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Einleitung -1-

1 EINLEITUNG

Die Prozesse, die an der Desoxyribonukleinsdure (DNA) im Kern eukaryonter Zellen ablaufen, finden nicht
an nackter DNA, sondern an den DNA-Protein-Komplexen des Chromatins statt. Die Struktur des
Chromatins, das sicherlich eines der komplexesten biologischen Molekiile darstellt, ist trotz intensiver
Forschung noch in vielen Details ungeklért. Auch so wichtige Vorgéange im Chromatin wie die
Transkription und Replikation sind noch nicht im Detail bekannt. Wahrend der Apoptose, dem sog.
programmierten Zelltod, kommt es zu einer Degradation des Chromatins. Durch die Untersuchung des
Ablaufs einzelner Schritte der apoptotischen Chromatin-Degradation kdnnen daher nicht nur Daten zur
Apoptose, sondern auch Aussagen Uber die Organisation des Chromatins gewonnen werden. Im
folgenden wird eine kurze thematische Einflihrung in den ProzeB der Apoptose, in die Struktur des
Chromatins und dessen Apoptose-bedingter Fragmentierung gegeben. Im darauffolgenden Kapitel wird

die Zielsetzung dieser Arbeit umrissen.

1.1 DIE APOPTOSE

Bekannt ist das Phanomen der Apoptose bereits seit dem 19. Jahrhundert, als Carl Vogt die sterbenden
Zellen des neuronalen Systems sich entwickelnder Kréten-Embryonen beschrieb (VoGT, 1842). Gepragt
wurde der Begriff der Apoptose 1972 von Kerr, Wyllie und Currie (KERR et al., 1972), welche die
Morphologie von Leberzellen, die mit Toxinen behandelt worden waren, mit der von Lymphozyten
verglichen, die sie mit Hormonen behandelten. Wahrend erstere eine nekrotische Morphologie zeigten
(vekpoolg - Tod, Toétung, Absterben), zeigten zweitere eine Morphologie, die als apoptotisch bezeichnet
und beschrieben wurde. Das griechische amormtooig bedeutet ,das Abfallen welker Blatter". Wie gut
dieser Begriff tatsachlich paBt, wurde erst Jahre spater deutlich, als entdeckt wurde, daB alle
multizelluldaren Organismen, Tiere wie Pflanzen, diese evolutiondr hoch konservierte Art des Sterbens von
Zellen benutzen; so ist sie auch Ursache fiir das Abfallen des Laubs im Herbst. Kerr et al. (1972)
definierten Apoptose als ,das geordnete Muster von zytoplasmatischen und nukledren Verdnderungen,
das zu einer Selbstzerstérung einer einzelnen Zelle und deren Entfernung aus dem Gewebe fiihrt".
Apoptose ist ein physiologischer ProzeB des Zellsterbens, an dem die Zelle aktiv teilnimmt (KERR et al.,
1972; WyLLIE et al., 1984). Er verhindert Schaden im Organismus durch entartete oder kranke und
Uberfliissige Zellen und ermdglicht das Fortbestehen des Gesamtorganismus. Nekrose dagegen ist ein
degenerativer, passiv-responsiver ProzeB. Er wird hervorgerufen durch schwere und plétzliche
Schadigung der Zellen, wie sie durch Ischamie, Hypoxie, Hyperthermie oder physikalische bzw.
chemische Traumata erzeugt werden. Im Gegensatz zur Apoptose |aBt die Nekrose keine
Programmierung oder Steuerung erkennen.

Apoptose ist ein wichtiger physiologischer ProzeB im Korper, der zusammen mit Proliferation und

Differenzierung den Organismus zur Homdostase befahigt. Ohne Apoptose ware das Leben multizellularer
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Organismen genauso wenig denkbar wie ohne Proliferation und Differenzierung von Zellen. So ist
Apoptose sowohl in der Embryogenese und der Entwicklung des Fotus z.B. bei solch natirlichen
Prozessen wie der Riickbildung der embryonal angelegten Schwimmhaute zwischen Fingern (HINCHLIFFE,
1981) und der Ausbildung des Nervensystems, das seine komplexe Form und Funktion erst durch
massive Apoptose erhalt (OpPENHEIM, 1985; HURLE, 1988), als auch im juvenilen Stadium z.B. in der
Metamorphose der Insekten und Amphibien (KERR et al., 1974) zu finden. Zudem ist sie wichtiger
Bestandteil im Immunsystem z.B. bei der Deletion autoreaktiver T-Zellklone wahrend der Reifung im
Thymus (SHI et al., 1989), oder dem Absterben von Zielzellen durch die Aktion von zytotoxischen T-
Lymphozyten und natirlichen Killerzellen (z.B. STACEY et al., 1985). Sie spielt eine groBe Rolle in den
Hormon- und Wachstumsfaktor-abhdngigen Geweben und Organen bei Zugabe oder Wegnahme der
entsprechenden Regulationsfaktoren (z.B. im Thymus, Prostata, Uterus, dem adrenalen Cortex, den
Granulosazellen sowie den erythroiden und lymphoiden Zellen, den Embryonenzellen und neuronalen
Zellen, zusammengestellt in SCHWARTZMAN und CIDLOWSKI, 1993). Gerat dieser Mechanismus aus seinem

I\\

Gleichgewicht, so kommt es zur Ausbildung von Krankheiten. Ein ,Zuviel* an Apoptose pragt die HIV-
Erkrankung (TERAI et al., 1991) und neurodegenerative Krankheiten (z.B. Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson, Loo et al., 1993; TAKASHIMA et al., 1993), ein ,Zuwenig" z.B. die Entstehung von Tumoren
(STRASSER et al., 1990; HoLLowooD und MACARTNEY, 1991; MCDONNELL und KORSMEYER, 1991; WILLIAMS, G.
T., 1991; STRASSER et al., 1994), Autoimmunkrankheiten (STRASSER et al., 1991) und virale Infektionen
(z.B. mit Herpes- oder Adenoviren, LEVINE et al., 1993).

Vielleicht die faszinierendste Erkenntnis der Apoptose-Forschung ist, daB jede Zelle zeit ihres Lebens ein
jederzeit abrufbares Programm zu ihrer eigenen Zerstérung enthalt (RAFF, 1992; RAFF et al., 1993).
Dieses ist — vermutlich um eine sofortige Reaktion auf Veranderungen ermdglichen zu kénnen — nicht nur
genetisch manifestiert, sondern es existieren zahlreiche Vorlduferformen von zu aktivierenden Enzymen,
eine ganze Reihe pro- und antiapoptotischer Faktoren, die sich in der Zelle im Normalzustand in einem
ausgekligelten Gleichgewicht befinden. Eine Storung dieser Homoostase fiihrt zum geordneten
Absterben der Zelle (RAFF, 1992; RAFF et al., 1993, basierend auf der Theorie von PURVES et al., 1988 und
OPPENHEIM, 1991). Gezeigt wurde dies fiir C. elegans von HENGARTNER und HORVITZ (19943, b). Die Zellen
sind damit jederzeit bereit zu sterben, ohne daB eine weitere Proteinsynthese erfolgen muB (RAFF et al.,
1993; JACOBSON et al., 1994). Der Tod der Zellen — in der Regel sind es nur einzelne oder wenige Zellen,
die meist asynchron in Apoptose gehen (WYLLIE et al., 1981; WALKER, N. I. et al., 1988) - hinterlaBt
praktisch keine Spuren der einmal vorhandenen Zelle; sie wird von Nachbarzellen oder Makrophagen
aufgenommen. Dabei kommt es weder zu einer inflammatorischen Reaktion, noch zu einer
Beeintrachtigung der phagozytierenden Zellen (SAviLL und FADOK, 2000). Ist das Programm erst einmal
gestartet, kommt es innerhalb recht kurzer Zeit zum geordneten Abbau der Zelle in ihre nahezu kleinsten
und vor allem fiir den Rest des Organismus ungefdhrlichen Bestandteile (HOLMGREN et al., 1999).
Allerdings sind nicht alle Bestandteile des Apoptose-Programms wirklich wichtig fiir den Tod der Zelle. Es
existieren eine ganze Reihe von Sicherungsmechanismen, welche die Bedeutung der Apoptose flir das

Leben eines Organismus zusatzlich unterstreichen. Die Apoptose ist zudem ein hoch konservierter ProzeB,
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was die Erforschung dieses Gebiets selbst am Beispiel des Nematoden Caenorhabditis elegans ermdglicht.
Hieraus konnten auch im Menschen wichtige Erkenntnisse (iber dieses Phanomen gewonnen werden
(ELLzs et al., 1991a; HENGARTNER et al., 1992; YUAN und HORvITZ, 1992).

1.1.1 MORPHOLOGIE

In apoptotischen Zellen lduft eine charakteristische Folge von morphologischen Verdanderungen ab.
Zunachst schrumpfen die Zellen aufgrund von Wasserverlust und iso-osmotischem Verlust von Ionen
(insbesondere K*) im Zytoplasma und der Zell-Zell-Kontakt geht verloren (BORTNER et al., 1997; BORTNER
und CipLowski, 1999; HUGHES und CIDLOWSKI, 1999; BORTNER und CIDLOWSKI, 2000; GOMEZ-ANGELATS et al.,
2000). Der genaue Mechanismus ist unklar. Die Zelle rundet sich ab und I6st sich von der perizelluldren
Matrix. Das Chromatin kondensiert am Rand des Zellkerns zu einer typischen halbmondférmigen Struktur
(,Pyknosis") und die Zytoskelett-Struktur kollabiert. Im nachsten Schritt werden Zellkern und Zytoplasma
zu ,apoptotic bodies" fragmentiert (,cell blebbing" oder ,Karyorrhexis"). Die DNA wird in
Oligonukleosomen geschnitten, die in der Gelelektrophorese die typische DNA-Leiter-Struktur zeigen
(KERR, 1971; KERR et al., 1972; WyLLIE et al., 1980). Die Mitochondrien und Lysosomen bleiben intakt. Die
apoptotischen Kdrperchen sind verschlossen und behalten ihre osmotischen Gradienten, evtl. durch die
Aktivitat vernetzender Enzyme, wie die Transglutaminase, zur Verhinderung der Lyse (FESus, 1991). Die
apoptotischen Zellen werden nach Prasentation sog. ,eat me"-Signale von Makrophagen oder
benachbarten Zellen phagozytiert (SAviLL und FADOK, 2000).

Biochemisch sind apoptotische Zellen durch die Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials
charakterisiert. Es kommt zu einer intrazelluldaren Ansduerung, der Produktion reaktiver
Sauerstoffverbindungen und der Externalisierung von Phosphatidylserin in der Membran-Doppelschicht.
Bestimmte zellulare Proteine werden einer selektiven Proteolyse unterzogen. Die DNA wird in hoch- und
niedermolekulare Fragmente gespalten (WYLLIE et al., 1984; LAZEBNIK et al., 1994; WALKER und SIKORSKA,
1994; WALKER et al., 1994; GOTTLIEB und FENNEWALD, 1996; ZamzaMI et al., 1996). Apoptose ist also ein
energieabhdngiger, in den Zellen genetisch verankerter ProzeB, der durch interne und externe Faktoren
beeinfluBt werden kann.

Im Gegensatz dazu ist die Nekrose gekennzeichnet durch den Verlust der Membranintegritat und das
Anschwellen von Zytoplasma und Mitochondrien. Dies ist auf die Unfdhigkeit zur Aufrechterhaltung der
Ionen-Homdostase zuriickzufiihren. SchlieBlich kommt es zur vdlligen Lyse der Zelle. Durch die Lyse der
Zelle werden die zytoplasmatischen Inhalte der Zelle in die Extrazellularflissigkeit freigesetzt und es
kommt zu einer signifikanten inflammatorischen Antwort in Form von massiven Entziindungsreaktionen.
Die DNA wird nach Lyse der Zelle bzw. Zellorganellen nach dem Zufallsprinzip abgebaut und zeigt in der
Agarose-Gelelektrophorese einen Schmier von DNA verschiedenster GroBe (WYLLIE et al., 1980; SuNn, D.
Y. et al., 1994a).
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Abbildung 1: Morphologischer Vergleich von Apoptose und Nekrose (verandert nach
Produktkatalog Boehringer Mannheim)

In Zellkultur kommt es aufgrund des Fehlens phagozytierender Zellen zu einer Abspaltung von
apoptotischen Kdrperchen. Diese apoptotischen Kérperchen zeigen eine progressive Erweiterung und den
Abbau zytoplasmatischer Organellen, was — nicht ganz treffend - auch als ,sekunddre Nekrose"
bezeichnet wird (SEARLE et al., 1975; DoN et al., 1977). Die apoptotischen Kérperchen sind
membranumschlossen, so daB weiterhin eine Exposition zellularer Inhalte im Extrazellularraum vermieden

wird und somit auch eine mdgliche Entziindungsreaktion (SHERIDAN et al., 1981).

1.1.2 SIGNALWEG

Die charakteristischen Manifestierungen der Apoptose reflektieren die Aktivierung eines intrinsischen
Zelltod-Apparates, der Uber die Evolution hinweg stark konserviert blieb (Caenorhabditis elegans-Studien,
ELLIS et al., 1991a; HENGARTNER et al., 1992; YUAN und HORvITZ, 1992). Viele der Erkenntnisse liber den
Mechanismus des Zelltodes stammen aus der Analyse des Nematoden Caenorhabditis elegans
(zusammengestellt z.B. in VAUX et al., 1994; VAux und KORSMEYER, 1999 u.a.). Der Signalweg laBt sich
unterteilen in die Auslosung durch sogenannte Effektoren, die Weiterleitung Uber die Aktion von
Adaptoren und Regulatoren und schlieBlich die ausfilhrenden Elemente, die zu den beobachteten

morphologischen und biochemischen Phanomenen der Apoptose fiihren.
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Im Zentrum der Signalkaskade steht die Familie der Caspasen, eine Familie von Cystein-Proteasen, die
eine Spaltungsspezifitdt fir die Peptidbindung nach der Aminosdure Aspartat besitzen (daher der Name
Caspase aus ,,Cysteinyl aspartate-specific proteinase®, ALNEMRI et al., 1996; NICHOLSON und THORNBERRY,
1997; WANG, S. et al., 1998). Die 14 zur Zeit bekannten Caspasen konnen nach ihrem bevorzugten
Substrat, ihrer Sequenzidentitit und strukturellen Ahnlichkeiten in zwei groBe Unterfamilien geteilt
werden (zusammengestellt in TALANIAN et al., 1997; CRYNS und YUAN, 1998; NICHOLSON und THORNBERRY,
1997). Etwa zwei Drittel der bekannten Caspasen spielen eine Rolle wahrend der Apoptose (THORNBERRY
und LAZEBNIK, 1998; EARNSHAW, 1999; EARNSHAW et al., 1999). In der Zelle kommen sie als inaktive
Vorlauferformen (Zymogene), genannt Procaspasen vor, die sich gegenseitig in einer Kaskade ahnlich des
Komplementsystems durch Spaltung aktivieren kdnnen. Wie wichtig sie tatsachlich fiir die Apoptose sind,
zeigen Caspase-Knockout-Mause (z.B. KuiDA et al.,, 1998, zusammengestellt in VAuXx und KORSMEYER,
1999) und die Wirkung von Caspase-Inhibitoren auf die Ausfiihrung der Apoptose (CRYNS und YUAN,
1998). Auch bestimmte Krankheitsbilder konnten in direkten Zusammenhang mit Caspase-Aktivitdten
gebracht werden (z.B. Morbus Alzheimer mit Caspase 3, GERVAIS et al., 1999).

Zur Auslésung der Apoptose existieren eine ganze Reihe von Mechanismen. Darunter befindet sich der
Wegfall von wichtigen Uberlebensfaktoren (wie z.B. Wachstumsfaktoren) bzw. die Auslésung durch
Todesfaktoren, wie sie der Fas-Ligand, der Tumornekrosefaktor TNF und TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand) darstellen. Genotoxische Substanzen (wie z.B. Zytostatika) oder y-Strahlung, sowie
oxidativer StreB fiihren zur Auslésung von Apoptose durch DNA-Schaden (zusammengestellt z.B. in
THOMPSON, 1995).

Besonders gut untersucht ist die Auslésung der Apoptose durch die sog. Zelloberfldchen-Rezeptor-
Agonisten (WALLACH et al., 1997). Hier werden nach Art der ausgeldsten Signalkaskade zwei Typen
unterschieden: zum einen die Agonisten des Oberflachenrezeptors fiir TNF-a, zum anderen die Liganden
des Oberfldchenrezeptors APO/Fas/CD95 (TRAUTH et al., 1989; NAGATA und GOLSTEIN, 1995; VANDENABEELE
et al., 1995). Diese Substanzen sind bereits bekannt, da sie an einer Reihe immunologischer,
inflammatorischer und pathologischer Prozesse beteiligt sind. Ein wichtiges Beispiel aus der Gruppe der
TNF-Liganden ist das in dieser Arbeit verwendete Zytokin TNF-a, bzw. aus der Gruppe der Fas-Liganden
der Anti-APO/Fas-Antikdrper. Durch die Bindung von Liganden an die entsprechenden Rezeptoren auf der
Zelloberflache kommt es zu einer Trimerisierung der Rezeptoren (NAGATA und GOLSTEIN, 1995;
VANDENABEELE et al., 1995; AsHKENAzI und DixitT, 1998). Diese binden mit ihren intrazelluldren
Todesdomanen (Death Domains — DD) Adaptorproteine, wie z.B. FADD/MORT1 (zusammengestellt in
GOLSTEIN, 1997; BOLDIN et al., 1995; CHINNAIYAN et al., 1995; NAGATA, 1997; Yuan und Cryns, 1998).
Dieser den Tod induzierende Komplex wird auch DISC genannt (Death Inducing Signalling Complex). Die
Adaptorproteine rekrutieren lber ihre sogenannten Todeseffektordomanen (Death Effector Domains —
DED) Procaspasen, wie die Procaspasen 8 und 10. Diese werden proteolytisch aktiviert und initiieren so
die proteolytische Caspase-Kaskade, weswegen sie auch als Initiatorcaspasen bezeichnet werden (u.a.
WALLACH et al., 1997; CRYNS und YUAN, 1998; THORNBERRY, 1998).

Ein weiterer Weg der Apoptose-Signalkaskade verlauft tiber die Mitochondrien. Dieser Signalweg wird z.B.
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Uber Topoisomerase-Hemmstoffe ausgeldst, die zu DNA-Schaden fiihren. Topoisomerasen sind nukledre
Enzyme, die voriibergehend Einzel- oder Doppelstrangbriiche in den DNA-Molekiilen erzeugen, wobei die
Bruchstiicke kovalent mit dem Protein verbunden bleiben. Neben der Transkription und der Reparatur der
DNA sind sie an der DNA-Replikation beteiligt, indem sie die Torsionsspannung des DNA-Doppelstrangs
durch Strangbruch und Entdrillung lésen (WANG, J.C., 1987). Der in dieser Arbeit am haufigsten
verwendete Apoptose-Induktor ist die Substanz Topotecan. Topotecan ist ein Camptothecin-Derivat und
gehort wie dieses zu den Topoisomerase I-Inhibitoren (ENG et al.,, 1988). Im Unterschied zur
Topoisomerase II verursacht die Topoisomerase I nur Einzelstrangbriiche. Beide ermdglichen eine
Entspiralisierung und damit einen Zugriff der DNA-Polymerase auf den zu replizierenden Strang. Die
hauptsachlichen Schritte dieses komplexen Prozesses sind die Bindung der Topoisomerase I an
spezifische DNA-Abschnitte und die Spaltung des Phosphodiester-Riickgrats eines DNA-Strangs. Hierbei
bildet ein Tyrosin-Rest des Enzyms ein kovalentes Intermedidrprodukt mit dem 3'-Phosphatende des
gespaltenen DNA-Strangs. Nach Relaxation der DNA wird die Phosphodiesterbindung wiederhergestellt
und die Topoisomerase I dissoziiert von der DNA. Dadurch kann sich die Replikationsgabel fortbewegen
und der Replikationsmechanismus durchgefiihrt werden. Die Wirkung des Topotecans beruht darauf, daB
Topotecan irreversibel an den kovalenten Komplex aus Enzym und DNA-Doppelstrang bindet. Durch das
Fortschreiten der Replikationsgabel erfolgt ein proteinassoziierter Bruch der DNA-Einzelstrange (HORWITZ
und HorwITz, 1973; Liu, L. F., 1989; ZHANG, H. et al., 1990; CAPRANICO, 1992).

Ahnliches gilt fiir die Topoisomerase II-Inhibitoren Etoposid und Teniposid, die in die Gruppe der
semisynthetischen Podophyllotoxine gehdren (CHEN, G. L. et al., 1984; LONN et al., 1989). Durch die
Topoisomerase II kommt es zu einem Doppelstrangbruch. Auch hier kommt es zu keiner DNA-Bindung
der Inhibitoren, sondern lediglich zu einer Inhibierung der Strangentdrillung und DNA-Ligase-Aktivitat der
Topoisomerase II. Der weitere Weg von den vereinzelt entstandenen Strangbriichen bis zur Auslésung
der gesamten apoptotischen Maschinerie ist noch nicht vollends aufgeklart.

Weitere intrazelluldr wirkende Induktionsformen verlaufen (iber Substanzen, die lber eine Schadigung
der Mitochondrien die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien bewirken (Bossy-WETZEL et
al., 1998). Durch solche Todesstimuli kommt es nach Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials
zur mitochondrialen Freisetzung von Cytochrom ¢, Apaf-1 (Apoptotic protease-activating factor-1) und
AIF (Apoptosis Inducing Factor). Cytochromc (eine Kernkomponente der mitochondrialen
Elektronentransportkette!!) bindet im Zytoplasma an Apaf-1, das unter Bildung des Apoptosoms sowohl
mit der Procaspase 9 als auch mit dem Todesantagonisten Bcl-X, interagiert (PAN et al., 1998). Durch
proteolytische Aktivierung der Procaspase 9 zur aktiven Caspase 9 kommt es zur Auslésung der Caspase-
Kaskade (Bossy-WETzeL et al., 1998), die Bildung des Apoptosoms stimuliert die Aktivierung der
Caspase 3 (Liy, X. et al., 1996; L1, P. et al., 1997; ZHou, Q. et al., 1997).

Der mitochondriale und der ligandenvermittelte Weg sind iiber die weitere Caspase-Kaskade miteinander
gekoppelt. Sie flihrt schlieBlich zur Spaltung intrazellularer Zielmolekiile. In der Caspase-Kaskade kommt
es zur gegenseitigen Aktivierung der bekannten Caspasen. Davon gehéren die Caspasen 8 und 10 sowie

2 und 9 zu den initial aktivierten Caspasen. Die Caspasen 8 und 10 besitzen eine DED-Domane (Death
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Effector Domain), wahrend die Caspasen 2 und 9 Uber eine CARD-Domdne (Caspase Activating and
Recruiting Domain) verfiigen. Die Caspasen3, 6 und 7 bilden die Gruppe der sogenannten
~Executioner*-Caspasen. Sie sind zustandig fir die proteolytische Spaltung weiterer Signal- und
ausfiihrender Proteine. So spaltet Caspase 3 z.B. die Topoisomerasen I und II, Aktin, Fodrin, Gelsolin,
PARP und die DNA-abhdngige Proteinkinase, sowie ICAD, den Inhibitor der DNase CAD (Caspase
Activated DNase). CAD wird dadurch aktiviert und ist schlieBlich fiir die DNA-Fragmentierung wahrend
der Apoptose (mit-?)verantwortlich (LAZEBNIK et al., 1994; KOTHAKOTA et al., 1997; THORNBERRY, 1997;
SAKAHIRA et al., 1998). Die Liste der Caspase-Substrate umfaBte 1999 knapp 100 Proteine, mit deutlich
steigender Tendenz (STROH und SCHULZE-OSTHOFF, 1998; EARNSHAW et al., 1999; NICHOLSON, 1999). Auch
diese Spaltungen sind spezifisch und geordnet. Sie fiihren zu den biochemischen und morphologischen

Veranderungen der apoptotischen Zelle.

Regulatoren

Apoptose ist ein streng regulierter ProzeB, an dem pro- und antiapoptotische Molekiile beteiligt sind. Die
regulatorischen Molekiile lassen sich aufgrund ihres Eingreifens in die Apoptose in drei Gruppen einteilen:
zum einen die Molekiile, welche die Zelle im Normalzustand vor Apoptose bewahren, zum anderen die
Molekiile, die auf der Ebene der Ausldsung eingreifen und zum dritten die Inhibitoren der Caspasen.

Zur ersten und zweiten Gruppe gehéren die Mitglieder der Bcl-2-Familie (zusammengestellt in REED, J. C.
et al.,, 1996; ANTONSSON und MARTINOU, 2000; ApAMS und Cory, 1998; TsuiaMoTO und SHiMIizu, 2000;
HENGARTNER, 2000). Sie enthalten sowohl antiapoptotisch (Bcl-2, HOCKENBERY et al., 1990; KORSMEYER et
al., 1990; KORSMEYER, 1992) als auch proapoptotisch (wie z.B. Bid, Bax, Bim, Bad, Bcl-X,, BOISE et al.,
1993; OLTvAI et al., 1993; YANG et al., 1995) wirkende Molekiile. Diese halten sich in der Zelle im
Normalzustand die Waage. So finden sich sowohl pro- als auch antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2-
Familie an der Oberflache der Mitochondrien. Dort regulieren sie die Freisetzung von Cytochrom c (der
genaue Mechanismus ist nicht bekannt). Hier ist insbesondere Bid zu nennen, das als proapoptotisches
Bcl-2-Familienmitglied von Caspase 8 gespalten wird. Es transloziert in das Mitochondrium und stimuliert
dort die Freisetzung von Cytochrom c (L1, H. et al., 1998). Es kann wiederum von Bcl-X, inhibiert werden.
Die Wechselwirkung zwischen den beiden groBen Signalwegen der Apoptose hat allerdings nur ein
minimales AusmaB, so daB beide Signalwege groBtenteils unabhdngig voneinander ablaufen (GRross et
al., 1999; YIN et al., 1999).

In die zweite Gruppe gehodren Kofaktoren und Adaptoren wie Apaf-1 und FADD sowie Inhibitoren wie
virale und zellulare FLIPs, ARCs und IAPs. FLIPs (FADD like ICE inhibitory proteins, IRMLER et al., 1997;
SHU et al., 1997; THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998) sind Molekiile, die ahnlich wie die Caspase 8 aufgebaut
sind, jedoch keine katalytische Funktion besitzen und damit die Aktivierung der Procaspase 8 inhibieren.
ARCs (apoptosis repressors with caspase recruitment domain, KOSekI et al., 1998) sind Proteine, die eine
CARD-Domane enthalten und somit die Interaktion zwischen den verschiedenen CARD enthaltenden
Proteinen blockieren.

Zu den Inhibitoren der Caspasen gehéren vor allem Mitglieder der sogenannten IAP-Familie (inhibitors of
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apoptosis, UREN et al., 1998). Der zentrale Mechanismus verlauft Gber direkte Inhibierung vor allem der
Caspasen 3 und 7 (zusammengestellt in LACASSE et al., 1998). Diese wiederum kdnnen von IAP-
Inhibitoren wie z.B. Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) oder DIABLO (direct 1AP-

binding protein with low pI) inhibiert werden.

Abbildung 2: Apoptotische Signalkaskade (modifiziert nach HENGARTNER, 2000)

Effekte

Von den bereits genannten biochemischen und morphologischen Effektoren ist fiir die vorliegende Arbeit
neben der Kondensation des Chromatins insbesondere die Fragmentierung der nukledaren DNA von
Bedeutung. Die Kondensation des Chromatins wahrend der Apoptose ist im Gegensatz zur
Chromatinkondensation bei der Mitose ein passiver ProzeB, der aus dem Verlust der strukturellen
Integritét von Euchromatin, der Kernmatrix und der Kernlamina resultiert. Dadurch kann das
Heterochromatin aggregieren und die DNA-Fragmentierung einsetzen (HENDZEL et al., 1998; ROBERTSON et

al., 2000). Als potentielle Kandidaten fir die Kondensation wurden die Molekile Acinus und AIF
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identifiziert. Acinus (,Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus", SAHARA et al., 1999) ist
ein durch Caspase 3 und eine weitere, unbekannte Protease aktiviertes Protein. AIF (,Apoptosis Inducing
Factor", SUsIN et al., 1999) ist ein Faktor, der aus den Mitochondrien freigesetzt wird und in den Kern
transloziert. Daneben kdénnten auch CAD, eine fiir die DNA-Fragmentierung verantwortliche DNase (siehe
unten), sowie die DNasen I und II, die L-DNase II und Cathepsin B eine Rolle spielen (zusammengestellt
in ZamMzamMI und KROEMER, 1999). Auch der Abbau der Lamine (durch Caspase 6, LAZEBNIK et al., 1994;
LAzEBNIK et al., 1995; TAKAHASHI et al., 1996) und evtl. anderer Proteine kdnnte hierzu beitragen
(OBERHAMMER et al., 1994; GHIBELLI et al., 1995; WEAVER et al., 1996). ALLERA et al. (1997) vermuten
aufgrund der Chromatinstruktur wahrend der frilhen Apoptose eine Chromatin-Umorganisation durch
spezifische Konformationséanderungen auf Ebene der Nukleosomen. Diese sollen unabhdngig von und vor
der DNA-Spaltung geschehen. Sie basieren auf der Beobachtung, daB sich aufgrund von ,face to face"-
Interaktionen der Core-Partikel schmale 11 nm Filamente bilden, die zu einem eng verwobenen Netzwerk
gefaltet werden. Insgesamt 1&Bt sich zum Ablauf der apoptotischen Kondensation des Chromatins noch
keine eindeutige Aussage treffen, auch wenn sicherlich mehrere Faktoren eine Rolle spielen (und weitere
gefunden werden, wie z.B. der mdgliche EinfluB der Topoisomerase II, DURRIEU et al., 2000). Da mit AIF
ein Caspase-unabhangiger Faktor gefunden wurde, wird davon ausgegangen, daB die Kondensation des
Chromatins teilweise unabhangig von dem Abbau der chromosomalen DNA kontrolliert wird (SAKAHIRA et
al., 1999).

Aus verschiedenen bahnbrechenden Untersuchungen, vor allem der Gruppe um Nagata, ist bekannt, daf
die DNA-Fragmentierung zumindest zum Teil auf die Aktivierung einer endogenen DNase zuriickzufiihren
ist (ENARI et al., 1995; ENARI et al., 1998; SAKAHIRA et al., 1998; SAMEJIMA und EARNSHAW, 1998; SAMEJIMA
et al.,, 1998; NAGATA, 2000). Sie kommt sowohl im Zytoplasma als auch im Kern in inaktiver Form im
Komplex mit ICAD vor, das zugleich Chaperon fiir die korrekte Faltung der CAD und ihr Inhibitor ist.
Durch Caspase 3 wird der Inhibitor wahrend Apoptose gespalten und so die DNase aktiviert. Daher wird
sie auch als CAD bezeichnet (Caspase Activated DNase). Im Menschen ist sie als DFF40 (von DNA-
Fragmentierungs-Faktor mit der Molekularmasse 40 kDa) definiert. Ihr Inhibitor wird entsprechend als
ICAD (Inhibitor von CAD) bzw. DFF45 (DNA-Fragmentierungs-Faktor mit der Molekularmasse 45 kDa)
bezeichnet. In dieser Arbeit werden aufgrund der Klarheit nur die Begriffe CAD bzw. ICAD verwendet. Ist
CAD aktiviert, so kommt es zur internukleosomalen Spaltung der DNA am DNA-Linker. Es entstehen
Mono- und Oligonukleosomen, die nach elektrophoretischer Auftrennung die typische DNA-Leiter-Struktur
zeigen (Abbildung 3). Wahrend der Apoptose kommt es jedoch nicht nur zu DNA-Fragmenten dieser
geringen GroBe, sondern auch zu hochmolekularen Fragmenten, deren Entstehungsweise nicht bekannt
ist. Es ist jedoch anzunehmen, daB die Organisation des Chromatins einen wichtigen Effekt auf die

Entstehung der zwei GréBenordnungen von Fragmenten wahrend der Apoptose ausiibt.

