 pIRES-Neo3-
FLAGRFC1" zeigte keine signifikanten Unterschiede.
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3.12 Analyse der DNA-Synthese RFC1l-transfizierter, humaner Zellinien
nach UV-Bestrahlung mittels durchfluRzytometrischer Messung der
BrdU-Inkorporation

In dieser Versuchsreihe sollte die DNA-Syntheserate der stabil transfizierten HEK293-

Zellinien nach DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung im Vergleich zur Kontrollzellinie

determiniert werden. Die Zellinien wurden hierzu zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach

Bestrahlung fur 30min in Anwesenheit des Basenanalogons 5 -Brom-2"-desoxyuridin

(BrdU) inkubiert. Die Inkorporation von BrdU in die zellulare DNA wurde anschlie3end

durch Bindung eines spezifischen FITC-gekoppelten Antikérpers an BrdU

durchfluBzytometrisch gemessen. Durch Farbung der Proben mit Propidiumiodid-

Farbeldsung war eine gleichzeitige Messung der apoptotischen Zellpopulation méglich.

In Abbildung 3-23 ist der Verlauf der BrdU-Inkorporation der Zellinien ,HEK293 pIRES-

Neo3-RFC1* und ,HEK293 pIRES-Ne03-FLAGRFC1“ im Vergleich zur Kontrollzellinie

,HEK293 pIRES-Neo3“ nach UV-Bestrahlung dargestellt. Die aufgefihrten Werte

bemessen den Anteil der BrdU-Inkorporation der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten

nach UV-Bestrahlung im Vergleich zu unbestrahlten Zellen der entsprechenden Zellinie
zu Beginn des Versuches. Es zeigt sich eine deutliche Reduktion der DNA-Syntheserate
bei allen Zellen im Verlauf der Inkubation nach Bestrahlung. Beide, mit RFC1- bzw.

.FLAGRFC1“transfizierten Zellinien zeigten jedoch noch 4h nach Bestrahlung eine

deutlich erhdhte DNA-Syntheserate im Vergleich zu Kontrollzellen, deren BrdU-

Inkorporation zu diesem Zeitpunkt bereits kaum mehr mel3bar war.
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Abbildung 3-23: Analyse der DNA-Synthese von stabil transfizierten HEK293-Zellen, die eine
ektopische Expression von RFC1 bzw. des Fusionsproteins ,FLAGRFC1" aufweisen nach UV-
Bestrahlung mittels durchfluRzytometrischer Messung der BrdU-Inkorporation. Jeweils 5x10*
Zellen wurden 24h vor Start des Versuches ausgesat und die Inkubation der Zellen mit BrdU (10uM)
erfolgte fur jeweils 30min zu den angegebenen Zeitpunkten nach UV-Bestrahlung mit 200mJ. Zur
Bestimmung der DNA-Synthese der Zellen wurde deren BrdU-Inkorporation zu den jeweiligen
Zeitpunkten durchfluRzytometrisch bestimmt. (A): Die aufgefiihrten Werte bemessen den prozentualen
Anteil der BrdU-Inkorporation der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach UV-Bestrahlung in Relation
zu unbestrahlten Zellen der jeweiligen Zellinie zu Beginn des Versuches. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus zwei unabhangigen Versuchsreihen mit den Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo03", ,HEK293 pIRES-Ne03-
RFC1" und ,HEK293 pIRES-Neo3-FLAGRFC1". (B): Darstellung der Werte aus (A) normalisiert auf die
Kontrollzellinie ,HEK293 pIRES-Neo3".

In allen Zellinien konnte eine Reduktion der BrdU-Inkorporation in den ersten 8-12h nach UV-Bestrahlung
beobachtet werden, jedoch konnte 4h nach Bestrahlung in den Zellinien ,HEK293 pIRES-Neo3-RFC1“
und ,HEK293 pIRES-Neo3-FLAGRFC1" eine deutlich erhéhte Inkorporation von BrdU im Vergleich zur
Kontrollzellinie ,HEK293 pIRES-Neo3" gemessen werden.
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4 Diskussion

4.1 Klonierung und Sequenzanalyse der putativen Promotorregion, sowie
des Transkriptionsstarts von RFC1 zur Identifikation potentieller cis-
regulatorischer Sequenzelemente

Die Regulation der Transkription stellt einen der wichtigsten Mechanismen der

spezifischen, zeitlichen und raumlichen Regulation der Genexpression pro- und

eukaryontischer Organismen dar. In Eukaryonten ist die Rekrutierung und korrekte

Positionierung der RNA- Polymerase |l an der Transkriptionsstartstelle von Genen

abhangig von der Bindung allgemeiner Transkriptionsfaktoren an konservierte DNA-

Sequenzelemente im proximalen Bereich des Transkriptionsstarts, dem Kern-Promotor

(,Core“-Promoter). Der Kern-Promotor ist ausreichend fur eine basale Transkription

durch die RNA-Polymerase Il in vitro. Konservierte Sequenzelemente, die sich in dieser

Region einer Vielzahl eukaryontischer Gene in variabler Kombination finden, sind das

,TATA“-Box Element, das ,Initiator“-Element (,Inr“), sowie das ,Downstream promoter*

Element (,DPE®). Das ,TATA“-Box Motiv, mit der Consensus-Sequenz ,TATAAAY

befindet sich in hdéheren Eukaryonten typischerweise 25-30bp stromaufwarts des

Transkriptionsstarts und dient der Bindung von TBP (,TATA®binding protein), einer

Untereinheit des allgemeinen Transkriptionsfaktors TFIID (Hernandez, 1993; Burley und

Roeder, 1996). Das ,Inr“-Element, eine pyrimidinreiche DNA-Sequenz, welche sich

direkt im Bereich -3 bis +5 des Transkriptionsstarts befindet und die Consensus-

Sequenz ,Py,CA(+1)Pys“ aufweist kann ebenfalls, alternativ oder zusatzlich zum

,TATA“-Box Element, als Bindungsstelle fur TFIID bzw. dessen Untereinheiten sowie

assoziierter Proteine wie TBP und TAFs (,TBP-associated factors“) dienen (Smale und

Baltimore, 1989; Martinez et al., 1994; Smale et al., 1998). Gleiches gilt fur das ,DPE"-

Element, das in eukaryontischen Kern-Promotoren etwa 30bp stromabwarts der

Transkriptionsstartstelle lokalisiert ist und ebenfalls eine konservierte Sequenz,

LA/GGA/TCGTGY, besitzt (Burke und Kadonaga, 1996; Burke und Kadonaga 1997). Die

Bildung und Positionierung des basalen Transktiptionskomplexes, bestehend aus RNA-

Polymerase Il und einer Reihe allgemeiner Transkriptionsfaktoren am

Transkriptionsstart ist eine grundlegende Voraussetzung zur Transkriptionsinitiation.

Eine aktivierende oder reprimierende Regulation der Transkription wird durch die
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Bindung weiterer Faktoren an regulatorische Sequenzelemente in der unmittelbaren
Umgebung des Kern-Promotors, die sich haufig stromaufwarts der
Transkriptionsstartstelle befinden, und deren Interaktion mit Komponenten des basalen
Transkriptionskomplexes ermoglicht (Roberts, 2000). Eine spezifische
Transkriptionsregulation wird oftmals durch weitere regulatorische Sequenzelemente,
sogenannte ,Enhancer® und ,Silencer” ermdglicht. Diese Elemente konnen sich in
variabler Entfernung und orientierungsunabhangig sowohl im 5" als auch im 3"-Bereich
des Promotors befinden (Mitchell und Tjian, 1989). Das Zusammenspiel von
aktivierenden und reprimierenden Faktoren, deren direkte oder indirekt vermittelte
Interaktion mit dem basalen Transkriptionskomplex, sowie die gewebsspezifische
Expression von Transkriptionsfaktoren ermdglichen schliellich eine grofl’e Variabilitat
der Transkriptionsregulation von Genen.

Erste Untersuchungen der mRNA-Expression von RFC1 bzw. mRFC1 zeigten eine
ubiquitare, jedoch quantitativ unterschiedliche Expression zweier genspezifischer
Transkripte in adulten murinen (ca. 4,5 und 5kb) und humanen (ca. 4,5 und 5,3kb)
Geweben, wobei die jeweils grollere mRNA-Spezies deutlich abundanter als das
kUrzere Transkript war (Luckow et al., 1994; Lu et al., 1993). Durch Lu und Riegel
(1994) konnte nachgewiesen werden, dal® die beiden Transkripte von RFC1 das
Resultat einer differentiellen Prozessierung der RFC1-mRNA, bedingt durch zwei
alternative Polyadenylierungsstellen im 3’-untranslatierten Bereich des Gens, sind.
Weiterhin fand sich eine Induktion der mRNA-Expression des Gens bei Wiedereintritt
von Zellen aus einer Ruhephase (G0-Phase) nach Serumentzug in den Zellzyklus, wie
auch eine gesteigerte Expression in hoch proliferativen Geweben (Haque et al., 1996,
Luckow et al., 1994, van der Kuip 1997, van der Kuip et al., 1999). Wahrend sich die
Mehrzahl dieser Ergebnisse im Einklang mit der essentiellen Funktion von RFC1 im
Rahmen der DNA-Replikation und Reparatur in proliferierenden Zellen befindet, zeigten
sich jedoch in einigen dieser Untersuchungen Diskrepanzen im Hinblick auf den
Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression des Gens und der vermeintlichen
Proliferationsaktivitdt verschiedener Gewebe. So konnte beispielsweise eine starke
MRNA-Expression von mRFC1 bzw. RFC1 in adulten Herz- und Hirngeweben
nachgewiesen werden, wohingegen keine Expression von RFC1 in Gewebeproben des

Dunndarms feststellbar war (Luckow et al., 1994; Lu et al., 1993). Die in dieser Arbeit
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durchgeflhrte Hybridisierung eines kommerziellen Northern-Blots zeigte ebenfalls eine
variable Expression der beiden RFC1-Transkripte in verschiedenen adulten humanen
Geweben und das Ergebnis dieser Analyse findet sich wiederum nur teilweise in
Einklang mit den vorgenannten Untersuchungen (Abbildung 3-1). Somit ergibt sich
hinsichtlich der transkriptionellen Regulation von RFC1 ein sehr heterogenes Bild. Trotz
dieser Tatsache sind bisher keine Untersuchungen zur Struktur des potentiellen
Promotorbereiches von RFC1, sowie keine eindeutige Determinierung der
Transkriptionsstartsstelle des Gens durchgefuhrt worden.

41.1 Die Transkriptionsstartstelle von RFC1

Reprasentative cDNA-Sequenzen von RFC1 der NCBI-Datenbank zeigten zu Beginn
der Arbeit sowohl Sequenzunterschiede in der 5’-untranslatierten Region, als auch
Divergenzen bezuglich der Ausdehnung dieses Bereiches, stromaufwarts des
Startcodons (Abbildung 3-5). Da unklar war, ob es sich hierbei um alternative
Transkriptionsstartstellen von RFC1 handelt, oder diese Sequenzdaten maoglicherweise
Artefakte darstellen wurde die Transkriptionsstartstelle von RFC1, sowie die exakte
Sequenz der 5’-untranslatierten Region der mRNA des Gens mittels 5'-RACE ermittelt.
Der 5’-untranslatierte Bereich der RFC1-mRNA erstreckt sich demzufolge Uber 137bp
stromaufwarts des Startcodons und die hier ermittelte Sequenz der 5’-untranslatierten
Region von RFC1 (AJ564999) ist identisch mit der genomischen Referenzsequenz des
NCBI in diesem Bereich (AY600371), sowie 124bp der cDNA ,L.23320“ und 85bp der
cDNA ,Z222642" (Abbildung 3-6). Hiervon abweichende Sequenzen der cDNAs ,L23320"
und ,Z22642“ zeigen demzufolge ebenfalls keine Ubereinstimmungen mit der
genomischen Sequenz von RFC1. Daher kann postuliert werden, dal} es sich bei diesen
Sequenzabschnitten nicht um alternative Transkripte von RFC1 handelt, sondern um
Artefaktsequenzen, die keinen Bezug zur 5’-untranslatierten Region der mRNA des
Gens haben. Die aktualisierte Version der Referenzsequenz des NCBI fir die RFC1-
MmRNA (NM_002913) wurde mittlerweile entsprechend korrigiert und die hier ermittelten

Sequenzdaten der 5’-untranslatierten Region des Gens integriert.



Diskussion109

4.1.2 Isolierung genomischer Subklone und Sequenzanalyse des putativen
Promotorbereichs von RFC1
Da zu Beginn der Arbeit keine Sequenzdaten des potentiellen Promotorbereiches bzw.
der 5°-genomischen Region von RFC1 bekannt waren, wurden genomische DNA-Klone
isoliert, deren Sequenzen Teile des genomischen 5°-Bereichs von RFCL1 reprasentieren
(Abbildung 3-4). Durch die, im Verlauf dieses Projektes, zunehmend verfugbaren
Sequenzdaten des Humanen Genom Projektes der NCBI Datenbank wurde ein direkter
Sequenzvergleich der hier isolierten genomischen Subklone mit entsprechenden
Referenzsequenzen der Datenbank ermoglicht und es zeigte sich ein hohes Mal} an
Sequenzibereinstimmung (297%; siehe Anhang). Da hierdurch auch eine eindeutige
Lokalisation der isolierten Subklone im genomischen Kontext von RFC1 mdglich war,
wurde auf die Isolierung von zusatzlichen Klonen mit Sequenziberlappungen verzichtet.
Zur ldentifikation potentieller cis-regulatorischer Sequenzen, die mdglicherweise von
Bedeutung fur die transkriptionelle Regulation von RFC1 sind, wurden in der
vorliegenden Arbeit 653bp der genomischen Sequenz stromaufwarts der
Transkriptionsstartstelle des Gens einer Datenbankanalyse unterzogen. In dieser
Analyse wurde kein ,TATA“-Box Sequenzelement im proximalen Promotorbereich von
RFC1  detektiert, jedoch  konnten potentielle  Bindungsstellen fir die
Transkriptionsfaktoren ,SP1“ (Simian-virus-40 protein 1), ,NF-1* (Nuclear factor-1), ,,Oct-
1 (Octamer-binding protein-1) und ,,c-Jun®(ju-nana) identifiziert werden. (Abbildung 3-7).
Eine nicht unwesentliche Anzahl eukaryontischer Gene zeigt, wie RFC1, im
Promotorbereich an Position —25 bis —-30 keine ,TATA“-Box Sequenzenelemente
(Smale, 2001). In diesen Fallen dienen haufig ,Inr‘- oder ,DPE“-Elemente der Bindung
allgemeiner Transkriptionsfaktoren und damit der korrekten Positionierung der RNA-
Polymerase Il am Transkriptionsstart (Burke et al, 1998; Smale et al.,, 1998). Die
genomische Sequenzumgebung, der in dieser Arbeit bestimmten
Transkriptionsstartstelle von RFC1, zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung mit der
Consensus-Sequenz von ,Inr‘-Elementen (sieche Anhang) und kdénnte daher als
alternative  Bindungsstelle  fur  allgemeine  Transkriptionsfaktoren  bei  der
Transkriptionsinitiation von RFC1 dienen. Da in dieser Arbeit der Sequenzbereich
stromabwarts des Transkriptionsstarts des Gens nicht im Hinblick auf cis-regulatorische

Sequenzelemente untersucht wurde, kann keine Aussage Uber eine mogliche Existenz
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einer ,DPE“-Sequenz in dieser Region gemacht werden. Die Transkritption von Genen
deren Kern-Promotor keine ,TATA*-Box, jedoch ein ,Inr“-Element aufweisen, wird haufig
positiv reguliert durch Bindung des Transkriptionsfaktors ,SP1“ an multiple
Erkennungssequenzen im Promotorbereich stromaufwarts des Transkriptionsstarts
(Smale et al., 1990; Emami et al., 1998). Dies konnte gleichermalen fir die
Transkription des RFC1-Gens zutreffen, in dessen genomischer Sequenz stromaufwarts
des Transkriptionsstarts multiple, potentielle Bindungsstellen far ,SP1% einen
ubiquitaren Transkriptionsfaktor, dessen DNA-Bindung an ,GC"-reiche Sequenzen Uber
eine ,Zink-Finger‘-Domane erfolgt, identifiziert werden konnten. In der analysierten
Region fanden sich, wie bereits erwahnt, ebenfalls potentielle Bindungsstellen flr die
Transkriptionsfaktoren ,Oct-1%, ,NF-1“ und ,c-Jun®.

Bei ,Oct-1“ handelt es sich um einen ubiquitar exprimierten Transkriptionsfaktor dessen
Bindung an spezifische DNA-Sequenzen (,Oktamer‘-Sequenzen) durch ein
,Homeodomanen“-Bindungsmotiv (POU-Motiv) erfolgt (Sturm et al., 1988). Fur ,Oct-1*
konnte eine Transkriptionsaktivierung in Kooperation mit ,SP1%, wie auch eine
Stabilisierung des Prainitiationskomplexes durch physikalische Interaktion mit TBP
gezeigt werden (Zwilling et al., 1994; Janson et al., 1990; LeBowitz et al., 1988).
Gleichermallen tragt die Bindung des, ebenfalls Ubiquitdr exprimierten,
Transkriptionsfaktors ,NF-1“ an sogenannte ,CCAAT“-Box Sequenzelemente im
erweiterten Promotorbereich von Genen haufig zu deren Transkriptionsregulation bei,
wobei auch ,NF-1“ eine aktivierende Funktion durch direkte Interaktion mit
Komponenten des basalen Transkriptionskomplexes zugeschrieben wurde (Santoro et
al., 1988; Dussere et al. 1992, Kim et al., 1994). ,c-Jun®, ist ein Mitglied der ,AP-1¢
(activating protein-1) Familie von Transkriptionsfaktoren mit basischem Leucin-Zipper
(bZIP) Dimerisierungs- und DNA-Bindungsmotiv. Die DNA-Bindung von ,c-Jun® an
spezifische Sequenzelemente kann sowohl als Homo-, wie auch als Heterodimer mit
weiteren Mitgliedern der ,AP-1“ Familie, wie ,c-Fos® und ,ATF* erfolgen und abhangig
vom jeweiligen Dimerisierungspartner und dem zelluldaren Kontext, die Transkritpion
einer Vielzahl von Genen positiv oder negativ regulieren (Shaulian und Karin, 2002).

Die funktionelle Bedeutung der hier identifizierten potentiellen Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen fur die Transkription von RFC1 mul} in zukunftigen Versuchen ermittelt

werden. Eine funktionelle Charakterisierung, der flr die Transkription des Gens
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essentieller Bereiche konnte sowohl durch sukzessive Verkurzung des potentiellen
Promotorbereichs von RFC1, als auch durch selektive Mutation der identifizierten
Bindungsstellen in Reportergen-Assays auf Grundlage der in dieser Arbeit generierten
Daten erfolgen.

P210 quf die

4.2 Exemplarische Untersuchungen zum EinfluR von BCR-ABL
Expression von RFC1

Die Chronisch myeloische Leukamie (CML) ist eine maligne hamatopoetische
Erkrankung, welche durch Transformation einer multipotenten, hamatopoetische
Stammzelle entsteht. Pathogenetisch ist die CML durch das sogenannte ,Philadelphia-
Chromosom® gekennzeichnet. Dieses abnormale Chromosom ist das Resultat einer
reziproken Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22
(t(9;22)(g34;911)) (Rowley, 1973). Hierbei wird ein Grolteil des Proto-Onkogens c-Abl
(Abelson murine leukemia virus), welches auf dem langen Arm von Chromosom 9
lokalisiert ist, in die Region des Bcr-(Breakpoint cluster region) Gens auf Chromosom 22
transloziert (de Klein et al., 1982; Bartram et al., 1983; Groffen et al., 1984). Die Fusion
eines Grofteils des kodierenden Bereiches von c-Abl mit aminoterminalen Anteilen des
Bcr-Gens fuhrt zur Formation des sogenannten BCR-ABL Fusionsgens, das fur ein
Protein, BCR-ABLP?'®, mit einem Molekulargewicht von 210kDa kodiert (Ben Neriah et
al., 1986) und in etwa 95% der CML-Patienten nachgewiesen werden kann (Bennett et
al., 1994). Nach heutigem Verstandnis ist dieses Gen bzw. sein Genprodukt, die BCR-
ABLP?'® Tyrosinkinase, monokausal fiir die Entstehung der Erkrankung verantwortlich.
Die konstitutive Tyronsinkinaseaktivitat, wie auch eine ausschliel3lich zytoplasmatische
Lokalisation des Fusionsproteins, ermdglichen es BCR-ABLP?'® mit einer groRen
Vielzahl verschiedenster Proteine intrazellularer Signalkaskaden zu interagieren und
deren Aktivitat zu beeinfluRen (Konopka et al., 1984; McWhirter et al., 1991). Dies flhrt
im allgemeinen zu drei, fir die Leukdmogenese wesentlichen, Veranderungen: Einer,
von externen Wachstumsfaktoren unabhangigen zellularen Proliferation, einer haufig
erhohten Resistenz von Leukamiezellen gegeniber apoptotischen Stimuli, sowie
veranderten Eigenschaften der zellularen Adhasion im Knochenmark und peripheren
Blut (Warmuth et al., 1999; Deininger et al., 2000a).



Diskussion112

Auf molekularer Ebene konnte, bedingt durch die konstitutive Tyrosinkinaseaktivitat von
BCR-ABLP?'°, in einer Reihe von Untersuchungen eine veranderte Expression von
Genen nachgewiesen werden, die an der Zellzyklusregulation, der zellularen
Proliferation, wie auch an DNA-Reparaturprozessen beteiligt sind (Canitrot et al., 1999;
Gesbert et al., 2000; Jonuleit et al., 2000; Deininger et al., 2001; Jena et al., 2002;
Skorski, 2002; Slupianek et al., 2001; Deutsch et al., 2001; Deutsch et al., 2003)

Vor diesem Hintergrund und aufgrund der Tatsache, dal® RFC1 in seiner Funktion als
Untereinheit des RFC-Komplexes, essentielle Bedeutung bei der Beladung von PCNA
nicht nur im Rahmen der DNA-Replikation, sondern auch bei der PCNA-vermittelten
Reparatursynthese zukommt, wurde die RFC1-Expression in Abhangigkeit von BCR-
ABLP?'® untersucht. Die in dieser Arbeit verwendeten, BCR-ABLP?°-transfizierten
humanen und murinen Zellinien (Mo7e BCR-ABLP?'°, 32D BCR-ABL’%") zeigten jeweils
im Vergleich zu nicht-transfizierten, parentalen Zellinien (Mo7e und 32D) reproduzierbar,
eine 2-3fach gesteigerte Proteinexpression von RFC1 bzw. mRFC1 (Abbildungen 3-8
und 3-9). Durch die, im Rahmen eines Kooperationprojektes mit Dr. Tomasz Skorski
(Temple University, Philadelphia, USA), durchgeflhrten Untersuchungen zur Detektion
der Proteinexpression von mRFC1 mittels Immunfluoreszenz in den hier verwendeten
murinen Zellinien 32D und 32D BCR-ABLP?'® konnte dies bestatigt werden (Daten
wurden nicht gezeigt). Schliel3lich war ebenfalls eine gesteigerte Expression von RFC1
in primaren, hamatopoetischen Stammzellen von Patienten nachweisbar, welche an
einer BCR-ABLP?'’-positiven Chronischen myeloischen Leukamie (CML) erkrankt waren.
In den Stammzellen der hier untersuchten CML-Patienten konnte, im Vergleich zu
Proben von verschiedenen Patienten, deren Erkrankungen in keinem Zusammenhang
mit einer Expression von BCR-ABLP?'® standen, eine erhdhte Expression des RFC1-
Proteins nachgewiesen werden (Abbildung 3-10). Um sicherzustellen, dal3 es sich bei
der erhohten Proteinexpression von RFC1 nicht um einen unspezifischen
Sekundéreffekt in den hier untersuchten BCR-ABLP?'’-transfizierten Zellen handelt,
sondern eine direkte Konsequenz der BCR-ABLP?® Kinaseaktivitat ist, wurde die
Proteinexpression von RFC1 nach einer Inkubation der Zellinie Mo7e BCR-ABLP?'® mit
,STI-571“ (Imatinib-mesylat, Gleevec®) untersucht. Bei ,STI-571 handelt es sich um
einen ,TKI® (,Tyrosinkinase-Inhibitor“), der durch kompetitive Blockade der ATP-

Bindungsddomane von c-ABL, BCR-ABL, sowie strukturverwandter
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Rezeptortyrosinkinasen, wie c-KIT (Stammzellfaktor-Rezeptor) und PDGFR (Platelet-
derived growth factor receptor), zu einer Inhibition der Kinaseaktivitat dieser Molekile
fuhrt. Dies hat, in BCR-ABLP?'%-positiven Zellen, eine Inhibition der durch BCR-ABLP?"°
aktivierten Signalkaskaden zur Folge und fuhrt hierdurch zu einer Hemmung der
Proliferation, sowie schliellich zum apoptotischen Zelltod (Druker et al., 1996;
Gambacorti-Passerini, et al., 1997; Goldman, 2000; Schindler et al., 2000).