Die Apoptose
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Apoptotische fella

Pulsfeldgel- konventionelle
elekiropnorese Gelelektrophorese

Abbildung 3: Die DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose erzeugt Fragmente in zwei
verschiedenen GroRRenordnungen (Abbildung modifiziert nach HUGHES und CibLowskl, 2000)

Durch die Spaltung mit einer noch nicht identifizierten Endonuklease kommt es wahrend der Apoptose zur Bildung hochmolekularer
DNA-Fragmente, die durch die Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt werden konnen und eine GréBe zwischen 50 und 300 kb
aufweisen. Es wird vermutet, daB diese Spaltungen an den Matrixanheftungsregionen der DNA-Schleifen stattfinden konnten (vgl.
4.4.4 und 5.4). Die niedermolekularen DNA-Fragmente entstehen durch Spaltung an der Linker-DNA zwischen den Nukleosomen
durch CAD und bestehen aus Mono- und Oligonukleosomen. Diese zeigen nach gelelektrophoretischer Auftrennung die sog. DNA-
Leiter.

1.2 DAS CHROMATIN

Um das AusmaB der Komplexitdt anzudeuten, die mit der Organisation, den Strukturen und Funktionen
von eukaryotischen Chromosomen zusammenhdngt, geniigt es, sich vorzustellen, daB das diploide
humane Genom, welches 6 x 10° Basenpaare enthilt und damit mehr als 2 m DNA-Linge aufweist, in
46 Chromosomen verpackt ist. Jedes von ihnen ist in der Metaphase nur wenige Mikrometer lang und nur
einen halben Mikrometer dick (DAVIE, 1995). Einzelne Stufen dieser Verpackung konnten trotz intensiver
Forschung bis heute noch nicht vollsténdig entschliisselt werden.

Das Chromatin besteht neben der DNA aus einem etwa gleichen Anteil an Histonen und dariber hinaus
den sogenannten Nicht-Histon-Proteinen. Die Nicht-Histon-Proteine sind in chromosomale Funktionen und
Strukturen, in die Chromosomenorganisation und in die Kernarchitektur involviert. Dabei bilden sie die
sogenannte Kernmatrix oder das Kernskelett. Die Histone, die zunachst nur fiir passive Strukturproteine
mit wenig Effekt auf die DNA-Funktionen gehalten wurden, sind als Ziel chemischer Modifikationen
wieder in den Blickpunkt des Interesses geriickt. Zu den chemischen Modifikationen zahlen
Acetylierungen, Methylierungen, Ubiquitinylierungen und Phosphorylierungen. Sie kodnnen die

Transkription der Gene und andere Prozesse beeinflussen (zusammengestellt in BRADBURY, 1998, sowie




Einleitung -11-

WoLFFE und GUSCHIN, 2000). Am Chromatin finden insbesondere die Prozesse der Transkription,

Replikation, Rekombination und DNA-Reparatur statt.

1.2.1 DIE BEREICHE DES CHROMATINS

Nach seiner Anfarbbarkeit kdnnen in der Interphase des Zellzyklus zwei verschiedene ,Arten" des
Chromatins unterschieden werden: das Heterochromatin als transkriptionell inaktives, dicht gepacktes
Chromatin und das Euchromatin als transkriptionell aktives Chromatin, das eine offenere Struktur
aufweist (HENIKOFF, 1990; PARDUE und HENNIG, 1990; HENIKOFF, 1994).

Das Heterochromatin macht etwa 15% der menschlichen DNA aus und findet sich in allen multizellularen
eukaryotischen Genomen. Es enthdlt einen hohen Prozentsatz repetitiver DNA, hat reduzierte
Rekombinationsraten, einen geringen Anteil an Protein-codierenden Regionen und wird in der spaten S-
Phase repliziert. Das Heterochromatin bleibt wahrend des Zellzyklus kondensiert. Auf in der Nahe
gelegene euchromatische Gene kann es Repressionseffekte ausiiben (KARPEN, 1994; WEILER und
WAKIMOTO, 1995). Eine weitere vermutete Rolle spielt es in der Chromosomenpaarung (RENAULD, 1997)
und der Kompartimentierung des Kerns (SADONI et al., 1999). Heterochromatische Bereiche finden sich
gehauft insbesondere am und um das Zentromer und an den Telomeren der Chromosomen. Die
Chromosomen zeigen eine jeweils charakteristische Banderung nach Farbung mit Giemsa-Farbstoff oder
Quinacrin (BERNARDI, 1993): Dunkle Banden (auch G oder Q-Banden genannt) zeigen die relativ AT-
reichen, DNase-unempfindlichen und Gen-armen Bereiche, die frih im Zellzyklus kondensiert werden,
jedoch spat replizieren. Helle Banden (R-Banden) zeigen dagegen relativ GC-reiche Bereiche, die zudem
DNase-empfindlich sind und friih repliziert werden. Sie enthalten viele Gene, darunter nahezu alle sog.
~Haushaltsgene".

Im Genom des Menschen gehdéren etwa 30% der DNA zu den Genen und verwandten Sequenzen (davon
sind wiederum nur etwa 10% der codierenden DNA zuzurechnen, wdhrend 90% in die Gruppe der
Pseudogene, Genfragmente und Introns sowie untranslatierten Sequenzen gehéren). 70% der DNA
befindet sich auBerhalb der Gen-enthaltenden Bereiche. Davon sind etwa 20% mittel bis stark repetitiv,
d.h. die DNA kommt entweder in verstreut liegenden Wiederholungen oder sog. tandemférmigen oder
eng benachbarten Wiederholungen (als Cluster) vor. In der Gruppe der verstreut liegenden
Wiederholungen kann die Gruppe der SINEs (Short INterspersed repetitive Elements) von den LINEs
(Long INterspersed repetitive Elements) unterschieden werden. Zur ersten Gruppe gehdrt die
sogenannte Alu-Familie, zur zweiten Gruppe die sogenannte Kpn-Familie. Bei den tandemfdrmig oder
geclustert vorliegenden Wiederholungen handelt es sich hauptsachlich um Satelliten-DNA und Telomer-
DNA.

Die Alu-Familie enthalt etwa 700.000 bis 1.000.000 Kopien und ist damit die haufigste Sequenz im
menschlichen Genom. Sie hat einen relativ hohen GC-Gehalt und findet sich vor allem in den R-Banden

und in euchromatischen Regionen des Genoms. Im Durchschnitt kommt sie alle 4 kb vor, fehlt jedoch in
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den codierenden Bereichen. Alu-Elemente treten hdufig in nicht-codierenden intragenen Bereichen, in
Introns und vereinzelt in Regionen auf, deren Transkripte nicht translatiert werden.

Die LINE—1-Familie enthalt etwa 60.000 bis 100.000 Kopien (FANNING und SINGER, 1987) und kommt
ca. alle 50 kb einmal vor. Viele ihrer Mitglieder kénnen aktiv in andere Bereiche des Genoms springen
(HowMES et al., 1994). Auch sie finden sich in euchromatischen Bereichen, dort jedoch in den G-Banden
und fehlen in den codierenden Bereichen.

Die Satelliten-DNA ist durch sehr lange Folgen (100 kb bis mehrere Mb) tandemférmiger
Wiederholungen von DNA-Sequenzen mit einer einfachen bis mittelkomplexen repetitiven Einheit
charakterisiert (SINGER, 1982). Sie wird nicht transkribiert und macht pro Chromosom 3 bis 5% der DNA
aus. Neben den a-Satelliten mit einer Grundeinheit von 171 bp gibt es auch B-Satelliten und die Satelliten
1 bis 3. Sie finden sich vor allem im Zentromer und den perizentromerischen Regionen.

Die Telomer-DNA besteht beim Menschen aus 2 bis 15 kb groBen direkten Wiederholungen des
Hexanukleotids (TTAGGG), und charakterisiert die Enden der Chromosomen. Wesentlich variabler ist die
Minisatelliten-DNA, die sich subtelomerisch befindet und aus etwa 0,1 bis 20 kb langen hypervariablen
Folgen besteht. Thre Funktion ist unklar.

Die Grundeinheit der Chromatinstruktur aller eukaryotischen Zellen ist das Nukleosom (KORNBERG, 1977),
in dem die DNA in enger Verbindung mit den basischen Histonen vorliegt. Mehr als 80% der DNA des
Zellkerns liegen in Nukleosomen gebunden vor (NoLL, 1974a). Diese Einheiten kdnnen Strukturen héherer
Ordnung ausbilden, deren genauer Aufbau jedoch nicht bekannt ist. Neben den Assoziationen von DNA
und Histonen in Nukleosomen existiert noch die Gruppe der sog. Nicht-Histon-Proteine, zu denen z.B. die
HMG-Proteine gehéren (High Mobility Group). Zusammen bilden sie die Kernmatrix, die haufig auch als

Proteinnetzwerk oder Proteingeriist bezeichnet wird.

1.2.1.1 NUKLEOSOMEN

Biochemische und elektronenmikroskopische Analysen des Chromatin-Aufbaus zeigten, daB 146 bp DNA
um ein Histon-Oktamer gewunden sind, so daB 1,75 Windungen einer linksgangigen Superhelix mit einer
Ganghdhe von 2,8 nm entstehen (FINCH et al., 1977). Das Histon-Oktamer aus je zwei Molekilen der
Histone H2A, H2B, H3 und H4 und die DNA bilden das sogenannte Core-Partikel mit einem Durchmesser
von 10nm (KORNBERG und THOMAS, 1974; KweG et al., 1980; ARENTS et al., 1991).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen aneinandergereihte Core-Partikel als eine Faser mit
Jperlenschnurartiger® Struktur (OLINS und OLINS, 1974). Benachbarte Core-Partikel sind mit der
sogenannten Linker-DNA untereinander verbunden. An der Ein- und Austrittsstelle der DNA-Doppelhelix
am Core-Partikel ist das H1-Histon (Linker-Histon) mit der Linker-DNA assoziiert (CRANE-ROBINSON und
PTITSYN, 1989). Durch das H1-Histon erhéht sich die proteingebundene DNA-Menge auf 166 bp. Diese
Einheit wird als Chromatosom bezeichnet (SiMpsoN, 1978). Die genaue Positionierung des H1-Histons ist
allerdings noch unklar. Neuere Untersuchungen von ZHou et al. (1998) deuten eine asymmetrische

Bindung des H1-Histons auf der AuBenseite der DNA-Superhelix an. PRUsS et al. (1996) beobachten die

Einleitung



Einleitung -13 -

Bindung des H1-Histons an der Innenseite der DNA-Superhelix. Die sich wiederholenden Einheiten aus
Histon-Oktamer mit 146 bp DNA, Linker-DNA und H1-Histon stellen in ihrer Gesamtheit als Nukleosom die
elementaren Untereinheiten des Chromatins dar (KORNBERG, 1977).

Der DNA-Gehalt der Nukleosomen ist in verschiedenen Organismen und Zelltypen unterschiedlich. Es
kdénnen sogar Unterschiede innerhalb einer Zelle gefunden werden (wie bei den Telomer-Nukleosomen).
Das Histon-Oktamer bindet immer 146 bp DNA. Die Linker-DNA variiert jedoch in ihrer Lénge, sie kann
zwischen 6 und 80 bp enthalten (ersteres in Telomeren, zweiteres in anstelle von H1 an Histon H5
gebundenen Nukleosomen, KORNBERG, 1977; ALLAN et al., 1980; STEIN et al., 1994).

Das H1-Histon fixiert die um das Histon-Oktamer gewundene DNA-Doppelhelix und nimmt daher eine
Schliisselfunktion bei der Ausbildung einer Struktur héherer Ordnung und der weiteren Kondensierung
der DNA ein (KORNBERG, 1977; THOMA et al., 1979; CARRUTHERS et al., 1998). Die Linker-Histone sind
allerdings nicht essentiell fir das Chromatin und die Chromosomenausbildung (DAssO et al., 1994; SHEN
et al., 1995). Die Histone der Metazoen weisen eine Drei-Domanen-Struktur auf, namlich eine zentrale
globuldre Domane, die von C- und N-terminalen Regionen flankiert wird. Die globuldre Domane der
Linker-Histone kann mit dem Nukleosom-Core-Partikel auf verschiedene Weise assoziieren (Pruss et al.,
1996; ZHou et al., 1998). Die N- und C-terminalen Regionen der Linker-Histone binden an die DNA
innerhalb des Nukleosom-Core-Partikels und an die Linker-DNA zwischen den Nukleosom-Core-Partikeln.
Da die Histone sehr basische Proteine sind, deren basische Aminosauren insbesondere in den N- und C-
terminalen Regionen gehduft vorkommen, konnen sie das polyanionische Riickgrat der DNA
neutralisieren und so die Faltung der nukleosomalen Einheiten zu Strukturen héherer Ordnung erleichtern
(CLARK und KIMURA, 1990). Die N- und C-terminalen Regionen der Histone sind kritisch fiir die
Selbstausbildung von kondensierten Fasern in Strukturen hdherer Ordnung. Diese Interaktionen zwischen
den terminalen Regionen und der DNA und dem Protein verandern sich bei Faltung oder Kompaktierung
der Chromatinfaser (FLETCHER und HANSEN, 1996). Zudem sind posttranslationale Modifizierungen der N-
terminalen Regionen vermutlich verantwortlich fir spezifische Funktionen und Konformationen der
Chromatinfaser, indem sie die Interaktionen der terminalen Regionen der Histone definiert verdndern
(HANSEN et al., 1998). Unter physiologischen Bedingungen ist die Assoziation des Histons H1 an das
Chromatin sehr viel weniger stabil als die der Core-Histone. Die Entfernung des H1 wird daher auch als
Mdglichkeit angesehen, sowohl die lokale als auch die Chromatinstruktur hdéherer Ordnung zu
destabilisieren und die Interaktion zwischen den Core-Histonen und der DNA zu verandern (WOLFFE und
GUSCHIN, 2000).

1.2.1.2 HOHERE STRUKTUREN

Die Linker-Histone enthaltenden Nukleosomenketten neigen in Anwesenheit von H1-Histonen dazu,
unregelmaBige Fasern mit einem Durchmesser von ungefahr 30 nm zu bilden (THOMA et al., 1979). Ihre
Architektur und Art der Kompaktierung ist jedoch Grundlage zahlreicher kontroverser Diskussionen
(WiDpom, 1989; vAN HOLDE und ZLATANOVA, 1995; FLETCHER und HANSEN, 1996; WoODCOCK UND HOROWITZ,
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1995). Diese Diskussionen beziehen sich nicht auf die Struktur des Nukleosomen-Core-Partikels, die
bereits auf atomarer Ebene untersucht ist (ARENTS und MOUDRIANAKIS, 1993; LUGER et al., 1997), sondern
auf die Anordnung und die Interaktionen der Nukleosomen-Core-Partikel in dreidimensionaler Hinsicht
sowie die Stellen der Bindung der Linker-DNA und Linker-Histone (VAN HOLDE und ZLATANOVA, 1995;
Woobcock UND HorowITZ, 1995). Wie wichtig das Versténdnis der fundamentalen Faltungseigenschaften
der Nukleosomenketten ist, zeigen Berichte, die Evidenzen fiir eine Schlisselrolle der Chromatinstruktur
héherer Ordnung bei der Bestimmung des transkriptionalen Status der Gene und Genorte sehen (TURNER,
1991; FELSENFELD, 1992; SVAREN und HORz, 1993; WORKMAN und BUCHMAN, 1993; PARANJAPE et al., 1994;
WOLFFE, 1994; KINGSTON et al., 1996). Bei der Kompaktierung des Chromatins spielen insbesondere
Veranderungen der ionischen Umgebung eine Rolle (WiDoM, 1986), die auf elektrostatische Interaktionen
zwischen DNA, den Histon-Proteinen und freien Ionen zuriickzufiihren sind (CLARK und KIMURA, 1990).
Durch Elektronen-Kryomikroskopie und Raster-Kraft-Mikroskopie konnten natives Chromatin und
definierte Chromatinanordnungen ohne vorherige Fixierung oder Farbung untersucht werden und zeigten
ein irreguldres, dreidimensionales Zickzack-Faltungsmuster, das wahrend der Kompaktierung des
Chromatins erhalten blieb (STAYNOV et al., 1983; BORDAS et al., 1986b, a; WiLLIAMS, S. P. et al., 1986;
KusisTA et al., 1990; Woobcock, C. L. et al., 1993; GRAZIANO et al., 1994; HorRowITzZ et al., 1994; LEUBA et
al., 1994; BEDNAR et al., 1998). Damit sind, anders als im dlteren Solenoidmodell (FINCH und KLUG, 1976),
aufeinanderfolgende Nukleosomen nicht benachbart und die Linker-DNA-Segmente nicht gewunden.
Zudem ist die Chromatinstruktur damit viel unregelmaBiger und komplexer als zundchst angenommen
(WoLFFE und GUSCHIN, 2000).

1.2.1.3 MATRIXANHEFTUNGSREGI ONEN

Ein attraktives Modell der weiteren Chromatinorganisation stellt die Organisation der DNA in DNA-
Schleifen von einer durchschnittlichen GréBe von ca. 50 bis 300 kb dar. Diese sollen durch Bindung von
AT-reichen DNA-Sequenzen an die Kernmatrix gebildet werden (LAEMMLI, 1978; LAEMMLI et al., 1978;
SAITOH und LAEMMLI, 1993). Ein haploides Genom wiirde danach etwa 60.000 DNA-Schleifen enthalten.
Dies liegt im Rahmen der geschatzten Anzahl von menschlichen Genen, die zwischen 50.000 und 100.000
liegt.

DNA-Schleifen entstehen durch die Anheftung von DNA-Sequenzen aufgrund ihrer Affinitat an die
Kernmatrix. Nach Art der Untersuchung werden sie als MARs (Matrixanheftungsregionen, COCKERILL und
GARRARD, 1986; COCKERILL, 1990) oder SARs (von ,scaffold attachment regions®, MIRKOVITCH et al., 1984)
bezeichnet. Die Ergebnisse beider Methoden sind jedoch dieselben, so daB in dieser Arbeit der Begriff
MARs synonym fiir MARs und SARs gebraucht wird (siehe auch DAvIE, 1995). MARs sind damit definiert
als genomische Regionen, welche die Fahigkeit besitzen, in vitro an isolierte Kernmatrizes zu binden.
Zudem existieren sogenannte in vivo-Nachweismethoden: Sie beruhen auf der Beobachtung, daB die
Topoisomerase II eine der Hauptkomponenten der Kernmatrix ist. Die enzymatische Aufgabe der

Topoisomerase II besteht in der Einfihrung von Doppelstrangbriichen in die DNA, die dadurch
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superhelicale Torsionen durch Rotation der DNA-Enden entwinden kann. Diese Strangbriiche werden
nach der Rotation wieder ligiert. Durch die Verwendung von Topoisomerase II-Inhibitoren kommt es
jedoch zu einer Stabilisierung der Doppelstrangbriiche (CHEN, G.L. et al., 1984). Auch hier entstehen

Fragmente der GréBenordnung 50 bis 300 kb, welche die DNA-Schleifen-GréBe demonstrieren sollen.
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Abbildung 4: Die Organisation der DNA in DNA-Schleifen

A. Schematische Darstellung der Organisation der DNA in Schleifen, die an der Kernmatrix angeheftet sind. Die Pfeile stehen fiir
einzelne Gene, die eventuell - soweit sie sich in einer Schleife befinden - gemeinsam reguliert werden konnten. Im Gegensatz zur
Darstellung sind die DNA-Schleifen nicht gleich groB (Abbildung entnommen aus Mathews & van Holde: Biochemistry (1990) the
Benjamin Cummings Publishing Company Inc.).

B. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Metaphasenchromosoms aus Hela-Zellen nach Entfernung der Histone (entnommen
aus PAULSON und LAEMMLI, 1977). Zu sehen sind links die DNA-Schleifen und das Nichthiston-Proteingeriist, davon rechts ein
Ausschnitt in groBerer VergréBerung, der zeigt, daB die DNA-Schleifen an der Proteinmatrix angeheftet sind.

Es existieren bereits Nachweise fiir MARs in vielen codierenden Genregionen in einer groBen Bandbreite
von eukaryotischen Zellen (z.B. GASSER et al., 1989; LAEMMLI et al., 1992). Ein Vergleich der gefundenen
MARs zeigt, daB keine eindeutige Sequenzahnlichkeit zwischen einzelnen MARs existiert; typischerweise
bestehen sie aus einer ca. 0,3 — 1 kb groBen Region einer AT-reichen Sequenz, enthalten zwei oder mehr
Kopien des ATATTT-Motivs und enthalten Topoisomerase II-Bindungsstellen (MIRKOVITCH et al., 1984;
GASSER und LAEMMLI, 1986; BODE und MaAss, 1988; DikweL und HAMLIN, 1988; Levy-WILson, 1990).
Zudem existiert oft eine kurze Sequenz, die das Potential besitzt, sich unter superhelicalem Stre zu
entpaaren (COCKEeRILL et al., 1987; BODE et al., 1992). Haufig sind sie in Introns zu finden (COCKERILL und
GARRARD, 1986; CockeriLL et al., 1987; KAs und CHASIN, 1987; JARMAN und HIGGs, 1988; RoMmIG et al.,
1994; RoLLINI et al., 1999). Sie enthalten hdufig verstreut repetitive Sequenzen, wie z.B. Elemente aus
der LINE- oder SINE-Familie (SYkEs et al., 1988; CHONG et al., 1995; STRISSEL et al., 1998; ROLLINI et al.,
1999). Allerdings sind MARs eher dynamische als statische Interaktionen zwischen DNA und Matrix. Es
gibt permanente und transiente MARs. Die transienten MARs treten bei der Transkription und Replikation
der DNA auf, verschwinden am Ende dieser Prozesse jedoch (BEREZNEY und COFFEY, 1975; JACKSON und
Cook, 1985). Permanente MARs existieren in allen Zellen, auch solchen, die véllig replikations- oder
transkriptionsinaktiv sind (RAzIN et al., 1986; GEORGIEV et al., 1991). Zudem finden sich MARs in naherer
Umgebung oder an den Replikationsurspriingen (RAzIN et al.,, 1986). MARs kdénnen auch durch
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Histonmodifikationen, welche die nukleosomale Struktur verandern, beeinfluBt werden (KLEHR et al.,
1992).

Sinn und Zweck der Anheftung der DNA in Schleifen an der Kernmatrix ist zunachst sicherlich die
Kompaktierung der DNA um den ca. 700fachen Faktor (PIENTA et al., 1991). Durch die Bildung der DNA-
Schleifen werden unabhangige, topologisch zusammengefaBte Chromatineinheiten gebildet, welche die
Transmission der Topologie von einer Chromatindomane zur nachsten verhindern. Somit ist jede Domane
von den Regulationsmechanismen zur Transkription und Replikation der Nachbardomanen isoliert und
unabhdngig (z.B. FERNANDES und CATAPANO, 1995). MARs kdnnten damit Domanengrenzen darstellen, die
funktionelle Chromatineinheiten voneinander trennen (KELLUM und ScHEDL, 1991). Ein experimenteller
Hinweis dafiir ist, daB sie die Expression von Reportergenen durch Bildung einer Domane verstarken und
dadurch von Effekten benachbarter Domdnen abschirmen (ALLEN et al., 1993a; ALLEN et al., 1993b).
Zudem konnten sie an der H1-abhéngigen Offnung des Chromatins beteiligt sein, indem sie die Ablésung
des H1 vom Chromatin durch Interaktionen z.B. mit HMG-1/Y erleichtern (KAs et al., 1993; PoUAK et al.,
1994), und damit auch bei der Hl-abhangigen Kondensation und Dekondensation des Chromatins
mitwirken (KAs et al., 1993; ZHAO et al., 1993). Dem aktuellen Modell der DNA-Schleifen zufolge hangen
die Zelltyp- und Differenzierungs-abhangige Genexpression und die zeitliche Abstimmung der Replikation

von der Organisation des Chromatins in DNA-Schleifen ab, die an der Kernmatrix angeheftet sind.

1.2.1.4 DER AUFBAU DER KERNMA TRIX

Die Kernmatrix definiert die Gestalt des Kerns und ist strukturelle Grundlage fiir Prozesse wie DNA-
Replikation, Transkription und Reparatur (PIENTA et al., 1991). Die Kernmatrix ist definiert als die
Kernstruktur, die nach Salzextraktion von Nuklease behandelten Kernen - und damit Extraktion der
Histone - zurlickbleibt. Untersuchungen der nuklearen Matrix haben ergeben, daB diese aus Nukleoli,
dem Kern-Poren-Lamin-Komplex und der sog. internen Kernmatrix zusammengesetzt ist (BEREZNEY und
CoFFEY, 1974; BEREZNEY, 1991).

Die Proteine der Kernmatrix kdnnen nach BouLikas (1995) in verschiedene Gruppen eingeteilt werden: (1)
Transkriptionsfaktoren mit stringenter DNA-Sequenzspezifitat wie Myb, Myc, RFP, C/EBP, AP-1, Sp1l und
NMP-1 (ATF) (2) DNA-bindende Proteine, die nicht stringent sequenzspezifisch sind, sondern wie die
Topoisomerase II, das Histon H1, das Lamin B1, SAF-A (Scaffold Attachment Factor A) und ARBP
(Attachment Region Binding Protein) fahig sind, zwischen MAR- und nicht-MAR-DNA zu unterscheiden.
Diese Proteine benétigen zur Erkennung der MAR-DNA eine Mindestlange von 240 bis 350 bp. Sie kdnnen
die Schleifenbildung zwischen zwei auseinanderliegenden MARs verursachen. Sie bevorzugen AT-reiche
Sequenzen, kommen abundant vor und kénnen auch die MAR-DNA verschiedener Gene erkennen (3)
Enzyme des Kerns wie DNA-Polymerasen, Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), Histon-Deacetylasen
(4) Matrixadaptoren, die nicht mit der MAR-DNA interagieren, jedoch mit anderen Proteinen der Matrix,

z.B. dem RB (Retinoblastom). Sie kdnnen zur Bildung groBer Komplexe fiihren und eine Funktion der
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Uberbriickung der verschiedenen regulatorischen MARs ausiiben (5) Strukturproteine wie z.B. Aktin,
Fodrin, Gelsolin.

Allerdings gibt es auch Argumente gegen die Existenz einer Kernmatrix (aktuell diskutiert in PEDERSON,
2000) und damit auch gegen die Anheftung von DNA-Schleifen an diese Matrix. Ein weiteres Modell der
Kompaktierung der DNA basiert auf einer helicalen Windung der Chromatinfaser, gefolgt von helicaler
Faltung in eine resultierende 250 nm Faser (SEDAT und MANUELIDIS, 1978; BELMONT et al., 1987; BELMONT
et al.,, 1989; BELMONT und BRUCE, 1994; ROBINETT et al., 1996). Insbesondere die Existenz einer strikt
radialen Symmetrie oder zentralen, durchgehenden Achse fiir die Anheftung der DNA-Schleifen, wie sie
noch von PAULSON und LAEMMLI (1977), SEDAT und MANUELIDIS (1978) und GASSER und LAEMMLI (1986)
postuliert wurde, wird immer unwahrscheinlicher. In vivo wird eine eher diffuse Organisation von DNA-
Schleifen beobachtet, die an Nicht-Histon-Proteine gekoppelt sind. Zudem erscheint der
Interchromatinraum in lebenden Zellen als sinusoidales, untereinander verbundenes System, das an die
Chromatin-Konturen gebunden ist (KANDA et al., 1998; ZINK et al., 1998; BORNFLETH et al., 1999; MANDERS
et al., 1999; PoL1Tz et al., 1999) und durch das sich die nukledre RNA durch Diffusion bewegt (DANEHOLT,
1999).

1.2.2 FUNKTIONELLE BETRACHT UNG DES CHROMATINS

In den letzten Jahren hat sich das Bild vom Chromatin von einem zundachst recht starren, statischen
Modell (THOMA et al., 1979; RICHMOND et al., 1993) in ein variables, dynamisches und funktionelles Modell
verwandelt. Zellbiologische Ansatze zeigten die Kompartimentierung von bestimmten Histonvarianten und
Modifikationen zu individuellen Chromosomen und Chromatin-Domanen (HEBBES et al., 1988; TURNER et
al., 1992; GRossBACH, 1995). Genetische Analysen deuteten spezialisierte Funktionen fiir individuelle
Histondomdnen an bestimmten chromosomalen Stellen an (GRUNSTEIN et al., 1995). Die biochemische
Rekonstitution der Chromatinarchitektur zeigte, daB sie die Transkription aktivieren (ScHILD et al., 1993)
oder unterdriicken kann (WoLFFE, 1989; CHIPEV und WOLFFE, 1992; HOWE et al., 1998). Dies flihrte zu der
Erkenntnis, daB das Chromatin funktionell spezialisiert und strukturell heterogen ist. Die dynamische
Qualitdt des Chromatins, die fiir die regulatorische Flexibilitit von Prozessen wie Transkription,
Replikation, Rekombination und Reparatur verantwortlich ist, riickte in den Brennpunkt der Forschung.
Posttranslationale Modifikation der Histone durch Acetylierung der Lysin-Aminosdauren beglinstigt die
strukturelle  Verdnderung auf Mononukleosomenebene, die den Zugang zur DNA fir
Transkriptionsfaktoren erleichtern (NORTON et al., 1989; LeE et al., 1993; Tsg, R. et al., 1996; VETTESE-
DADEY et al., 1996). Die Fortbewegung der DNA- oder RNA-Polymerase durch das Chromatin verursacht
eine Umlagerung der Histone an der DNA. Das Fehlen von H1 und H2A/H2B férdert die Mobilitat der
Nukleosomen und den Zugang von Transkriptionsfaktoren (CHIPEV und WOLFFE, 1992; HAYES und WOLFFE,
1992; PENNINGS et al., 1994; URrA et al., 1995; TsE, C. et al., 1998). Viele transkriptionale Aktivatoren
besitzen Histon-Acetyltransferase-Aktivitat (BROWNELL und ALLIS, 1996; BROWNELL et al., 1996; WOLFFE und

PRUSS, 1996). Transkriptionale Repressoren rekrutieren Histon-Deacetylasen (TAUNTON et al., 1996; PAzZIN
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et al.,, 1997, WoLFrFe et al., 1997). So konnen transkriptionelle Aktivatoren mit acetylierten Histonen
(WINSTON und ALLIS, 1999) interagieren, wahrend transkriptionale Repressoren an deacetylierte Histone
assoziieren (EDMONDSON et al., 1996). Die Strukturen des aktiven und reprimierten Chromatins weisen
sicherlich verschiedene Proteinzusammensetzungen auf; ihre Struktur ist jedoch unbekannt (WOLFFE und
GUSCHIN, 2000). Daneben existieren noch Histonmodifikationen in Form von Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung und ADP-Ribosylierung, die ebenfalls weitere dynamische Aspekte mit ins Spiel bringen
(zusammengestellt in WOLFFE und GUSCHIN, 2000).

Ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Regulation der Genexpression ist die kovalente Modifizierung der
DNA (Kass et al., 1997b). Das Genom eines adulten Vertebraten enthalt 60 bis 90% methylierte Cytosine
in den CpG-Dinukleotiden. Durch diese Modifizierung kann die Erkennung der Doppelhelix durch die
transkriptionale Maschinerie sowie der strukturellen Proteine, die das Chromatin zusammensetzen,
verandert werden (Kass et al., 1997a; NAN et al., 1997). DNA-Methylierung kann die Genaktivitdt sowohl
lokal in Bezug auf einzelne Promotoren oder Enhancer, als auch (ber weite Strecken hinweg durch einen
globalen Mechanismus beeinflussen (TATE und BIRD, 1993). So korreliert die Zunahme methylierter CpG-
Dinukleotide mit der Transkriptionsinaktivierung ("Silencing™) ganzer Chromosomen, Transgene und
teilweise entwicklungsabhédngig-regulierter Gene (L1, E. et al., 1993a; L1, E. et al., 1993b; SzyF, 1996).
Alle diese Systeme (iben epigenetische Effekte auf die Regulation der Transkription aus, in denen
identische DNA-Sequenzen innerhalb desselben Zellkerns unterschiedlich verwendet werden. Durch die
Methylierung werden diese Bereiche jedoch nicht nur transkriptions-inaktiv, sondern auch Nuklease-
resistent (ANTEQUERA et al., 1989; ANTEQUERA et al., 1990). Dies weist auf eine veranderte Struktur des
Chromatins in den methylierten Bereichen hin. So konnte nachgewiesen werden, daB individuelle
Nukleosomen auf Basis methylierter DNA tatsdchlich stabiler miteinander interagieren, als auf Basis
unmethylierter DNA (KESHET et al., 1986).

1.3 DiIE APOPTOSE-BEDIN GTE DNA-FRAGMENTIERUNG DES CHROMATINS

Eine der ersten Erkenntnisse der Apoptose-Forschung war die Beobachtung, daB das Chromatin
apoptotischer Zellen fragmentiert wird. Wahrend inzwischen viel (iber die Signalwege der Apoptose von
der Auslésung bis zum EinfluB hemmender und aktivierender intrazelluldrer Molekile in den
verschiedensten Organismen bekannt ist, ist die Apoptose-bedingte Fragmentierung des Chromatins
kaum erforscht. Es ist nachgewiesen, daB zwei verschiedene GrdBenordnungen von Fragmenten
entstehen (hoch- und niedermolekulare Fragmente). Auch eine der verantwortlichen DNasen (CAD) ist
identifiziert worden, doch die Regeln, nach denen das Chromatin wahrend der Apoptose abgebaut wird,
sind unbekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Fragmentierung des Chromatins wahrend
der Apoptose zu untersuchen, um Erkenntnisse lber den Ablauf und die Zusammenhdnge zwischen der

Apoptose-bedingten Chromatinfragmentierung und der Chromatinstruktur zu gewinnen.
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2 KONZEPT DER ARBEIT

Um ein geeignetes System zur Untersuchung der apoptotischen DNA-Fragmentierung zu finden, sollte
zunachst die Auslésung der Apoptose in verschiedenen Zellinien und mit unterschiedlichen Induktoren
untersucht werden. Hierfiir wurden Nachweismethoden fiir die Apptose etabliert. In der Mehrzahl der
Zellinien entstehen wahrend der Apoptose DNA-Fragmente in zwei verschiedenen GréBenordnungen. In
diesem Zusammenhang sollte geklart werden, in welcher zeitlichen Reihenfolge die sogenannten hoch-
und niedermolekularen DNA-Fragmente entstehen und in welcher Beziehung diese Reihenfolge zu den
morphologischen Verdanderungen wahrend der Apoptose steht. Auf der Grundlage dieser Untersuchungen
galt es, hypothetische bevorzugte apoptotische Schnittstellen in einer mdoglichst groBen und genau
bekannten Modellregion zu identifizieren. Als Modellregion diente der groBe Histongencluster auf dem
menschlichen Chromosom 6 (ALBIG et al., 1997). Angeregt wurde diese Fragestellung durch die
Identifizierung einer bevorzugten apoptotischen Schnittstelle in der Bruchpunktregion innerhalb des MLL-
Gens (STANULLA et al., 1997), die mit vorher gefundenen Matrixanheftungsregionen in dieser Region
(STRISSEL et al., 1998) in Beziehung gesetzt wurde. Daraus wurde die Hypothese entwickelt, daB3 die
Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente wahrend der Apoptose bevorzugt an den
Matrixanheftungsregionen der DNA-Schleifen stattfinden kdnnte. Aus diesem Grund sollte nach der
Identifizierung bevorzugter apoptotischer Schnittstellen auch die Domanenstruktur des Histongenclusters
aufgeklart werden.

Nach den Untersuchungen am Beispiel des Histongenclusters war die Untersuchung des
Fragmentierungsmusters ganzer Chromatinbereiche wahrend der Apoptose von Interesse. Da das Genom
aus Bereichen verschiedener Struktur und Funktionalitdt aufgebaut ist, war zu untersuchen, wie diese
wahrend der Apoptose fragmentiert werden. Zum einen sollte das Fragmentierungsverhalten codierender
Regionen aktiver und nicht aktiver Gene mit nicht codierenden Regionen verglichen werden. Zum
anderen war das Verhalten spezifischer Chromosomenbereiche wie Zentromer, Telomer, LINE- und SINE-
Elemente zu untersuchen. Insbesondere sollte geklart werden, ob bestimmte Bereiche friiher oder spater
fragmentiert werden und ob einzelne Bereiche bevorzugt geschnitten werden, oder von der
Fragmentierung ausgespart werden. Aus der Kinetik sowie der Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-
Fragmentierung in verschiedenen Chromatinregionen sollten Aussagen (ber den Zusammenhang

zwischen der Chromatinstruktur und der apoptotischen DNA-Fragmentierung gewonnen werden.
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3 MATERIAL UND METH ODEN

3.1 MATERIAL
3.1.1 GERATE

Firma AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (Freiburg)
Photometer RNA/DNA-Kalkulator GeneQuant II, Photometer ULTROSPEC 4050

Firma BERTHOLD (Wildbad)
Geigerzahler LB122

Firma BIOMETRA (Gottingen)
Rotaphor R23

Firma EPPENDORF (Hamburg)
Tischzentrifuge 5415

Firma HERAEUS (Hanau)
Biofuge pico, Brutschrank cytoperm 2, Brutschrank Typ B5050, Megafuge 1.0, Sterilbank HERAsafe Typ
18/2, Varifuge 3.0R

Firma HERAEUS SEPATECH (Osterode)
Zytosystem

Firma KENDRO (Hanau)
Kahlzentrifuge SORVALL® Superspeed RC2-B

Firma NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO. INC (Edison, New Jersey, USA)
Brutschrank Model CO 24, Kulturschittler Incubator Shaker Model G 25

Firma MOLECULAR DYNAMICS

PhosphorImager

Firma PERKIN ELMER (APPLIED BIOSYSTEMS) (Weiterstadt)
Thermocycler TC 2, DNA-Sequencer Modell 373

Firma PHILIPS (Hamburg)
Szintillationszahler PW4700
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Firma SAVANT (Holbrook, NY, USA)
Kdhlfalle RVT 100, Speed Vac SC 100

Firma SCHARFE SYSTEM (Reutlingen)
elektronisches Zellzahlgerat CASY 1 TT

Firma UVP (San Gabriel, Kalifornien, USA)
UV-Schirm Transilluminator Modell TM40

Firma VACUUBRAND (Wertheim)
Vakuumpumpe Typ RZ 5, Vakuumpumpe Typ RD 4

3.1.2 CHEMIKALIEN

Firma AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (Buckinghamshire, GB)

5 '[y**P]-ATP (waBrige L6sung, spezifische Aktivitit 3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml)

5 '[a32P]-dCTP (waBrige Losung, spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml)

Dextransulfat, Rapid-hyb Hybridisierungspuffer, Hybridisierungspuffer in Tablettenform RPN131

Firma BECKMAN Coulter Euro Diagnostics (Krefeld)

Isoton

Firma BIOCHROM (Berlin)
DMEM, FCS, HAM s F12, MEM, UPMI 1640

Firma BIOMOL (Hamburg)
BCIP, DTT, IPTG, NBT, Phenol (TE gesattigt), X-gal

Firma BIORAD (Miinchen)
AG 501-X8 Resin, Bromphenolblau, DNA-GroBenstandard Lambda-Leiter

Firma BOEHRINGER (Mannheim)
Aprotinin, ATP, BCIP, dNTPs, Leupeptin, NBT, Pepstatin

Firma BRISTOL-MYERS SQUIBB (Miinchen)

Teniposid-Infusionsldésung, Teniposid-Reinsubstanz
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Firma CALBIOCHEM (Bad Soden)
Propidiumiodid

Firma DIFCO (Detroit, USA)
Bacto-Agar, Bacto-Hefeextrakt, Bacto-Trypton, Yeast Extract, Yeast Nitrogen Base

Firma FLUKA (Neu-Ulm)

Aphidicolin, DMSO, Formamid sowie die verwendeten Aminosduren

Firma GIBCO/BRL (Karlsruhe)
Agarose, FCS, LMP-Agarose, Penicillin/Streptomycin, Trypsin

Firma MERCK (Darmstadt)

Ammoniumacetat, Borsaure, Calciumchlorid, Chloroform, Coomassie Brilliant Blue R-250,
Dinatriumhydrogenphosphat, EGTA, Ethanol, Giemsa-Farbstofflosung, Glucose, Formaldehyd,
Isoamylalkohol, Isopropanol, Kaisers Glyzeringelatine, Kaliumacetat, Kaliumchlorid,
Kaliumdihydrogenphosphat,  Lithiumchlorid, = Magnesiumacetat, Magnesiumsulfat, Natriumacetat,

Natriumcitrat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid, Salzsdure, Trichloressigsaure

Firma PEQLAB (Erlangen)
peq Gold Agarose

Firma PHARMACIA (Freiburg)
Ficoll™, Nick™-S3ulen Sephadex G-25

Firma RATIOPHARM (UIm)
Ampicillin (Binotal®)

Firma R&D SYSTEMS (Wiesbaden)

Rekombinantes, humanes TNF-a

Firma ROCHE DIAGNOSTICS (Mannheim)
dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Firma ROTH (Karlsruhe)
Aceton, 30% (w/v) Acrylamid-0,8% (w/v) Bisacrylamid-Stammldsung, Dimethylformamid, Essigsdure,

Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat, Tris
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Firma SERVA (Heidelberg)
APS, 2-Mercaptoethanol, EDTA, Glyzerin, HEPES, Lactatsdure, Magnesiumchlorid, Maltose, Methanol, NP-
40, Paraformaldehyd, PMSF, PVP, Saccharose, SDS, Spermidin, Spermin, TCA, TEMED

Firma SIGMA (Minchen)
Benzamidin, BSA, DAPI, Ethidiumbromid, MOPS, N-Lauroylsarkosin, PIPES, Ponceau S, Thimerosal, Triton
X-100, Tween-20

Firma SMITHKLINE BEECHAM (Miinchen)

Topotecan

3.1.3 REAGENZIENSATZE

Firma AMERSHAM (Braunschweig)

Rediprime Random-Prime-Labeling-Kit

Firma MILTENYI BIOTEC (Bergisch-Gladbach)
MACS Apoptotic-Cell-Isolation-Kit

Firma PERKIN ELMER (Weiterstadt)
ABI PRISM™ Big-Dye™-Terminator-Cycle-Sequencing-Ready-Reaction-Kit mit Ampli-Taq® DNA-

Polymerase FS

Firma PHARMINGEN (San Diego, USA)
APO-BrdU™-Kit

Firma PROMEGA (Madison, USA)
pGEM-T Vektor-System I

Firma QIAGEN (Hilden)
QIAEX® II Agarose-Gel-Extraktions-Kit, Qiagen Blood & Cell-Culture-DNA-Kit, Qiagen Midi-Plasmid-DNA-
Isolierungs-Kit, QIAquick-PCR-Produkt-Aufreinigungs-Kit

3.1.4 ENZYME

3.1.4.1 RESTRIKTIONSENDONUKLEA SEN

Firma MBI FERMENTAS (Vilnius, Litauen)
Eco RI, HindIII, MluI
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Firma NEW ENGLAND BIOLABS (Schwalbach)
Bam HI, BstE 11, Eco RI, Fspl, Ncol Notl, Pvull, Sacll, Smal, Spel

Firma TAKARA (Otsu, Shija, Japan)
Pstl

3.1.4.2 DNA-MODIFIZIERENDE EN ZYME

Firma BOEHRINGER (Mannheim)
Nuklease S7 aus Staphylokokkus aureus (Mikrokokkus-Nuklease)

Firma ROCHE DIAGNOSTICS (Mannheim)
Alkalische Phosphatase (aus Kalberdarm), T4-DNA-Ligase

Firma MBI/FERMENTAS (Vilnius/Litauen)
T4-Polynukleotidkinase

Firma SIGMA (Miinchen)

Red Tag™ Polymerase

3.1.4.3 SONSTIGE ENZYME

Firma BOEHRINGER (Mannheim)

Proteinase K

Firma ROCHE DIAGNOSTICS (Mannheim)

RNase A (aus Rinderpankreas)

Firma SIGMA (Miinchen)

Lysozym (aus Hiihnereiweil)

3.1.4.4 ANTIKORPER

Firma BIOMOL (Hamburg)
Anti-APO/Fas-Antikdrper

Erstantikorper
Firma ROCHE DIAGNOSTICS (Mannheim)
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Anti-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase, polyklonales Serum vom Kaninchen
Firma QIAGEN (Hilden)
Anti-Tetra-His-Antikdrper

Zweitantikorper
Firma DIANOVA (Hamburg)

Ziege-Anti-Kaninchen IgG, alkalische Phosphatase konjugiert

Firma SIGMA (Miinchen)
Anti-Maus IgG, alkalische Phosphatase konjugiert

3.1.5 LOSUNGEN UND PUFFER

Aminosaure-Mix™®" (10 x)

Je 200 pg/ml Adenin, Arginin, Isoleucin, Histidin, Lysin, Methionin, Tryptophan, Uracil, 500 pg/ml
Phenylalanin, 1,5 mg/ml Valin, 300 ug/ml Tyrosin, gelagert bei -20°C
Ampicillin Stammlésung

100 mg/ml Ampicillin in A. bidest, sterilfiltriert

APS-Stammlésung

10% (w/v) Ammoniumpersulfat in A. bidest, Aufbewahrung bei -20°C
Kalziumchlorid-Ldésung

50 mM CaCl, in A. bidest

Cycloheximid-Stammlésung

25 mg/ml Cycloheximid in Ethanol

DAPI-Einbettmedium

10% (v/v) PBS, 90% (v/v) Glyzerin, 1 mg/ml Phenylendiamin, 1 pg/ml 4,6-Diamidino-2-Phenylindol
(DAPT)

Denaturierungspuffer

1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH in A. bidest

EDTA-LOsung

500 mM EDTA in A. bidest, pH 8,0

EGTA-LBsung

500 mM EGTA in A. bidest

Ethidiumbromid-Stammlésung

10 mg/ml Ethidiumbromid in A. dest

Etoposid-Stammldsung

50 mM in DMSO

Formamid, deionisiert
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500 ml Formamid wurden fiir 30 min mit 50 g AG 501-X8 Resin im Abzug geriihrt, Gber einen Faltenfilter
filtriert und bei —20°C gelagert

Kernpuffer

150 mM NaCl, 2 mM KH,PO,/KOH, pH 6,4, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,

Lysispuffer

10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 9,5, 25 mM EDTA, 10% (w/v) Lauroylsarkosin, 2 mg/ml Proteinase K
Lysozym-LGsung

10 mg/ml Lysozym in A. bidest, frisch angesetzt

MOPS-Puffer (10 x)

200 mM MOPS, pH 7,0, 30 mM NaAc, 10 mM EDTA

Natriumacetat

3 M NaAc, pH 4,8

Neutralisierungspuffer

1,5M NaCl, 0,5 M Tris-HCl pH 7,2, 1 mM EDTA

Phosphate Buffered Saline (1 x PBS)

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,PO,, pH 7,4
PMSF-Stammldsung

0,1 M PMSF in Isopropanol, Lagerung bei 4°C

Proteinase-K-Stammldsung

10 mg/ml in A. bidest, Lagerung bei —20°C

10 x Reaktionspuffer fur Alkalische Phosphatase (ROCHE DIAGNOSTICS)

0,5 M Tris-HCl, pH 8,5, 1 mM EDTA

10 x Reaktionspuffer fur T4-DNA-Ligase (ROCHE DIAGNOSTICS)

50 mM Tris-HCl, pH 7,8, 10 mM MgCl,, 20 mM DTT, 1 mM ATP

10 x Reaktionspuffer fur RedTag-Polymerase

100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI, 11 mM MgCl,, 0,1% Gelatine

10 x Reaktionspuffer fur Restriktionsendonukleasen (MBI FERMENTAS)

Rot: 100 mM Tris-HCl, pH 8,5, 100 mM MgCl,, 1000 mM KCI

10 x Reaktionspuffer fur Restriktionsendonukleasen (NEW ENGLAND BIOLABS)
NEB2: 100 mM Tris-HCI, pH 7,9, 100 mM MgCl,, 500 mM NaCl, 10 mM DTT

NEB3: 500 mM Tris-HCI, pH 7,9, 100 mM MgCl,, 1000 mM NaCl, 10 mM DTT

NEB4: 200 mM Tris-Essigsaure, pH 7,9, 100 mM Mg-Acetat, 500 mM K-Acetat, 10 mM DTT
10 x Reaktionspuffer fur Restriktionsendonukleasen (TaKaRa)

Puffer H: 500 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1000 mM NaCl

RNase A-Stammldsung (DNase-frei)

10 mg/ml RNase, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 15 mM NaCl, 20 min auf 95°C erhitzt, langsam auf RT
abgekihlt und bei -20°C gelagert

Material



Material und Methoden

-27 -

SDS-Stammlésung (10%6)

10 g/100 ml A. bidest

SSC-Puffer (20 x)

3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat

Stripping-Ldsung

0,1% SDS in A. dest, kochend

TAE-Puffer (10 x)

0,5 M Tris-Base, pH 7,8 mit HAc, 0,2 M Na-Acetat, 20 mM EDTA
TBE-Puffer (10 x)

0,9 M Tris-Base, pH 8,3, 0,9 M Borsaure, 25 mM EDTA
TE-Puffer (10 x)

100 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0

TELT-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 62,5 mM EDTA, 2,5 M LiCl, 4% (v/v) Triton X-100
Teniposid-Stammldsung

1 mg/ml in DMSO bzw. Ethanol

Thimerosal-L6sung zum Lagern der Membranen
0,01% Thimerosal in 2 x SSC

TNF-a-Stammldsung

5 pg/ml in PBS mit 0,1% BSA
Topotecan-Stammldsung

1 mg/ml in A. bidest

Tris-HCI

10 mM Tris-HCl, pH 8,5

Trypsin-EDTA (1 Xx)

0,05% (w/v) Trypsin, 0,53 mM EDTA in 1 x PBS
Waschpuffer 1

2 xSSC, 0,1% SDS in A. dest

Waschpuffer 2

0,2 x SSC, 0,1% SDS in A. dest

3.1.6 MEDIEN

3.1.6.1 NAHRMEDIEN ZUR KULTIV IERUNG VON BAKTERIEN

LB-Medium

1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,2% (w/v) Maltose, der pH wurde

mit 10 N NaOH auf 7,0 eingestellt und die Lésung autoklaviert. Fiir Dauerkulturen wurden 0,5 ml einer
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frisch in LB-Medium gewachsenen Ubernachtkultur mit 0,5 ml sterilem Glyzerin vermischt und bei -20°C

aufbewahrt.

LB-Agar-Platten
Dem LB-Medium wurde vor dem Autoklavieren 15 g/l Bacto-Agar zugegeben. Nach Abkiihlung auf
ca. 50°C wurde dem Medium sterilfiltriertes Ampicillin in einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugesetzt

und das Medium in Petrischalen gegossen.

3.1.6.2 NAHRMEDIEN ZUR KULTIV IERUNG VON HEFEN

SCD™-Medium

1 x Aminosauremix™®, 0,67% (w/v) Yeast Nitrogen Base, 4% (w/v) Glucose, der pH wurde auf einen pH
zwischen 5,0 und 6,0 eingestellt.

SCGL™"-Medium

6,75 g/l Yeast Nitrogen Base, 0,1% (w/v) Glucose, 3% (v/v) Glycerol, 2% (w/v) Lactatsaure, 100 ml/I
10 x Aminosduremix ohne die Aminosdure Leucin, der pH wurde auf einen Wert zwischen 5,0 und 6,0 mit
NaOH-Platzchen eingestellt.

YPGLA-Medium

1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Pepton, 0,2 % (w/v) Glucose, 3% (v/v) Glycerol, 2% (v/v) Lactatsdure,
0,002% (w/v) Adenin, der pH wurde mit NaOH-Platzchen auf einen Wert zwischen 5,0 und 6,0 eingestellt

und das Medium sofort autoklaviert.

3.1.6.3 NAHRMEDIEN FUR DIE ZEL LKULTUR

RPMI-Medium

10,42 g Fertigpulver mit L-Glutamin, 15 mM HEPES, 24 mM NaHCO; pH 7,4, A. bidest ad 51 zur
Kultivierung von HL60, CEM, K562 und U937-Zellen

DMEM-Medium

66,9 g Fertigpulver, 18,5 g NaHCOs, pH 7,4, A. bidest ad 5 | zur Kultivierung von 293-Zellen
MEM-Medium

47,6 g Fertigpulver Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen, 11,25 g NaHCOs;, 11,9 g HEPES,
pH 7,4, A. bidest ad 5 | zur Kultivierung von HelLa-Zellen

HAM’s F12-Medium

53,45 g Fertigpulver, 5,875 g NaHCO3, pH 7,4, A. bidest ad 5 | zur Kultivierung von Hela S3 Zellen

Die Medien wurde jeweils vor Gebrauch mit 10% (v/v) inaktiviertem FCS komplettiert und z.T. mit 1%
(v/v) Penicillin/Streptomycin (1 U=1 pg/ml) versetzt. Das FCS wurde vor Gebrauch nach Auftauen 30 min
bei 56°C inaktiviert und bei —20°C gelagert, die Medien sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.
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3.1.7 OLIGONUKLEOTIDE

Firma INTERACTIVA (Ulm)
(in HPLC-gereinigter Form)

Fur die Sonde het266:

5'-CCA TTC CAT TCC ATT CCA TTC CAT TCC ATT-3'
Fur die Sonde het405:

5'-GAA GAA GCT TTC TGA GAA ACT GCT TAG TG-3'
Fur die Sonde LINE:

5'-CAT GGC ACA TGT ATACAT ATG TAA CWA ACC-3'

3.1.7.1 SEQUENZIER-PRIMER

Firma NEW ENGLAND BIOLABS (Bad Schwalbach)

universal 5° GTA AAA CGA CGG CCAGT 3’

revers 5" GGA AAC AGC TAT GACCATG 3~

(Strang- und Gegenstrangsequenzierprimer der Vektoren pGEM-T und pUC19)

3.1.7.2 PCR-PRIMER

5'0AM1 5° TTA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GG 3
3'0AM2 5" CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCCTAA 3’

(Primer zur Amplifikation der Telomer-Repeat-Sonde)

5°0W 154 5° CAT CAC AAA GAA GTT TCT GAG AAT GCT TC 3~
3°'0W 155 5" TGC ATT CAA CTC ACA GAG TTG AACCTT CC 3’
(Primer zur Amplifikation der Sau3A-Repeat-Sonde)

DXS10F: 5-ACC TTG ATC TTT CAC CTA TGG CTG-3'
DXS10R: 5'-CAC ATT CAG ACT TCC TCA GGG ACA-3'
(Primer zur Amplifikation des HPRT-Bereichs)

DXS86F: 5-TGA CAC CAT TTA CCT AAT GCA C-3'
DXS86R: 5'-GTT GCA GAG GCA CGA TTG GAA CT-3'
(Primer zur Amplifikation des HPRT-Bereichs)
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OTE1: 5'-GTC AGC TGC TGG AGT GTA ATA AGT GC-3'

OTE2: 5'-GTG GAT CCA CAG CTC TTA CAG GGA AC-3'

(Primer zur Amplifikation des MLL-bcr-Bereichs. Der Primer enthalt eine Schnittstelle fir Pvu II (OTE1)
bzw. Bam HI (OTE2), diese ist fettgedruckt.)

3.1.8 GROSSENSTANDARDS

Fir die Pulsfeldgelelektrophorese:

*  YAC-WAY-4A (eigene Praparation, vgl. 3.2.11.3.3)
«  A-Phagen-Konkatemere (BioRad, Miinchen)

*  A-HindIII (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

Fiir die konventionelle Agarose-Gelelektrophorese:

*  A-Eco RI/HindIII (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

*  A-HindIII (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

+ pUC19 Tag/Rsa (Universitat Géttingen, Abteilung Molekularbiologie)
* pSP64 Hinf (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

» 100 bp-Leiter/1 kb-Leiter (NEW ENGLAND BIOLABS, Schwalbach)

Flr Proteingele:

«  Proteinmarker (BioRad, Miinchen)

3.1.9 VEKTOREN

Firma AMBION (Austin, USA)
pTRIPLEscript™

Firma PROMEGA (Madison, USA)
pGEM-T

3.1.10 MIKROORGANISMEN

Firma CLONTECH (Palo Alto, USA)
Escherichia coli K12 Stamm DH5a

Firma Promega (Madison, USA)
JM 109
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3.1.11 ZELLINIEN

CLS (Heidelberg):
HL60: Akute myeloische Leukamie-Zellinie, ATCC-Nummer CCL-240, wachsen in Suspension. Referenz:
CoOLLINS et al., 1977

CEM: Akute lymphoblastische Leukamie-Zellinie, ATCC-Nummer CCL-119 (CCRF), wachsen sowohl

adharent als auch in Suspension. Referenz: MCCARTHY et al., 1965

DSMZ (Braunschweig):

K562: Zellinie aus dem PleuraerguB einer 53-jahrigen Frau mit chronischer myeloischer Leukamie im
akuten Stadium, DSMZ ACC 10, wachsen in Suspensionskultur, exprimieren Hamoglobin.
Referenz: Lozzio und Lozzio, 1975

U937: monoblastoide Zellinie aus einem histiocytéren Lymphom, in Suspensionskultur mit hoher
Teilungsrate wachsend. DSMZ ACC 305. Referenz: SUNDSTROM und NILSSON, 1976

Jurkat: menschliche T-Zellinie etabliert aus dem Blut eines 14-jahrigen Jungen mit ALL (Akuter

lymphatischer Leukamie). Referenz: SCHNEIDER et al., 1977

3.1.12 FOTOMATERIALIEN UND ME MBRANEN

Firma DUPONT (Bad Homburg)

Cronex Rontgenfilm

Firma KODAK (Rochester, USA)

Réntgenentwickler, Réntgenfixierer

Firma PALL (Dreieich)
Biodyne B Membran, Gene Screen™ Nylonmembran
Firma QIAGEN (Hilden)

QIAbrane Nylonmembran

Firma SCHLEICHER und SCHUELL (Dassel)
Filterpapier dick 2668, Faltenfilter diverser GroBe
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3.2 METHODEN

ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

3.2.1 ALLGEMEINE ARBEITSBED INGUNGEN UND HINWEISE

Molekularbiologische Arbeiten der Sicherheitsstufe S1 wurden in einem daflr ausgewiesenen Labor nach
den Richtlinien der Gentechnik-Sicherheits-Verordnung (GenTSV) von 1994 durchgefiihrt. Alle mit
gentechnisch verdnderten Organismen in Kontakt gekommenen Gegensténde wurden autoklaviert
(120°C, 1,5h, 1 bar). Medien und Puffer wurden mit bidestilliertem H,O angesetzt und - soweit

notwendig - autoklaviert oder sterilfiltriert.

3.2.2 KULTUR VON BAKTERIENS TAMMEN

3.2.2.1 ZELLANZUCHT IN FLUSSIG- UND FESTKULTUR

Die Anzucht von E. coli Stimmen erfolgte in LB-Medium bei 37°C. Fiir eine Ubernachtkultur wurden 3 ml
Medium in einem Reagenzglas steril mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 200 bis 250 UpM
geschiittelt. 100 ml Kulturen wurden mit 100 yl Zellsuspension aus einer Vorkultur in einem
Schikanekolben angeimpft. Stdamme mit Antibiotika-Resistenz wurden immer unter Zusatz des
entsprechenden Antibiotikums (Selektionierung auf Plasmide mit Ampicillin, auf Cosmide mit Kanamycin)
in einer Endkonzentration von 20 pg/ml angezogen. Die Fliissigkultur wurde bei einer Triibung, die einer
optischen Dichte der Kultur von 0,6 bis 0,9 ODgy entsprach, geerntet oder entsprechend dem
verwendeten Protokoll weiterverarbeitet.

Fir Festkulturplatten wurden pro Liter LB-Medium 159 Agar zugesetzt. Die Zugabe -eines
Antibiotikums erfolgte, nachdem das Medium nach dem Autoklavieren auf ca. 50°C abgekiihlt war. Das
noch flissige Medium wurde in sterile Petrischalen gegossen und bei RT erstarren lassen. AnschlieBend
wurden die Platten bei 37°C im Brutschrank getrocknet und waren dann bei 4°C lagerbar.

Zudem wurden B-Gal-Farbindikatornahrboden verwendet. Zur Herstellung der Farbindikator-
nahrbdden wurden LB.mp-Platten angewarmt und zundchst mit 35 pl X-Gal-Loésung (20 mg/ml in DMF)
bestrichen, diese gut trocknen gelassen und danach mit 35pul 0,1 M IPTG-L6ésung (in A. bidest)
bestrichen.

Diese Indikatorndhrbéden wurden benutzt, um in darauf ausgesaten E.coli-Kulturen nach
plasmidtragenden Kolonien mit intaktem p-Galaktosidase-Gen zu suchen. Kolonien, die ein
entsprechendes Plasmid aufgenommen hatten und deren Gen intakt war, exprimierten dieses Enzym, das

die zugesetzten Substrate IPTG und X-Gal umsetzte und die jeweilige Kolonie dadurch blau anfarbte.
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3.2.2.2 HERSTELLUNG KOMPETENT ER BAKTERIEN

Als Kompetenz wird die Fahigkeit eines Bakteriums bezeichnet, DNA aufzunehmen. Die natiirliche
Kompetenz von Bakterien @ndert sich mit dem physiologischen Zustand der Zelle und ist in der mittleren
exponentiellen Wachstumsphase am hdchsten, sinkt danach aber rasch auf ein Minimum ab (SCHLEGEL,
1985). Durch CaCly-Induktion wird die Fahigkeit der Bakterien, unverpackte DNA aufzunehmen, stark
gesteigert. Sie bleibt fiir Monate bei eingefrorenen Bakterien (-70°C) erhalten (MANDEL und HiGga, 1970).
Der Vorgang der DNA-Aufnahme wird als Transformation bezeichnet.

Um Bakterien kompetent zu machen, wurde ein Aliquot DH5a-Zellen in 5 ml LB-Medium Uber Nacht unter
Schiitteln (200 UpM) bei 37°C kultiviert. Um die optimale Wachstumsphase der Zellen zur
Kompetenzinduktion zu erreichen, wurde 1 ml der Bakteriensuspension anschlieBend mit 100 ml
LB-Medium versetzt und nochmals bei 37°C fiir einige Zeit inkubiert. In dieser zusatzlichen
Proliferationszeit der Bakterien wurden Proben entnommen, um die Dichte der Bakterienkultur durch
Messung der Extinktion im Spektralphotometer (Ultraspec”3000, PHARMACIA, Freiburg) bei einer
Wellenldnge von 600 nm zu bestimmen. Wurde eine ODgyvon 0,6 bis 0,9 gemessen, hatten sich die
Bakterien soweit vermehrt, daB die folgenden Schritte zur Kompetenzinduktion eingeleitet werden
konnten. Zuerst wurde eine 30 min Inkubation auf Eis durchgefiihrt. Die gekihlte Bakteriensuspension
wurde anschlieBend zentrifugiert (4.000 x g, 10 min, 4°C) und das Bakteriensediment wurde in 25 ml
eiskalter CaCl,-Lésung aufgenommen. Diese Suspension wurde fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert und
ein weiterer Zentrifugationsschritt (4.000 x g, 10 min, 4°C) schloB sich an. Der Uberstand wurde
verworfen und das Bakteriensediment in 5 ml eiskalter CaCl,-Losung aufgenommen, vorsichtig gemischt
und fiir mehrere Stunden auf Eis gestellt. Nach Zugabe von Glyzerin in einer Endkonzentration von 15%
(v/v) wurden die Bakterien sofort aliquotiert (100 pl/ReaktionsgefdB) und die Aliquots in fllissigem
Stickstoff schockgefroren. Die aliquotierten, kompetenten Zellen konnten dann bei -70°C fiir Monate

gelagert werden.

3.2.2.3 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN

Bei dieser Methode wird zirkuldre DNA zur Amplifikation in kompetente Zellen eingeschleust.

100 pl kompetente Zellen wurden mit dem Ligationsansatz (vgl. 3.2.12.3) fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im
AnschluB wurde der Transformationsansatz einem Hitzeschock (durch 2 min Inkubation bei 42°C im
Wasserbad) ausgesetzt und sofort auf Eis abgekiihlt (ca. 5 min). Die Anwesenheit der positiv geladenen
Calcium-Ionen neutralisiert dabei die negativen Ladungen der DNA und der Lipopolysaccharide der
Bakterienmembran, so daB3 die Aufnahme der DNA in die Zelle erleichtert wird. Nach Zugabe von 300 pl
LB-Medium folgte eine 60 bis 90 min Inkubation bei 37°C zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz. Der
Transformationsansatz wurde dann mit einem Drigalskispatel auf einer angewarmten LB,m,-Agarplatte
ausgestrichen und 12 bis 16 h bei 37°C bebriitet. Die eingesetzte Vektoren besitzen ein B-Lactamase-Gen

aus E. coli. Nur Bakterien, die einen Vektor aufgenommen haben, sind damit in die Lage versetzt, auf
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Ampicillin-behandelten Agarplatten wachsen zu kénnen. Die in den Bakterien enthaltene DNA wurde

spater isoliert und analysiert (vgl. 3.2.11.1).