Eine Blockade der Kinaseaktivitat von BCR-ABLP?'® durch ,STI-571¢ in unterschiedlichen
Konzentrationen fuhrte jeweils zu einer Reduktion des RFC1-Proteins in der Zellinie
Mo7e BCR-ABLP?' innerhalb von 12h bzw. 22h (Abbildung 3-11). Das RFC1-Protein
besitzt mutiple Erkennungssequenzen flr Caspase-3 und in apoptotischen Zellen
konnte eine proteolytische Degradation von RFC1 durch aktivierte Caspasen
nachgewiesen werden (Rheaume et al., 1997; Ubeda und Habener, 1997). Dies kann
jedoch als Ursache fur die hier beobachtete Reduktion von RFC1 ausgeschlossen
werden, da unter den gewahlten Versuchsbedingungen in durchfluRzytometrischen
Messungen kein signifikanter Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen erkennbar war. Dies wurde zusatzlich durch Parallelansatze
sichergestellt, in welchen eine gleichzeitige Inkubation der Zellen mit ,STI-571 und
einem Caspasen-Inhibitor (,z-VAD-FMK®) ebenfalls zu einer Reduktion von RFC1 flhrte.
Da ,STI-571¢, neben einer Blockade der BCR-ABL"*"’-Kinase, ebenfalls zu einer
Inhibition der Kinaseaktivitdt von c-ABL, c-KIT und PDGFR fuhrt, ware denkbar, dal
eine Reduktion des RFC1-Proteins nicht die direkte Folge einer Blockade der BCR-
ABLP?"’_Kinase ist, sondern auf einer Inhibtion der genannten, strukturverwandten
Kinasen beruht. Dies erscheint jedoch eher unwahrscheinlich, da eine Behandlung von
BCR-ABL?"%-negativen Zellen mit ,STI-571“ im Rahmen praklinischer Untersuchungen
des Inhibitors nicht zu einer Veranderung der Proteinexpression von RFC1 gefuhrt hat
(Kindler et al., 2003). Damit konnte in dieser Arbeit interessanterweise eine deregulierte
Proteinexpression von RFC1 bzw. mRFC1 in Abhangigkeit von einer Expression des
BCR-ABLP?'"°-Onkogens sowohl in murinen und humanen Zellinien, wie auch in
primaren, hamatopoetischen Stammzellen von CML-Patienten gezeigt werden.
Desweiteren kann ein direkter, kausaler Zusammenhang zwischen einer gesteigerten

p210

Proteinexpression von RFC1 und der Kinaseaktivitat von BCR-ABL in den humanen

Zellinien Mo7e und Mo7e BCR-ABLP?'° postuliert werden.



Diskussion114

Eine Frage, die sich aus der Beobachtung einer gesteigerten Proteinexpression von
RFC1 in Abhangigkeit von BCR-ABLP?"® ergab, war welche regulatorische Ebene der
Genexpression von RFC1 durch das BCR-ABLP?'°-Onkogen beeinflut wird und damit
zu einer erhdhten Expression des RFC1-Proteins flhrt.

In einer Reihe von Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal® die Expression des
BCR-ABLP"°-Onkogens in primdren Zellen von CML-Patienten, wie auch in
verschiedenen murinen und humanen Zellinien, zu einer transkriptionell veranderten
Expression einer Vielzahl von Genen fuhrt (Deininger et al., 2000b; Gesbert und Griffin,
2000; Deininger et al., 2001; Jena et al., 2002; Slupianek et al., 2001; Nowicki et al.,
2003).

Sowohl die in dieser Arbeit durchgeflhrte Untersuchung zur mRNA-Expression von
RFC1, wie auch in der bisherigen Literatur bekannte Daten zur Expressionsregulation
des Gens deuteten darauf hin, dal} die primare Regulationsebene der Expression des
RFC1-Gens transkriptioneller Natur ist (Lu et al., 1993; Luckow et al., 1994; Lu und
Riegel, 1994; van der Kuip, 1997; van der Kuip et al., 1999). Daher war es zunachst
naheliegend, die mRNA-Expression von RFC1 bzw. mRFC1 in den humanen und
murinen Zellinien zu untersuchen, fur die in dieser Arbeit eine gesteigerte Expression
der entsprechenden Proteine in Abhangigkeit von einer Expression des BCR-ABLP?'°
Onkogens nachgewiesen wurde. Sowohl durch semiquantitative PCR mit
genspezifischen Oligonukleotiden, wie auch im Fall der murinen Zellinien, durch eine
Northern-Hybridisierung mit einer genspezifischen Sonde, konnte keine gesteigerte
mRNA-Expression von RFC1 bzw. mRFC1 in BCR-ABLP?"’-transfizierten murinen und
humanen Zellinien gezeigt werden (Abbildungen 3-12 und 3-13). Eine durch BCR-
ABLP?' transkriptionell gesteigerte Expression der humanen bzw. murinen Gene in
diesen Zellinien kann daher ausgeschlossen werden.

Da eine erhohte mRNA-Expression offenbar nicht ursachlich verantwortlich fir eine
gesteigerte Proteinexpression von mRFC1 bzw. RFC1 in den hier untersuchten Zellinien
ist und bisher keine experimentellen Daten zur Proteinhalbwertszeit von RFC1
existieren, wurde in weiteren Versuchen die Proteinstabilitdt von RFC1 in den humanen
Zellinien Mo7e und Mo7e BCR-ABLP?'® untersucht. Dies erfolgte durch Western-
Analysen des RFC1-Proteins zu festgelegten Zeitpunkten nach Inhibition der zellularen

Translation durch Cycloheximid Uber einen Zeitraum von 8h bzw. 24h. In diesen
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Experimenten zeigte sich eine deutlich erhdhte Stabilitdt des RFC1-Proteins in BCR-
ABLP?"_transfizierten Zellen im Vergleich zur parentalen Zellinie (Abbildungen 3-14 und
3-15). Damit konnte erstmals ein Einflu von BCR-ABLP?"® auf die Proteinstabilitit von
RFC1 auf posttranslationaler Ebene gezeigt werden. Eine mdgliche Ursache fir diese
gesteigerte Proteinstabilitat von RFC1 in BCR-ABLP?"°-positiven Zellen kénnte in einer
veranderten Prozessierung durch das ,Ubiquitin-Proteasom® System liegen. Hierbei
handelt es sich um einen schrittweisen, hierarchischen Prozess, an dessen Ende die
proteolytische Degradation polyubiquitinierter Proteine durch einen Multienzym-
Komplex, das 26S-Proteasom, steht. Die Phosphorylierung definierter Aminosauren von
Proteinsubstraten stellt einen von zahlreichen mdglichen Mechanismen der
posttranslationalen Modifikation zur Kennzeichnung von Proteinen dar, die zum
proteasomalen Abbau bestimmt sind. Gleichsam kdnnen jedoch posttranslationale
Modifikationen einer Polyubiquitinierung von Proteinen und damit deren proteasomaler
Degradation entgegenwirken, was eine erhohte Stabilitat der entsprechenden Proteine
zur Folge hat (Ciechanover, 1998; Glickman und Ciechanover, 2001). Bisher liegen
keine Erkenntnisse zum EinfluR posttranslationaler Modifikationen auf die
Proteinstabilitdt von RFC1 vor. Jedoch ergeben sich Hinweise auf eine mdgliche
Phosphorylierung von RFC1 durch Coprazipitations-Experimente, wie auch die
biochemische Isolation von hochmolekularen Proteinkomplexen in verschiedenen
Zellzyklusphasen synchronisierter Zellen, in welchen eine Assoziation von RFC1 mit
unterschiedlichen CDK/Cyclin-Komplexen nachgewiesen wurde (van der Kuip, 1997,
van der Kuip et al., 1999; Frouin et al., 2002). Neuere Arbeiten zeigen erstmals
funktionelle Konsequenzen einer Phosphorylierung von RFC1 durch Cyclin-abhangige
Kinasen (CDKs), die Ruckschlusse auf die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse
zulassen. So konnte beispielsweise durch Munshi und Mitarbeiter (2003) in
synchronisierten Zellen eine zunehmende Phosphorylierung von RFC1 in vivo
nachgewiesen werden, welche in Zellen, die sich in der G2/M-Phase des Zellzyklus
befanden, maximal war und zu einer Dissoziation von RFC1 aus dem RFC-Komplex
fuhrte. Desweiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dald die Phosphorylierung
von RFC1 durch Cyclin-abhangige Kinasen, praferentiell durch den CDK1/Cyclin B-
Kinasekomplex erfolgt und exklusiv RFC1, jedoch nicht die kleinen Untereinheiten des
RFC-Komplexes (RFC2-5), betrifft. Obwohl bisher noch nicht experimentell
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nachgewiesen, erscheint eine Degradation des RFC1-Proteins nach Dissoziation aus
dem Komplex in der G2/M-Phase des Zellzyklus plausibel. Somit kdnnte eine
verminderte bzw. veranderte Phosphorylierung von RFC1 nicht nur zu einer
Stabilisierung von RFC1 selbst, sondern auch zur erhdhten Stabilitdt des gesamten
RFC1-Komplexes beitragen. Indirekte Hinweise hierfir ergaben sich aus
Untersuchungen zur Proteinstabilitat einer kleinen Untereinheit (RFC4), die ebenfalls,
wie RFC1, eine erhdhte Proteinstabilitit in BCR-ABLP?'’-transfizierten Zellen im
Vergleich zu BCR-ABLP?"°-negativen Zellen zeigte (Daten wurden nicht gezeigt).

Bereits in friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal® eine Expression von
BCR-ABLP?'% zu einer veranderten posttranslationalen Stabilitat verschiedener Proteinen
fuhrt und analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit, lie® sich ebenfalls in einigen dieser
Untersuchungen ein direkter Bezug zur Tyrosinkinaseaktivitat des Onkogens durch
Inhibition der BCR-ABLP?'°-Kinase mit dem Tyrosinkinaseinhibitor ,STI-571* herstellen
(Gesbert et al., 2000; Jonuleit et al., 2000; Deutsch et al., 2001; Deutsch et al., 2003). In
diesen Arbeiten filhrte die BCR-ABLP?'’-Kinaseaktivitait zu einer gesteigerten
proteasomalen Degradation der Proteine, die durch einen spezifischen Inhibitor des
26S-Proteasoms (Lactacystin) blockiert werden konnte. Um der Frage nachzugehen,
inwieweit das RFC1-Protein generell einer Degradation durch das 26S-Proteasom
unterliegt bzw. die durch die BCR-ABLP?"°-Kinase posttranslational erhéhte Stabilitat des
Proteins auf eine verminderte proteasomale Degradation zurickzufihren ist, wurden in
dieser Arbeit verschiedene Versuche durchgefuhrt. So wurde die RFC1-Expression in
der parentalen Zellinie Mo7e nach Inhibition des 26S-Proteasoms mit Lactacystin, wie
auch in der BCR-ABLP*"-ransfizierte Zellinie Mo7e BCR-ABL?*'" nach
Parallelinkubation mit ,STI-571% und Lactacystin, untersucht. In mehrfachen Versuchen
konnten hierbei jedoch keine reproduzierbaren Ergebnisse generiert werden, so dal}
letztendlich zur Regulation der Proteinstabilitdt von RFC1, wie auch zum Mechanismus,
der zur erhdhten Stabilitat des RFC1-Proteins in Abhangigkeit von der BCR-ABLP?°-
Kinaseaktivitat fuhrt, keine abschlieRende Aussage gemacht werden kann. Die oben
aufgefiihrten Ergebnisse, sowie bekannte Daten zum EinfluR der BCR-ABLP?'°-Kinase
auf die Proteinstabilitdt einiger Proteine lassen allerdings vermuten, dal® durch

Aktivierung von BCR-ABLP*"’-vermittelten Signalkaskaden mdglicherweise eine
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veranderte posttranslationale Modifikation von RFC1 vermittelt und damit der

proteolytische Abbau des Proteins dereguliert bzw. verhindert wird.

4.3 BeeinfluRRt eine durch BCR-ABLP?° erhéhte Expression von RFC1 das
Uberleben von Zellen nach DNA-Schadigung ?
Die Expression des BCR-ABL?"°-Onkogens fiihrt in einer Vielzahl von Zellen zu einer
verminderten Sensitivitat gegenlber zytotoxischen Stimuli, wie beispielsweise UV-
Bestrahlung oder Behandlung der Zellen durch Zytostatika (Daley et al., 1992; Sirard et
al., 1994; Bedi et al., 1994; Bedi et al., 1995). In einigen Untersuchungen wurde jedoch
ebenfalls eine Hypersensitiviat von BCR-ABLP?'’-positiven Zellen gegeniber
zytotoxischen Einflissen demonstriert (Santucci et al., 1993; Albrecht et al., 1996).
Bislang ist noch nicht vollstandig aufgeklart, wie diese unterschiedlichen Eigenschaften
von BCR-ABLP?'°_transformierten Zellen in Bezug auf verschiedenste zellschadigende
Einfliusse erklart werden kdnnen. In dieser Arbeit konnte eine erhdhte Proteinexpression
von RFC1 in BCR-ABLP*"’-transfizierten Zellinien, wie auch primaren Stammzellen von
CML-Patienten gezeigt werden. Diese Ergebnisse erfuhren besonderes Interesse, durch
eine Untersuchung, in der ein verbessertes Uberleben von Zellen in Abhéngigkeit von
einer Interaktion des RFC1-Proteins mit dem Retinoblastoma-Protein (Rb) nach DNA-
Schadigung durch UV-Bestrahlung, ionisierender Strahlung sowie DNA-schadigenden
Zytostatika gezeigt werden konnte (Pennaneach et al.,, 2001). Daher erschien es
moglich, dal} eine posttranslational gesteigerte Proteinstabilitat von RFC1 in den hier
untersuchten BCR-ABLP?"’-transfizierten Zellen ebenfalls zu einer erhdhten Resistenz
der Zellen gegenuber einer DNA-Schadigung beitragt. In dieser Arbeit durchgefihrte
Untersuchungen zur Sensitivitat der Zellinien Mo7e und Mo7e BCR-ABLP?', fiir die eine
veranderte Proteinexpression von RFC1 gezeigt wurde, gegenlber einer Schadigung
der zelluldaren DNA durch UV-Strahlung, Etoposid oder Doxorubicin, ergaben jedoch ein
heterogenes Bild. So zeigten BCR-ABLP?'’-transfizierte Zellen hier im Vergleich zur
parentalen Zellinie Mo7e nach einer DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung einen
deutlich reduzierten Anteil apoptotischer Zellen und damit einen resistenteren Phanotyp.
Im Gegensatz hierzu waren BCR-ABLP?'°-positive Zellen signifikant sensitiver
gegenuber einer Behandlung mit Etoposid und Doxorubicin (Abbildungen 3-16 und 3-
17). BekanntermaRen beeinfluRt BCR-ABLP"° die Expression, Aktivitat und Interaktion
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einer Vielzahl von Proteinen, die an der Reparatur, sowohl UV-induzierter DNA-
Schaden, wie auch DNA-Doppelstrangbrichen beteiligt sind. Entsprechend heterogen
sind die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen bezlglich der Sensitivitdit BCR-
ABLP?"_positiver Zellen gegeniiber unterschiedliche DNA-Schaden. So zeigten
beispielsweise Canitrot und Mitarbeiter (2003), daR die Sensitivitit BCR-ABLP?'-
transfizierter Zellinien unter anderem abhangig vom jeweiligen zellularen Hintergrund zu
sein scheint. In dieser Untersuchung waren BCR-ABL?’-transfizierte, lymphoide Zellen
vermehrt, myeloische Zellen jedoch weniger sensitiv gegenuber UV-Bestrahlung.
Assoziiert mit diesen Sensitivitatsunterschieden war eine veranderte Interaktion eines,
an der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) beteiligten Proteins (XPB, Xeroderma
Pigmentosum Gruppe B), mit PCNA feststellbar. Gleichermal3en existieren heterogene
Ergebnisse beziiglich der Sensitivitit BCR-ABLP*"°-positiver Zellen gegeniiber DNA-
Doppelstrangbriichen. So konnten Slupianek und Mitarbeiter (2001) ein verbessertes
Uberleben  BCR-ABLP*’-transfizierter ~ Zellen nach  Induktion von  DNA-
Doppelstrangbriichen nachweisen. In dieser Untersuchung wurde die erhdhte Resistenz
der BCR-ABLP?"’-transformierten Zellen gegeniiber DNA-Schaden auf eine verbesserte
bzw. beschleunigte Reparatur durch homologe Rekombination, unter anderem vermittelt
durch eine erhdhte Expression und Aktivitat von RAD51, zurlickgefuhrt. Im Gegensatz
hierzu fanden Deutsch und Mitarbeiter (2001) eine erhdhte Sensitivitdt BCR-ABLP?'°-
positiver Zellen gegenuber DNA-Doppelstrangbriichen, hervorgerufen durch
ionisierende Strahlung. Hierfir wurde wiederum die verminderte Expression eines
Proteins des NHEJ-(Non-homologous end joining) Reparaturwegs (DNA-PKcs, DNA-
abhangige Proteinkinase) verantwortlich gemacht.

Somit kdnnen die detektierten Sensitivitatsunterschiede gegentber dem Ansprechen auf
zytotoxische Stimuli in BCR-ABLP?"-positiven Zellen nicht ausschlieRlich auf eine
erhohte Expression des RFC1-Proteins zurtickgeflihrt werden. Zum jetzigen Zeitpunkt
ist daher die Frage offen, ob ein Zusammenhang existiert, zwischen der
posttranslational erhdhten Proteinstabilitdt von RFC1 in BCR-ABLP?'%-positiven Zellen
und der Sensitivitdt gegenlber DNA-Schadigung durch UV-Strahlung oder einer
Behandlung durch Zytostatika. So scheiterten sowohl multiple Versuche der Etablierung
einer stabilen, ektopischen Expression von RFC1 in der Zellinie Mo7e, als auch

Ansatze, im Rahmen eines Kooperationsprojektes, die Expression von RFC1 in BCR-
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ABLP?"_transfizierten Zellen durch ,Antisense“-Konstrukte zu verringern (Skorski,

personliche Kommunikation).

4.4 Eine stabile, ektopische Expression von RFC1 in humanen Zellen
fuhrt zu einer Sensitivierung der Zellen gegeniber UV-Bestrahlung
und DNA-schéadigenden Zytostatika

Um mdgliche Auswirkungen einer gesteigerten Expression von RFC1 in humanen Zellen

im Hinblick auf die Sensitivitdt der Zellen gegentber verschiedenen zytotoxischen

Stimuli, unabhingig von den pleiotropen Effekten des BCR-ABLP?'°-Onkogens zu

untersuchen, wurde in dieser Arbeit die Zellinie HEK293 stabil transfiziert.

In Untersuchungen zur Sensitivitat der transfizierten Zellinien gegenitber einer DNA-

Schadigung durch UV-Bestrahlung zeigten Zellen, die eine stabile, ektopische

Expression von RFC1 bzw. des N-terminal markierten Fusionsproteins ,FLAGRFC1“

aufwiesen, uberraschenderweise einen deutlich erhohten Anteil apoptotischer Zellen im

Vergleich zur Kontrollzellinie (Abbildung 3-19). Dieser UV-hypersensitive Phanotyp

RFC1- bzw. ,FLAGRFC1"“transfizierter Zellen konnte durch Inkubation der Zellen mit

einem Caspasen-Inhibitor (,z-VAD-FMK") revertiert und damit nachgewiesen werden,

dal} es sich bei der gesteigerten Sensitivitat der transfizierten Zellen, um Caspasen-
vermittelte Apoptose nach DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung handelt (Abbildung

3-20).

Diese Beobachtung, dal} eine stabile, ektopische Expression von RFC1 in humanen

Zellen zu einer erhdhten Sensitivitat gegenuber UV-induzierten DNA-Schaden fuhrt, liel3

die Frage aufkommen, ob dieser Effekt auf eine direkte Schadigung der zellularen DNA

zurlckzuflhren ist, oder gleichermallen durch zytotoxische Substanzen ausgelost
werden kann, deren zelltoxische Wirkung nicht auf einer direkten Schadigung der DNA
beruht. Um dem nachzugehen, wurden RFC1-transfizierte Zellen mit verschiedenen

Zytostatika behandelt, die sich aufgrund ihrer Wirkmechanismen in zwei Gruppen

aufteilen lassen. Zum einen Substanzen, die durch Inhibition DNA-modifizierender

Enzyme zur Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen in der zellularen DNA fuhren. Zu

dieser Wirkstoffklasse sind Etoposid und Doxorubicin, zwei Substanzen, deren

zytotoxische Wirkung hauptsachlich auf einer Inhibition der zellularen Topoisomerase I

beruht, zu zahlen (Cummings und Smyth, 1993; Bromberg et al., 2003). Zum anderen
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wurden zwei unterschiedliche Zytostatika gewahlt, die keinen unmittelbaren Einflu auf
die DNA-Struktur nehmen, Staurosporin und Taxol. Wahrend Staurosporin durch eine
unspezifische Inhibition von Kinasen der Proteinkinase C-(PKC) Familie zum
apoptotischen Zelltod fuhrt, ist die Hauptwirkung von Taxol auf eine Stabilisierung von
Mikrotubuli zurGckzufiuhren und dies fuhrt zunachst zu einer Mitoseblockade und
schlieBlich zur Apoptose (Tamaoki et al., 1986; Yamaki et al., 2002; Jordan et al., 1993;
Woods et al., 1995).

In diesen Untersuchungen zeigten Zellinien, welche eine ektopische Expression von
RFC1 aufwiesen, im Vergleich zur Kontrollzellinie, eine erhdhte Sensitivitat gegenltber
den Zytostatika, deren zytotoxische Wirkung auf einer Induktion von DNA-
Doppelstrangbriichen beruht (Etoposid und Doxorubicin). Im Gegensatz hierzu fuhrte
eine Behandlung der Zellinien mit Substanzen, deren zytotoxische Wirkung keine
unmittelbare DNA-Schadigung hervorruft (Staurosporin und Taxol), in unterschiedlichem
Ausmald zur Induktion von Apoptose, jedoch zeigten hier RFC1-transfizierte Zellinien
keine signifikanten Sensitivitatsunterschiede im Vergleich zur Kontrollzellinie (Abbildung
3-21).

Die Beobachtungen, dal3 eine ektopische Expression von RFC1 zu einer erhohten
Sensitivitdt, sowohl gegentber UV-induzierten DNA-Schaden, als auch durch
Zytostatika induzierte DNA-Doppelstrangbriichen fuhrt, waren einerseits neu und lieRen
sich andererseits nicht mit der Funktion von RFC1 als Teil des RFC-Komplexes im
Rahmen der DNA-Reparatursynthese erklaren. Eine funktionelle Stérung des RFC-
Komplexes durch die ektopisch gesteigerte Expression von RFC1, und damit der
Reparatursynthese nach UV-induzierter DNA-Schadigung, ist nicht auszuschlielRen,
jedoch ergeben sich hierflr keine Hinweise aus der bisherigen Literatur. Daher sollte in
einem weiteren Versuch Uberpruft werden, ob eine erhdhte Expression von RFC1
moglicherweise mit den initialen Prozessen der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER), wie
der Erkennung und Prozessierung von DNA-Schaden, interferiert. Die initiale
Erkennung, Prozessierung und Exzision von UV-induzierten DNA-Schaden, wie
Pyrimidin-Dimeren und (6-4) Photoaddukten, erfolgt in Saugerzellen durch
Multiproteinkomplexe der Xeroderma Pigmentosum-Komplementationsgruppe (XP-

Proteine, XPA-XPG). Die Reparatursynthese durch allgemeine Replikationsfaktoren, wie
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den RFC-Komplex und PCNA, stellt einen der abschlieRenden Prozesse der NER nach
erfolgter Exzision geschadigter DNA-Abschnitte dar (de Laat et al., 1999).

Zum Nachweis von DNA-Strangbrichen, die nach UV-Bestrahlung im Verlauf der NER
entstehen, wurde in dieser Arbeit die alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (,Comet-
assay“) eingesetzt. Eine erhohte Mobilitat der zellularen DNA unter alkalischen
Elektrophoresebedingungen nach UV-Bestrahlung kann zum  Grofteil auf
Einzelstrangbriche zurtckgefuhrt werden, die bei der Prozessierung UV-induzierter
DNA-Schaden durch die Aktivitat spezifischer Endonukleasen beiderseits der
Schadensstelle bedingt sind (,Inzisions“-Schritt) (Collins, 2004). In diesem Versuch
konnte gezeigt werden, dal® eine erhdhte Expression von RFC1, auf die Initiation und
Prozessierung von UV-induzierten DNA-Schaden im Verlauf der NER keinen Einflu® zu
haben scheint, da sowohl RFCl-transfizierte Zellen, wie auch die Kontrollzellinie 4h
nach UV-Bestrahlung ein vergleichbares Mal} an DNA-Mobilitat aufwiesen (Abbildung 3-
22). Die Ergebnisse dieser exemplarischen Untersuchung zu den initialen Schritten der
NER, unter der Annahme, dal} eine erhohte Expression von RFC1 nicht zu einer
funktionellen Beeintrachtigung der DNA-Reparatursynthese im Rahmen der NER fuhrt,
legten die Vermutung nahe, dald die beobachtete Hypersensitivitat RFC1-transfizierter
Zellen gegenuber UV-induzierten DNA-Schaden nicht durch eine funktionelle Stérung
der NER bedingt ist.