3.2.2.4 ANLEGEN VON DAUERKULT UREN

Um Bakterienkulturen langer aufbewahren zu koénnen, wurden Glyzerinkulturen angelegt, in denen
Bakterien bei -20°C (iber Jahre lebensfahig bleiben. Eine Glyzerinkultur besteht aus Bakteriensuspension

mit einer ODgoo zwischen 0,6 und 0,9 und 50% (v/v) Glyzerin.

3.2.3 KULTUR MENSCHLICHER ZE LLINIEN

Alle Arbeiten mit Zellkulturen fanden unter den sterilen Bedingungen einer Sicherheits-Arbeitsbank mit
sterilen Losungen und Arbeitsgeraten statt, welche ausschlieBlich fiir die Arbeit mit Zellkulturen genutzt
wurden.

Menschliche Zellinien lassen sich in adhdrent wachsende Zellinien und Suspensionszellen unterteilen.
Adharente Zellinien wachsen als Monolayer auf dem Boden der Kulturflasche. Die Anheftung ist fiir ihre
Proliferation notwendig. Die meisten Zellinien, die von Geweben abstammen (mit Ausnahme von
Blutzellen) sind adharent wachsende Zellen. Suspensionszellen wie z.B. Leukamiezellinien leben und
proliferieren ohne Anheftung. Viele Tumorzellinien sind unsterblich und kénnen als kontinuierliche Zellinie
kultiviert werden. Fir die Kultivierung werden dem Medium 10% FCS zugesetzt. Die genaue
Zusammensetzung des Serums ist nicht bekannt; es enthalt Wachstums- und Anheftungsfaktoren, die fir
das Uberleben der Zellen notwendig sind.

Die menschlichen adharent wachsenden Zellinien (CEM (RPMI), HeLa (MEM), HelLa S3 (HAM's F12),
293-Zellen (DMEM)) wurden in 650 ml-Kulturflaschen (entspricht 175 cm2 Bodenflache) mit 50 - 100 ml
des jeweiligen mit 10% FCS komplettierten Mediums bei 37°C, 21% 0,, 5% CO, und 96% rH kultiviert.
Die in Suspensionskultur wachsenden Zellinien U937, K562 und HL60 wurden in Zelldichten von 2 bis
10 x 10° Zellen/ml in komplettiertem RPMI-Medium ebenfalls in 650 ml-Kulturflaschen in einem

Mediumvolumen von 100 bis 160 ml kultiviert.
3.2.3.1 INAKTIVIEREN VON FCS
Die bei —20°C gelagerten Fétalen Kélberseren (FCS) wurden Uiber Nacht bei 4°C aufgetaut, im Wasserbad

bei 56°C fiir 45 min inaktiviert, steril aliquotiert und bei -20°C bis kurz vor Gebrauch gelagert. Im

Kihlschrank gelagertes FCS bzw. komplettiertes Medium 1aBt sich bis zu etwa einer Woche verwenden.
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3.2.3.2 AUFTAUEN VON ZELLEN

Die in fliissigem Stickstoff in Kryoréhrchen a 0,5 ml eingefrorenen und gelagerten Zellen konnten — nach
Abspiilen mit Methanol (100%) zur Verhinderung etwaiger Mykoplasmen-Kontamination - durch schnelles
Auftauen bei 37°C in einem Wasserbad revitalisiert werden und wurden danach sofort in 10 ml frisches
Kulturmedium tberfiihrt. Durch Zentrifugation bei 300 x g fiir 5 min und Abnahme des Uberstands wurde
das im Einfriermedium enthaltene DMSO entfernt. Nachfolgend wurden die Zellen in einer Zelldichte von
1 x 10° Zellen/ml bei Suspensionszellen bzw. 1,5 x 10° Zellen/cm? bei adhdrenten Zellen in geeignete
KulturgeféBe ausgesat. Insbesondere HL60-Zellen und CEM-Zellen zeigten nach dem Auftauen eine Phase
von knapp einer Woche, in der sie zundchst langsam wuchsen und im CASY-Zellzéhlgerat keine
einheitliche GréBenverteilung und viele tote Zellen zeigten. Nach einer Woche in Kultur zeigten sie jedoch

das gewohnte Bild.

3.2.3.3 EINFRIEREN VON ZELLEN

Zur Gefrierkonservierung wurden logarithmisch wachsende Zellen sedimentiert und in Kulturmedium mit
auf 20% erhdhten FCS-Gehalt und 10% DMSO-Anteil in einer Dichte von ca.5x 10° Zellen/ml
aufgenommen. Nach einer Lagerung bei -70°C fiir 24 h wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff tberfihrt

und konnten so Uber Jahre gelagert werden.

3.2.3.4 PASSAGIEREN VON ZELLEN

3.2.3.4.1 ZELLEN IN SUSPENSIONSKULTUR

Zur Teilung der Suspensions-Zellkulturen wurden diese bei 300 x g fir 7 min sedimentiert und in einem
zehnfachen des Kulturvolumens (minimale Dichte nach Teilung: 100.000 Zellen/ml) vor der Teilung
aufgenommen. Nach einer Passagenzahl von ca. 20 Passagen wurden die Zellen verworfen und neue aus

der Gefrierkultur herangezogen.

3.2.3.4.2 ADHARENTE ZELLEN

Nach 2 bis 3 Tagen waren die Zellen zu 80 bis 90% konfluent und wurden durch Abschaben mit einem
Zellkulturschaber oder Trypsinbehandlung vom Boden der Zellkulturflasche abgelést und mit frischem
Medium 1:3 bis 1:5 verdinnt.

Zur Teilung der Zellen durch Trypsinbehandlung wurde das Kulturmedium abgesaugt, anhaftende
Serumreste durch Waschen mit PBS beseitigt und die Zellen mit einem geringen Volumen Trypsin-EDTA-
Lésung vollsténdig Uberschichtet. Nach 1 bis 2 min Inkubation bei 37°C wurden die Zellen von der
Kunststoffoberfliche abgeklopft und — nach mikroskopischer Uberpriifung der Vollsténdigkeit der

Abldsung - in 20 ml frischem Kulturmedium aufgenommen. In der erhaltenen Lésung wurde die Zelldichte
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bestimmt und die Zellen sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen vorsichtig in 20 ml
frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden bei 300 x g, 7 min sedimentiert, der Uberstand
verworfen und der Zellniederschlag in frischem Kulturmedium aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde
auf neue Kulturbehdlter mit der vier- bis flinffachen Oberflache verteilt oder in entsprechend geringerer

Zellzahl in den urspriinglichen Behalter Gberfihrt und auf 100 ml Kulturvolumen verdinnt.

3.2.3.5 ZELLZAHLUNG

Die Zelldichten wurden durch Messung im elektronischen CASY 1-Zellzéhlgerat ermittelt. Dazu wurde
ein 100 pl Aliquot der Zellsuspension entnommen, in 10 ml isotoner Lésung (Isoton) verdinnt und
vermessen. Bei Messung von HL60, U937, K562, 293 und CEM-Zellen wurden Zellen mit einem
Durchmesser von mehr als 7,5 ym in die Zahlung aufgenommen, bei Messung der groBeren Hela und

HelLa S3-Zellen Zellen mit einem Durchmesser von mehr als 9 um.

3.2.3.6 MYKOPLASMENTEST

Zur Uberpriifung auf etwaige Kontamination mit Mykoplasmen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
15 min bei 37°C im Dunkeln mit einer methanolischen DAPI-L6sung (0,1 pg/ml) inkubiert, wiederholt mit
PBS gewaschen und im Fluoreszenzmikroskop mit dem 100fachen Olimmersionsobjektiv auf
Mykoplasmen untersucht. Eine Kontamination mit Mykoplasmen zeigt sich durch kleine DAPI gefarbte

Punkte auBerhalb der Zellen.

3.2.3.7 INDUKTION VON APOPTOSE

Die Zellen wurden wie in Tabelle A angegeben wahlweise mit den Substanzen Topotecan/
Etoposid/Teniposid/TNF-a in  Kombination Cycloheximid, Anti-APO/Fas-Antikdrper oder Staurosporin
behandelt, um Apoptose auszuldsen. Dazu wurden jeweils pro Zeitwert zwischen 5 und 10 x 10’ Zellen
angezogen. In der Regel wurden Zeitkinetiken durchgefiihrt, d.h. die Zellen wurden zum gleichen
Zeitpunkt durch Zugabe des entsprechenden Apoptose-Induktors induziert und nach Ablauf der
entsprechenden Inkubationsdauer geerntet. Bei adhdrenten Zellen geschah dies wahlweise durch
Abschaben oder Trypsinbehandlung. Beide Methoden brachten dhnliche Ergebnisse; in der Regel wurde
das Abschaben bevorzugt, da dies bei der groBen Anzahl der Zellkulturflaschen die einfacher zu
handhabende Methode war. Die Suspensionskulturen wurden in 50 ml-Réhrchen (berfiihrt. Jeweils ein
Aliquot der Zellsuspensionen wurde im Zellzahlgerat CASY-1 ausgewertet und der Rest der Kultur bei
300 x g fir 7 min sedimentiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS (50 ml) gewaschen und fiir die
nachfolgenden Schritte aliquotiert und vorbereitet. Zur Analyse der DNA wurden die Zellen in der Regel

bis zur Weiterverarbeitung bei —20°C aufbewahrt.
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Zellinie Kultur Induktor Konzentration Loésungsmittel
HL60 Suspension Topotecan 150 ng/ml H,O
Etoposid 10 uM DMSO
Staurosporin 1 uM DMSO
TNF-a 5 ng/ml PBS + 0,1% BSA
Cycloheximid 5 pg/ml EtOH
Teniposid 10 uM DMSO
Jurkat Suspension TNF-a 5 ng/ml PBS + 0.1% BSA
Cycloheximid 5 pg/ml EtOH
APO/Fas-Ak 100 ng/ml
CEM Adharent Topotecan 150 ng/ml H,0
Etoposid 10 uM DMSO
K562 Suspension Topotecan 150 ng/ml H,0
U937 Suspension Topotecan 300 ng/ml H,O

Tabelle A: Ubersicht tiber verwendete Zellinien und Apoptose-Induktoren

3.2.4 SYNCHRONISIERUNG DES ZE LLZYKLUS EINER ZELLPOPULATION

Durch geeignete Kulturmethoden ist es in Zellkulturen mdglich, Zellen in ihrer Teilungsrate so zu
beeinflussen, daB sie synchron in die einzelnen Stadien des Zellzyklus eintreten und diese synchron
durchlaufen. Fir die synchrone Ausldsung der Apoptose wurden die Zellen durch die Behandlung mit
einem chemischen Agens am G1/S-Ubergang geblockt und dann durch Entfernung des Agens in die S-
Phase entlassen.

Aphidicolin (APH), ein reversibler Inhibitor der a und & Untereinheiten der DNA-Polymerase I (HUBERMAN,
1981; CRrUTE et al., 1986; WAHL et al., 1986), unterbindet in mikromolaren Konzentration temporar die
Replikationsfahigkeit von Zellen durch Abbruch der DNA-Synthese. Zellen, die sich auBerhalb der S-Phase
befinden, werden am Ubergang von G1 zu S geblockt, Zellen die sich zu Beginn der APH-Behandlung in
der S-Phase befinden, werden in diesem Stadium arretiert. Nach Entfernen des APH setzt eine
ungehinderte DNA-Synthese verbunden mit einem Fortschreiten der Zellen durch die S-Phase und
nachfolgende Stadien des Zellzyklus ein. Die Konzentration des APH im Kulturmedium, bei dem der
Inhibitor eine reversible, nicht toxische Wirkung entfaltet, ist fiir jeden Zelltyp spezifisch und muB
experimentell bestimmt werden.

HL60-Zellen wurden in einer Dichte von 0,3 bis 0,5 x 10> Zellen/ml in Zellkulturflaschen ausgesét und
Uber Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. Nach Erreichen einer Zelldichte von 0,75 x 10°
Zellen/ml wurde Aphidicolin (8,61 mM in DMSO als Stammldsung) in der entsprechenden Konzentration
hinzu gegeben und fiir 24 h mit den Zellen inkubiert. HL60-Zellen lieBen sich am besten mit 1,5 pM
Aphidicolin synchronisieren (vgl. Kap. 4.2.2). Danach wurde das Inhibitor-Kulturmedium abgenommen

und die Zellen zweimal mit normalem Kulturmedium (RPMI) gewaschen. Durch Zugabe von RPMI und
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weiterer Inkubation unter Standardbedingungen wurden die Zellen aus dem Block entlassen und zum Teil

mit dem Apoptose-Induktor Topotecan in einer Endkonzentration von 150 ng/ml behandelt.

3.2.5 FACS-ANALYSE — DURCHFLURZYTOMETRIE IM FLUORESZENZ-AKTIVIERTEN-

ZELLSORTIERER

In der durchfluBzytometrischen Analyse von Zellen im Fluoreszenz-aktivierten-Zellsortierer (FACS) wird
das Fluoreszenz- und Streulichtverhalten einzelner Zellen aufgezeichnet, die einen Laserstrahl definierter
Wellenlénge passieren. Dadurch kénnen biochemische und biophysikalische Eigenschaften von lebenden
und toten Zellen ermittelt und Zellpopulationen mit unterschiedlichen Eigenschaften quantitativ getrennt
werden. Die Messung des Streulichtverhaltens im 180°Winkel (Forward scatter, FSC) gibt AufschluB3 Gber
die GréBe der Zellen, wahrend das Streulicht im 90°Winkel (Sideward scatter, SSC) von der Granularitat
der Zellen bestimmt wird. Die Streu- und Fluoreszenzstrahlungen werden (ber Spiegelsysteme auf
verschiedene, gefilterte Photodetektoren gelenkt und die Signale von Photoverstarkern aufgenommen.
Dabei wird die Fluoreszenzstrahlung logarithmisch verstarkt. Jedes Signal wird digitalisiert (A/D-Wandler)
und getrennt von den anderen als bindrer Wert elektronisch gespeichert. In entsprechenden
Computergraphiken lassen sich alle Parameter beliebig gegeneinander auftragen. In der Praxis bedeutet
dies, daB es mdglich ist, in einer inhomogenen Zellpopulation diejenigen Zellen gezielt herauszusuchen,
die bestimmte Eigenschaften besitzen. Sie kdnnen statistisch innerhalb der Gesamtpopulation abgegrenzt
werden. Die Anregungswellenldnge des hier benutzten DurchfluBzytometers (FACScan™ der Firma Becton
Dickinson) lag bei 488 nm. Damit konnten emittierte Fluoreszenzen, wie die Griinfluoreszenz von FITC bei
530 nm und die Rotfluoreszenz von PI bei 585 nm, detektiert werden. Die durchfluBzytometrische
Analyse von Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit dazu benutzt, den Anteil apoptotischer Zellen an der
Gesamtpopulation der Zellen zu ermitteln.

Fir die Messung im DurchfluBzytometer wurden pro Ansatz 10.000 bis 20.000 Zellen registriert und mit
der entsprechenden Software als ,Dot Plot" ausgewertet. Zur Bestimmung der Eigenfluoreszenz

(Negativkontrolle) wurden ungefarbte Zellen eingesetzt.

3.2.5.1 UNTERSUCHUNG DES ZELL TODS NACH DER TUNEL-METHODE

Eines der charakteristischen Merkmale des programmierten Zelltods (Apoptose) ist der Abbau der
genomischen DNA in kleine Fragmente. Diese internukleosomalen DNA-Strangbriiche und damit freie 3'-
OH-Gruppen treten bei apoptotischen Zellen wesentlich haufiger auf als bei nicht apoptotischen Zellen.
Der Nachweis des Zelltods durch die TUNEL-Methode beruht auf dem Nachweis der vermehrt
auftretenden freien 3'-OH-Gruppen in apoptotischen Zellen. Die Terminal-Desoxynukleotidyl-Transferase
(TdT-Polymerase) katalysiert die kovalente Bindung von Desoxynukleotiden an freie 3'-OH-Gruppen. Wird
der TdT-Polymerase als Substrat DIG-markiertes Desoxyribonukleotid angeboten, wird es in

apoptotischen und nicht apoptotischen Zellen an die DNA-Enden gebunden. Durch einen mit einem
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Nachweisenzym gekoppelten anti-DIG-Antikdrper kénnen die Zellen angefarbt und die apoptotischen von

den nicht apoptotischen Zellen unterschieden werden.

TdT + Anti-DIG-
DIG-dUTP Antikorper
—> —>

Abbildung 5: Schematische Darstellung der TUNEL-Methode

Das Schema zeigt die Markierung von freien 3’-OH-Gruppen internukleosomaler DNA-Strangbriiche durch die Terminal-
Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT-Polymerase) mit DIG-markierten Desoxynukleotiden (modifiziert nach Vorschrift TUNEL-Assay,
PharMingen).

Die Markierung der Zellen wurde mit dem APO-BrdU™-Kit der Firma PharMingen nach der beiliegenden
Vorschrift durchgefiihrt. Zundchst wurden 1 bis 2 x 10° Zellen in 0,5 ml PBS aufgenommen und fiir
15 min auf Eis mit 5ml 1% (w/v) Paraformaldehyd inkubiert, die Zellen bei 300 xg und 10 min
Zentrifugation sedimentiert, wiederholt mit 5 ml PBS gewaschen und in 0,5 ml PBS aufgenommen. Uber
eine Injektionsnadel wurden die Zellen in 5ml 70% eiskaltes Ethanol vereinzelt und bei —20°C
mindestens 16 h gelagert.

Zur Farbung wurden jeweils 1 x 10° dem Reagenziensatz beigefiigte Positiv- und Negativkontrolizellen
ebenfalls sedimentiert und das Ethanol entfernt. Kontroll- und zu messende Zellen wurden mit zweimal
1 ml Waschpuffer versetzt, zentrifugiert (300 x g, 10 min) und der Uberstand abgenommen. Die Zellen
wurden in jeweils 50 yl DNA-Markierungslésung resuspendiert und entweder 60 min bei 37°C unter
leichtem Schiitteln inkubiert oder (ber Nacht bei 22 bis 24°C inkubiert. Die DNA-Markierungslosung setzt
sich zusammen aus je 10 yl TDT-Reaktionspuffer, 0,75 pul TDT-Enzym, 8 pl Br-dUTP und 32,25 pl A.
bidest pro Ansatz. Am Ende der Inkubationszeit wurden den Zellen je 1 ml Spiilpuffer zugesetzt, die
Zellen wie zuvor sedimentiert und der Uberstand abgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen in 0,1 ml
Antik6érperldsung (bestehend aus 5 pl FITC-markiertem Anti-BrdU und 95 ml Spiilpuffer) im Dunkeln fiir
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden 0,9 ml (bei geringer
Zelldichte nur 0,5 ml) PI/RNase A-Lésung zugefiigt und die Zellen im Dunkeln erneut 30 min inkubiert
und anschlieBend im DurchfluBzytometer analysiert. Die Parametereinstellungen aus der Anleitung
wurden (bernommen (FL 1 - log - 380 V/FL 3 — 1,46 — 414 V/FL 3 Width - .87/FL 4 Area — 3.25,
Threshold — FL 3, 40).
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3.2.5.2 PI-FARBUNG

Der DNA-Gehalt ist ein entscheidender Marker fir die Position einer Zelle in einem Stadium des
Zellzyklus. In diploiden Zellen indiziert dabei ein DNA-Gehalt, der einem doppelten Chromosomensatz
entspricht (2 n), die Positionierung der Zelle in der G1-Phase. Eine Verdoppelung des DNA-Gehaltes (4 n)
weisen Zellen auf, die sich in der G2- oder M-Phase befinden. Ein DNA-Gehalt, der zwischen diesen
Werten liegt (2 n<x n<4 n), ist auf einen in der Zelle ablaufenden DNA-Synthesevorgang wahrend der S-
Phase zurtickzufihren.

Nach Anfarbung der Nukleinsdaure mit der fluoreszierenden Substanz Propidiumiodid (PI) ist die
Signalintensitat der angefarbten Kerne proportional zu ihrem DNA-Gehalt. Mit einem DurchfluBzytometer
1aBt sich die Signalintensitat jedes einzelnen Kerns quantifizieren und in Form eines DNA-Histogramms die
Zellzyklusverteilung einer Zellpopulation graphisch darstellen. Diese Methode wurde zum Nachweis des
synchronen Wachstums von APH-behandelten HL60-Zellen nach Entlassen aus der Zellzyklusarretierung
in der vorliegenden Arbeit herangezogen.

Zur Ernte der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Entlassen aus dem G1/S-Block (vgl. 3.2.4)
wurden die Zellen abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen und nachfolgend in einer Konzentration
von 2 bis 4 x 10° Zellen/ml in PBS aufgenommen. Zur Fixierung der Kerne wurden 0,5 ml dieser
Zellsuspension mit einer Injektionsspritze in 5 ml auf -20°C abgekiihltes Ethanol injiziert. Diese fixierten
Kerne konnten Uber einen langeren Zeitraum bei -20°C in Ethanol aufbewahrt werden, oder sie wurden
sofort im AnschluB weiter analysiert. Dazu wurden sie durch Zentrifugation (300 x g, 7 min) sedimentiert
und in 500 pl 10% PI-Farbeldsung resuspendiert. Zur Spaltung der RNA wurden 500 pl RNase A-L&sung
zugesetzt und der Ansatz im Dunkeln fiir 30 min inkubiert. Nach der Inkubation wurde die gefarbte
Zellsuspension vorsichtig aufgeschiittelt. Die Intensitat der Lichtemission der einzelnen Kerne konnte
unter Anregung mit UV-Licht in einem FACScan™-DurchfluBzytometer der Firma Becton Dickinson®
gemessen werden. Die Auswertung der bindren Rohdaten erfolgte auf einem PC-System mit der Software
ModFit 5.2 (Fa. Verity Inc., USA).

3.2.6 ZYTOSPIN-ZENTRIFUGATI ON

Zur Fixierung von Suspensionszellen auf Objekttragern wurden 1 x 10° Zellen mit PBS gewaschen, in
100 yl PBS aufgenommen und unter Verwendung des Zytosystems der Firma Heraeus Sepatech
(Osterode) mit der Filtermethode auf Objekttrager bei 500 UpM fiir 5 min in der Heraeus-Megafuge 1.0
zentrifugiert und danach sofort mit 3% (v/v) eiskaltem Paraformaldehyd oder 100% eiskaltem Methanol

fixiert und wie unter 3.2.7 und 3.2.8 beschrieben gefarbt.

! Ich danke der Abteilung Immungenetik unter Leitung von Prof. Dr. E. Giinther fiir die freundlich

Uberlassene Nutzung des Gerats unter Aufsicht von Herrn Dr. Ralf Dressel.
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3.2.7 DAPI-FARBUNG

Adharente Zellen wurden auf Glasplattchen kultiviert, Suspensionszellen einer Zytospin-Zentrifugation auf
Objekttrager (Kapitel 3.2.6) unterzogen. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend entweder fiir 15 min mit 3% (w/v) Paraformaldehyd in PBS fixiert, das eine Quervernetzung
freier Aminosauren bewirkt, oder mit 100% eiskaltem Methanol p.A. fixiert. AnschlieBend erfolgte die
Einbettung der Zellen in DAPI-Einbettungsmedium (10% (v/v) PBS, 90% (v/v) Glyzerin, 1 mg/ml
Phenylendiamin, 1 pg/ml 4,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)) auf einem Objekttrdger und die
Versiegelung mit Nagellack. Nach Trocknung des Nagellacks konnte die Auswertung unter UV-Anregung

an einem Zeiss-Fluoreszenzmikroskop mit DAPI-Filter erfolgen.

3.2.8 GIEMSA-FARBUNG

Die Zellen wurden 15 min in 100% Methanol p.A. (RT) fixiert und mit methanolischer Giemsa-
Farbstofflosung versetzt. Nach 5 min Inkubation wurde zweimal mit PBS gewaschen und nach
Uberpriifung der Farbintensitét in Kaisers-Glyzeringelatine eingebettet und mit Nagellack versiegelt. Die

Auswertung erfolgte im Lichtmikroskop.

3.2.9 ZELLFRAKTIONIERUNG MIT DEM MACS-SYSTEM

Das MACS-System der Firma Miltenyi Biotec sollte zur Selektionierung apoptotischer Zellen etabliert und
getestet werden. Grundlage der Selektionierung ist die Kopplung der apoptotischen Zellen Gber wahrend
der Apoptose auf der AuBenseite der Zellmembran erscheinendes Phosphatidylserin an Annexin V-
gekoppelte Microbeads (kleine magnetische Kiigelchen) und Separation im magnetischen Feld des MACS-

Separators.
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Abbildung 6: Prinzip der Isolierung apoptotischer Zellen Uber das MACS-System (entnommen
aus der Produktinformation der Firma Miltenyi Biotec)

Fiir 10’ Zellen wurden 10 ml Annexin V-Bindungspuffer (0,5 ml 20 x Annexin V-Bindungspuffer und
9,5 ml A. bidest) vorbereitet und gekiihlt. Apoptose-induzierte Zellen wurden geerntet, mit 2 ml pro 10’
Zellen gewaschen und zentrifugiert (10 min, 300 x g). Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen
und die Zellen in 80 pl/10” Zellen Annexin V-Bindungspuffer resuspendiert und mit je 20 pl MACS Annexin
V-Microbeads gemischt und 15 min bei 6 bis 12°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 800 bis
1.600 ul Annexin V-Bindungspuffer gewaschen, wie zuvor zentrifugiert und erneut in 500 pl
Bindungspuffer aufgenommen. Zur magnetischen Separation mit positiven Selektionierungssaulen wurde
der Saulentyp MS*/RS* in das magnetische Feld des MACS-Separators gebracht und mit 500 pl Annexin
V-Bindungspuffer aquilibriert. Die gekoppelten Zellen wurden aufgetragen; die negativen Zellen
passierten die Sdule, wahrend die positiven Zellen aufgrund der Microbeads im magnetischen Feld
festgehalten wurden. Die Sdule wurde dreimal mit 500 pyl Annexin V-Bindungspuffer gewaschen und
danach aus dem magnetischen Feld entfernt. Die positiven Zellen wurden mit 1 ml Annexin V-

Bindungspuffer eluiert und gesammelt.

3.2.10 GEWINNUNG VON ZELLBES TANDTEILEN

3.2.10.1 GEWINNUNG VON ZELLKERNEN NACH HEWISH und BURGOYNE (1973)

Diese Methode wurde zur Isolierung von Nukleosomen entwickelt und besteht zundchst aus der
Gewinnung von Zellkernen, die anschlieBend einer partiellen Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung
unterzogen werden (3.2.10.3). In dieser Arbeit wurden die gewonnenen Zellkerne jedoch auch in den ,in

vitro"™-Versuchen eingesetzt.
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Puffer I 50 mM Tris-HCI pH 7,5
(TSS-Puffer, 250 mM Saccharose
Tris, Salz, Saccharose) 10 mM MgCl,
25 mM KCl
0,02 % (v/v) Triton X-100
Puffer 11 50 mM Tris-HCI pH 7,5
22 M Saccharose
10 mM MgCl,
25 mM KCl
0,02 % (v/v) Triton X-100
Puffer 111 60 mM KCl
(HEWISH & BURGOYNE-Puffer) 15 mM NaCl
340 mM Saccharose
15 mM Tris-HCI pH 7,4
15 mM -Mercaptoethanol kurz vor Gebrauch
150 uM Spermin zugeben
500 uM Spermidin

Die Arbeitsschritte der Kernpraparation wurden generell bei 4°C ausgefiihrt. 4 bis 6 x 10® Zellen wurden
geerntet und zweimal mit 50 ml PBS gewaschen. Die sedimentierten Zellen wurden in 40 ml TSS-Puffer
(inkl. 0,02% Triton X-100) resuspendiert und im 15 ml Glashomogenisator (S-Dounce) auf Eis mit
5 Zigen aufgebrochen, 10 min auf Eis stehengelassen und im SS34-Rotor 5 min bei 2.500 UpM und 4°C
sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Sediment in 20 ml Puffer II aufgeriihrt. Durch je
8 Ziige im 10 ml Glashomogenisator (S-Dounce) wurden die Zellen weiter aufgebrochen. Zur Trennung
der Kerne von den sonstigen Zellbestandteilen wurde das Homogenisat (ber ein 7 ml Saccharosekissen
(Puffer II) im SW28-Rotor fiir 90 min bei 25.000 UpM und 4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die sedimentierten Kerne zundchst in 3 ml Puffer
resuspendiert und dann auf 10 ml Endvolumen aufgefiillt. Um die Saccharose zu entfernen, wurden die
Kerne 5 min im HB4-Rotor bei 2.500 UpM sedimentiert und der Uberstand mdglichst quantitativ entfernt.
Das Kernsediment wurde in 2,5 bis 3 ml Puffer III resuspendiert und bis zum weiteren Einsatz im ,in

vitro"-Versuch bis zu 2 h auf Eis gelagert.
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3.2.10.2 HERSTELLUNG VON ZYTOP LASMAEXTRAKTEN NACH LAZEBNIK et al. (1993)

PIPES-Puffer 50 mM PIPES pH 7,4
50 mM KCl
5 mM EGTA
2 mM MgCl;
1 mM DTT frisch
1 pg/mi Pepstatin vor
1 pg/ml Leupeptin Gebrauch
1 mM PMSF zusetzen

2 bis 3 x 10® Zellen wurden geerntet, einmal mit 50 ml PBS und zweimal mit PIPES-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen in 2 ml PIPES-Puffer aufgenommen und in der Regel 3 h auf Eis stehen
gelassen, um in der Zwischenzeit die Kernpraparation (3.2.10.1) durchfihren zu kdnnen. Die Zellen
wurden in einen 7 ml S-Glashomogenisator jeweils 5 x in flissigem Stickstoff eingefroren und beim
Auftauen mit dem Pistill homogenisiert. Die erhaltene Suspension wurde 10 min im HB4-Rotor bei 4°C
und 8.000 UpM zentrifugiert und der Uberstand als Zytoplasmaextrakt sofort in den ,in vitro"™-Ansitzen

eingesetzt.

3.2.10.3 NUKLEOSOMENPRAPARATION

3.2.10.3.1.1 PRAPARATION NACH HEWISH und BURGOYNE (1973)

PEP-Puffer 5 mM Natriumphosphat pH 6,8
(Phosphat-EDTA-Puffer) 200 mM EDTA
250 mM PMSF

Die Kerne wurden wie unter 3.2.10.1 beschrieben prapariert und anschlieBend mit 1/10 Volumen 100 mM
CaCl,-Losung versetzt und 3 min auf 37°C angewarmt. Fir die partielle Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung
wurden 200 U Nuklease S7 aus Staphylokokkus aureus (10.000 U/ml) hinzugegeben und die Kerne bei
37°C inkubiert. Die Verdauung mit Mikrokokkus-Nuklease wurde zu unterschiedlichen Zeiten mit
1/10 Volumen 500 mM EDTA abgestoppt und auf Eis gestellt. Die angedauten Kerne wurden fiir 5 min
bei 5.000 UpM im SS34-Rotor abzentrifugiert und das Sediment in 1 ml Phosphat-EDTA-Puffer (PEP)
aufgenommen und ca. 20 x mit einer blauen Pipettenspitze auf- und abpipettiert, um die Nukleosomen
freizusetzen. Die erhaltene Suspension wurde wiederum 5 min bei 5.000 UpM zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen und aufbewahrt. Die Kerne wurden noch mal mit PEP nachextrahiert und die
Ubersténde vereinigt. Zur Darstellung der entstandenen DNA-Fragmente wurde die Lésung auf 1 M NaCl
eingestellt, der Ansatz zweimal mit Sevag (3.2.15.3) extrahiert, die DNA mit Ethanol prazipitiert

(3.2.15.4) und im gewinschten Volumen TE-Puffer (in der Regel 200 pl) aufgenommen und davon je
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10 pl auf einem 1,4% Agarosegel analysiert.