Zellen reagieren bei einer Schadigung ihrer DNA durch Aktivierung einer Vielzahl
interner Signalkaskaden (,Checkpoints®), die unter anderem ein Fortschreiten des
Zellzyklus verhindern. Damit wird ein Zeitfenster zur Reparatur von DNA-Schéaden
geschaffen und eine Konsequenz der Checkpoint-Aktivierung und der damit
verbundenen Zellzyklusblockade ist eine verminderte zellulare DNA-Syntheserate (Melo
and Toczyski, 2002). Die Inaktivierung von Genen, die essentiell fur die Initiierung und
Vermittlung dieser Signalkaskaden sind, kann zu einer Verzdégerung oder einem volligen
Ausbleiben der Checkpoint-Aktivierung und hierdurch zu genetischer Instabilitat, sowie
einer erhohten Sensitivitdt gegenuber DNA-schadigenden Einflissen fuhren (Elledge
1996; Kastan und Bartek, 2004). Um zu prifen, ob eine ektopische Expression von
RFC1 moglicherweise zu einer Storung der Checkpoint-Aktivierung und einer damit
einhergehenden Blockade der DNA-Synthese nach DNA-Schadigung fuhrt, wurde die

BrdU-Inkorporation von RFCl-transfizierten Zellen, sowie der Kontrollzellinie zu
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definierten Zeitpunkten nach UV-Bestrahlung Uber einen Zeitraum von 12h ermittelt. In
diesen Versuchen konnte eine Reduktion der BrdU-Inkorporation nach UV-Bestrahlung
sowohl in RFC1-transfizierten Zellen, wie auch der Kontrollzellinie innerhalb dieses
Zeitraumes beobachtet werden. Obwohl damit eine Checkpoint-Aktivierung nach UV-
induzierter DNA-Schadigung sowohl in Zellen mit ektopischer Expression von RFC1
bzw. ,FLAGRFC1% als auch in der Kontrollzellinie nachgewiesen werden konnte, war
jedoch in diesen Experimenten eine zeitlich verzogerte Reduktion der DNA-Synthese in
RFC1- bzw. ,FLAGRFC1“transfizierten Zellen feststellbar. So zeigten transfizierte
Zellen 4h nach UV-Bestrahlung noch eine nachweisbare BrdU-Inkorporation, wahrend
die Kontrollzellinie zu diesem Zeitpunkt bereits kaum mehr melbare DNA-
Syntheseaktivitat aufwies. Dieser Effekt war in der ,FLAGRFC1“-transfizierten Zellinie
am deutlichsten zu beobachten und in diesen Zellen konnte noch eine Inkorporation von
BrdU selbst 8h nach UV-Bestrahlung nachgewiesen werden (Abbildung 3-23). Die
Ergebnisse dieser Versuche weisen erstmals auf einen moglichen Mechanismus hin,
der die erhodhte Sensitvitat RFCl-transfizierter Zellen in Bezug auf eine DNA-
Schadigung erklaren konnte.

Eine Reihe von Untersuchungen zur Funktion der Untereinheiten des homologen RFC-
Komplexes in S. cervisiae und S. pombe lieRen vermuten, dall den kleinen
Untereinheiten des Komplexes (RFC 2-5), zusatzlich zu ihrer essentiellen Funktion bei
der DNA-Replikation und Reparatur im Komplex mit RFC1, eine Bedeutung bei der
Checkpoint-Aktivierung nach DNA-Schadigung zukommt (Sugimoto et al., 1996; Noskov
et al., 1998; Shimomura et al., 1998; Shimada et al., 1999; Naiki et al., 2000). Diese
Beobachtungen wurden durch die Isolierung und Charaktersierung eines alternativen
RFC-Komplexes in S. cervisia und S. pombe und schliellich in humanen Zellen
bestatigt, welcher an der Aktivierung von Checkpoint Signalkaskaden nach Schadigung
zellularer DNA beteiligt ist (Green et al., 2000; Lindsey-Boltz et al., 2001; Kai et al.,
2001). Der humane, Checkpoint-spezifische Komplex, hRad17-RFC, ist ein zum
replikativen RFC-Komplex strukturell homologer heteropentamerer Proteinkomplex, der
aus den Untereinheiten RFC 2-5, sowie hRad17 an Stelle von RFC1 besteht. Fur diesen
Proteinkomplex konnte ebenfalls in humanen Zellen die Interaktion mit einem, strukturell
zu PCNA ahnlichen, heterotrimeren Proteinkomplex (hRad9-hRad1-hHus1, ,9-1-1°

Komplex) nachgewiesen werden (Rauen et al., 2000; Burtelow et al., 2001). Analog zur
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Funktion des replikativen RFC-Komplexes als Beladungsfaktor fir PCNA, konnte
ebenfalls in vitro eine ATP-abhangige DNA-Beladung des ,9-1-1“ Komplexes durch den
hRad17-RFC Komplex gezeigt werden (Bermudez et al., 2003). Biochemische
Untersuchungen zur DNA-Strukturspezifitat des Checkpoint-Komplexes weisen jedoch
auf eine praferentielle Bindung von hRad17-RFC an diskontinuierliche DNA-Strukturen
(wie beispielsweise DNA-Einzel- und Doppelstrangbriche) mit prozessierten 5°-Enden
der DNA hin, wohingegen eine Beladung von PCNA durch den RFC Komplex an 3°-OH
Enden von Primer/Template-Strukturen erfolgt (Ellison und Stillman, 2003). Die
Lokalisation von hRad17-RFC und des ,9-1-1“-Komplexes an Stellen geschadigter DNA
begunstigt offensichtlich eine Sequestrierung und Aktivierung von Checkpoint-Kinasen
(Zhou und Elledge, 2000; Melo und Toczyski, 2002). Nach einer DNA-Schadigung durch
UV-Bestrahlung entstehen die erwahnten DNA-Strukturen, die eine Bindung des RFC-
Komplexes, wie auch des hRad17-RFC-Komplexes ermdglichen, erst nach
Prozessierung durch NER-Proteine. Somit waren auch die Ergebnisse der in dieser
Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen erklarbar, in welchen keine signifikante Stérung
der initialen Prozesse der NER nachweisbar war, sich jedoch Hinweise auf eine
verzogerte Checkpoint-Aktivierung nach UV-Bestrahlung in RFC1-transfizierten Zellen
ergaben.

Interessanterweise zeigte eine Untersuchung, in welcher RFC1, hRad17, sowie die
RFC-Untereinheiten 2-5 parallel in vitro exprimiert wurden, eine Kompetition von RFC1
und hRad17 in Bezug auf die Bindung dieser Untereinheiten (Lindsey-Bolz et al., 2001).
Bislang ist unklar, inwieweit eine solche Kompetition von RFC1 und hRad17 ebenfalls in
vivo bei der Bildung der jeweiligen alternativen Komplexe mit den Untereinheiten RFC2-
5 stattfindet, jedoch ware vorstellbar, daf} in den hier durchgefuhrten Untersuchungen
eine ektopisch erhohte Expression von RFC1 zu einer vermehrten Sequestrierung von
RFC2-5 in den Replikations- und Reparaturkomplex auf Kosten der Bildung eines
funktionellen hRad17-RFC Checkpoint-Komplexes fihrt und hierdurch zu einer
deregulierten Checkpoint-Aktivierung beitragt. Das Gesamtbild wird allerdings deutlich
komplexer durch neuere Untersuchungen, in denen weitere, alternative RFC-Komplexe
identifiziert wurden, die sich ebenfalls aus einer alternativen grof3en Untereinheit
anstelle von RFC1, und den kleinen Untereinheiten RFC2-5, zusammensetzen. Die

Funktion dieser weiteren, alternativen RFC-Komplexe ist bisher nur unzureichend
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charakterisiert, jedoch weisen genetische Untersuchungen auf eine teilweise funktionelle
Redundanz mit hRad17-RFC bei der Checkpoint-Aktivierung, wie auch auf zusatzliche
Funktionen, wie der  Ausbildung von Kohasionskomplexen zwischen
Schwesterchromatiden, hin (Naiki et al., 2001; Ben-Aroya et al., 2003; Majka und
Burgers, 2004).

In dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, eine stabile, ektopische Expression von RFC1
in humanen Zellen zu etablieren. Damit verbunden konnte interessanterweise eine
Hypersensitvitat gegeniber UV-induzierten DNA-Schaden, sowie durch Zytostatika
bedingten DNA-Doppelstrangbrichen, wie auch Hinweise einer deregulierten
Checkpoint-Aktivierung nach UV-Bestrahlung beobachtet werden. Aufgrund der
Komplexitat, sowie der teilweisen Redundanz der an der Checkpoint-Aktivierung und
DNA-Reparatur in unterschiedlichen Zellzyklusphasen beteiligten Proteinkomplexe
mussen detailliertere Untersuchungen zur Zusammensetzung der beschriebenen
alternativen Proteinkomplexe (insbesondere der RFC- bzw. hRad17-RFC-Komplexe) in
den hier generierten RFC1-Uberexprimierenden Zellen durchgefuhrt werden. Hierfir
wurden sich beispielsweise Immunprazipitationsexperimente anbieten, durch die eine
potentiell veranderte Zusammensetzung der Proteinkomplexe mittels Western-Blot
Analysen nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dald eine veranderte
Expression von RFC1, moglicherweise auch bedingt durch pathologische Mechanismen,
wie in BCR-ABLP?"-positiven Zellen beobachtet, fundamentale Auswirkungen auf den

,DNA-Stress-Response” von Zellen haben kann.

4.5 Ausblick

Die Grundlage fur  weitergehende, funktionelle Untersuchungen zur
Expressionsregulation von RFC1 auf transkriptioneller Ebene wurde in dieser Arbeit
durch die Determinierung der Transkriptionsstartstelle, der Klonierung des proximalen
Promotorbereichs, sowie der Identifizierung potentieller Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen in der genomischen Region stromaufwarts des Transkriptionsstarts des
Gens, gelegt. In einem nachsten Schritt sollten zunachst durch Reportergen-Assays,
cis-regulatorische Sequenzregionen, die an der Transkriptionsregulation von RFCL1 in

verschiedenen Geweben, wie auch beim GO0/G1-Zellzyklusibergang beteiligt sind,
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identifiziert werden. Nach hinreichender Eingrenzung solcher Sequenzelemente kénnen
DNA-bindende Proteine durch die Kombination von ,Band-shift* bzw. ,Super-shift‘-
Assays und der selektiven Mutation der identifizierten Sequenzabschnitte naher
charakterisiert werden.

Desweiteren wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals Untersuchungen zur
Proteinstabilitdét von RFC1 durchgeflhrt. In einer humanen Zellinie zeigte das RFC1-
Protein eine Halbwertszeit von etwa 4-6h, wahrend die Stabilitat des Proteins in Zellen,
die das BCR-ABLP?'°-Onkogen exprimieren, deutlich erhéht war. Zunachst sollte
grundlegend geklart werden, ob RFC1 einer proteasomalen Degradation unterliegt und
moglicherweise durch Polyubiquitinierung modifiziert wird. Die Blockade der Aktivitat des
26S-Proteasoms durch spezifische Inhibitoren, wie beispielsweise Lactacystin, sowie die
Untersuchung einer Polyubiquitinierung von RFC1 nach Immunprazipitation durch
Western-Analysen stellen hierfir komplementare, experimentelle Ansatze dar. Im Fokus
weiterfUhrender Untersuchungen sollte die Frage nach der Ursache fur die
posttranslational gesteigerte Proteinstabilitdt von RFC1 in BCR-ABLP?'°-positiven Zellen
stehen. Ursachlich hierfur konnten sowohl differentielle posttranslationale Modifikationen
des Proteins, wie auch veranderte Protein-Protein Interaktionen von RFC1 in BCR-
ABLP?"°_positiven Zellen sein. Zur Untersuchung beider Fragestellungen wiirden sich
sowohl Immunprazipitations-Experimente, als auch die biochemische Isolierung RFC1-
assoziierter Proteinkomplexe in verschiedenen Zellzyklusphasen synchronisierter
Zellen, beipielsweise durch Gelfiltration, eignen. Mit dieser Vorgehensweise lie3e sich
zusatzlich die nicht unbedeutende Frage klaren, ob eine erhdhte Stabilitdt von RFC1
gleichzeitig zu einer Stabilisierung des gesamten RFC-Komplexes und damit zu einer
Bindung der kleinen Untereinheiten des Komplexes (RFC 2-5) in BCR-ABLP?"°-positiven
Zellen fuhrt.