3.2.10.3.1.2 PRAPARATION NACH NoLL (1 974b)

Puffer | 10 mM Tris-HCI pH 8,0
300 mM Saccharose
2 mM MgOAc
3 mM CaCl,
Puffer 11 10 mM Tris-HCI pH 8,0
2 M Saccharose
5 mM MgOAc

6 x 10® Zellen wurden geerntet und mit 50 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 50 ml Puffer I
aufgenommen, dem zuvor 1% (v/v) Triton X-100 und 0,25 ml DTT zugegeben worden waren. Die Zellen
wurden mit 16 Ziigen im Glashomogenisator (S-Dounce) aufgebrochen und 1:1 mit Puffer II (komplettiert
mit 0,25 ml DTT) gemischt. Die erhaltene Suspension wurde auf ein je 3 ml Saccharosekissen (Puffer II)
in Corexréhrchen (4 x 25 ml) gegeben und die Kerne im Sorvall HB4-Rotor 45 min bei 10.000 UpM von
den restlichen Zellbestandteilen abgetrennt. Die Kerne wurden einmal mit 10 ml Puffer III (vgl. 3.2.10.1)
gewaschen, mit 1/10 Volumen 0,1 M CaCl,-Lésung versetzt und 2 min bei 37°C vorgewarmt. Fir die
limitierte Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung wurden 50 U Nuklease S7 (10.000 U/ml) pro 10° Kerne
eingesetzt und in einer Zeitkinetik inkubiert. Nach Erreichen des jeweiligen Zeitpunktes wurde die
Verdauung durch Zugabe von 1/10 Volumen 500 mM EDTA gestoppt und auf Eis gestellt. Die angedauten
Kerne wurden 5 min bei 5.000 UpM sedimentiert und in 10 ml hypotonen Phosphat-EDTA-Puffer (PEP,
vgl. 3.2.10.1) aufgenommen, 20 x im L-Glashomogenisator und 20 x im S-Glashomogenisator homo-
genisiert. Die Nukleosomen wurden 5 x durch eine gelbe Kanile (0,90 x 40 mm) und 5 x durch eine
graue Kanile (0,40 x 20 mm) vereinzelt. Die erhaltene Suspension wurde fiir 5 min bei 15.000 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die DNA und Proteine, die nachfolgend einer Sevag-Extraktion
(3.2.15.3) und einer Ethanol-Fallung (3.2.15.4) unterzogen wurden. Jeweils 15 ul der erhaltenen

nukleosomalen DNA wurden auf einem 1,4% Agarosegel analysiert.
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MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Arbeiten mit DNA

3.2.11 GEWINNUNG VON DNA

3.2.11.1 PLASMID-DNA AUS BAKTE RIENKULTUREN

Es gibt verschiedene Methoden, um Plasmid-DNA zu praparieren. Sie weisen in Bezug auf ihre Qualitat,
die Ausbeute und den Arbeitsaufwand erhebliche Unterschiede auf. Mit Hilfe der analytischen Plasmid-
Praparation (vgl. 3.2.11.1.1) wird Plasmid-DNA gewonnen, die anschlieBend einer Restriktionsverdauung
unterzogen wird, um die Insertion und die Orientierung des DNA-Fragments im Plasmid zu (berprifen.
Diese Methode liefert keine groBe Ausbeute an Plasmid-DNA und die Verunreinigung ist erheblich, es
kdnnen jedoch viele Bakterienklone in kurzer Zeit analysiert werden. Bei der praparativen Isolierung von
Plasmid-DNA (Qiagen-Saulenelution, vgl. 3.2.11.1.2) ergibt sich eine groBe Ausbeute an Plasmid-DNA mit

hohem Reinheitsgrad.

3.2.11.1.1 ANALYTISCHE PLASMIDISOLIERUNG MIT TRIS-EDTA-LICL-TRITON (TELT)

Tris-EDTA-LICI-Triton 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
(TELT)-LAsung 62,5 mM EDTA

25 M LiCl

0,4 % (v/v) Triton X-100

Die Minipraparation von Plasmid-DNA wurde ausschlieBlich fiir analytische Zwecke verwendet. Es wurde
eine Ubernachtkultur in 3 ml LBamp-Medium mit einer Einzelkolonie des plasmidtragenden Stammes
angeimpft und bei 200 bis 250 UpM geschiittelt. Am ndchsten Tag wurden 1,5 ml der Zellsuspension in
ein 1,5 ml-ReaktionsgefaB lberfiihrt und in einer Tischzentrifuge sedimentiert (3.500 UpM, 5 min, RT).
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 150 pl TELT-Puffer resuspendiert. Dann wurden 25 pl
Lysozymlésung (10 mg/ml) zugegeben. Die Zellen wurden 2 min bei 95°C aufgekocht, wodurch der
ZellaufschluB erfolgte und die meisten bakteriellen Proteine hitzedenaturiert wurden. AnschlieBend
wurden die Proben 5 min auf Eis gestellt. Bei der nachfolgenden Zentrifugation (14.000 UpM, 10 min,
4°C) bildete sich ein Sediment, das aus genomischer DNA, Zelltrimmern und denaturierten Proteinen
bestand. Das Sediment wurde mit einer Pinzette entfernt und der Plasmid-DNA-haltige Uberstand mit
200 pl Isopropanol (p.A.) gemischt. Die Proben wurden zentrifugiert (14.000 UpM, 15 min, 4°C), der
Uberstand abgesaugt und das Sediment mit 250 pl eiskaltem 70% Ethanol gewaschen. Nach der
Zentrifugation (14.000 UpM, 5 min, 4°C) wurde der Uberstand erneut abgesaugt. Das Sediment wurde

5 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und dann in 40 pl A. bidest aufgenommen.
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Fir eine nachfolgende analytische Restriktionsverdauung wurden 10 pl der Plasmid-DNA eingesetzt.
Entstanden bei der Restriktionsspaltung Fragmente, die kleiner als 500 bp waren, wurde anschlieBend
1 yl RNase (10 mg/ml) zugegeben und der Ansatz fir 30 min bei 37°C inkubiert, da die bakterielle RNA
bei einer Agarose-Gelelektrophorese auf einer DNA-Fragmenthdhe zwischen 200 und 500 bp lauft. Durch
die Zugabe von RNase wurde die RNA zu Nukleotiden abgebaut, so daB keine Uberlagerung von RNA-

Banden mit den DNA-Fragmenten aus der Restriktionsverdauung bei der Elektrophorese entstand.

3.2.11.1.2 PRAPARATIVE PLASMIDISO LIERUNG UBER QIAGEN-SAULEN

Im QIAGEN® Plasmid-Midi-Kit sind enthalten:

Losung P1 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 mM EDTA

1 pg/ml RNase A
Ldsung P2 200 mM NaOH

1 % (w/v) SDS
Losung P3 2,55 M Kalium-Acetat (pH 4,8)
Losung QBT 750 mM NaCl

50 mM MOPS (pH 7,0)

15 % (v/v) Ethanol
Losung QC 1M NaCl

50 mM MOPS (pH 7,0)

15 % (v/v) Ethanol
Losung QF 12 M NaCl

50 mM MOPS (pH 7,0)

15 % (v/v) Ethanol

Mit dieser Methode kann Plasmid-DNA in praparativen Mengen (bis zu 200 pg) aus E. coli Zellen isoliert
werden. Die Plasmid-DNA wird durch AufschluB der Bakterien, Denaturierung der Bakterienproteine und
anschlieBende Prazipitation aus den Bakterien isoliert. Da im Prazipitat immer noch genomische DNA,
Nukleinsauren vom RNA-Abbau durch RNasen und Bakterienproteine vorhanden sind, wird die Plasmid-
DNA (ber Silikat-Saulen gereinigt. Die Saulen enthalten Kieselerdpartikel (ungefahre GréBe 100 um), die
kovalent mit einer hydrophilen Substanz beschichtet sind. Durch die hohe Ladungsdichte auf der
Oberflache der Partikel entsteht ein weites Separationsspektrum, so daf durch die Veranderung des pH-
Wertes und der Ionendichte der Puffer nacheinander Proteine, Metaboliten, Polysaccharide, dNTPs, RNA,
einzelstrangige DNA und schlieBlich doppelstréngige Plasmid-DNA eluiert werden (Produktinformation von
Qiagen, Hilden). Die Plasmid-DNA wird mit einem Hochsalz-Puffer eluiert und anschlieBend durch eine
Isopropanol-Fallung konzentriert.

Fir die Plasmidpraparation wurde eine Ubernachtkultur in 100 ml LByy,-Medium mit 100 pl einer
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Flissigkultur des plasmidtragenden Klons angeimpft und bei 200 bis 250 UpM geschiittelt. Am nachsten
Tag wurden 30 bis 50 ml der Zellsuspension in ein Falcon-Réhrchen lberflihrt und die Zellen durch
Zentrifugation (4.000 UpM, 10 min, 4°C) geerntet. Das Medium wurde vollsténdig abgegossen und die
Zellen in 4 ml P1-Puffer resuspendiert. Die Zellyse wurde durch Zugabe von 4 ml P2-Puffer und
anschlieBendes mehrmaliges Schwenken des Rdhrchens erreicht. Das Rdhrchen sollte nicht geschiittelt
werden, um ein Scheren der chromosomalen DNA zu vermeiden. Nach 5 min Inkubation wurden 4 ml P3-
Puffer zugegeben und wie zuvor durch rasches, aber vorsichtiges Schwenken des Réhrchens vermischt.
Dadurch wird die Loésung neutralisiert, so daB Membranbestandteile, SDS, Proteine und chromosomale
DNA gefallt werden. Die geféllten Bestandteile wurden durch Zentrifugation sedimentiert (SS34-Rotor,
12.000 UpM, 30 min, 4°C). Wahrend der Zentrifugation wurden Qiagen-Tip100-Saulen mit 4 ml QBT-
Puffer &quilibriert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit der Plasmid-DNA auf die Sdule gegeben. Die
Saulenmatrix wurde zweimal mit je 10 ml QC-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde die Plasmid DNA
mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol und
anschlieBende Zentrifugation (HB4-Rotor, 9.500 UpM, 30 min, 4°C). Die DNA wurde mit 70% Ethanol
gewaschen, 5 bis 10 min lyophilisiert und dann in 200 pl Tris-HCI (pH 8,0) geldst. Die Konzentration
wurde photometrisch bestimmt (vgl. 3.2.15.6).

3.2.11.2 GENOMISCHE DNA AUS HUMANEN ZELLKULTUREN

Im QIAGEN® Blood & Cell-Culture-DNA-Kit sind enthalten:
Losung C1 1,28 M Saccharose
40 mM Tris-HCl, pH 7,5
20 mM MgCl,
4 % (v/v) Triton X-100
Losung G2 800 mM Guanidin-HCI
30 mM Tris-HCl, pH 8,0
5 % (w/v) Tween-20
0,5 % (v/v) Triton X-100

Die Puffer QBT, QC und QF entsprechen den unter 3.2.11.1.2 aufgefiihrten Puffern und sind sowie die Proteinase K ebenfalls im Kit
enthalten.

Um genomische DNA aus Zellkulturen zu gewinnen, wurde der QIAGEN® Blood & Cell-Culture-DNA-
Reagenziensatz nach den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Das Prinzip dieser Isolierung besteht
in der Lyse der Zellen und Kerne gefolgt von der Bindung der genomischen DNA an die
Anionenaustauschersaule unter entsprechenden Niedrigsalz- und pH-Bedingungen. RNA und Proteine
werden beim nachfolgenden Waschschritt unter mittleren Salzbedingungen abgetrennt und die
genomische DNA durch einen Hochsalz-Puffer eluiert, danach konzentriert und entsalzt durch eine sich

anschlieBende Isopropanolfallung.
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Alle Lésungen wurden eisgekiihlt verwendet. 4 x 107 bis 1 x 10® Zellen wurden geerntet, zweimal mit
50 ml PBS gewaschen und in eisgekiihltem PBS auf eine Konzentration von 1 x 10’ Zellen/ml verdiinnt.
Die Zellen wurden in 1 Volumen Puffer C1 und 3 Volumen eisgekiihltem A. bidest durch mehrmaliges
Invertieren resuspendiert und 10 min auf Eis stehen gelassen. Nach Zentrifugation bei 1.300 x g und 4°C
fir 15 min wurde der Uberstand abgenommen und das Zellsediment auf einem Vortex-Gerat in 2 ml
Puffer C1 und 6 ml A. bidest resuspendiert und wie zuvor sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml
Puffer G2 fir 10 bis 30 s auf einem Vortex-Gerat mit hochster Leistungsstufe gemischt, bis die Kerne
vollstdndig resuspendiert waren. Dabei wurden die Kernmembranen zerstdrt und die meisten Proteine
denaturiert. Es erfolgte eine Proteinase K-Verdauung mit 20 pg/ml fiir 60 min bei 50°C. Dabei wurden
native und denaturierte Proteine abgebaut. Nach kurzem Schiitteln der DNA-haltigen L&sungen wurden
diese Uber Faltenfilter auf die vorher mit 10 ml Puffer QBT &quilibrierten Genomic Tip 500/G-Saulen
gegeben. AnschlieBend wurde zweimal mit 15 ml Puffer QC gewaschen. Die DNA wurde mit 15 ml 50°C
warmem Puffer QF in ein Glasrohrchen eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol bei
Raumtemperatur gefdllt, mit einem Glasstab gefischt und in TE-Puffer aufgenommen. Die
ReaktionsgefdaBe wurden lber Nacht bei 4°C geschiittelt und am ndchsten Tag fir 2 h bei 55°C

geschiittelt, um ein mdglichst vollstédndiges Losen der DNA zu erreichen.

3.2.11.3 DNA AUS APOPTOTISCHEN ZELLEN

Nach Induktion von Apoptose in den Zellkulturen wurden die Zellen geerntet, mit mind. 50 ml PBS
gewaschen und in Aliquots zu je 5x 10’ Zellen in der Regel bei —20°C eingefroren (3.2.3.7). Zur
Isolierung der DNA wurden die aliquotierten Zellen aufgetaut und daraus entweder hoch- oder

niedermolekulare DNA gewonnen.

3.2.11.3.1 NIEDERMOLEKULARE DNA

Die besten Ergebnisse lieferte die modifizierte Praparation nach SELLINS und CoOHEN (1987). Daher wurde
sie standardmaBig zur Gewinnung der niedermolekularen DNA genutzt wurde. Zum Vergleich wurden
jedoch auch Methoden nach Enari und nach Beere verwendet, welche zum Unterschied sowohl nicht

fragmentierte DNA als auch fragmentierte DNA aus den Zellen gewinnen.

3.2.11.3.1.1 MODIFIZIERTE PRAPARATION NACH SELLINS und COHEN (1987)

Dazu wurde das gewonnene Zellsediment eines jeden Zeitwertes mit 450 pl vorgewdrmten TE-Puffer und
0,2% Triton X-100 aufgetaut. Durch das Detergens kam es zur Zerstoérung der Zellwand. Die Proben
wurden fiir 30 min auf Eis gestellt und dabei zwischenzeitlich einige Male Uber Kopf gemischt.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation der Proben fiir 10 min bei 13.000 UpM. Der die fragmentierte,
nukleosomale DNA enthaltende Uberstand wurde mit 100 yl 10 M LiCl versetzt und mit 450 pl
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Isopropanol bei -20°C fiir 2 h gefallt. Nach erneuter Zentrifugation wurde das erhaltene Sediment
zweimal mit 70% eiskaltem Ethanol gewaschen, die Proben in der Vakuumzentrifuge fiir 2 min getrocknet
und mit 200 pl TE-Puffer versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurde das Sediment
resuspendiert und zweimal einer Sevag-Extraktion unterzogen (vgl. 3.2.15.3) und anschlieBend mit
Ethanol prazipitiert (vgl. 3.2.15.4). Die erhaltene niedermolekulare DNA wurde in 30 pl TE gel6st und ihre
Konzentration photometrisch bestimmt. Pro Spur wurden 8 ug DNA auf einem 1,4% Agarosegel

analysiert.

3.2.11.3.1.2 PRAPARATION NACH ENARI e t al. (1998)

Lysispuffer 5 mM EDTA
100 mM Tris-HCl, pH 8,5
02 M NaCl
0,2 % (w/v) SDS
0,1 mg/ml Proteinase K

Diese Methode wurde genutzt, um aus den ,in vitro"™-Ansatzen die niedermolekularen DNA-Fragmente
darzustellen. Die behandelten Kerne wurden sedimentiert (5 min, 10.000 UpM), in 0,5 ml Lysispuffer
resuspendiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde durch Isopropanol-Prazipitation
gewonnen (vgl. 3.2.15.5), in 20 pyl TE-Puffer aufgenommen und mit 0,1 mg/ml RNase A 30 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA auf einem 2% Agarosegel analysiert, wobei die DNA zuerst in die
Taschen eingefiillt wurde, mit fliissiger 2% Agarose verschlossen und erst nach Erstarren in die mit

Puffer gefiillte Kammer gegeben wurde, um ein Entweichen der Probe aus den Taschen zu vermeiden.

3.2.11.3.1.3 PRAPARATION NACH BEERE et al. (1995)

Lysispuffer 10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,5 % (w/v) Lauroylsarkosin
0,5 mg/mi Proteinase K

Je 1 x 10° Zellen wurden nach Waschen mit PBS in 20 ul Lysispuffer resuspendiert und 1 h bei 50°C
inkubiert. Danach wurde DNase-freie RNase A in einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugegeben und
erneut 1 h bei 50°C inkubiert. Die Verdauung wurde gestoppt durch Zugabe von 10 pl 0,1 M EDTA-
Lésung und 1:1 mit 45°C warmer 2% LMP-Agarose (low melting point-Agarose) gemischt und sofort in
die Taschen eines 2% Agarosegels gegeben und dort erstarren lassen. Es schlossen sich die

gelelektrophoretische Auftrennung und Analyse bei 40 V (ber 3 bis 4 h an (3.2.13.1).

Methoden



Material und Methoden -51-

3.2.11.3.2 PRAPARATION DER HOCHMO LEKULAREN DNA NACH FILIPSKI et al. (1990)

Hochmolekulare DNA ist aufgrund ihrer GréBe Scherkraften ausgesetzt, wie sie z.B. beim Pipettieren
auftreten. Daher werden zur Gewinnung hochmolekularer DNA die Zellen in LMP-Agarosebldckchen

gegossen, in denen alle weiteren Schritte stattfinden.

Kernpuffer 150 mM NaCl
2 mM KH,PO./KOH, pH 6,4
1 mM EGTA
5 mM MgCl
LMP-Agarose 1,5 % (w/v) LMP-Agarose in Kernpuffer
0,4 mg/ml Proteinase K
Puffer S 10 mM NaCl
10 mM Tris-HCl, pH 9,5
25 mM EDTA
10 % (w/v) Lauroylsarkosin
35 pg/ml Proteinase K

Fiir die Préparation eines DNA-enthaltenden Agarosebléckchen wurden 1 x 107 Zellen geerntet, mit PBS
gewaschen und das Zellsediment auf Eis in 0,25 ml Kernpuffer vorsichtig resuspendiert. Die Zellen
wurden 2 min bei 4°C bei 2.000 x g zentrifugiert, wiederum in 50 pl Kernpuffer resuspendiert und 10 s
bei 4°C bei maximaler Geschwindigkeit sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
das Sediment erneut in 50 pl Kernpuffer resuspendiert, im Wasserbad fiir ca. 15 s auf 45°C vorgewarmt
und 1:1 mit geschmolzener, 45°C warmer 1,5% LMP-Agarose-Lésung in Kernpuffer (inkl. 0,4 mg/mi
Proteinase K) versetzt, gut gemischt und sofort je 125 pul des Gemisches luftblasenfrei in den
Blockchenformer pipettiert, der zuvor auf einer Seite mit Tesafilm verschlossen worden war. Die
Bléckchen wurden max. 30 min bis zum Erstarren bei 4°C gelagert, der Tesafilm vom Bléckchenformer
entfernt und die Bléckchen in 3 ml Puffer S gegeben und mit 50 pl einer 2 mg/ml enthaltenden
Proteinase K-Ldsung versetzt. Die Agarosebldckchen wurden 18 h bei 50°C unter langsamen Rotieren
inkubiert, mehrmals mehrere Stunden mit TE-Puffer gewaschen und ebenfalls in sterilem TE-Puffer bei

4°C aufbewahrt, wo sie tiber Wochen hinweg gelagert werden konnten.
3.2.11.3.3 PRAPARATION DER GRORE NSTANDARDS FUR DIE PULSFELDGELELEKTROPHORESE
Als GréBenstandards wurden neben kauflich erworbener A-Phagenkonkatemere in Agarosebléckchen

(Firma BioRad) YAC-WAY-4A-DNA und A-HindIII-DNA in Agarosebléckchen gegossen und als

GroBenmarker eingesetzt.
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LMP-Agarose-Losung 2 % (w/v) LMP-Agarose
1M Sorbitol
20 mM EDTA
14 mM B-Mercaptoethanol
Puffer 1 1M Sorbitol
20 mM EDTA
14 mM B-Mercaptoethanol
1 mg/ml Zymolyase
Puffer 2 1M Sorbitol
20 mM EDTA
10 mM Tris-HCl, pH 7,5
14 mM B-Mercaptoethanol
1 mg/mi Zymolyase
Hefe-Lysis-LOsung 1 % (w/v) Lithiumdodecylsulfat
100 mM EDTA
10 mM Tris-HCl, pH 8,0
YAC-WAY-4A

YAC-tragende Hefen wurden in 10 ml supplementiertem SD-Medium bei 30°C bis zu einer ODgy voON
mehr als 1,2 angezogen, bei 1.500 UpM sedimentiert und einmal in 50 mM EDTA pH 8,0 gewaschen, in
400 pl Puffer 1 resuspendiert und mit 500 pl geschmolzener 45°C warmer 2% LMP-Agarose-Lésung
gemischt. Die Losung wurde in den einseitig mit Tesafilm verschlossenen Bléckchenformer pipettiert und
bei 4°C erstarren gelassen. Die erstarrten Blockchen wurden fiir 2 h in 5 ml Puffer 2 bei 37°C inkubiert.
Diese Losung wurde durch 5 ml sterilfiltrierte Hefe-Lysis-L&sung ersetzt und bei 37°C fiir 30 bis 60 min
inkubiert. Danach wurde diese Losung erneuert und die Bldckchen (iber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur
Lagerung wurden die Bléckchen ebenfalls in Hefe-Lysis-Losung bei RT aufbewahrt. Vor Gebrauch wurden
sie 2 x 30 min in TE-Puffer bei 50°C und 2 x 30 min bei RT gewaschen und vor Auftragen auf das Gel mit
Laufpuffer (0,5 M TBE-Puffer) bei RT aquilibriert.

A-HindlI11

Zur Herstellung dieser Blockchen wurden HindIII verdaute A-DNA der Firma MBI Fermentas verwendet.
Fir 20 Bléckchen wurden 40 pug DNA auf 2,3 ml mit TBE-Puffer und mitgelieferten Auftragspuffer auf 1 x-
Konzentration verdiinnt und mit 2,7 ml 45°C warmer 2% LMP-Agarose-L6sung in 0,5M TBE-Puffer
gemischt, in den Bléckchenformer pipettiert, erstarren lassen und in 0,5M TBE-Puffer bei 4°C

aufbewahrt.
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3.2.12 DNA-SPALTUNG UND MOD IFIKATION

3.2.12.1 DNA-SPALTUNG MIT RESTRIKTIONSENZYMEN

Restriktionsenzyme sind bakterielle Endonukleasen, die kurze DNA-Abschnitte erkennen und DNA-Strange
durch hydrolytisches Offnen der Phosphodiesterbriicken spalten. Sie schneiden doppelstringige DNA an
bestimmten Stellen innerhalb oder auBerhalb dieser Erkennungssequenzen. Die Erkennungssequenzen
sind in der Regel palindromisch aufgebaut und 4 bis 8 Basenpaare lang. In Abhdngigkeit vom jeweiligen
Restriktionsenzym entstehen bei der Verdauung von DNA glatte, biindige Enden (blunt-ends) oder
bedingt durch die versetzten Schnittstellen komplementdre, einzelstréngige Enden. Sie besitzen eine
spezifische Affinitdt zueinander und werden daher als kohadsive Enden (sticky-ends) bezeichnet.
Restriktionsendonukleasen wirken abhdngig von der Temperatur und der NaCl/KCl-Konzentration im
Reaktionsansatz, so daB zu den kauflichen Restriktionsendonukleasen optimierte zehnfach konzentrierte
Puffer vom Hersteller mitgeliefert werden. Bei gleichzeitigem Schneiden mit zwei Enzymen, die
unterschiedliche optimale Pufferbedingungen bendétigen, wurden die Bedingungen so gewahlt, da nach
Herstellerangaben mindestens 80% der Enzymaktivitat noch vorhanden war. Die Inkubationsdauer und
die Enzymmenge wurde in diesen Fallen um 20% erhéht. Grundsatzlich wurde bei Restriktionsverdauung
mit mehreren Enzymen (bei Ahnlichkeit der Zusammensetzung der beiden Puffer) zuerst mit dem Enzym
geschnitten, welches die niedrigere Salzkonzentration erfordert. Nach AbschluB der ersten Verdauung
wurde die Salzkonzentration an die Bedingungen des zweiten Enzyms angeglichen und die zweite
Verdauung mit dem entsprechenden Enzym gestartet. Waren die Pufferbedingungen beider Enzyme
gleich, so erfolgte die Restriktionsverdauung mit beiden Enzymen gleichzeitig, wobei darauf zu achten
war, daB die Konzentration an Begleitsubstanzen nicht zu hoch wurde. Befanden sich gegenseitige

Inhibitoren der Enzyme im Reaktionspuffer, wurde eine Phenolextraktion dazwischen geschaltet.

analytisch praparativ

dsDNA 1 bis 3 ug bis zu 10 ug
Reaktionspuffer 1x 1x
BSA je nach Enzym; 100 pg/ml je nach Enzym; 100 pg/ml
ddH,0 ad 20 pl ad 100 pl
Enzym 1bis5U 20U
4 x DNA-Auftragspuffer 40 % (w/v) Saccharose

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

0,1 M EDTA (pH 7,5)

Fir analytische Zwecke setzte sich der Restriktionsansatz in der Regel aus 1 bis 3 pug der zu

schneidenden DNA, dem jeweiligen Restriktionsenzym und 1/10 Volumen des vom Hersteller
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empfohlenen Puffers in einem Gesamtvolumen von 20 pyl zusammen. Falls erforderlich, wurde BSA in
einer Endkonzentration von 100 pug/ml zugefiigt. Die Menge an Restriktionsenzym, die eingesetzt werden
muBte, ist Uber die Einheit ,Unit" (U) definiert und sollte 1/10 des Gesamtvolumens nicht (berschreiten.
Laut Definition verdaut 1 U Enzym vollsténdig 1 pg Lambda-DNA in einer Stunde bei der fiir das Enzym
optimalen Temperatur.

Fiir préparative Zwecke wurden bis zu 10 ug DNA in einem Volumen von 100 pl analog der analytischen
Restriktionsverdauung geschnitten. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 1h wurde die
enzymatische Verdauung durch Zugabe von 1/4 Volumen Auftragspuffer gestoppt und die
unterschiedlichen FragmentgréBen gelelektrophoretisch voneinander getrennt (vgl. 3.2.13.1).

Die Spaltung hochmolekularer DNA erforderte in der Regel eine Inkubationsdauer iber Nacht (ca. 16 h).
DNA-Agaroseblockchen wurden zusatzlich zundchst 2 x 2 h in Spaltungspuffer &quilibriert und mit
erhéhter Enzymmenge (50 — 300 U/halbes Blockchen) versetzt.

Die weitere Verarbeitung des Ansatzes richtete sich nach dem Versuchsziel. Meist wurden die Fragmente
der richtigen Lange im AnschluB an eine Agarose-Gelelektrophorese aus dem Gel eluiert (vgl. 3.2.15).
Linearisierte Vektoren wurden z.T. auch durch Phenol/Chloroform-Extraktion (vgl. 3.2.15.2 und 3.2.15.3)
und anschlieBende Ethanol-Fallung (vgl. 3.2.15.4) aufgereinigt.

3.2.12.2 DEPHOSPHORYLIERUNG VON VEKTOREN

Bevor ein durch Restriktionsspaltung linearisiertes Vektorfragment zur Ligation eingesetzt werden konnte,
wurden die 5°-Enden mit der Alkalischen Phosphatase (AP) dephosphoryliert. Durch die
Dephosphorylierung wird eine Religation des Vektors verhindert, da die DNA-Ligase eine Phosphodiester-
Bindung zwischen der 5 “-Phosphatgruppe an einem DNA-Ende und der 3"-OH-Gruppe an dem anderen
Ende schlieBt und bei dephosphoryliertem 5”-Ende nicht wirksam werden kann. Eine Zirkularisierung des
Vektors kann daher nur erfolgen, wenn er mit einem phosphorylierten Insert ligiert wird.

Die Dephosphorylierung konnte in den meisten Fallen direkt im Anschlu an die Restriktionsverdauung
stattfinden. Dabei wurden zum Restriktionsansatz 1 U AP pro 5 ug DNA sowie der 10 x AP-Puffer (0,5 M
Tris-HCI, pH 8,5, 1 mM EDTA) in einfacher Konzentration zugegeben und die Proben 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 500 mM EDTA und zehnminitiger Hitzeinaktivierung bei 70°C
wurden die Enzyme durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt (vgl. 3.2.15.2 und 3.2.15.3). Die

DNA wurde mit Ethanol gefallt (vgl. 3.2.15.4) und konnte dann zur Ligation eingesetzt werden.

3.2.12.3 LIGATION VON DNA-FRAG MENTEN

Zum Einbau von DNA in einen Vektor wird die Eigenschaft der T4-DNA-Ligase genutzt, zwischen 3'-
Hydroxyl-Enden und 5’-Phosphatgruppen in Gegenwart von ATP Phosphodiesterbindungen zwischen dem
Vektor und der Fremd-DNA herzustellen. Der Einbau von DNA in einen Vektor verlduft dann am

glnstigsten, wenn das DNA-Fragment bei (iberstehenden Enden (sticky-ends) in einem dreifachen bzw.

Methoden



Material und Methoden -55-

bei glatten Enden (blunt-ends) in einem fiinffachen molaren UberschuB vorliegt (MURRAY et al., 1979;
WILSON und MURRAY, 1979). PCR-Produkte haben keine glatten Enden, sondern zeichnen sich durch je ein
zusatzliches Adenosin an ihren 3’-Hydroxyl-Enden aus, das durch eine ,template“-unabhangige
Polymeraseaktivitdt der Tag-Polymerase angehdngt wird. Diese (iberstehenden Enden werden bei der
Klonierung von PCR-Produkten in den pGEM-T-Vektor ausgenutzt. Der Vektor besitzt an den 3'-Hydroxyl-

Enden (iberhangende Thymidine, wodurch eine direkte Ligation nicht-modifizierter PCR-Produkte mdglich

ist.
10 x Ligationspuffer 300 mM Tris-HCI (pH 7,8)
100 mM MgCl,
100 mM DTT
10 mM ATP
T4-DNA-Ligase 3 U/

Insgesamt 100 ng DNA (pGEM-T-Vektor und PCR-Produkt im entsprechendem Verhaltnis) wurden in
einem 10 pl Reaktionsansatz mit 1 ul Ligationspuffer (10 x) und 1 ul T4 DNA Ligase fir 16 h bei 4°C
inkubiert. Der Ansatz konnte ohne weitere Bearbeitung zur Transformation (vgl. 3.2.2.3) eingesetzt
werden. Die Insertion der Fremd-DNA im Plasmid wurde durch das Erstellen eines Restriktionsmusters
Uberprift.

Bei der Ligation in andere Vektoren ist grundsdtzlich darauf zu achten, daB die verwendeten DNA-
Fragmente Uberhdnge haben, die zueinander passen. Dies ist bei glatten Fragmentenden immer der Fall,
bei (iberhdngenden Enden miissen die Uberhdnge von Vektor und Insert jedoch komplementdr

zueinander sein.

3.2.13 AUFTRENNUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Die Gelelektrophorese ermdglicht es, geladene Molekiile entsprechend ihrer GréBe und Konformation
aufzutrennen. DNA-Molekiile sind aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen und wandern in
einem elektrischen Feld in Richtung der Anode. Thre Wanderungsgeschwindigkeit wird dabei durch die
angelegte Spannung, die Konzentration der Agarose im Gel und die Temperatur beeinfluBt. Durch
Variation dieser Bedingungen bietet sich die Méglichkeit, fiir analytische oder praparative Zwecke eine
bestmdgliche Auftrennung von DNA-Fragmenten zu erhalten. Da die Laufstrecke der DNA-Molekile
umgekehrt proportional zum Logarithmus der GréBe der Fragmente ist (HELLINGER, 1974), kann die

GroéBenbestimmung mit Hilfe von DNA-Fragmenten bekannter GréBe (DNA-Marker, vgl. 3.1.8) erfolgen.
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3.2.13.1 KONVENTIONELLE AGAROS E-GELELEKTROPHORESE

4 x DNA-Auftragspuffer 40 % (w/v) Saccharose
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 M EDTA (pH 7,5)

Ethidiumbromid-L6sung 2 mg in 600 ml A. bidest

Die Konzentration der Agarosegele richtet sich nach dem GroBenbereich der aufzutrennenden DNA-
Fragmente. In der Regel wurden 0,8% (w/v) bis 1% (w/v) Agarosegele zur Auftrennung von
FragmentgroBen von 20 kb bis 1 kb verwendet und bis zu 2,0% (w/v) Agarosegele fiir die Auftrennung
von FragmentgréBen von 1,5 kb bis 0,1 kb hergestellt. Dazu wurde je nach GroBe des Geltragers in
1 x TBE-Puffer (fiir die Auftrennung groBer Fragmente oder Uber Nacht) oder 1 x TAE-Puffer (fiir die
Auftrennung kleiner Fragmente) die entsprechend der Prozentzahl und Volumens berechnete Menge
Agarosepulver unter Aufkochen im Mikrowellengerat gelést. Nachdem die heiBe Agaroselésung auf
ca. 50°C abgekiihlt war, wurde sie auf einen mit einem Kamm bestlickten Geltrdger gegossen. Nach dem
Erstarren der Agarose wurde der Kamm entfernt und das Gel in einer Horizontalelektrophorese-Kammer
plaziert und mit 1 x TBE oder 1 x TAE Uberschichtet. Der eingefiigte Kamm formte Taschen, in welche die
mit DNA-Auftragspuffer (4 x) versetzten Proben aufgetragen werden konnten. Als Langenstandard diente
eine Marker-DNA (vgl. 3.1.8), die in Restriktionsfragmente bekannter GroBe geschnitten war. Die
Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung von 40 bis 100 V je nach gewiinschter Trennscharfe bis
zur bestméglichen Auftrennung der Fragmente durchgefiihrt. Danach wurde das Gel aus der Kammer
genommen und fiir 10 bis 20 min in ein Ethidiumbromid-Farbebad gelegt. AnschlieBend konnte das Gel
nach kurzem Absplilen mit Wasser unter UV-Licht analysiert werden. Die DNA-Fragmente werden dabei
durch das eingelagerte Ethidiumbromid als fluoreszierende Banden sichtbar.

Bei einer praparativen Gelelektrophorese wurden groBere Mengen an DNA auf das Gel aufgetragen. Die
entsprechende Bande wurde auf dem UV-Schirm mit einem Skalpell mdglichst rasch aus dem Gel
ausgeschnitten, um eine Schadigung der DNA durch die UV-Strahlung zu vermeiden und anschlieBend

aufgereinigt (vgl. 3.2.15).

3.2.13.2 PULSFELDGELELEKTROPHOR ESE

Zur Auftrennung von hochmolekularer DNA wurde von ScHWARTZ und CANTOR (1984) die
Pulsfeldgelelektrophoresetechnik  entwickelt. Hochmolekulare DNA bleibt bei konventionellen
Elektrophoresetechniken in den Taschen der Gele liegen, da sie sich aufgrund ihrer GréBe nur sehr
langsam fortbewegt. Das Prinzip der Pulsfeldgelelektrophorese basiert darauf, daB die DNA sich durch
das Gel aufgrund wechselnder Richtung des elektrischen Feldes im Zickzack bewegt. Dieser Vorgang ist
im einzelnen jedoch noch ungeklart und beruht auf empirischen Methoden. In der vorliegenden Arbeit

wurde eine Sonderform der PFGE verwendet, die ROFAGE (ROtating Field Agarose Gel Electrophoresis).
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Hierbei liegt das Gel unbeweglich in einer horizontalen, puffergefiiliten und gekiihlten Kammer, wahrend
die Elektroden beweglich sind und rotieren kénnen. Der hier verwendete Rotaphor-Typ R23 der Firma
Biometra (Gottingen) ermdglicht eine Auftrennung von DNA bis zu einer GréBe von 5 Mb. Je nach GréBe

der aufzutrennenden DNA wurden die Parameter der Auftrennung unterschiedlich gewahlt und z.T.

variiert.
Laufpuffer Stammlésung Ad 1| A. bidest Verdinnung
TBE-Puffer 10 x 0,9 M Tris-Base, pH 8,3 1:40
0,9 M Borsaure
25 mM EDTA
Loning-Puffer 10 x 44 g Tris-HCI, pH 7,5 1:30
42 g NaH,PO, x H,0
20 ml 0,5 M EDTA
Parame- | Dauer | Intervall Winkel Spannung | Temp. | Gelkonz. | Puffer Spannung
terliste [h] [s] [°] V] [°C] [%] bei Rotation
Pl 4 21 12 02 12000110 1300090 10 0,75 Lon. an
lin lin log
PI 5 21 12012 12000110 18001120 13 0,9 TBE an
lin lin log
P17 24 600110 12000110 18001120 13 0,9 TBE aus
log lin log
PI 9 24 1000010 12000110 20001150 13 0,9 TBE aus
log lin log
Pl 15 72 3500050 11000100 1200050 11 0,7 TBE aus
log lin lin

Pl - Parameterliste, lin - linear, log - logarithmisch, Temp. — Temperatur, Gel-konz. - Agarosekonzentration des Gels, L&n. —Ldning-
Puffer

Zunachst wurden Zellen in Agaroseblockchen gegossen, um eine Scherung der hochmolekularen DNA zu
vermeiden (vgl. 3.2.11.3.2) und die hochmolekulare DNA in den Bléckchen gewonnen. Die Blockchen
wurden anschlieBend entweder einer Restriktionsverdauung unterzogen oder unverdaut in die Taschen
des Agarosegels gegeben. Die Konzentration des Agarosegels richtete sich nach der gewiinschten
Auftrennung und lag in der Regel bei 0,7 bis 0,9% (w/v) bei einem Volumen von 300 ml in 1:4
verdiinnten 1 x TBE-Puffer oder 1 x Loning-Puffer. Die Agarose wurde bis zur vollstandigen Losung
aufgekocht und im Wasserbad auf 50°C abgekiihlt. Der Geltrager wurde spannungsfrei zusammengesetzt
und mit geschmolzener Agarose sorgféltig abgedichtet. Nach Trocknen der Abdichtung wurde das Gel

gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach ca. 45 min war das Gel erstarrt und der Kamm konnte
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gezogen werden. Die DNA-enthaltenden Bléckchen wurden halbiert und sorgfaltig luftblasenfrei in die
Taschen des Gels Uberfiihrt. Zudem wurden die DNA-GroBenstandards YAC-WAY-4A, A-HindIII und A-
Phagen-Konkatemere mit aufgetragen. Dabei durften zwischendurch keine Spuren des Gels frei bleiben,
an den Enden freibleibende Spuren wurden mit Agarose gefiillt. Die Taschen wurden mit geschmolzener
1,5% LMP-Agarose abgedichtet, um ein Aufschwimmen der Bldockchen zu verhindern. Das Agarosegel
wurde an seinen vier Seiten vom Geltrdger mit einem Skalpell gelést und der Gelrahmen abgenommen.
Uberstehende Agarosereste sowie die Agarose-Abdichtung wurden abgeschnitten, um Pufferbarrieren zu
vermeiden. Die Eckspanner wurden aufgesetzt und das Gel auf dem Geltrager in die zuvor mit 2,4 | TBE-
Puffer (1:40 verdiinnter 10 x Puffer) bzw. Léning-Puffer (1:30 verdiinnt) gefiillte und auf 11 bis 13°C
gekiihlte Gelelektrophoresekammer eingesetzt. Der die rotierenden Elektroden enthaltende Deckel wurde
aufgesetzt und die entsprechend der gewiinschten Auftrennung gewahlten Parameter eingegeben. Nach
einer Aquilibrierungsdauer von 10 bis 30 min wurde die Elektrophorese gestartet. In der Regel wurde die
Elektrophorese Mlul-verdauter DNA fiir 24 bis 36 h mit der Einstellung Pl 9, unverdaute DNA fiir bis zu
72 h mit der Einstellung Pl 15 durchgefihrt. Fir die Auftrennung kleinerer Fragmente wurden auch die
Parametereinstellungen 4, 5 und 7 verwendet. Grundsatzlich zeigte der Rotaphor die Eigenschaft, die
DNA nicht so weit aufzutrennen, wie in dem Handbuch zur Benutzung angegeben, daher wurde z.T. bei
sonst gleicher Einstellung die Auftrenndauer um bis zu A verlangert. Nach Ende der Auftrennung wurde
das Gel der Kammer entnommen, die ecksténdigen Agarose-FiiBchen abgeschnitten und fir 30 min im
frisch angesetzten Ethidiumbromidbad (vgl. 3.1.5) gefarbt. AnschlieBend wurde das Gel kurz mit Wasser
abgespiilt, auf die minimale GréBe zurecht geschnitten und zusammen mit einem Lineal unter UV-Licht
fotografiert. Hierbei blieb das Gel bis zu 15 min unter UV-Licht liegen, da die entstehenden DNA-Schaden

den nachfolgenden Transfer auf Membranen (vgl. 3.2.14) erleichterten.

3.2.13.3 NICHT DENATURIERENDE PO LYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE ZUR DARSTELLUNG

VON MONONUKLEOSOMEN UND OLIGONUKLEOTIDEN

Zur Auftrennung sehr kleiner DNA-Fragmente (wie zur Darstellung von DNA aus Mononukleosomen) und
Oligonukleotide wurden auch 15% 1 x TBE-Polyacrylamidgele verwendet. Die Herstellung des Gels
erfolgte durch Mischen von 15 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid-Losung mit 3 ml 10 x TBE-Puffer
und 12 ml A. bidest. Zum Starten des Polymerisationsprozesses wurden 200 pl 10% (w/v) APS und 10 pl
TEMED zugegeben. Die Ldésung wurde anschlieBend sofort zwischen zwei Glasplatten der GroBe
10 x 10 x 0,1 cm gegossen und ein Taschenformer eingesteckt. Das Gel war nach knapp einer Stunde
vollstéandig polymerisiert. Vor dem Auftragen wurde an das in die vertikale, 1 x TBE-gefiillte Gelapparatur
eingespannte Gel ein Strom von 14 mA angelegt, anschlieBend die mit 1 x Auftragspuffer versetzten
Proben in die Taschen pipettiert und dann fir etwa 30 bis 45 min ein Strom von 16 mA angelegt. Das Gel
wurde analog den Agarosegelen in Ethidiumbromid-Lésung gefarbt und die DNA-Fragmente - falls

gewlinscht - per Elektroblotting auf eine Membran transferiert (vgl. 3.2.25).
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3.2.13.4 DNA-AUFTRENNUNG UBER NICK™-SAULEN

Nick™-S3ulen sind zur Auftrennung von markierten DNA-Fragmenten und freien Nukleotiden bzw.
Oligonukleotiden geeignet. Die Saulen binden DNA verschiedener GréBe unterschiedlich fest, so daB3 bei
fraktonierter Elution der DNA von der Sdule, die einzelnen Fragmente ihrer GroBe entsprechend in den
jeweiligen Fraktionen enthalten sind. GroBe Fragmente werden dabei in den ersten Fraktionen gebunden,
kleine Fragmente und freie Nukleotide in den letzten Fraktionen, da sie besser an die Saulenmatrix
binden. Fiir radioaktiv markierte DNA-Sonden wurde ein Elutionsprofil von neun Fraktionen erstellt, in
dem die abgetrennten, relativ reinen, radioaktiv markierten DNA-Fragmente in Fraktion 2 und 3 und die
Oligonukleotide und freien Nukleotide in den Fraktionen 6 bis 8 enthalten sind. Zur DNA-Auftrennung
Uber die Nick-Saule wurde diese zweimal mit 1 ml 1 x TE-Puffer aquilibriert. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz auf die Saule gegeben und mit jeweils 200 ul TE-Puffer fiir jede Fraktion nacheinander in
neun Fraktionen eluiert. Zur Bestimmung des Elutionsprofils wurde ein Aliquot einer jeden Fraktion

abgenommen und im Szintillationszéhler gemessen.

3.2.14 TRANSFER VON DNA AUF NY LONMEMBRANEN (SOUTHERN-BLOT, SOUTHERN, 1975)

Nylonmembran QlAbrane

HCI 0,25 N
Denaturierungslésung 15 M NaCl
05 M NaOH
Neutralisierungslésung 30 M NaCl
05 M Tris-HCl, pH 7,2
1 mM EDTA
20 x SSC 03 M NaCitrat
30 M NaCl
Nylonmembran Gene Screen™
HCl 0,25 N
Denaturierungsldsung 06 M NaCl
04 M NaOH
Neutralisierungslésung 15 M NaCl
0,5 M Tris-HCl, pH 7,5
20 x SSC 03 M NaCitrat
30 M NaCl
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1 kg Gewicht
Zellstoff
3 Filterpapiere in 10 x SSC

Nylonmembran

mit Folie auBen abgedichtetes
Agarosegel
3 Filterpapier in 10 x SSC
10 x SSC getrankte Schwammtiicher
Schale mit 10 x SSC

Um die Uber Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente vom Gel auf eine Nylonmembran zu
transferieren, wurde ein Kapillarblot aufgebaut und mit dem sog. Salztransfer-Protokoll auf die Membran
Ubertragen (,geblottet"). Im Laufe der Arbeit wurde die Produktion der urspriinglich verwendeten
Membran QIAbrane der Firma Qiagen eingestellt. Daher wurde anschlieBend die Membran Gene Screen™
der Firma PALL Gber NEN™ Life Science Products bezogen. Die Protokolle beider Hersteller unterscheiden
sich geringfligig, die Membranen zeigen jedoch die gleichen Eigenschaften. Alle Schritte wurden bei RT
durchgefiihrt.

In Vorbereitung auf die Blotprozedur wurden konventionelle Agarosegele 20 min und hochmolekulare
DNA enthaltende Gele 30 min in 0,25 N Salzsaure geschwenkt, mit A. dest abgespiilt, um (iberschiissige
Saure zu entfernen, anschlieBend zweimal fiir 15 min in Denaturierungspuffer denaturiert und 30 min bis
1 h in Neutralisierungslosung geschwenkt. Die auf die GréBe des Gels zurecht geschnittene Membran
wurde mit A. dest befeuchtet und 15 min in 10 x SSC-Puffer aquilibriert.

Der Kapillarblot wurde in einer Wanne aufgebaut. Er bestand aus drei Lagen von in 10 x SSC
eingeweichten Schwammtiichern, auf denen luftblasenfrei drei Lagen dickes, ebenfalls in 10 x SSC
eingeweichtes Filterpapier aufgelegt wurden, dann folgte ebenfalls luftblasenfrei das vorbehandelte
Agarosegel, dessen Rander sorgfaltig mit Frischhaltefolie abgedeckt wurden. Auf das Gel wurde
wiederum luftblasenfrei die aquilibrierte Nylonmembran gelegt. Auf die Nylonmembran folgten drei
weitere Schichten 10 x SSC-getranktes, dickes Filterpapier. Zum Ansaugen des Puffers durch
Kapillarkrafte dienten einige Schichten Papiertlicher, die mit einem Gewicht von ca. 1 kg beschwert
waren. Nach Zugabe von reichlich 10 x SSC in die Wanne wurde der Transfer der DNA auf die
Nylonmembran Uber Nacht durchgefiihrt. Am ndchsten Tag wurde der Kapillarblot abgebaut, die MaBe
und die Taschen des Gels auf der Filtermembran mit schwarzem Kugelschreiber markiert, das Gel fiir
30 min in Ethidiumbromid-Lésung gefarbt, um die Vollstandigkeit des Transfers zu Uberpriifen und die
Nylonmembran QIAbrane fiir etwa 45 min an der Luft getrocknet. Die transferierte DNA wurde mit
1.200 pJoule UV-Licht auf der Membran vernetzt. Die Gene Screen Membran wurde dagegen noch 1 min
in 0,4 N NaOH gegeben, um die DNA zu denaturieren, und 1 min in 0,2 M Tris-HCI, pH 7,5 und 1 x SSC

neutralisiert, noch feucht vernetzt und erst anschlieBend getrocknet.
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3.2.15 ISOLIERUNG VON DNA AUS AGAROSEGELEN

QIAEXO 11 Gel Extraktions-Kit

Glasmilchsuspension
QX1-Puffer
PE-Puffer

Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente durch die Gelelektrophorese (vgl. 3.2.13.1) ist es mdglich,
einzelne Banden, d.h. einzelne DNA-Fragmente, zu isolieren (DRETZEN et al., 1981), um sie weiter zur
Subklonierung oder radioaktiven Markierung einsetzen zu kénnen (vgl. 3.2.18). Es wurde der QIAEX® II
Agarose-Gel-Extraktions-Kit der Firma QIAGEN (Hilden) benutzt. Das Gelstiick mit dem entsprechenden
DNA-Fragment wurde unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefal
Uberfihrt und ausgewogen. Fir jeweils 100 mg Agarose wurden 300 pl QX1-Puffer zugegeben. Bei
Fragmentlangen unter 100 bp wurden pro 100 mg Agarose 600 pl QX1-Puffer zugegeben.

Die QIAEX II-Glasmilchsuspension wurde auf einem Vortex-Gerdt resuspendiert und 10 pl zum Ansatz
pipettiert. Der Ansatz wurde gemischt und dann fir 10 min bei 50°C inkubiert. Wahrend der
Inkubationszeit bindet die DNA an die Glasmilchpartikel der QIAEX II-Suspension. AnschlieBend wurde
die Probe in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (13.000 UpM, 1 min, RT), der Uberstand abgesaugt und
das Sediment mit 500 pl QX1-Puffer gewaschen, um Agarosereste zu entfernen. Dann wurde wie zuvor
zentrifugiert und der Uberstand vollstidndig abgesaugt. AnschlieBend wurde das Sediment zweimal mit
PE-Puffer gewaschen, um die durch den QX1-Puffer eingebrachten Salze auszuwaschen.

Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand vollsténdig entfernt, das Sediment 10 bis 15 min an
der Luft getrocknet, dann in 20 pl Tris-HCI (pH 8,5) gelost und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Probe zentrifugiert (12.000 UpM, 3 min, RT) und der DNA-haltige Uberstand in
ein neues ReaktionsgefaB lberflihrt. Es wurden noch einmal 20 pl Tris-HCI (pH 8,5) zum Sediment
gegeben und die letzten Schritte wiederholt. Die Eluate wurden vereinigt. Zur Konzentrationsabschatzung
wurde ein Aliquot der gelésten DNA auf ein 1 % (w/v) Agarose-Gel (vgl. 3.2.13.1) aufgetragen und mit

der Konzentration der mit aufgetragenen Marker-DNA verglichen.

3.2.15.1 AUFREINIGUNG, FALLUNG UND KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON DNA

3.2.15.2 PHENOLEXTRAKTION

Durch eine Extraktion mit Phenol/Chloroform kénnen Proteine, Membranen und weitere hydrophobe
Kontaminanten aus einer DNA-Losung entfernt werden. Zur Extraktion wurde die DNA-Lsung mit
2 Volumen Phenol (TE-gepuffert) und %2 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und auf
einem Vortex-Gerdt gemischt. Um die Phasentrennung zu erreichen, erfolgte ein 5 min
Zentrifugationsschritt in einer Tischzentrifuge (13.000 UpM, 5 min, RT). Die DNA-haltige wassrige

Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt und der Vorgang wiederholt. AnschlieBend
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wurde die DNA zweimal mit je 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die DNA konnte

dann wie unter 3.2.15.4 beschrieben aus der waBrigen Oberphase gefallt werden.

3.2.15.3 CHLOROFORM/ ISOAMYLAL KOHOL-EXTRAKTION/ SEVAG-EXTRAKTION

Zur Reinigung der DNA aus Zellen reichte in der Regel die Sevag-Extraktion aus. Hierbei wurde die
waBrige DNA-Losung mit 3 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) auf einem Vortex-Gerat gut
gemischt und zur Phasentrennung 2 min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Die waBrige Phase wurde
abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaB liberfiihrt, in dem die Extraktion wiederholt wurde. 95%
der waBrigen Phase wurden sorgfaltig abgenommen, wobei darauf geachtet wurde, daB weder die
Interphase, noch die organische Phase mit Uberfiihrt wurde. Die so erhaltene DNA-L&sung wurden

anschlieBend einer Ethanol-Prazipitation unterzogen.

3.2.15.4 ETHANOL-PRAZIPITATION

Durch eine Ethanol-Fallung kann DNA von Salzen und freien Nukleotiden gereinigt werden. Dabei wird die
Konzentration einwertiger Kationen durch die Zugabe von Natriumacetat erhéht und so die AbstoBung
der negativen Ladungen des Phosphodiester-Riickgrats verringert. Die Fallung der DNA wird dann durch
einen Losungsmittelentzug bei Zugabe von Ethanol mdglich.

Zur DNA-Prazipitation wurde der Reaktionsansatz mit 0,1 Volumen 3M NaAc, pH 4,8 und 3 Volumen
100% Ethanol gemischt und bei -20°C (iber Nacht oder 2 h bei -70°C gefallt. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz fiir 20 min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
sedimentierte DNA mit 3 Volumen 70% Ethanol gewaschen und erneut fir 10 min bei 13.000 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die DNA im ReaktionsgefiB in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet und anschlieBend in einem geeigneten Volumen A. bidest oder 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

aufgenommen.

3.2.15.5 ISOPROPANOL-PRAZIPITATION

Die Fallung mit Isopropanol erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die Ethanol-Fallung. Fir eine Fallung
mit Isopropanol sind allerdings schon 0,7 bis 1 Volumen Isopropanol ausreichend. Daher ist die
Isopropanolfdllung von Vorteil, wenn aus groBen Volumina DNA gefallt werden soll.

Nach der Zugabe des Isopropanols wurden die Flissigkeiten gemischt und dann sofort zentrifugiert
(14.000 UpM, 30 min, 4°C). AnschlieBend wurde die DNA wie nach einer Ethanol-Fallung mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 10 mM Tris-HCI (pH 8,5) oder A. bidest aufgenommen.
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3.2.15.6 DNA-KONZENTRATIONSBE STIMMUNG DURCH UV-SPEKTROMETRIE

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdauren ist einerseits durch photometrische Analyse,
andererseits durch eine Ethidiumbromid-Fluoreszenzabschatzung mdéglich.

Die photometrische Analyse erfolgte im Spektralphotometer (Ultrospec~3000; PHARMACIA, Freiburg) mit
einer Quarzkivette. Zu jeder Messung wurde ein Referenzwert ermittelt (Messung der Lésung, in der die
Probe geldst ist: TE-Puffer oder A. bidest). Die Messung wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm
durchgefiihrt, weil das Absorptionsspektrum der Nukleotide AMP und UMP ein Maximum bei 260 nm
besitzt. Bei allen Proben wurde zusdtzlich die Extinktion bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen,
dem Absorptionsmaximum der Aminosiure Tryptophan. Uber den Quotienten aus beiden Extinktionen
(260 nm/280 nm) kann die Verunreinigung der Nukleinsaurelésung durch Proteine ermittelt werden. Im

optimalen Fall sollte der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 liegen (MANIATIS, 1985).

3.2.15.7 DNA-KONZENTRATIONSBE STIMMUNG DURCH GELTITRATION

Eine weitere Methode der Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren ist die ,Geltitration". Dabei
wurde eine Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 3.2.13.1) mit einem Aliquot der zu untersuchenden DNA-
Losung und einem Langenstandard bekannter Konzentration durchgefiihrt. Nach Inkubation im
Ethidiumbromid-Bad wurde die Leuchtintensitat der Banden unter dem UV-Licht verglichen und die
Konzentration der DNA abgeschatzt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB nur geringe Mengen DNA

bendtigt werden und auch sehr geringe Mengen (= 10 ng) DNA nachgewiesen werden kénnen.

3.2.16 VERVIELFALTIGUNG VON D NA-FRAGMENTEN DURCH PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine schnelle Methode, um in vitro
ein bestimmtes DNA-Fragment enzymatisch zu vervielfaltigen (SAIKI et al., 1985).

Der Reaktionsansatz setzt sich aus der zu vervielfaltigenden doppelstréngigen DNA, zwei einzelstrangigen
Oligonukleotid-Primern (sense und antisense) sowie einer entsprechenden Menge Desoxyribonukleosid-
Triphosphaten (dNTPs) zusammen. Weiterhin wird ein Enzym, die thermostabile DNA-Polymerase aus
dem thermophilen marinen Mikroorganismus Thermus aquaticus (Taq-DNA-Polymerase), zur DNA-
Synthese benétigt. Die Primer-Konzentration ist um ein Vielfaches hdher als die Konzentration der zu
amplifizierenden  DNA. Der VervielfaltigungsprozeB  unterliegt drei  aufeinanderfolgenden
Temperaturschritten, welche fiir jeden Amplifikationsproze8 optimiert werden miissen und in einem
programmierbaren Thermocycler ablaufen. Der erste Schritt dient der Denaturierung der
doppelstrangigen DNA. Das Prinzip der PCR-Reaktion besteht aus Anlagerung (annealing) und
Verlangerung (elongation) der beiden Primer, die gegenldaufig an die komplementdren DNA-Strange
binden und den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der

Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C. Nach einem Absenken der Temperatur auf die
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Annealingtemperatur, die von den verwendeten Primern abhadngig ist, hybridisieren die Primer an die
komplementdren Sequenzabschnitte. In der Elongationsphase verlangert die DNA-Polymerase bei 72°C
die Primer komplementar zur Matrize. Es entstehen zwei doppelstrangige Produkte, die exakt der Lange
der Primer und der elterlichen DNA zwischen ihnen entsprechen. Jeder Strang ist erneut komplementar
zu einem der beiden Primer. Beim Eintritt in den nachsten Zyklus werden Matrize und neu synthetisierter
Strang durch Hitzedenaturierung voneinander getrennt und dienen beide als Matrize. Durch
aufeinanderfolgende PCR-Zyklen kann die durch die beiden Primer flankierte Sequenz so exponentiell
amplifiziert werden. Da fiir die PCR hitzestabile DNA-Polymerasen wie z.B. die Tag-Polymerase aus
Thermus aquaticus verwendet werden, kdnnen die DNA-Doppelstrange bei 94°C denaturiert werden,
ohne eine irreversible Schadigung der Polymerase zu verursachen.

Eine ideale Polymerase-Kettenreaktion zeichnet sich durch hohe Spezifitat, Ausbeute und Genauigkeit
aus. Jeder dieser drei Parameter wird durch die zahlreichen Einzelkomponenten der PCR beeinfluBt. In
diesem Zusammenhang fallen vor allem die Pufferbestandteile, die Amplifikationsbedingungen,
insbesondere die ,,Annealing"-Temperatur, die abhdngig von der Schmelztemperatur (T,,) der jeweiligen

Primer ist, und die Qualitat der Polymerase (CHA und THILLY, 1993) ins Gewicht.

3.2.16.1 AMPLIFIKATION AUS GENOMISCHER DNA

Aus genomischer DNA wurde die DNA fiir die Sau3A-Repeat-Sonde (aus den Primern OW154 und 155,
DUNHAM et al., 1992), fiir die HPRT-Gen-Sonden DXS10 (aus OTE11 und OTE12) und DXS86 (aus OTE13
und OTE14) amplifiziert (MoRRIS et al., 1993). Wahrend das PCR-Produkt fiir die Sau3A-Repeat-Sonde

direkt verwendet wurde, wurden die (ibrigen in den pGEM-T-Vektor subkloniert.

DNA-Matrize 0,1 bis1 pg in A. bidest oder 10 mM Tris-HClI,
pH 8,5
Oligonukleotidprimer 100 pmol/ul in A. bidest
dNTP-LOsung 2 mM dATP
2 mM dGTP
2 mM dCTP
2 mM dTTP
10 x Reaktionspuffer 0,1 M Tris-HCI (pH 8,3)
05 M KCl
15 mM MgCl,
1 mg/ml Gelatine
Red Tag™Polymerase 3 U/l

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 100 pl durchgefiihrt. Fir einen Ansatz wurden
100 bis 1.000 ng DNA-Matrize, je 200 pmol Primer, 5 pul dNTPs (2 mM), 10 pl 10 x Puffer und 3 U
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Red Tag™Polymerase eingesetzt. Zudem wurde eine Negativkontrolle ohne DNA-Matrize vervielfaltigt. Die

Proben wurden in den auf 95°C vorgeheizten PCR-Block gestellt. Die Amplifizierung der gewiinschten

DNA erfolgte nach 5 min Vordenaturierung unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung Annealing Elongation
Sau3A- 30 Zyklen
Repeat- 92°C 92°C 64°C 72°C 4°C
Sonde 3 min 50s 2 min 3 min e}
DXS10/ 30 Zyklen
DXS86 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C
5 min 30s 50s 2 min 7 min

Durch eine 7 min Nachelongation wurden unvollstandige Abbruchfragmente vervollsténdigt.

3.2.16.2 AMPLIFIKATION AUS C-DN A

Aus 1,3 ug c-DNA (zur Verfligung gestellt von Dr. Meergans, Konstanz) wurde in der vorliegenden Arbeit
die MLL-bcr-Sonde mit den Primern OTE1 und OTE2 amplifiziert und im pGEM-T-Vektor subkloniert. Die

Zusammensetzung des Ansatzes entspricht der unter 3.2.16.1 flir genomische DNA beschriebenen.

Denaturierung Annealing Elongation
25 Zyklen
94°C 94°C 53°C 72°C 72°C
5 min 1 min 1 min 30s 1 min 30 s 8 min
3.2.16.3 AMPLIFIKATION AUS BAKTERIENKOLONIEN
Pramix 1 3l Uni-Primer [50 pmol]
(pro Klon 20 ul) 3l Rev-Primer [50 pmol]
10 pl A. bidest
2 ul Reaktionspuffer 10 x
2yl dNTPs 2,5mM
Pramix 2 0,5 ul Tag-Polymerase (TaKaRa) 5 U/l
(pro Klon 2 pl) 1x Reaktionspuffer 10 x

Zur schnellen Uberpriifung von Bakterienklonen wurden anstelle der analytischen minipréparativen

Plasmidisolierung diese mit einem sterilen Zahnstocher angepickt und in einem 20 pl Pramix 1 kurz
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umgeriihrt, zum AufschluB der Bakterien 3 min bei 95°C inkubiert, 2 pl Pramix 2 zugesetzt und einer PCR

mit den folgenden Parametern unterzogen:

Denaturierung Annealing Elongation
25 Zyklen
95°C 55¢°C 72°C
3s 40 s 60 s

AnschlieBend wurde die amplifizierte DNA auf einem 2% TBE-Agarosegel analysiert (vgl. 3.2.13.1).

3.2.16.4 AMPLIFIKATION OHNE DN A-MATRIZE

Eine Amplifikation ohne DNA-Matrize wurde fiir die Herstellung der Telomer-Repeat-Sonde verwendet.
Hierbei wurden lediglich die Primer OAM1 und OAM2 aneinander gehangt. Die besten Ergebnisse erzielte
die Verwendung der Tag-Polymerase der Firma Gibco BRL. Die erhaltene DNA wurde 1:5 verdinnt weiter
verwendet (nach 0o et al., 1991).

PCR 1 10 Zyklen
94°C 94°C 55°C 72°C
5 min 1 min 30s 1 min
PCR 2 30 Zyklen
94°C 60°C 72°C 72°C
1 min 30s 90 s 5 min

3.2.16.5 REINIGUNG VON PCR-PRODUKTEN

Die PCR-Produkte wurden entweder (ber ein praparatives Agarose-Gel (vgl. 3.2.13.1) oder mit dem
QIAquick® PCR Purification-Kit aufgereinigt.

Im QlAquick® PCR-Purification-Kit sind enthalten:

PB-Puffer

PE-Puffer (vor Gebrauch mit 100% Ethanol versetzen)
EB-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5)

QIAquick® Spin Saulen

Mit dem QIAquick® PCR Purification-Kit kénnen PCR-Produkte zwischen 100 bp und 10 kb von Primern,

Nukleotiden, Polymerasen und Salzen gereinigt werden. Zur Aufreinigung wurden 5 Volumen PB-Puffer zu
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1 Volumen PCR-Ansatz gegeben und gemischt. Dann wurde die Probe auf eine QIAquick-Saule pipettiert
und der Ansatz in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (13.000 UpM, 1 min, RT). Der DurchfluB wurde
verworfen und das Saulchen in dasselbe ReaktionsgefaB zurlickgestellt. Die DNA wurde mit 750 pl PE-
Puffer gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Der DurchfluB wurde erneut verworfen und das Saulchen
in das ReaktionsgefaB zurlickgestellt. Es wurde noch einmal 1 min zentrifugiert, um alle Ethanolreste zu
entfernen.