SchlieBlich ist es in dieser Arbeit erstmals gelungen, eine stabile ektopische Expression
von RFC1 in einer humanen Zellinie zu etablieren. Mit RFC1-transfizierte Zellen zeigten
eine Hypersensitivitdt gegentber UV-induzierten DNA-Schaden, wie auch durch
Zytostatika  hervorgerufenen DNA-Doppelstrangbriichen und  durch  erste
Untersuchungen ergaben sich Hinweise auf eine verzogerte Checkpoint-Aktivierung
nach UV-Bestrahlung. Zur Verifikation dieser Beobachtungen sollte daher zunachst der

zeitliche Verlauf der Aktivierung von Proteinen, die an der Checkpoint-Aktivierung nach
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DNA-Schadigung beteiligt sind, in RFC1-transfizierten Zellen und Kontrollzellen durch
Western-Analysen Uberpriuft werden. Desweiteren sollte geklart werden, ob die
ektopische Expression von RFC1 zu einer vermehrte Rekrutierung der kleinen
Untereinheiten (RFC 2-5) in den RFC-Komplex und damit zu einer stochiometrische
Fehlverteilung auf Kosten alternativer Komplexe, insbesondere des hRad17-RFC
Checkpoint-Komplexes, fuhrt. Far vergleichende Untersuchungen der
Zusammensetzung des RFC-Komplexes bzw. alternativer Komplexe wirden sich
wiederum Immunprazipitations-Experimente, = wie  auch  chromatographische
Trennmethoden (z.B. Affinitats- oder AusschluBchromatographie (Gelffiltration))

anbieten.



Zusammenfassung127

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden allgemeine und funktionelle Untersuchungen zur
grof3en Untereinheit des humanen Replikationsfaktors C (RFC1) durchgefuhrt. RFC1 ist
als Untereinheit des heteropentameren RFC-Komplexes essentiell an der ATP-
abhangigen Beladung des Prozessivitatsfaktors PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen) an 3"-Enden von Primer/Template-Strukturen im Rahmen der DNA-Replikation,
wie auch an PCNA-vermittelten DNA-Reparaturprozessen beteiligt. Neben diesen gut
charakterisierten Funktionen als essentieller DNA-Replikations- und Reparaturfaktor
weisen vereinzelte Untersuchungen auf eine Funktion von RFC1 als transkriptionellen
Cofaktor hin, wobei jedoch die funktionelle Bedeutung dieser Beobachtungen in den
meisten Fallen bisher nicht naher charakterisiert wurde.

Zu Beginn der Arbeit vorliegende Daten liel3en auf eine priméar transkriptionell regulierte
Expression von RFC1 schlieBen. Die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zur
MRNA-Expression von RFC1 bzw. des murinen mRFC1-Gens in unterschiedlichen
Geweben waren jedoch heterogen und teilweise widerspruchlich. Eine, in dieser Arbeit
durchgefihrte, Hybridisierung eines kommerziellen Northern-Blots zeigte eine variable
MRNA-Expression von RFC1 in verschiedenen adulten humanen Geweben und das
Ergebnis dieser Analyse fand sich wiederum nur teilweise in Einklang mit
Untersuchungen anderer Gruppen.

Zu diesem Zeitpunkt waren keine Sequenzdaten des potentiellen Promotorbereiches
bzw. der 5°-genomischen Region von RFC1 bekannt. Desweiteren bestand Unklarheit
bezuglich der Lokalisation der Transkriptionsstartstelle des Gens, da verfugbare,
reprasentative cDNA-Sequenzen der NCBI-Datenbank von RFC1 sowohl
Sequenzunterschiede in der 5 -untranslatierten Region, als auch Divergenzen bezglich
der Ausdehnung dieses Bereiches zeigten. Zur initialen Charakterisierung des
Promotorbereiches von RFC1 und um eine Grundlage fur weitergehende, funktionelle
Untersuchungen der transkriptionellen Regulation des Gens zu schaffen, wurden daher
einerseits die Transkriptionsstartstelle des Gens mittels 5-RACE bestimmt, sowie
andererseits genomische DNA-Klone isoliert, deren Sequenzen Teile des genomischen
5"-Bereichs von RFC1 reprasentieren. Zur Identifikation potentieller cis-regulatorischer
Sequenzelemente, die mdoglicherweise von Bedeutung fur die transkriptionelle

Regulation von RFC1 sind, wurde schlie3lich ein genomischer Sequenzbereich von
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653bp stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle des Gens einer Datenbankanalyse
unterzogen.

Entsprechend diesen Untersuchungen erstreckt sich der 5" -untranslatierte Bereich der
RFC1-mRNA Uber 137bp stromaufwarts des Startcodons und die hier ermittelte
Sequenz der 5" -untranslatierten Region von RFCL1 ist in diesem Bereich identisch mit
der Sequenz eines in dieser Arbeit isolierten genomischen Subklons wie auch der
genomischen Referenzsequenz des NCBI. In der, mittels Datenbankanalyse
untersuchten, genomischen Region konnten multiple, potentielle Bindungsstellen fir
allgemeine Transkriptionsfaktoren wie ,SP1“, ,NF-1“ ,Oct-1“ und ,c-Jun“ identifiziert
werden. In dieser Analyse fand sich kein ,TATA“-Box Sequenzelement stromaufwarts
der Transkriptionsstartstelle des Gens. Weitergehende funktionelle Untersuchungen des
putativen Promotorbereiches von RFC1 wurden bisher nicht durchgefihrt.

Die BCR-ABLP?° Tyrosinkinase ist nach derzeitigem Kenntnisstand monokausal fiir die
Entstehung der Chronisch myeloischen Leuk&dmie (CML), einer malignen
hamatopoetischen Erkrankung, welche durch Transformation einer multipotenten,
hamatopoetischen Stammzelle entsteht, verantwortlich. Das BCR-ABLP**°-Onkogen
fuhrt, bedingt durch die konstitutive Tyrosinkinaseaktivitdt des Fusionsproteins, unter
anderem zu einer veranderten Expression bzw. Aktivitdt von Genen, die an der
zellularen Proliferation, sowie verschiedenen DNA-Reparaturprozessen beteiligt sind.
Aufgrund der Tatsache, dal RFC1 in seiner Funktion als Untereinheit des RFC-
Komplexes, nicht nur essentielle Bedeutung im Rahmen der DNA-Replikation, sondern
auch der PCNA-vermittelten Reparatursynthese zukommt und dartber hinaus
verschiedene Untersuchungen darauf hinweisen, daf} speziell RFC1 eine besondere
Bedeutung bei der Bildung, funktionellen Regulation und Stabilitdt des gesamten RFC-
Komplexes zukommt, wurde in einem weiteren Teil der Arbeit die Expression von RFC1,
sowie des murinen mRFC1-Gens, in Abhangigkeit von BCR-ABLP?*° in verschiedenen
zellularen Systemen untersucht.

P210_transfizierten humanen und murinen

In den, in dieser Arbeit verwendeten, BCR-ABL
Zellinien konnte interessanterweise im Vergleich zu nicht-transfizierten, parentalen
Zellinien jeweils reproduzierbar, eine 2-3fach gesteigerte Proteinexpression von RFC1
bzw. des murinen Proteins mMRFC1 nachgewiesen werden. Eine erhodhte

Proteinexpression von RFC1 in Abh&ngigkeit von einer Expression des BCR-ABLP?'-
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Onkogens war ebenfalls in primaren Zellen nachweisbar. So zeigten primare,
hamatopoetische Vorlauferzellen von Patienten, welche an einer BCR-ABLP?*-positiven
Chronisch myeloischen Leukdmie (CML) erkrankt waren, im Vergleich zu Patienten,
deren Erkrankungen in keinem Zusammenhang mit einer Expression von BCR-ABLP?*
standen, ebenfalls eine gesteigerte Expression des RFC1-Proteins. Um sicherzustellen,
dall es sich bei der erhohten Proteinexpression von RFC1 nicht um einen
unspezifischen Sekundéareffekt handelt, sondern eine direkte Konsequenz der
Kinaseaktivitdit des Onkogens ist, wurde die Proteinexpression von RFC1 nach
Blockade der BCR-ABLP*°-Kinase durch einen spezifischen Inhibitor (,STI-571%)
untersucht. Die Inkubation der humanen, BCR-ABLP**-transfizierten Zellinie mit ,STI-
571" in unterschiedlichen Konzentrationen fuhrte in unabhéngigen Versuchen jeweils zu
einer Reduktion des RFC1-Proteins. Somit konnte in diesen Zellen ein direkter, kausaler
Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Proteinexpression von RFC1 und der
Kinaseaktivitat von BCR-ABLP?*® nhachgewiesen werden.

Weiterhin konnte in BCR-ABLP?‘°-transfizierten humanen und murinen Zellinien durch
semiquantitative PCR, wie auch im Fall der murinen Zellinien, durch eine Northern-
Hybridisierung, gezeigt werden, dal3 die erhdhten Proteinexpression von RFC1 bzw.
mMRFC1 in BCR-ABLP?*-transfizierten Zellinien nicht auf eine gesteigerte mMRNA-
Expression der humanen bzw. murinen Gene zurtickzufiihren ist.

Da bisher keine experimentellen Daten zur Proteinhalbwertszeit von RFC1 existieren
und sich keine Anhaltspunkte fir eine transkriptionell erhéhte Expression von RFC1 in
den  BCR-ABLP*’-transfizierten  Zellinien  zeigten, wurden  vergleichende
Untersuchungen zur Proteinstabilitat von RFC1 in den humanen Zellinien durchgefihrt.
Zum einen zeigte sich nach Inhibition der zellularen Translation in Western-Analysen
eine Halbwertszeit des RFC1-Proteins von etwa 4-6h und in dieser Arbeit wurden damit
erstmals experimentelle Daten zur Proteinhalbwertszeit von RFC1 generiert. Zum
anderen konnte in diesen Untersuchungen eine deutlich erhdhte Stabilitat des RFC1-
Proteins in BCR-ABLP*®-transfizierten Zellen im Vergleich zur parentalen Zellinie
beobachtet werden. Somit konnte nachgewiesen werden, dalR der erhdhten
Proteinexpression von RFC1 in BCR-ABLP?-transfizierten, humanen Zellen
offensichtlich eine posttranslational gesteigerte Proteinstabilitat von RFC1 zugrunde

liegt.
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In der Arbeit wurden weiterhin Untersuchungen zur Sensitivitdt der humanen, BCR-
ABLP#°transfizierten Zellinie, die eine gesteigerte Proteinexpression von RFC1 aufwies,
im Vergleich zur parentalen, BCR-ABLP?%-negativen Zellinie, hinsichtlich einer DNA-
Schadigung durch UV-Strahlung, sowie den Zytostatika Etoposid und Doxorubicin
durchgefihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen ergaben ein heterogenes Bild. So
zeigten BCR-ABLP?*-transfizierte Zellen hier im Vergleich zur parentalen Zellinie nach
einer DNA-Schéadigung durch UV-Bestrahlung einen deutlich reduzierten Anteil
apoptotischer Zellen und damit einen resistenteren Phéanotyp. Im Gegensatz hierzu
waren BCR-ABLP#%-positive Zellen signifikant sensitiver gegentiiber einer Behandlung
mit Etoposid und Doxorubicin.

Um die Auswirkungen einer gesteigerten Expression von RFC1 unabhéangig vom Einfluf3
der BCR-ABLP*-Kinase im Hinblick auf die Sensitivitat gegeniiber verschiedenen
zytotoxischen Stimuli zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit eine humane Zellinie
(HEK293) mit RFC1 bzw. einem N-terminalen Fusionsprotein ,FLAGRFC1" stabil
transfiziert. Zellen, die eine stabile, ektopische Expression von RFC1 bzw. des
Fusionsproteins aufwiesen, zeigten interessanterweise im Vergleich zu Kontrollzellen
eine erhohte Sensitivitdt gegeniber einer DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung,
sowie einer Behandlung mit den DNA-schadigenden Zytostatika Doxorubicin und
Etoposid. Im Gegensatz hierzu waren RFC1-transfizierte Zellen nicht signifikant
sensitiver gegenuber den Zytostatika Staurosporin und Taxol, deren zytotoxische
Wirkung nicht auf einer direkten DNA-Schéadigung beruht.

SchlieRlich zeigten weitere Versuchen, dal} eine erhdhte Expression von RFC1, auf die
Initiation und Prozessierung von UV-induzierten DNA-Schéden im Verlauf der Nukleotid-
Exzisionsreparatur (NER) keinen Einflul3 zu haben scheint, jedoch ergaben sich in
RFC1-transfizierten Zellen erste Hinweise auf eine verzogerte Checkpoint-Aktivierung
nach einer DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung als mdogliche Ursache fir die

beobachtete Hypersensitivitéat dieser Zellen gegentber DNA-schadigenden Stimuli.
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Oligonukleotide

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide in 5-3"-

Orientierung dargestellt.

Anhang: Oligonukleotide und Sequenzen

Bezeichnung

Sequenz 5> 3’

| Bemerkung

Oligonukleotide fir humane Sequenzen

hRFC-GSP1

AATGTCCATCGCAGCCCCAGGAT

Zur PCR-Amplifikation des 5-
Endes der RFC1-mRNA mit
,Gene-Racer™ 5 -Primer

,Gene-Racer ™ 5"-Primer

CGACTGGAGCACGAGGACACTGA

Zur PCR-Amplifikation des 5'-
Endes der RFC1-mRNA mit
hRFC-GSP1-Primer

hRFC-5"-1f ACTGTCTTCGCCTTCTTG
hRFC-5"-1r CGGTTGAGGAATCTGTTATC
hRFC-5"-genom/f TGGTTCCTCTCGATGTCA
hRFC-5"-genom/r CCGGTTGAGGAATCTGTTAT
hRFCPr.4.1f CTCACAAGGAGTAGACGGAG
hRFCPr.6f TGGACATTCGGAAATTCTTT
hRFCPr.6r CCGTGAAATTTTACCAGGTT
hRFCPr.7f GTAAAATTTCACGGCAGGAT
hRFCPr.7r GCTTGCCACCATCTTCTTAT
hRFCPr.10f TCACAGAGCCAAAAAGGATA
hRFCPr.10r GTACCCCCTCATCAACTCTC
hRFCPr.11f TAATTGGACAGCAAGGTGAC
hRFCPr.11r TTTCGTGCTTACTGAAGAGG
hRFCPr.12f ATGAAGAGTTTGCCAGAACA
GAPDH/f CGTCTTCACCACCATGGAGA
GAPDH/r CGGCCATCACGCCACAGTTT
Oligonukleotide fiir Expressionskonstrukte
hRFCcdsNotl-f AACGCGGCCGCACGATGGACA kunstliche Notl-Erkennungsstelle
TTCGGAAATTCT (unterstrichen); Startcodon von
RFC1 (fett); Beginn des
kodierender Bereiches von
RFC1 (kursiv)
hRFCcdsFLAGNotI-f AACGCGGCCGCACGATGGATT kiinstliche Notl-Erkennungsstelle
ACAAGGACGACGACGACAAGG (unterstrichen); Startcodon des
ACATTCGGAAATTCT

FLAG-Epitops (fett); Kodierender
Bereich von RFC1 (kursiv)

hRFCcdsNotl-r

TGCGCGGCCGCTCATTTCTTC
GAACTTTTTCCTTTTCCT

Enthalt am 5"-Ende kiinstliche
Notl-Erkennungssequenz

(unterstrichen)
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Bezeichnung | Sequenz 5> 3 | Bemerkung
Oligonukleotide fiir murine Sequenzen
mRFCPr.1f ACGTCAGTGCTCGACTATTT
mRFCPr.1r CTCCCTCTTCAGAATCCTTT
mRFCPr.2f TTGGGAGCTAATCAAGATGT
mMRFCPr.2r AGTGCTTTTTCATGTCACCT
actin/f TCCTGTGGCATCCACGAAACT
actin/f GAAGCATTTGCGGTGGACGAT
Standard-Oligonukleotide zur Sequenzierung
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
M13 GTAAAACGACGGCCAGT
M13rev GGAAACAGCTATGACCATG

cDNA-Sequenzen

Sequenz des cDNA-Klons ,IMAGp950D0348“ des RZPD in 5°-3"-Orientierung.
Erkennungsstellen fur die Restriktionsendonukleasen EcoRI und Notl sind optisch
gekennzeichnet (fett, kursiv). Das 3"-Ende des kodierenden Bereiches von RFC1 (TGA)

ist durch einen Rahmen gekennzeichnet.

,IMAGP950D0348* (743bp)
GAATTCGGCACGAGGGGAGCCCAGAAAAGGAAAAGGAAAAAGTTCGAAGA
AATGAAACCATTTTTCACTAGCGACAGCCACTTTTTACTCTCCCTCCTGA
CCAGTCCAGCTGGTCTAGAGAAAGCCTTGTTTTTTCCCAGAGCAACCATG
TTTTAGCATAATGGGATGACCTGGTGTCCCATTATAAATAAAGGGTGGTA
TGGCTAGAAGGGTATGAGCAGTAGGCTTATGTACACCTCTTATAGAGGTT
GATAGGACTGCTTGGGTCCTCCACTGTCCTCTGTCAATCTAGTTAGACGT
GCTTCTGAATGACTGTAGAATTGGAACTAGAAACTACACCTGGGCTTTGG
AGTCAGATTTTAGTTAACAATAATGAGCCTGGGAGCAGTAGTACTAAGGC
GTCTTTTGTAGGCTTAAGAATTTATCCTAATGGCCTTTATAGGACCAATG
CTGATTTTTTTTAAAGGCAGTTCCTATTATGTGGTGAAATTTTGTAAATA
AATGATTATACAAAACAGTCACCACCTAGAACTGGGTATTCTTTGTACAT
TGTCAGATATCTTTCAAAGTATAAATTAGGAATAAAAATGTTCCACATGA
TATGTGTACAAATTCTTTTTAAGATTGTCATCTTGTACAGCAAAATATTA
TGTTGGTATATTACTTCCTTATTAATTTGCAAATGATTGGATTAAAAAAG
CTCACTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAT GGCGGCCGC
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Genomische Sequenzen

Im folgenden sind die Nukleotidsequenzen in 5°-3"-Orientierung der in der vorliegenden
Arbeit isolierten genomischen Subklone dargestellt, die bislang nicht an eine Datenbank
Ubermittelt wurden. Erkennungsstellen fur die Restriktionsendonukleasen EcoRI und
Hindlll sind optisch gekennzeichnet (fett, kursiv). Nicht sequenzierte Bereiche der
Subklone, die lediglich durch Sequenzen der Datenbank (Acc.-No.: AC023135,
AY600371) reprasentiert werden, sind durch eine Unterbrechung der Sequenz (XXX)
markiert. Die angegebene Sequenzlange der entsprechenden Klone resultiert aus der
Kombination eigener Sequendaten mit denen des nicht in dieser Arbeit sequenzierten
Bereiches der Datenbanksequenz (#). In der Sequenz des Subklons ,Hindlll 3.4" ist das
Startcodon von RFC1 (ATG) durch einen Rahmen gekennzeichnet, sowie die in dieser
Arbeit ermittelte Transkriptionsstartstelle des Gens durch doppelte Unterstreichung
hervorgehoben (A).

Divergenzen zu genomischen Referenzsequenzen der NCBI-Datenbank sind wie folgt
gekennzeichnet:

-fett, unterstrichen dargestellte Nukleotide: Datenbanksequenz(en) zeigen an dieser
Stelle eine alternative Base

-kursiv, unterstrichen dargestellte Nukleotide: Datenbanksequenz(en) besitzen an der

entsprechenden Stelle keine Base

“A106 EcoRI 1.1" (15896bp™)
GAATTCTCATTCATATTTCAGCAATGTTTGTGATAAAAATACATTTTGCC
CCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAATTAGCCGGGCATGGTGGCGGGTGCC
TGTAGTTCCAGCTGCTTGAGAGGCTGGGGCAGGAGAATGGTGTGAACCCG
GGAGGCGGAGCTTGCAGTGAGCCGACAGAGCGAGACTCAGTCTCAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAACATTTTGAACTTTCATGGAAATCTCACATGTTGT
CTTTCTTGACATGAAGTTTAAATAGAATTAAATATGATCATCAGTTTATA
CGGAGTAGTGTATATTAXXXXXXXXXXTGGCAGTGGGGATAGAGGGGAGA
AGACAGCAGTATTTGGGAGATCGTTTAGGTTGGATGATTAGGTGGAGGGC
CAGAGGTAGGAGTAAAAGCAGTGTCCATGTTTCTGTTTTGGGTGAATGGT
GGTGCTATGCATGGAGATGGGGAATAAAGGAATAGAAGCAGGTCACAGCT
GAAGATAAATTTAGTTGAGGACGTTATTAGTTAGATGGCACCTTTGGGAG
ATTTGCAATGGGATGGATTTGGCTGCATGTTGACTGCATAAATAGGGAAT
TC
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,EcoRI-Hindlll 1.3* (2314bp*)
GAATTCTCATTCATATTTCAGCAATGTTTGTGATAAAAATACATTTTGCC
CCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAATTAGCCGGGCATGGTGGCGGGTGCC
TGTAGTTCCAGCTGCTTGAGAGGCTGGGGCAGGAGAATGGTGTGAACCCG
GGAGGCGGAGCTTGCAGTGAGCCGACAGAGCGAGACTCAGTCTCAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAACATTTTGAACTTTCATGGAAATCTCACATGTTGT
CTTTCTTGACATGAAGTTTAAATAGAATTAAATATGATCATCAGTTTATA
CGGAGTAGTGTATATTAGACGTTTTAAAATTTTACAAATACATCCGGTGG
TGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTCTGGAGGGCAGAGTTGGGCGG
GTTGTTTGAGGTCAGGAGTTCCAGACTAGCCTAGCCAACATGGTGAAACC
CCATCTCTTCAAACCATACAAAAGTTAACTGGGAGTGGTGGCGTGCATCT
GTAGTCCCAGGTATTTGGGAGGCTGAGGCACAAGAATCACTTGAATCACT
TGCACCTGGGAGGTTGGAGGTTGCAGTGAGCCCAGACCGCACTATTGCAC
TCCAGCCTCGGCGACAGAGAGAGACTGTCTXXXXXXXXXXAGTAGTTCAG
TTGTCAGCAAATCTCTACACATTAAAGAAATATTTTTCTTAGCGATTGCT
CTAAGAAATATATATACATAAAATATATATGTATAATAGGATATCTCCTA
TTTAGAAGTCGTCATAGTTTCCTCATTCATACACCCTGCATTATAGATTG
TGTAGAATTTAAATACTGCTATTCATATTTCCACTGGAGGCCGGGCACAG
TGGCTCCTGCCTGTAATCCCCGCACTTTGGGAGGCCAAGGTGGGAGGACT
GCTTGAGGCCAGGAGTTTGAGCCCAGCCTGGGCAACAGAGCAAGATCCCG
TCTCTACAAAAATAAAATAAAATAAAGTAAAAAATAAAATAAAGTTCCAC
TGGAGTCAAAAGTTCTGAAAATTATAGGTGAATATGTAATTATAAATAGA
AATAATTGAACAAGTAATAGACTTAAACTAAAAGAAATTTTGTATTAATG
GCAACTACTGATAACTTTATGACATACTAAAATTATTTCTCTATCAGCTA
AATGCAACCTATGCCATTGTTACCTGCTTCATAGAGATACAGATGTTATT
TTTTGTGTGTGTGCAGTGTAAATATTTTATCCTCATTTCATTCATAAAAT
TCACTGAGGTAGGGAAAGCTT

JHindlll 4.4“ (4068bp™)

AAGCTTTTACTGATCTTTCCATTCAGCCTGAACAGCCAGCAAAATATATT
GCATATGGAATAGATGCTTCTTTTGCTCAATGGTATATGTATTAGCCCAT
TTTCACACTGCTCATAAAGACATACCCAAGACTGGGCAATTTACAAAAGA
AATAAATTTATTGGACTTGCAGTTCCACATGGCTGGGGAGGCCTCACAAT
CACGGTGGAAGGCAAGGAGGAGTAAGTCACAACTTACATGGATGGCAGCA
GGCAAAGAGAGAGAGTATGTGCAGAGAAACTCACATTTTTAAAACCATCA
GATGTTGTGAGACCCATTCACTATTACGAGAACAGCATGGGAAAGACCTG
CCCCATGATTCAATCATCTCGCACTGGGTCCCTCCCACAACATGTGAGAA
TTATGGGAGCTACAAGATGAGATTTGGGTGGGAACACAGAGCCAAACCAT
ATCATTCCATCCCTGGTCCCTCCCAAATCTCATATCTTCACATTTCAAAA
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CCAATCATGCCTTTCCAGCAGTCCCCCAAAGTCTTAACTCATTTCAGCAT
TAACTCAAAAGTCTACAGTCTAAAGTCTCATCCAAGACAAGGCAAAGTCC
CTTCTGCCTATGAGCCTGTAAAATCAAGAGCAAGXXXXXXXXXXTCTCAA
TCATGTATTGAAAGCATAAATTCATAAGCATCATAGTGAACACATGCCAC
GTGATGGTATGCTGATCATGAAACAAAGATCTATTGCAATGAACTAAAAA
TTGAAGGGAATTGTGCATATTCAACTGGCTGGTTGCATAAATTTAAGAAA
AGACAGGGTGTTACATTTTTAAAAAATCTGTGGCAATAAAGCATCTGCTG
ATCACAAAGCAGTGGAGAAATGTGTTGATGAATTTGCCAATATTTTCACT
CATGAAAATCTGACACTAGACCAAGTCTACAAGATTGCTGAAACATCACT
GTTTTGGTGTTATTTGCCCCAGATAGATACTAACTATGGCTGATGAGCTA
GCCCATAAAGGAATTAAGGATGGGAAGGATGGAATAACAGTGCCGGCATG
TGCTAATGCAGCAGGCATCCATAAATGTAAACTTGCTGTGATAGGCAAAA
GCTT