Dann wurde das Saulchen in ein sauberes ReaktionsgefaB gestellt. Zur Elution der DNA wurden 30 pl EB-
Puffer in die Mitte der Saule pipettiert, 1 min inkubiert und erneut zentrifugiert. Der DurchfluB enthielt
das gereinigte PCR-Produkt und konnte direkt zur Ligation oder zur Restriktionsverdauung weiter

verwendet werden.

3.2.17 SEQUENZIERUNG VON DN A MIT DEM AUTOMATISCHEN DNA SEQUENZIERER

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA wurde mit dem DNA-Sequenzierungsgerdt der Firma ABI
(Modell 373 A) durchgefiihrt. Es wurde die ,Tag-Dye Deoxy™ Terminator-Cycle-Sequencing"-Methode
entsprechend der Herstellervorschrift angewendet. Bei dieser Methode werden vier mit unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffen gekoppelte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP, Dye
Desoxy™ Terminatoren) mit nicht markierten Desoxynukleosidtriphosphaten gemischt. Die DNA-Matrize
wird von einem Oligonukleotid ausgehend durch zyklisches Denaturieren, Anlagern und Synthetisieren
immer wieder abgeschrieben. Die so entstandenen, am 3’-Ende mit basenspezifischen Farbstoffen
markierten Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt und durch ihre Fluoreszenz im Gel

nachgewiesen.

3.2.17.1 VORBEREITUNG DES 4%06 (W/V) POLYACRYLAMID-DNA-SEQUENZIERGELS

Harnstoff
30% Acrylamidlésung 29:1 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-L&sung
Die Losung wurde filtriert und in einer
lichtgeschiitzten Flasche bei 4°C gelagert.
APS 10 % (w/v)
TEMED
Alconox
Isopropanol

Die Glasplatten wurden mit einem Detergens (Alconox) gewaschen, mit H,Opiqest. gesplilt, mit Isopropanol
nachbehandelt und danach getrocknet. Zwischen die trockenen Platten wurden die Abstandhalter gelegt.

Fir das 4% (w/v) Polyacrylamid-Gel wurden 30 g Harnstoff eingewogen mit 8 ml Acrylamidlésung und
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6 ml TBE-Puffer (10 x) versetzt und auf 60 ml Gesamtvolumen mit H,Opiq4est. aufgefiillt. Der Harnstoff
wurde durch Riihren und Erwarmen (nicht tber 37°C) gelst und die Lésung danach durch einen Filter
(0,2 um) filtriert und entgast. Die Ldsung wurde in ein Becherglas dberfihrt und die
Polymerisationsreaktion durch Zugabe von 350 yl APS und 20 yl TEMED gestartet. Die Losung wurde
sofort zwischen die Glasplatten gegossen und ein Kamm zur Bildung der Auftragstaschen eingesetzt. Das

Gel polymerisierte 2 h in horizontaler Lage.

3.2.17.2 SEQUENZIERUNGSREAKTION

5 x Terminator 400 mM Tris-HCI
Ammonium Cycle 10 mM MgCl,
Sequencing Puffer 100 mM (NH4),S04
(TACS) Die Lésung wurde vom
Hersteller mitgeliefert.

dNTP-Mix 150 pM dATP

150 pM dCTP

150 pM dGTP

150 uM dTTP

Die Lésung wurde vom

Hersteller mitgeliefert.

Dye Desoxy Terminatoren | 900 uM A Dye Desoxy™ Terminator ddA™TP
450 uM C Dye Desoxy™ Terminator ddC™TP

15 uM G Dye Desoxy™ Terminator ddG™TP

4 uM T Dye Desoxy™ Terminator ddT™TP

m = Fluoreszenzmarkierung
Die Lésung wurde vom

Hersteller mitgeliefert.

Die Konzentration der Desoxynukleotide wird unterschiedlich gewahlt, da diese durch die Ankopplung
eines Farbstoffes mit verschieden hoher Effizienz von der Polymerase eingebaut werden. Die
angegebenen Konzentrationen gewahrleisten, daB die Desoxynukleotide zu gleichen Anteilen in den

synthetisierten DNA-Fragmenten vorkommen.

Oligonukleotidprimer 10 pmol
Ampli Tag"™'DNA- 4 U/ul
Polymerase
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Sequenzier-/Terminations-Mix:

5 x TACS Puffer 4 ul
dNTP-Mix 1
Dye Desoxy A ddA™TP 1 ul
Dye Desoxy T ddT™TP 1
Dye Desoxy G ddG™TP 1
Dye Desoxy C ddC™TP 1 ul
Ampli Tag"™'DNA-Polymerase 0,5 ul

Zur Durchfiihrung der Sequenzierungsreaktion wurden 0,5 bis 1 ug DNA-Matrize (Plasmid-Doppelstrang)

mit 10 pmol Sequenzier-Primer und 8 pl Terminationsmix/Sequenzier-Mix mit A. bidest auf ein

Endvolumen von 20 pl eingestellt. Dieses Gemisch wurde fiir 25 Zyklen in einem Perkin-Elmer TC1

Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert :

Denaturierung Annealing Elongation
25 Zyklen
96°C 50°C 60°C
30s 15s 4 min

Dabei entstanden durch die Kettenabbriiche bei Einbau eines Dideoxynukleotids viele unterschiedlich

lange fluoreszenzmarkierte DNA-Einzelstrang-Fragmente.

3.2.17.3 PROBENREINIGUNG, AUTO MATISCHE SEQUENZIERUNG UND EDV-GESTUTZTE

AUSWERTUNG
NaAc 3 M pH 3,8
EDTA-LBsung 25 mM pH 8,0
Formamid-Ldsung 100 % (w/v)
Formamid-EDTA-L6sung 1 Tell Formamid-L&sung
5 Teile EDTA-LOsung
Die Lésungen wurden gemischt
und bei 4°C gelagert.
Ethanol 70 % RT

Die DNA wurde im AnschluB an die PCR mit A. bidest auf ein Volumen von 100 pl aufgefiillt und dann

durch Zugabe von 10 pl 3 M NaAc und 250 pl absolutem Ethanol (RT) und anschlieBende Zentrifugation
in einer Tischzentrifuge (14.000 UpM, 15 min, 4°C) gefallt. Die DNA wurde mit 250 pl 70% (v/v) Ethanol
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gewaschen, 5 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und dann in 3 pl Formamid/EDTA-L6sung
aufgenommen. Die DNA wurde 2 min bei 90°C denaturiert und auf das Sequenziergel aufgetragen. Die
Oligonukleotide wurden durch Hochspannungsgelelektrophorese der GroBe nach aufgetrennt. Die vier
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffgruppen, die jeweils an ein bestimmtes Desoxynukleotid
gekoppelt waren, wurden durch einen 40 mW Argon-Laser (488 nm und 514 nm) angeregt. Die
Fluoreszenzsignale wurden durch ein Detektorsystem des DNA-Sequenzierungsgerats anhand ihrer
unterschiedlichen Emissionswellenldngen identifiziert. Die Gelelektrophorese und Auswertung des Gels
erfolgten durch Laserscannerabtastung in einem ABI-Sequencer Modell 373 A und wurde von Andreas

Nolte am Institut fir Biochemie und Molekulare Zellbiologie (Universitat Géttingen) durchgefiihrt.

3.2.18 RADIOAKTIVE MARKIERUN G VON DNA MIT DER RANDOM-PRIME-METHODE (FEINBERG

UND VOGELSTEIN, 1983)

Mit dieser Methode werden DNA-Sonden synthetisiert, die (iber ihre gesamte Lénge radioaktiv markiertes
dCTP enthalten. Die so hergestellten Sonden weisen eine sehr hohe spezifische Aktivitat auf. Feinberg
und Vogelstein (1983) flihrten zur DNA-Synthese die Verwendung von Hexanukleotid-Primern
unterschiedlicher Sequenz ein und erreichten damit eine Initiation des Synthesevorgangs an jeglicher
DNA zufallig verteilt Gber die gesamte Lange der eingesetzten DNA-Matrize. Die DNA-Synthese erfolgt
durch das Klenow-Fragment der bakteriellen DNA-Polymerase I aus den nicht radioaktiven Nukleotiden
dATP, dTTP, dGTP und dem radioaktiven Nukleotid dCTP. Als Reaktionsprodukt entsteht ein Gemisch von
unterschiedlich langen, radioaktiv markierten DNA-Strdngen, die jeweils mit einem Teilabschnitt der
komplementdren Matrize gepaart vorliegen. Die Einzelstrange werden durch Hitzedenaturierung erhalten.
In der vorliegenden Arbeit wurde zur Markierung der DNA-Sonde mit radioaktivem 57a*2P]-dCTP der
Redi-Prime-Markierungskit der Firma Amersham benutzt, der im Unterschied zu der von Feinberg und

Vogelstein beschriebenen Methode 9mere als random-Primer enthalt.

redi-Prime-Markierungskit 9mer random-Primer

(lyophilisierter Enzym-Pramix) Klenow-Enzym exonukleasefrei
dATP, dGTP, dTTP

5'[a%?P]-dCTP 20 uCi (4.000 Ci/mmol)

DNA-Matrize bis zu 100 ng

Zur DNA-Synthese wurden ca. 25 bis 100 ng einer DNA-Matrize in 45 pl TE-Puffer geldst. Die DNA wurde
5min bei 95°C denaturiert und 5 min auf Eis abgekihlt. Der Enzym-Pramix des redi-Prime-
Markierungskits wurde mit 5 pl 5To®*P]-dCTP und der denaturierten DNA-Matrize gemischt. Der
Reaktionsansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend iiber eine Nick™-Siule aufgereinigt
(vgl. 3.2.13.4).
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3.2.19 RADIOAKTIVE ENDMARKIE RUNG VON DNA MIT DER T4-POLYNUKLEOTIDKINASE (MAXAM
und GILBERT, 1977)

Die T4-Polynukleotidkinase katalysiert die Ubertragung der y-Phosphatgruppe von ATP auf 5-OH-
Gruppen von RNA- und DNA-Molekiilen. Eine radioaktive Markierung wird durch Einsatz von 5y**P]-ATP
erreicht. In dieser Arbeit wurden die Oligonukleotidsonden het266, het405 und LINE auf diese Weise

radioaktiv markiert.

T4-Polynukleotidkinase 1l
10 x Kinasierungspuffer 70 mM Tris-HCI, pH 7,6 1x
10 mM MgCl, ad 20yl
5 mM DTT
5'[y**P]-ATP 10 pmol (3,5 pl)
Einzelstrangiges Oligonukleotid 4 bis 7 pmol
(het266, het405 und LINE)

Es wurde ein Reaktionsansatz mit 4 bis 7 pmol eines einzelstrangigen Oligonukleotids mit 2 pl 10 x T4-
Polynukleotidkinasepuffer, 10 pmol [y->* P]-ATP (geldst in 3,5 pl) und 1 pl T4-Polynukleotidkinase in
einem Gesamtvolumen von 20 pl hergestellt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 60 min bei einer Temperatur
von 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C fiir 20 min, um
die Reaktion zu stoppen. Die markierten Oligonukleotide wurden direkt im AnschluB iber das QIAquick®

Nucleotide-Removal-Kit (Qiagen) aufgetrennt.

Im QlAquick® Nucleotide Removal-Kit sind enthalten
PN-Puffer
PE-Puffer
EB-Puffer
Spin-Cups

Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 200 ul PN-Puffer gemischt und auf ein Spin-Cup pipettiert. Die
Probe im Spin-Cup wurde in einem 2 ml GefaB fiir 1 min bei 6.000 UpM zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde die Probe zweimal mit 500 pl PE-Puffer gewaschen und nach jedem Waschschritt fiir
1 min bei 6.000 UpM zentrifugiert. An den zweiten Waschschritt schloB sich eine weitere Zentrifugation
fir 1 min bei 13.000 UpM an. Die Uberstinde wurden jeweils verworfen. AnschlieBend wurde die Probe
im Spin-Cup in ein 1,5 ml GefaB gegeben. Die Oligonukleotide wurden mit 200 pl EB-Puffer fiir 1 min bei
13.000 UpM eluiert.
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3.2.20 RADIOAKTIVE HYBRIDISIERUNG MEMBRANGEBUNDENER DNA

Um aus der Menge der auf eine Membran transferierten DNA die gewiinschte(n) zu erkennen, kann die
DNA mit einer radioaktiv markierten ss-Nukleinsaure (vgl. 3.2.18 und 3.2.19) bekannter Sequenz
hybridisiert werden. Die dabei gewahlte Temperatur bedingt das MaB der Spezifitdt, mit der die radioaktiv

markierte DNA (Sonde) ihre komplementdre DNA auf der Membran erkennt.

Hybridisierungspuffer 1 48 % (v/v) Formamid, deionisiert
4,8 x SSC
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 % (w/v) SDS
1 x 100 x Denhardt's
(je 2% (w/v) BSA, Ficoll™, PVP)
10 % (w/v) Dextransulfat
(bei 80°C in A. bidest l6sen)
Hybridisierungspuffer 2 6 X SSC
10 mM NaHPO,, pH 6,8
1 mM EDTA, pH 8,0
0,5 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Milchpulver
Waschpuffer 1 2 X SSC
0,1 % (w/v) SDS
Waschpuffer 2 0,2 x SSC
0,1 % (w/v) SDS
Waschpuffer 3 2 X SSC
0,01 % (w/v) SDS
Waschpuffer 4 1 x SSC
0,01 % (w/v) SDS
Waschpuffer 5 0,3 x SSC
0,01 % (w/v) SDS

Zum Absattigen unspezifischer Bindungen wurde der Blot mit 2 x SSC befeuchtet und fiir mind. 1 h mit
ungefsdhr 10 bis 15 ml Hybridisierungslésung 1 pro 100 cm? Membranfliche bei 42°C in einem
Hybridisierungsréhrchen (Biometra) im Hybridisierungsofen (Biometra) prahybridisiert. Die zu
verwendende Sonde wurde fiir 5 min bei 95°C denaturiert, mit 1 ml Hybridisierungslésung 1 vermischt
und in das Hybridisierungsrohrchen zum Blot gegeben. Die Hybridisierung erfolgte tber ca. 16 h im

Hybridisierungsofen bei 42°C. Danach wurde der Blot zweimal 10 min bei Raumtemperatur in
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Waschlésung 1 unter Rotation gewaschen. AbschlieBend wurde der Blot fiir mind. 30 min bei 65°C mit
vorgewarmter Waschldésung 2 im Hybridisierungsréhrchen gewaschen. War die Membran nach dieser
Waschprozedur noch sehr stark radioaktiv und ebenso der Waschpuffer, wurde der letzte Schritt
wiederholt, bis der Waschpuffer frei von Radioaktivitat war. Der Blot wurde in eine Folie eingeschweift
und auf einen Phosphorlmager-Screen mindestens tber Nacht, je nach Intensitat der Markierung auch
langer aufgelegt.

Ein etwas abgewandeltes Verfahren wurde zur Hybridisierung mit einer Oligonukleotid-Sonde
verwendet. Der Blot wurde fiir 4h bei 37°C prahybridisiert. Die Hybridisierung mit der
Oligonukleotidsonde erfolgte mit Hybridisierungslésung 2 lber Nacht bei 37°C. Am nachsten Tag wurde
der Blot jeweils 10 min bei 37°C mit den Waschlésungen 3, 4 und 5 gewaschen. AnschlieBend wurde
auch bei diesem Verfahren der Blot eingeschweift und auf einen PhosphorImager-Screen aufgelegt.

Um die Membran erneut mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisieren zu kénnen, wurde die vorige
radioaktive Sonde so bald wie méglich durch UbergieBen mit kochendem ,Stripping"-Lésung (0,1% SDS-
Losung in A. dest) und nachfolgendem Abkiihlen unter Bewegung auf einer Wippe entfernt. Dieser
Prozedur wurde so oft wiederholt, bis keine Radioaktivitat mehr meBbar war. Grundsatzlich wurden die
Membranen, sobald sie radioaktiv hybridisiert worden waren, immer in feuchtem Zustand eingeschweifBt
und bei 4°C aufbewahrt. Sollten die Membranen ldngere Zeit gelagert werden, um spéter wieder fiir die
Hybridisierung verwendet zu werden, so wurden sie mit 0,01% Thimerosal-Losung in 2 x SSC befeuchtet,

eingeschweiBt und bei 4°C gelagert.
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3.2.21 MAR-SUCHE NACH DEM ,,TO POISOMERASE-MEDIATED LOOP EXCISION PROTOCOL"
(FAJKUs et al., 1998)

Agaroselésung 1,5 % (w/v) LMP-Agarose in PBS, aufgekocht und
abgekihlt auf 42°C
Lysispuffer 02 % Nonidet P-40 (frisch zugeben)
2 M NaCl
2 mM EDTA
1 mM PMSF (frisch zugeben)
20 mM Tris-HCl, pH 7,5
Waschpuffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,1 mM EDTA
50 mM KCl
10 mM MgCl,
Spaltungspuffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,1 mM EDTA
50 mM KCl
10 mM MgCl,
1 mM ATP
20 - 80 pg/ml Teniposid in DMSO oder EtOH
Stoppuffer 04 M EDTA, pH 8,0
1 % (w/v) SDS
0,9 % (w/v) Sarkosin
500 pg/ml Proteinase K (frisch zugeben)
Lagerung in 0,1 M EDTA

Je 1 x 10’ Zellen wurden mit PBS gewaschen, in 50 pl PBS aufgenommen und 1:1 mit 42°C warmer 1,5%
LMP-Agarose in PBS gut gemischt und in einen einseitig mit Tesafilm abgedichteten Bldckchenformer
gegossen (1 Bléckchen entspricht 100 pl Lésung) und fiir 5 min bei 4°C erstarren gelassen. Die noch
weichen Bléckchen wurden in 20 ml gekiihlten Lysispuffer gegeben und bei 4°C unter leichter Bewegung
fur 1 h inkubiert. Danach wurden die Blockchen dreimal 30 min in je 20 ml Waschpuffer ebenfalls unter
Bewegung bei 4°C gewaschen und in 2 ml Topoisomerase II-Spaltungspuffer unter Zusatz von Inhibitor
(Teniposid oder Etoposid) gegeben und dort fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Austausch des Puffers mit 1 ml Stoppuffer gestoppt und die lysierten Zellen 36 h bei 55°C unter
Bewegung inkubiert. Durch extensives Waschen mit 0,1 M EDTA-L&sung wurde der Stoppuffer entfernt
und die Bléckchen anschlieBend einer zweimaligen, mehrstiindigen Aquilibrierung mit Restriktionspuffer
und einer Restriktionsverdauung tber Nacht mit 50 bis 200 U Enzym pro 0,5 ml bei 37°C unterzogen (vgl.

3.2.11.3.2). Die verdauten Blockchen konnten dann einer Pulsfeldgelelektrophorese unterzogen werden
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(vgl. 3.2.13.2), die so aufgetrennte DNA auf Membranen transferiert (vgl. 3.2.14) und mit radioaktiv
markierten DNA-Sonden (vgl. 3.2.18) mittels indirekter Endmarkierung (vgl. Abbildung 32) hybridisiert
(vgl. 3.2.20) und analysiert werden.

3.2.22 DER ,,IN VITRO“-VERSUCH SANSATZ MIT ISOLIERTEN KERNEN

Aus HL60-Zellen wurden wie unter 3.2.10.1 und 3.2.10.2 beschrieben Kerne und Zytoplasma extrahiert.
Um apoptotisches Zytoplasma zu gewinnen, wurden die Zellen vorher fiir 4 h mit Topotecan behandelt
(vgl. 3.2.3.7) und ihr GroBenprofil im Zellzahlgerat CASY vermessen (vgl. 3.2.3.5). Die frisch praparierten
Extrakte wurden auf Eis je nach Ansatz 1:1 (sowie Variationen davon) gemischt, mit 10 pl Energiemix (zu
gleichen Teilen aus Phosphokreatin, Kreatinkinase und ATP), 5 pl 100 mM DTT, 1 pl 1M MgCl, und je
nach Ansatz mit jeweils neu auszumessender Menge an rekombinant exprimierter Caspase 3
(vgl. 3.2.23.1) versetzt und bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Zudem wurden Kontrollansatze (nur
Zytoplasma mit Hewish-Puffer, nur Kerne mit PIPES-Puffer, nur Kerne und Zytoplasma ohne Caspase 3)
Uber 2 h inkubiert. Die Reaktionen wurden nach verschiedener Dauer gestoppt, mit 5 ul 0,5M EDTA
versetzt und auf Eis gestellt.

Aus den Losungen wurden sowohl die hochmolekulare (vgl. 3.2.11.3.2) als auch die niedermolekulare
DNA (vgl. 3.2.11.3.1.2) gewonnen und analysiert (vgl. 3.2.13.2 und 3.2.13.1).
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Arbeiten mit Proteinen

3.2.23 ISOLIERUNG UND AUFREIN IGUNG VON PROTEINEN

3.2.23.1 AUS HEFE: CASPASE-PRAP ARATION

3.2.23.1.1 EXPRESSION UND ISOLIERUNG

Puffer A (2 x) 50 mM Tris-HCl, pH 7,9
400 mM NaCl
0,5 mM PMSF in Isopropanol Zulx
1 pg/mi Pepstatin Puffer A
1 pg/ml Leupeptin frisch
1 pg/mi Aprotinin zusetzen
1 mM Benzamidin !
Tris-SO, 01 M Tris-SO4, pH 9,2
Waschpuffer 50 mM Imidazol, pH 8,0 (mit HCI)
1 x Puffer A
jel pl/ml Pepstatin, Aprotinin, Leupeptin
10 pi/ml Benzamidin
5 pl/ml PMSF in Isopropanol
Elutionspuffer 1 wie Waschpuffer, nur mit 150 mM Imidazol
Elutionspuffer 2 wie Waschpuffer, nur mit 500 mM Imidazol

50 ml SCD™*-Medium wurden mit 2 bis 3 ml der transformierten Hefe pWA 337 angeimpft und Uber
Nacht bei 30°C unter Schitteln (150 UpM) herangezogen. Am nachsten Tag wurden aus der
Ubernachtkultur 200 ml SCD™®“-Medium angeimpft und weiter bei 30°C kultiviert. Nach Erreichen einer
ODgg0 nm VON 1,0 wurden 6 | SCGL™™“-Medium mit je 200 ml/l angeimpft und erneut (iber Nacht kultiviert.
Nach Erreichen einer OD gy nm von 1,0 wurden je 200 ml YPGLA-Medium hinzugefiigt und erneut fiir 3 h
bei 30°C und 150 UpM inkubiert. Durch Zugabe von je 8 g Galaktose wurde die Bildung von Caspase 3
induziert. Nach weiteren 5 bis 6 h Inkubation (ODgg nm VOn 1,2) wurden die Zellen durch Zentrifugation in
einer Sorvall RC2-B-Zentrifuge bei 2.900 x g fiir 10 min sedimentiert, der Uberstand erneut {iber Nacht
inkubiert, der Niederschlag anschlieBend mit 40 ml kaltem 0,1 M Tris-SO, gewaschen und wiederum fir
5min bei 4.000 x g in einer Heraeus-Zentrifuge sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 2,5 ml
gekiihltem Puffer A mit Hilfe einer Impfése resuspendiert, mit 7 ml Glasperlen versetzt und je 4 x 1 min
auf einem Vortex-Gerét bei héchster Leistungsstufe gemischt, der Uberstand abgenommen und erneut je
4 x 30 s gemischt. Die Uberstidnde wurden vereinigt und 5 min bei 2.000 UpM (Sorvall) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde einer Ultrazentrifugation im SW41Ti-Rotor bei 30.000 UpM fiir 1 h unterzogen. Der so
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gewonnene Uberstand wurde auf eine vorbereitete Nickelmatrix gegeben und damit unter Bewegung fiir
2 bis 2,5 h bei 4°C inkubiert.

3.2.23.1.2 REINIGUNG UBER NICKELSAULE

Die Lysat-Ni-NTA-Mischung wurde auf eine Saule gegeben und der Durchlauf nochmals aufgetragen. Die
Saule wurde mit 20 ml Waschpuffer gewaschen und schlieBlich zundachst mit 5 ml 150 uM Elutionspuffer
und danach mit 500 mM Elutionspuffer eluiert und in Fraktionen a 500 pl aufgefangen. Sowohl vom
Durchlauf als auch vom Waschpuffer als auch von den einzelnen Fraktionen wurde ein Aliquot von jeweils
10 pl abgenommen und auf einem 12% SDS-Minigel analysiert (vgl. 3.2.24), transferiert (vgl. 3.2.25) und
mit dem Tetra-His-Antikdrper die exprimierte Caspase 3 immunchemisch nachgewiesen (vgl. 3.2.26.2).
Die einzelnen Fraktionen wurden jeweils mit 100 pl kaltem Glycerol versetzt, gemischt und bei —20°C

aufbewahrt. Die Nickelsdule wurde anschlieBend bis zu fiinfmal regeneriert.

3.2.23.2 AUS ZELLINIEN
3.2.23.2.1 PARP

Probenpuffer 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
6 M Harnstoff
10 % (w/v) Glycerol
2 % (w/v) SDS
0,00125 % (w/v) Bromphenolblau
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
,.Blotto* 5 % (w/v) Trockenmilchpulver in TBST
TBST 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM NaCl
0,3 % (v/v) Tween 20
SDS-Minigel 12 % vgl. 3.2.24
Erstantikorper 10 pl Serum in 20 ml ,Blotto"
Nachweisantikérper 1:5000 Ziege-Anti-Kaninchen IgG

Pro Zeitwert wurden 1 x 10’ Zellen vor und nach Apoptose-Induktion mit PBS gewaschen und mit
Probenpuffer auf ca. 4 x 10° Zellen/ml verdiinnt und 15 s sonifiziert. AnschlieBend wurde die Ldsung
15 min bei 65°C inkubiert und je 20 pl auf einem 12% SDS-Minigel aufgetrennt (vgl. 3.2.24), einem
Western-Blot unterzogen (vgl. 3.2.25), die Proteine gefarbt (vgl. 3.2.26.1) und die Poly-(ADP-Ribose)-

Polymerase immunchemisch nachgewiesen (vgl. 3.2.26.2).
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3.2.23.2.2 HISTONE

Aus den nach 3.2.10.3.1.2 gewonnenen Nukleosomen aus Hela-Zellen wurden die Histone prapariert,
indem die Nukleosomen-enthaltende Losung mit 6 N H,SO, auf eine 0,4 N Konzentration eingestellt
wurde und lber Nacht bei 4°C gerlihrt wurde. Die Lésung wurde auf einem Vortex-Gerat kraftig gemischt
und bei 13.000 UpM in der Heraeus-Zentrifuge fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit 100% (w/v) TCA auf 20% Endkonzentration eingestellt und 30 min bei RT
inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden bei 13.000 UpM fiir 10 min sedimentiert und zweimal mit
70% (v/v) Ethanol sorgfaltig gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 pl 30 mM HCI
Uber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler geldst. Ein 10 pl Aliquot der erhaltenen Proteinsuspension wurde
anschlieBend auf einem 15% (v/v) SDS-Gel analysiert (vgl. 3.2.24).

3.2.24 AUFTRENNUNG VON PROTE INEN DURCH SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE
(SDS-PAGE, LAEMMLI, 1970)

Glasplatten fur Minigele 85 x 105 mm
Stammldsung A 15 M Tris-HCI (pH 8,9)
8 mM EDTA
Stammlésung B 05 M Tris-HCI (pH 6,8)
8 mM EDTA
SDS-Ldsung 10 % (w/v)
APS 10 % (w/v)
TEMED
Acrylamid-/ 30:8 (v/v)
Bisacrylamidlésung
2 x Probenpuffer 200 mM Tris-HCI (pH 6,7)
6 % (w/v) SDS
15 % (v/v) Glyzerin
0,005 % (w/v) Bromphenolblau
Probenpuffer- 0,9 ml Probenpuffer (2 x)
Gebrauchsloésung 0,1 mi B-Mercaptoethanol
5 x Laemmli-Laufpuffer 0,25 M Tris-HCI (pH 8,7)
10 mM EDTA
19 M Glycin
0,5 % (w/v) SDS
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Mit dieser Standardmethode der Proteinanalytik ist eine Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht mdglich. Die unterschiedliche Ladung der Proteinmolekile wird dabei durch die
Anlagerung von SDS-Molekiilen proportional der GréBe der Proteine kompensiert (WEBER und OSBORN,
1969). Somit definiert allein die MolekulargréBe der Proteine ihre elektrophoretische Beweglichkeit. Die
Auftrennung erfolgt in einer mehr oder weniger stark vernetzten Matrix aus Polyacrylamid. Durch die
Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems mit Trenn- und Sammelgel mit unterschiedlichen pH-
Bedingungen wird eine Konzentrierung der Probe und damit eine erhéhte Auflésung des Trennsystems
erzielt.

Aus den Lésungen A und B wurden nach folgendem Schema die Proteingele hergestellt:

Sammelgel Trenngel Trenngel
(12,5% (v/v)) (15% (v/v))

Losung A - 1,4 ml 1,4 ml
Ldsung B 1,25 ml - -
SDS-Lésung 0,055 ml 0,055 ml 0,055 ml
TEMED 0,005 ml 0,005 ml 0,005 ml
Acrylamid-/ 0,8 ml 2,3 ml 2,775 ml
Bisacrylamidl6sung
A. bidest 2,95 mi 1,69 ml 1,215 ml
APS 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml

Zwei Minigelglasplatten wurden mit 70% (v/v) Ethanol abgerieben, zusammengebaut und mit einer
Gummidichtung abgedichtet. Das Trenngel wurde aus den angegebenen Ldsungen gemischt und
zwischen die Glasplatten gegossen. Um einen glatten AbschluB zu erreichen, wurde die Trenngellésung
mit absolutem Ethanol (berschichtet. Nach der Polymerisierung wurde der Alkohol abgegossen, das
Sammelgel aufgegossen und der Probenkamm zur Bildung der Auftragstaschen eingesteckt. Nach dem
Polymerisieren des Sammelgels wurde das Dichtungsgummi entfernt und das Gel mit den Glasplatten in
eine mit 1 x Laufpuffer gefiillte Vertikal-Elektrophoresekammer eingespannt. Bevor die Proben auf das
Gel aufgetragen werden konnten, wurden sie mit der Probenpuffer-Gebrauchslésung 1:2 verdiinnt und
5min bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese wurde bei 15 mA solange durchgefiihrt, bis die
Bromphenolblau-Front das Trenngel erreicht hatte, danach wurde der Spannungsgeber auf 20 mA
eingestellt. Die Elektrophorese wurde abgebrochen, sobald die Bromphenolblau-Front den unteren Rand

des Trenngels erreicht hatte.
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3.2.25 TRANSFER VON PROTEINEN AUF NITROZELLULOSE DURCH ELEKTROBLOTTING (TOWBIN
etal., 1979)

Das Immunoblotverfahren schlieBt sich an die unter 3.2.24 beschriebene gelelektrophoretische
Auftrennung von Proteinen an. Hierbei werden die Proteine in einem elektrischen Feld aus dem Gel auf
ein proteinbindendes festes Tragermaterial (Nitrozellulose-Membran) transferiert. Die so immobilisierten

Proteine kdnnen in einer immunchemischen Reaktion sichtbar gemacht werden.

Puffer A (Anodenpuffer 1) 300 mM Tris-HCI (pH 10,4)
20 % (v/v) Methanol
Puffer B (Anodenpuffer 2) 25 mM Tris-HCI (pH 10,4)
20 % (v/v) Methanol
Puffer C (Kathodenpuffer) 25 mM Tris-HCI (pH 9,4)
20 % (v/v) Methanol
Ponceau-S-Farbelésung 1:10 (v/v) in A. bidest verdiinnt
NaOH 0,2 N

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine nach dem “semi-dry" Verfahren auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Nitrozellulose-Membran sowie insgesamt sechs Filterpapiere
wurden auf die GroBe des Trenngels zugeschnitten und in den entsprechenden Puffern (vgl. Schema
unten) aquilibriert. Die Nitrozellulose wurde kurz zur Benetzung in A. dest gelegt. Die ,Blotapparatur®

wurde nach folgendem Schema zusammengesetzt.