,Hindlll 4.5* (541bp)
AAGCTTATATCCATACTGTTTTCAAGGAGTGAATTTCTTTCCATGCCATT
ATTCTGCTAACAAAAAGGCATGGATCAGCAGGGAAATCTTTTCTGATTGG
TTTCACTTTTTTTTTGTTTTTGTTTTTTTTTCCTGAGACAAGGCCTCTCA
AAGTGCTGGGATTATAGGCATGTGCCACCATGCTCAGTCCTATTTTGGGT
CTTCAAAAATATTTCCATTCTGGATATCTATTCCTTTATAAGAAACCACT
CCAATACTTATTACCTTAACAGAGCAATCATTTAATTATGTTCACGCTAC
TGTGGGTCAGGAAATTTGGACAGGCCTTGACTGAGTGATTTTTCTGCTCT
CCCAGGTGTTGAATGGGGTCAACAAAGCTAGTGAAATTCCATCAGTTGCT
GGATGGGATCTGAGATGGCTTCATTTACATGCATGGTGCCTGGTGGAGAT
GGCTATAAGGCTGGTCTCAGATGACCACCTCCCTGGCTTTACATGGTGCT
CCAAGAGAGCAAGACAGGAGCTGCCAGTCTTCTTAAAGCTT

JHindlll 2* (893bp)

AAGCTTAGGTCTGGAGTTGGCATAGTATCACTTCCATTGTATTCTTTGAT
CAAATCAGTCATAGGCCAGTCCAGGTTCAAGGGAGGAGTTTCAAAGCATA
TGCAGTCATTTTAGATCTGGTATATTTCTGAGATAGAGTATTTTCATGTA
AATAAATATTCCTAAAGAAAACAATCTCACAAAGAAGTTACAGTCTCCTG
ACTTAAGTCTCATTTAAACTCAAGGAAGGCTTCAAATGCCAAAAAAAAAA
AAAAGCAAAAGTTAAGAGGAATGTAATATAAAAGACACGTACAACTTTTT
ATGTCTTATTTACTCATTTATTGATTTATAACACAATGAACATTATAAAT
TGGTGTAGGTCCTCTAAAATTATGGGCAAAAATTTGTGTGATATGTCTGC
TAAGACAAAACCGAGGCACAGTAACTTGCCCTTGGTCACATAAATAGCAG
GTGGTGGGGCTGGAGACCTAGCATCCTGGCTTCAGAGGGAACAGTGCAGT
GAGGCCCTGTTAATAAGTAACAGTCTGTCTGTAAATTCGGGATAAGAGTA
GTCAGTGTCATCATGGGGATAAAATGAGCTAGGCTAGTCCAGAGCTGCAC
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GTACAACAATAGGCGTTTAATAAATACAAGCTGTCAATGCTCAGCCTCTG
TTGTATTCCAGGCTGTTCTATCTTTCGCCATAGAAATGTTGGTGTCATAA
AGCGCAAGACCCAACAGGGGGTGGATGGGTGAGAATTTCAAAAGTGTAGC
TAGAGCCAAAGCTGGAGATACTGCTTTCTCCATTGAACTCTTTATGGTCT
AATCTTTCTCTTGAAATCGTACGCAAATGTTTCATTGTATTCCGTGATTC
AATTGCTAATCTATTCATATACAACTGGTTTACCCCAAAGCTT

,Hindlll 3.4* (1179bp)
AAGCTTTCGGTATCTTTTCTTTTTTTTGAGGCGGAGTTTCGCTCTGTCGC
CCAGGCTAAAGGGCAGTAGCTCGATCTCGGCTCACTGCACCACTGCCTCC
TGGGTTCAAGCAATTCTCCTGTCTCAGTCTCCCGAGTAGCTGGGACTACA
GGCACACGTCACCACCCCCTGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGG
GGTTTCACCACATTGGTCAGGTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGACC
CACCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTAGAGGGGTGAGCCACCGC
GTCCGGCCTCTTGATGAAACCTTATTACAGAATAGATATTTATACATAAT
ATGTAAAACGCACAGCTAAAACATTTATCTTACTAAAGTTGGTAGTAAAA
ACTTTTCAAAGTTACTATAGGGAAGTGCATTGTCCAGACGTGTAACCGGG
AGGTACTTGGGTACCCCGCCTGCCAAGGAAACCAATATCGGATCCCCCTA
CTTTAGCGCCCCCGCCAAAAACCGAGCTCACACCAAAGCACCGTGGTTCC
TCTCGATGTCAGCGGCCCACCTGCCCTCGGGGCAGCACCTGGGCAGGCGT
CGCACCTCCCGCCTCTGGGCGGGACGGAAGCAAAGCTCGCGCCTCCTGAC
GTCATCACCGCGCGCCACTGTCTTCGCCTTCTTGCACTTCGCGGGAGAAG
TTGTTGGCGCGAATGGATCCTGAGCCTCGATAACAGATTCCTCAACCGGC
CCACCCGCCAGCCAGCCAGCGCCTTCATCCTGGGGCTGCGGTGAGCC
GCTGGGGGAGGCCGTGCGGCTCGGGGTCTGGGGGGGCTTTGCAGGCCTGG
TGTGGACCGGGCACTCCTGGTATGCAGGGTGGGGGAGGATGGCGGTGGGT
GGTTCCGGAGGCTAGCAAAGGCAGAGAAGGGGCCGCACACCGGGCACTGG
ACGCAAAACTTTCATTGCATCGCGGGCTCTGGCTCTGGGCGGCAGCCGGC
GCGCAGGGATTTTGTTGCTACGTGTACTTGCACTTTCCCCCCGCCCCCCA
CTCTTGGGGGAAGGGAGAAAGGAAGAGAGGAAGGATGGTGGTTTTGGGAC
GCATTGGTAAAGTTATTTTCTTGTTCGGCGTTGCCCGAACCTCAGTTTGA
GTACTGCCTAAAGCGTGGATTTCAAGCTT

,Hindlll 3.3* (904bp)

AAGCTTTGGGTCACGAGGGAGAAGAATGTAACAAACTTTTCTTTCTTAGG
GAATATGTTGTGTAGGGCCTTAAACTTTTATCATTAACAGCTCAGCTCGT
CTCATCTCCGCTCGTCATTAACGATCACCTGAGCGGTGTTGAGACCGAGG
GCATGGAGAGGATATTTTATTTTGTTTAGATGAGTTCATAGGAGTCAAAA
GGATAACATGGCTTACTAGGAAAAAGAAGTACAGCGAATAGAAACAGATG
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CAAGACATTTGACAGCTGTCATCCTCTTACCACCTGATGTTTAAAATCTG
AAAAAAACCCAAGCCTCACTGCATAATTCTGGATAAAATGTTCAAACAAA
TTGAAAGTGAAATGATTATGCAGCCAGCAAAGCAGACATTCCTGATGGTA
TGGCAATGGATATGGCTCTGTGTTTGAAATATTTTTAAAGGACCATTTAA
AATGTTCATTAAGCTAGAAGATACTTAACAATCCGATATAATTTTTTTCA
ATCATTGGTCAACGTGTCACAGTGACAACATTCTOGGGGGGGGCGGTGAA
AATTTTATGCCACACTGGGAAACGTTGCAGGCCTTTGTGTTTCTTCTCAA
AAAAGGGCAACAGTAATGATAGTAGCTACCTTGTACCAAGCATCTTCTTT
AGGTCAATATGTGAACTGTTGGTTTTCCATGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTCATTTCAACCCACATCGATGCAGTTTTACAGATGGTGCAAGC
ACCTTTTTGGAATTTAAACAGTGTATCATATAACTAGTAGGTGGTTGAAC
TAGAATTAGAATCTTGGTGTTTCTGACCACCATGTTATACTACTTCCCTA
TAATGATCATCATTACATTTTGGAGGCCAAAGCACTGTGGTATTTTGGAA
GCTT

,HindIll 3.2 (247bp)
AAGCTTGAGACTTGGAGTCTTGAAGATGAAGAACGTGGTAATATTTTAGT
TTAATGGTTTATATATTAATTTATAGTTATATTACTATGTTAGTATAGTC
TAGTTTAATAGTTACGTGGTCTTGGGCAAGTAAATAGCTTAAGTTTAATC
TCTTTAAGCCTCTGTTTCCTTATCTGTAAAAGAGGGGAAAATAATAGCTG
CCATAGTGATTGTTTTGGGGATTAAGCAAGATGTATAGGTAAAGCTT
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8 Abkirzungsverzeichnis
A Adenin

a alpha

Abb. Abbildung

Acc.-No. Accession number

(Identifikationsnummer der Genbank des NCBI)

A.dest. Aqua destillata

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

B Beta

Bcer Ber-(Breakpoint-cluster region) Gen

BCR-ABL  chimares Fusionsgen von Bcrund c-Abl

BER Basen Exzisionsreparatur

bp Basenpaar(e)

BrdU 5’-Brom-2’-desoxyuridin

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

c-Abl zellulares Homolog des ,Abelson murine leukemia virus“ Onkogens
cDNA komplementare DNA

CDK Cyclin-dependent Kinase (Cyclin-abhangige Kinase)
CIP Calf intestine phosphatase

c-KIT Stammzellfaktor-Rezeptor

CML Chronisch myeloische Leukamie

0 delta

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleic acid

(Desoxyribonukleinsaure)

DSB Doppelstrangbruch
dNTP 2’-Desoxynukleosid-5"-triphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol
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£ Epsilon

E. coli Escherischia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
et al. et alii (und andere)

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FCS Fetal calf serum

(Fotales Kalberserum)

FITC Fluoreszeinisothiocyanat
G Guanin
% Gamma

HEPES N-[2-Hydroxyethyl] piperazin-N"-[2-ethansulfonsaure]

IL-3 Interleukin-3

kbp Kilobasenpaar(e)

kDa Kilodalton

A Lambda

LB Wachstumsmedium nach Luria und Bertani
M Molar

MBq Mega-Bequerel

pg/ul Mikrogramm/Mikroliter

MOPS 3-[N-Morpholino] propansulfonsaure
MRNA messenger RNA

NaOH Natriumhydroxid

NCBI National Center for Biotechnology Information
NER Nukleotid Exzisionsreparatur

NP-40 Nonidet-P40

OD Optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline

PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PCR Polymerase chain reaction

(Polymerase Kettenreaktion)

PDGFR Platelet-derived growth factor receptor
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PKC

Proteinkinase C

poly-A" RNA polyadenylierte RNA

RACE
Rb
RFC
RNA
RNase
RT

rpm

S. cervisiae
SDS

S. pombe
STI-571

T

Taq

TBE
TEMED
TKI

Tris

UTR
uv
VT
WWw
XP

Rapid amplification of cDNA ends
Retinoblastoma Protein
Replikationsfaktor C
Ribonucleinsaure

Ribonuklease

Raumtemparatur

rounds per minute
(Umdrehungen pro Minute)
Saccharomyces cervisiae
Sodium dodecylsulfat
Saccharomyces pombe
Signal-transduction inhibitor-571
Thymin

Thermophilus aquaticus
Tris-Borsaure-EDTA

N, N, N",N’-Tetramethylethylendiamin
Tyrosinkinase Inhibitor

Tris (Hydroxymethyl)-aminomethan
Unit(s)

untranslatierte Region
ultraviolettes Licht
Volumenteil(e)

World wide web

Xeroderma Pigmentosum

Z-VAD-FMK N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-

% (vIv)
% (W/v)

fluoromethyl-keton
Volumenprozent

Gewichtsprozent
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Fir Mengen-, GroRen-, Zeit- und weitere physikalische Angaben wurden Sl- oder

gesetzliche Einheiten benutzt.
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