Kathode -

3 Filterpapiere in Puffer C
SDS-Gel

Nitrozellulose-Membran

1 Filterpapier in Puffer B

2 Filterpapiere in Puffer A

Anode +

Zu beachten war, dafB3 die einzelnen Schichten luftblasenfrei zusammengebaut werden muBten. Die ganze
Apparatur wurde mit ca. 1 kg Gewicht beschwert, damit stets ein fester Kontakt gewahrleistet war. Der
Proteintransfer erfolgte fiir eine Stunde bei 1 mA/cm?. Um die Effizienz des Transfers zu Uberpriifen,
wurde die Membran fir 5 min in Ponceau S-Farbelésung inkubiert. Zuvor wurde sie kurz in 0,2 M NaOH
gelegt, um die Antigenizitat zu erhdhen. Die Farbung wurde durch Spiilen mit destilliertem Wasser wieder

entfernt.
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3.2.26 NACHWEIS VON PROTEINEN

3.2.26.1 FARBUNG DER PROTEINE M IT COOMASSIE

Coomassie-Farbelésung 0,15 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250
50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure
Entfarberlésung 10 % (v/v) Methanol
5 % (v/v) Essigsdure

Die Gele wurden nach der Elektrophorese fiir ca. 30 min bei Raumtemperatur mit Coomassie-Blue
gefarbt. Danach wurden sie unter stdndigem Wechseln der Entfarberlésung bei Raumtemperatur
entfarbt.

3.2.26.2 IMMUNCHEMISCHER NACHWEIS MIT SPEZIFISCHEN ANTIKORPERN

TBS-Tween 20 mM Tris-HCl, pH 8,2
0,1 % (w/v) NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20
Primé&rantikorper-L6sung Primarantikdrper in
Blockldsung
Nachweisantikdrper Ziege-Anti-Kaninchen-IgG
Blocklésung 10 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Tween
Puffer 111 100 mM Tris-HCl, pH 9,5
100 mM NaCl
50 mM MgCl,
NBT-L6sung 75 mg/ml in 70% (v/v) Dimethylformamid
BCIP-L6sung 50 mg/ml in 100% (v/v) Dimethylformamid

Nach der Immobilisierung der Proteine durch Elektroblotting wurde die Nitrozellulose-Membran stets
rechts oben markiert und das restliche SDS-Gel wie unter 3.2.26.1 beschrieben gefarbt. Zur
Antikérperdetektion wurde die Membran zuerst fiir 2 h in 10 ml Blockpuffer inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Es folgte die Inkubation der Membran in der Primarantikorper-Losung. Die
Verdiinnung des Primarantikdrpers richtete sich nach dessen Sensitivitat, die fir jeden Antikdrper vorher
bestimmt wurde. Inkubiert wurde fiir 12 bis 16 h bei 4°C. Um unspezifische Signale zu minimieren, wurde
die Membran anschlieBend besonders griindlich gewaschen (flinfmal fir 5 min mit je 15 ml TBS-Tween).
Der an alkalische Phosphatase gekoppelte Nachweisantikérper wurde in der Blocklésung 1:10.000

verdlinnt und flr mindestens 2 h bei RT mit der Membran inkubiert. Nicht gebundenes Konjugat wurde
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auch hier wieder fiinfmal fiir 5 min mit TBS-Tween abgewaschen. Das Antigen auf der Membran wurde
durch Inkubation mit der Substratiésung (35 pl BCIP und 45 pl NBT in 10 ml Puffer III) kolorimetrisch
detektiert. Die alkalische Phosphatase katalysiert die Bildung von farbigen Prazipitaten an den Stellen auf

der Membran, an denen der Nachweisantikdper gebunden hat.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ZELLKULTIVIERUNG UND APOPTOSE-INDUKTION

In Abhdngigkeit von Zellinie und Induktor tritt die Apoptose in unterschiedlichem AusmaB und
Auspragung auf. Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden in den menschlichen
Leukamiezellinien HL60, U937, CEM, K562 und Jurkat durchgefiihrt. Auch ohne Vorbehandlung liegt
bereits eine geringe Zahl von Zellen in Kultur spontan apoptotisch vor. Je nach Zellinie betragt ihr Anteil
zwischen 1 bis 10% der Zellen (eigene Beobachtungen (Abbildung 11 und Abbildung 12) sowie TRAGANOS
et al., 1993; NAKAMURA et al., 1997; Gorczyca et al., 1993). Apoptose kann auf den verschiedensten
Wegen induziert werden (THOMPSON, 1995; VAuUx und KORSMEYER, 1999). Da je nach Art des Induktors
auch unterschiedliche Signalwege eine Rolle spielen, werden die Induktoren nach ihrer Wirkungsweise
klassifiziert (THORNBERRY, N. A., 1998; WALLACH et al., 1998; DESAGHER und MARTINOU, 2000). Die
Induktion der Apoptose erfolgte in dieser Arbeit sowohl (iber intra- als auch extrazelluldre Signale: Zum
einen wurden Induktoren aus der Gruppe der DNA-Schaden erzeugenden Topoisomerase-Hemmstoffe
sowie der ebenfalls (iber den mitochondrialen Weg wirkende Proteinkinase C-Hemmstoff Staurosporin
verwendet, zum anderen die Rezeptor-Agonisten TNF-a und der Anti-APO/Fas-Antikérper. Dies
gewadhrleistete, daB beobachtete Effekte nicht nur auf einen bestimmten Signalweg der Apoptose
zurlickzufiihren sind, sondern generalisiert den apoptotischen ProzeB per se wiedergeben. Die in dieser

Arbeit verwendeten Induktoren sind in Tabelle 4.1—A zusammengestellt.

Induktor Signalweg
extrazellular Rezeptorvermittelter Weg
APO/Fas-Ak Fas-Rezeptor, u.a. Aktivierung von Caspase 8
TNF-a TNF-Rezeptor, u.a. Aktivierung von Caspase 8
intrazellular Mitochondrialer Weg
Topotecan Topoisomerase I-Hemmung, DNA-Schaden
Etoposid Topoisomerase II-Hemmung, DNA-Schaden
Teniposid Topoisomerase II-Hemmung, DNA-Schaden
Staurosporin Proteinkinase C-Hemmstoff, u.a. Aktivierung von Caspase 9

Tabelle B: Klassifizierung der verwendeten Apoptose-Induktoren

4.2 OPTIMIERUNG DER AP OPTOSERATE

Bei der Untersuchung der Apoptose-induzierten Zellpopulation existiert immer ein Gemisch aus lebenden,
normalen Zellen, apoptotischen und auch nekrotischen Zellen (EARNSHAW, 1995). Um {iber einem

moglichst geringen Hintergrund an nicht apoptotischen Zellen arbeiten zu kénnen, muBte zundchst ein

Zellkultivierung und Apoptose-Induktion
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System gefunden und optimiert werden, in dem sich der programmierte Zelltod in einem groBen Teil der
Zellpopulationen gleichzeitig induzieren lieB. Sowohl der Prozentsatz als auch die Synchronitdt der
ausgeldsten Apoptose variieren in Abhdngigkeit von der verwendeten Zellinie, deren Sensitivitat
gegeniiber den verschiedenen Induktoren sowie der Wirkungsweise und Konzentration der Induktoren
(eigene Beobachtungen, nicht gezeigt, und z.B. DUBREZ et al., 1995).

4.2.1 VERSUCHE OHNE SYNCHRO N ISIERUNG

Die optimalen Konzentrationen der Apoptose-Induktoren waren im Vorfeld in unserer Arbeitsgruppe
ausgetestet worden bzw. aus Publikationen bekannt. In dieser Arbeit wurde der zeitliche Ablauf der
Apoptose in den einzelnen Systemen aus Zellinie und Apoptose-Induktor untersucht. Uber den Zeitraum
von 15 min bis 48 h nach Zugabe des Induktors wurde in den Zellkulturen Apoptose induziert und die
Apoptoserate aufgrund der Morphologie der Zellen und dem Auftreten von hoch- und niedermolekularen
DNA-Fragmenten abgeschatzt.

Zum Nachweis der Apoptose gibt es verschiedene Methoden (aktuell zusammengestellt in Reep, JC,
2000). In der vorliegenden Arbeit wurden neben den morphologischen Kriterien - bestehend aus
Zellbeobachtung, Giemsa und DAPI-Farbung - die Messung der GroBenverteilung der Zellen im
Zellzahlgerat CASY, die Ermittlung freier 3'-OH-Gruppen mittels BrdU-Markierung im DurchfluBzytometer,
der Nachweis der Spaltung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase und der Nachweis der hoch— und
niedermolekularen DNA-Fragmente verwendet. Tabelle C faBt die in dieser Arbeit angewandten
Apoptose-Nachweise im Zusammenhang mit den einzelnen Systemen aus Zellinie und Induktor

zusammen. In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Nachweismethoden an Beispielen gezeigt.

Zellinie Induktor CASY- FACS- PARP- DNA-Fragmentierung
' Zahlung Messung  Nachweis HMW LMW

HL60 Topotecan 4 + + + +
Etoposid + n.d. n.d. + +
Staurosporin + n.d. n.d. + +
TNF-a A n.d. n.d. + +
Teniposid + n.d. n.d. + +
Jurkat TNF-a A + n.d. + +
Apo/Fas-Ak + + n.d. + +
CEM Topotecan 0 + n.d. + +
K562 Topotecan 0 n.d. n.d. - -
U937 Topotecan 0 n.d. n.d. + +

Tabelle C: Uberblick tiber durchgefiihrte Nachweismethoden der Apoptose

HMW: high molecular weight — hochmolekular, LMW: low molecular weight — niedermolekular, (+) positiv, (-) negativ, (0) nicht
aussagekraftig, (n.d.) not determined — nicht bestimmt.

Optimierung der Apoptoserate
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Da es Ziel der vorliegenden Arbeit war, nach bevorzugten Schnittstellen im Genom zu suchen, lag das
Hauptaugenmerk zunachst darauf, den Zeitraum zu finden, in dem die initiale DNA-Fragmentierung
wahrend der Apoptose hochmolekulare Fragmente liefert.

4.2.1.1 HL60-ZELLEN

Morphologie

Morphologisch zeichnen sich nicht apoptotische, lebende HL60-Zellen durch eine unbeschadigte
Zellmembran und einen intakten Zellkern aus. Durch Induktion von Apoptose kommt es zu
Zellschrumpfung, Chromatinkondensation, Fragmentierung des Kerns, ,cell blebbing® und zur Bildung
apoptotischer Korperchen. In der Abbildung 7 sind normale Zellen (links) mit apoptotischen Zellen

(rechts) verglichen.

HIL G0-FeBer vor Includctbor HL&O-Fellen nech A4 b Infoubation mit Topsotecan

SIS R ¢
Aty a o

)

Abbildung 7: Vergleichende Darstellung apoptotischer und nicht apoptotischer HL60-Zellen
nach Giemsa-Farbung

Apoptotische und nicht apoptotische HL60-Zellen (induziert mit 150 ng/ml Topotecan fur 4 h) wurden auf Objekttrager zentrifugiert,
mit Methanol fixiert und mit dem Giemsa-Farbstoff gefarbt. Die Mehrzahl der apoptotischen Zellen ist durch Pfeile angedeutet.

Die Beobachtung der Kernmorphologie (Abbildung 8) wahrend Apoptose erlaubt neben der Abschatzung
der Apoptoserate auch die Aufnahme einer Kinetik. In dieser Arbeit wurden die Zellen auf Objekttrager
zentrifugiert, dort fixiert und mit DAPI gefarbt. Die Veranderungen der Kernmorphologie sind in 1000-
facher VergroBerung zu den jeweiligen Zeitpunkten dargestellt. Die Morphologie nicht apoptotischer
Zellkerne in unbehandelten und bis zu 2 h behandelten HL60-Zellen zeigt Zellkerne mit verteiltem
Chromatin, die sich mit zunehmender Inkubationsdauer abrunden. Nach 2 h zeigen die Zellkerne bereits

die Kondensation des Chromatins. Nach 3 h finden sich in apoptotische Kérperchen zerfallene Zellen.
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Abbildung 8: Morphologische Veranderungen des Kerns im Verlauf der Apoptose

HL60-Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Apoptose-Induktion geerntet, auf Objekttrager zentrifugiert und mit DAPI
gefarbt. Gezeigt ist jeweils die 1000-fache VergréBerung und ihre Zuordnung zu den einzelnen Phasen der Apoptose in Anlehnung
an GHIBELLI et al. (1998).

Die Apoptose ist von der Nekrose, der Form des Zelltods durch aduBere, toxische Einfliisse, zu
differenzieren (siehe auch Ubersicht in UcHIYAMA, 1995). Die Nekrose ist — wie unter 1.1.1 beschrieben -
durch das Anschwellen der Zelle, die Schadigung der Zellmembran und dem Austritt von Zytoplasma,

gefolgt von Entziindungsreaktionen gekennzeichnet. Ein Beispiel gibt Abbildung 9 wieder.

Zellmeambran
baschadigt

Falle geschwollen,
Sytoplasma trit herms

Abbildung 9: Darstellung einer nekrotischen Zelle

Veranderung des GrofRenprofils

Insbesondere bei HL60-Zellen — wenn auch nicht bei allen Zellinien - konnte der Fortschritt der Apoptose
bereits im Zellzéhlgerat beobachtet und quantifiziert werden. Mit zunehmender Inkubationsdauer mit
Apoptose induzierendem Agens kam es zu einer Verschiebung in der GréBenverteilung der Zellen hin zu
kleineren Zellen (Durchmesser 7,5 — 10,5 pm). Normale HL60-Zellen weisen einen Durchmesser von
ca. 10,5 bis 30 um auf, derjenige von toten Zellen ist kleiner als 7 pm. Auf diese Weise konnte bereits
wahrend der Versuche eine Abschatzung des Beginns der Apoptose und damit der DNA-Fragmentierung

erfolgen.
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Ergebnisse -87 -

:

4k Eh

12h i Hh

Abbildung 10: Aufgrund der GroéRenverteilung der Zellen in der CASY-Zahlung ist eine
Abschéatzung der Apoptoserate bei HL60-Zellen méglich

Abgebildet sind Ausdrucke aus dem Zellzdhlgerdt CASY1 von Schérfe Systems. Hierbei wird im Diagramm der Zelldurchmesser
gegen die Anzahl der Zellen aufgetragen. Nicht apoptotische HL60-Zellen haben einen Durchmesser von ca. 10,5 bis max. 20 pm;
gehen sie in Apoptose, so beginnt eine Schrumpfung der Zelle (7,5 — 10,5 pm) bis hin zu dem Zerfall in apoptotische Kérperchen
(<7,5 uym). Das GroBenprofil erlaubt die Abschatzung des Prozentsatzes apoptotischer Zellen. Angegeben sind die Profile von
unbehandelten Zellen im Vergleich zu 2, 4, 8, 12 und 24 h mit Topotecan (150 ng/ml) induzierten Zellen. Aufgetragen ist die GroBe
der Zellen gegen ihre Anzahl. Deutlich ist die Zunahme von Zellen der Gr6Benordnung 7,5 bis 10,5 pm zu erkennen; hierbei handelt
es sich um apoptotische Zellen. Gleichzeitig nimmt die Menge der nicht apoptotischen Zellen mit einem Durchmesser von mehr als
10,5 ym ab.

FACS-Nachweis

Einen direkten Nachweis fiir die DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose und die Anzahl der Zellen,
die in Apoptose gehen, stellt die Messung der Zellen im DurchfluBzytometer nach Farbung mit der APO-
BrdU-Methode dar (vgl. Kapitel 3.2.5.1 und Abbildung 11). Durch die DNA-Fragmentierung wahrend der
Apoptose kommt es zur Bildung freier 3'-OH-Gruppen. Mittels der TUNEL-Reaktion kénnen an diese durch
die terminale Desoxynukleotid-Transferase bromierte Desoxyuridinnukleotide (BrdU) addiert werden. Der
Nachweis erfolgt dann durch Fluoreszein—gekoppelten, monoklonalen Anti-BrdU-Antikérper im
DurchfluBzytometer. Zusatzlich wird die DNA der Zellen mit Propidiumiodid angefarbt, um den DNA-
Gehalt der Zellen erfassen zu kénnen. Je mehr Antikdrper eine Zelle gebunden hat, desto intensiver ist
das Fluoreszenzsignal nach Anregung durch den Laser. Fir die Darstellung bedeutet dies, daB sich die
Population um so stdarker an der y-Achse nach oben verschiebt, je mehr markierte Strangbriiche eine
Zelle aufweist (dargestellt durch die Messung der Fluoreszenz FI1). Je kleiner der DNA-Gehalt der Zellen
(wie bei Fragmentierung durch Apoptose) ist, desto weiter links befindet sich das Signal im Dot-Blot-
Diagramm (dargestellt durch Messung der Fluoreszenz FI3). Im Verlauf der Apoptose in HL60-Zellen a8t
sich eine deutliche Zunahme der apoptotischen Zellen sowie apoptotischen Kérperchen und Zellfragmente
verzeichnen. Dies ist zu erkennen an der Zunahme der Punkte (,Dots™) in den oberen Quadranten.

Wahrenddessen nimmt die Anzahl der nicht apoptotischen Zellen im unteren rechten Quadranten im
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Zeitverlauf deutlich ab. Der Prozentsatz apoptotischer Zellen reicht vom Basiswert spontaner Apoptose in
Zellkultur mit 9% Uber 38% nach 4 h bis 40% nach 12 h und einer darauffolgenden Abnahme.
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Abbildung 11: Detektion der 3‘-OH-Enden durch TUNEL-Farbung und FACS-Analyse

Zellen aus dem in Abbildung 10 vorgestellten Versuchsansatz wurden auch zur Ermittlung des Prozentsatzes apoptotischer Zellen im
DurchfluBzytometer verwendet. Zum Nachweis der apoptotischen Zellen (die durch eine Vielzahl von freien 3'-OH-Enden
gekennzeichnet sind) wurde der TUNEL-Assay eingesetzt (3.2.5.1). Aufgetragen ist der DNA-Gehalt der Einzelzellen gegen die Zahl
der Strangbriiche, so daB jeweils im unteren Fenster die lebenden Zellen, im oberen Fenster die apoptotischen Zellen sowie in den
Fenstern links von der senkrechten Linie die toten Zellen und Zelltrimmer wiedergegeben sind. Mit zunehmender Inkubationszeit
mit Apoptose-auslésendem Agens steigt der Anteil apoptotischer Zellen bis auf knapp 40%.

DNA-Fragmentierung

Ein recht auffalliger Effekt des programmierten Zelltods ist die Fragmentierung der nukledren DNA
(WYLLIE et al., 1980). Es treten zwei Klassen von FragmentgréBen auf: zum einen die oft als ,hallmark of
apoptosis" bezeichnete DNA-Leiter — sie gibt die Klasse der niedermolekularen Fragmente wieder -, zum
anderen die Klasse der hochmolekularen DNA-Fragmente (WALKER, P. R. et al., 1991; CANMAN et al.,
1992; OBERHAMMER et al., 1993b).

Die niedermolekularen DNA-Fragmente entstehen durch Spaltung der DNA zwischen den Nukleosomen
(HeEwisH und BURGOYNE, 1973; BURGOYNE et al., 1974; NoLL, 1974b). Die entstehenden DNA-Fragmente
entsprechen in ihrer GroBe Mono- und Oligonukleosomen, deren DNA 180 bp bis 200 bp sowie ein
Vielfaches davon miBt. Diese nukleosomalen Fragmente entstehen nur bei Apoptose. Bei der
pathophysiologischen Form des Zelltods, der Nekrose, kommt es zu einer zufélligen DNA-Fragmentierung,
die im Gel als ,Schmier" erscheint (WvLLIE et al., 1981; SuN, X. M. et al., 1994b). Damit fungiert die
Darstellung der niedermolekularen DNA-Fragmente als wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen
Apoptose und Nekrose. Die niedermolekulare DNA-Fragmentierung tritt allerdings nicht bei allen Zellinien
auf (Bsp. siche OBERHAMMER et al., 1993b; COHEN et al., 1994). Die Praparation der DNA-Leiter ist
ausftihrlich unter 3.2.11.3.1.1 beschrieben. Beispiele zeigen Abbildung 12A und C. Hier wurden HL60-
Zellen mit dem Apoptose-Induktor Topotecan (150 ng/ml) fiir bis zu 24 h bzw. Teniposid (VM-26, 10 uM)
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fir bis zu 16 h behandelt, die Zellen mit Triton aufgeschlossen, die niedermolekulare DNA extrahiert,

gefallt und auf einem 1,2% Agarosegel aufgetrennt.
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Abbildung 12: Apoptotische DNA-Fragmentierung in HL60-Zellen

HL60-Zellen + Topotecan: Induktion der Apoptose mit Topotecan (150 ng/ml); die DNA-Fragmentierung setzt nach 2 bis 4 h
ein. Dies ist an der Entstehung der nukleosomalen Fragmente (links) und der Zunahme der DNA-Menge im Bereich 50 kb bis 2,2 Mb
in (rechts) zu erkennen. (A) Darstellung des Abbaus der DNA in niedermolekulare Fragmente als DNA-Leiter. (B) Darstellung des
Abbaus der DNA in hochmolekulare Fragmente nach Auftrennung uber Pulsfeldgelelektrophorese.

HL60-Zellen + Teniposid: Induktion der Apoptose mit Teniposid (10 uM); hier setzt die DNA-Fragmentierung ebenfalls nach
2 bis 4 h ein. (C) Darstellung des Abbaus der DNA in niedermolekulare Fragmente als DNA-Leiter. (D) Darstellung des Abbaus der
DNA in hochmolekulare Fragmente nach Auftrennung (ber Pulsfeldgelelektrophorese.

Die Spaltung der DNA in hochmolekulare Fragmente zeigt etwa 50 kb bis 2,2 Mb groBe Fragmente
(eigene Beobachtungen (z.B. Abbildung 12) und CHEN, D. L. et al., 1998; QI und SiT, 1998). Ihre
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Entstehungsweise ist nicht bekannt. Sie treten jedoch in jeder Zellinie nach Apoptose-Induktion auf.
Aufgrund ihrer GroBe koénnen sie nur mit einer speziellen Form der Elektrophorese, der
Pulsfeldgelelektrophorese (SCHWARTZ und CANTOR, 1984), aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurde eine
Spezialform der Pulsfeldgelelektrophorese angewandt, die ,rotating field agarose gel electrophoresis®
oder ROFAGE. Ihr Prinzip ist unter 3.2.13.2 beschrieben. Zur Darstellung der hochmolekularen DNA-
Fragmente wurden die Zellen zuvor unterschiedlich lang mit dem Apoptose-Induktor Topotecan
(150 ng/ml) oder Teniposid (VM-26, 10 uM) behandelt, in Agarosebléckchen gegossen, lysiert und einer
Proteinverdauung unterzogen (3.2.11.3.2). In Abbildung 12B und D ist zu erkennen, daB die DNA aus
den Kontrollzellen zu groB ist, um im Gel aufgetrennt zu werden; sie bleibt daher in den Taschen und der
fiir die ROFAGE typischen Kompressionsbande liegen (WALKER, P. R. et al., 1991; WALKER, P. R. et al.,
1993; KAUFMANN et al.,, 2000). Im Laufe der Kinetik verschiebt sich die DNA-Menge auf eine
GréBenordnung von 700 bis 20 kb.

Topotecan und Teniposid entfalten ihre Apoptose-auslésende Wirkung lber Hemmung der zelluldren
Topoisomerase I (Topotecan) bzw. II (Teniposid). Die aus dem apoptotischen ProzeB resultierenden
DNA-Fragmente beruhen nicht auf den vereinzelten, durch die Hemmung der Topoisomerasen
vermittelten DNA-Schaden. Wahrend letztere reversibel und zudem proteingebunden sind, sind die
erzeugten apoptotischen DNA-Fragmente irreversibel. Zum Vergleich wurde auch mit DNA-Schaden-
unabhdngigen Induktoren Apoptose induziert (hier gezeigt am Beispiel des Cytokins TNF-a in Verbindung
mit Cycloheximid, vgl. Abbildung 13), die liber den ligandenvermittelten Signalweg Apoptose ausldsen.

TNF + Cyc Cyc |
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Abbildung 13: Die Induktion der Apoptose in HL60-Zellen mit TNF-a und Cycloheximid ruft
ebenfalls eine Spaltung der DNA im hochmolekulare Fragmente hervor

(1) DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, (2) unverdaute DNA aus unbehandelten HL60-Zellen, (3) bis (8) Mlul verdaute DNA aus
(3) unbehandelten Zellen, (4) 2 h, (5) 4 h, (6) 8 h, (7) 24 h, (8) 28 h, (9) 32 h mit TNF-a/Cycloheximid (5 ng/ml bzw. 5 pg/ml)
behandelten, jedoch unverdauten Zellen, (10) bis (11) DNA aus 14 und 16 h nur mit Cycloheximid (5 pg/ml) behandelten HL60-
Zellen, (12) DNA-GroBenstandard A-HindIII, (13) DNA-GréBenstandard A-Konkatemere.
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In HL60-Zellen konnte mit allen verwendeten Induktoren Apoptose induziert werden. Da jede Zellinie
eine unterschiedliche molekulare Ausstattung und Sensitivitdt gegeniber der Induktion der Apoptose
zeigt (z.B. DuBrez et al., 1995), wurden weitere Zellinien verwendet, um auch Vergleiche mit anderen
Zellinien zu ermdglichen und allgemeingiiltige Riickschliisse auf die apoptotische DNA-Fragmentierung in

Zellinien ziehen zu kénnen.

4.2.1.2 U937-ZELLEN

In U937-Zellen lieB sich die Apoptose mit Topoisomerase-Hemmstoffen dhnlich gut induzieren wie in
HL60-Zellen (Lorico et al., 1990; BERTRAND et al., 1993). Ein Beispiel der Spaltung in hoch- und
niedermolekulare DNA-Fragmente zeigt Abbildung 14. Die Spaltung in niedermolekulare DNA-Fragmente

tritt nach 3 h auf. Dies ist zu erkennen am Auftreten der DNA-Leiter.

ue37-Zellen + Topotecan B: hochmaolekolm DNA
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Abbildung 14: DNA-Fragmentierung in U937-Zellen induziert durch den Topoisomerase I-
Hemmstoff Topotecan

(A) DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente in Form der DNA-Leiter: Sie tritt nach 3 h Induktion mit Topotecan (150 ng/ml)
auf. (B) Abbau der DNA in hochmolekulare Fragmente: Dargestellt ist die nicht mit Restriktionsenzymen verdaute DNA, die
aufgrund ihrer GroBe in den Taschen bzw. in der fiir die Auftrennung typischen Kompressionsbande zu finden ist. Die Auftrennung
erfolgte iber 38 h mit den Parametern 0,9% Agarosegel, Laufpuffer TBE, Intervall von 100 bis 10 s (logarithmisch), Winkel von 120
bis 110° (linear), Spannung von 200 bis 150 V (logarithmisch). Eine Fragmentierung ist nach 4 h Behandlung mit Topotecan zu
sehen. (K) DNA aus unbehandelten Zellen, DNA-GroBenstandard EcoRI/A-HindIII, DNA-GréBenstandard A-HindIII, DNA-
GréBenstandard YAC-WAY-4A.

Die Messung im CASY-Zellzdhlgerat erlaubte keine Einschatzung des apoptotischen Status, da die Zellen
in ihrer GroBe bei Apoptose nicht so sehr abnahmen, daB sie vom CASY erfat und als apoptotische
Zellen identifiziert werden konnten. Morphologisch war jedoch eindeutig Apoptose festzustellen. Die

Zellen schrumpften; jedoch reichte dies nicht aus, um im GroBenprofil eine ahnliche Verschiebung wie bei
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HL60-Zellen zu beobachten. Damit kann in manchen Zellinien (wie den untersuchten HL60-Zellen, Jurkat
und CEM-Zellen) bereits durch die Messung im CASY die Auslésung der Apoptose festgestellt werden,
wahrend bei anderen (wie den hier untersuchten K562 und U937-Zellen) in der GrdBenverteilung
apoptotischer im Vergleich zu nicht apoptotischen Zellen keine deutlichen Unterschiede erkennbar
werden. Die Anderung der GroBenverteilung bei Apoptose-Induktion kann daher als zwar zellspezifisches,

dort jedoch eindeutiges und einfach und schnell meBbares Apoptose-Merkmal gewertet werden.

4.2.1.3 K562-ZELLEN

In K562-Zellen konnte mit Topotecan als Induktor keine Apoptose auslést werden. Die DNA-Spaltung in
niedermolekulare Fragmente zeigt anstelle einer Leiter aus Mono- und Oligonukleosomen nur einen
undefinierten Schmier (Abbildung 15B), die Darstellung der hochmolekularen DNA (Abbildung 15A) weist
keine Apoptose-induzierte DNA-Fragmentierung auf. Dies ergibt sich insbesondere aus dem Vergleich der
DNA aus unbehandelten Zellen (Spur 0 h in A) mit der DNA aus induzierten Zellen (Spuren 1 bis 10 h in
A). Die DNA bleibt aufgrund ihrer GroBe in den Taschen des Gels zurtick.

K562-Tellen + Topotecan

A: hochmolekulare DNA B: niedermolebulare DNA
| & 1 2 46 810 |[[H] 012346810 [[h]

Abbildung 15: In der Zellinie K562 tritt mit dem Induktor Topotecan keine Apoptose-
bedingte DNA-Fragmentierung auf

A. hochmolekulare DNA aus K562-Zellen nach Induktion mit Topotecan: Die DNA aus unbehandelten Zellen zeigt das gleiche
Laufverhalten wie die DNA der behandelten Zellen. Eine zusatzliche DNA-Fragmentierung durch Apoptose-Induktion hat nicht
stattgefunden. DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, (0) DNA aus unbehandelten Zellen, DNA-GréBenstandard A-HindIII.

B. niedermolekulare DNA: Statt der Apoptose-typischen Leiter ist nur ein undefinierter Schmier zu sehen. Auch dies zeigt, daB in
K562 durch Topotecan keine Apoptose-Induktion mdoglich war (siehe jedoch auch Diskussion im Text). DNA-GroBenstandard
Eco RI/A-HindIII, (O) DNA aus unbehandelten Zellen, DNA-GroéBenstandard pUC19 Tag/Rsa.

Dieses Phanomen beobachteten auch andere Autoren bei der Zellinie K562. Sie vermuteten darin ein

langsameres Fortschreiten in der Apoptose-Signalkaskade und ordneten diese Zellinie daher den weniger
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Apoptose-sensitiven Zellinien zu (DuBrez et al., 1995). Eine Erkldrung fiir den entstehenden Schmier
gaben sie nicht. Daher 1aBt sich aus den hier beschriebenen Ergebnissen nur schlieBen, daB hier keine

Apoptose ausgeldst werden konnte.

4.2.2 VERSUCHE MIT SYNCHRON ISIERUNG

Wie im vorigen Kapitel vorgestellt, kann mit den beschriebenen Systemen Apoptose in max. 40% der
behandelten Zellen hervorgerufen werden. Daher werden die Effekte, die fir diese Arbeit von Interesse
sind, vor einem groBen Hintergrund von Zellen durchgefiihrt, die sich nicht im ProzeB der Apoptose
befinden. Diese umfassen sowohl ,,gesunde™ (nicht apoptotische) als auch nekrotische Zellen. Der Anteil
apoptotischer Zellen befindet sich zudem noch in verschiedenen Stadien des apoptotischen Prozesses.
Waéhrend einige Zellen sofort bei Induktion in Apoptose gehen, gehen andere erst nach einer
Verzégerungsphase in Apoptose (morphologische Befunde, nicht gezeigt). Diese Beobachtung wirft die
Frage nach dem Grund dieser Verzégerungsphase auf und wie sie umgangen werden kann. Fir alle Arten
von Induktoren ist dies nicht geklart. Von den Topoisomerase-Hemmestoffen ist jedoch bekannt, daB sie
ihre Wirkung in Abhangigkeit von bestimmten Phasen des Zellzyklus entfalten (HOrRwiTz und HoORwiTZ,
1973, zusammengefaBt in KAUFMANN, 1998). Dies liegt an der in Kapitel 1.1.2 beschriebenen Interaktion
des entstandenen kovalenten Komplexes aus Topoisomerase und Inhibitor mit der sich fortbewegenden
Replikationsgabel. So zeigt Topotecan in seiner Wirkspezifitdt eine Abhangigkeit von der Phase des
Zellzyklus der Zielzelle: Es wirkt S-Phase-spezifisch. Daraus entstand die Idee, die Zellen vor Induktion
mit Topoisomerase-Hemmstoffen am Ubergang zur S-Phase zu blockieren. Zunéchst wurden die Zellen
mit Aphidicolin behandelt, was den Zellzyklus am Ubergang von der G1 zur S-Phase blockiert. Nach 24 h
im Block wurden die Zellen durch mehrmaliges Waschen freigesetzt. AnschlieBend durchliefen sie
weitgehend synchron die S-Phase. Nach Entlassung der Zellen aus der Zellzyklusblockade wurden sie mit
Topotecan in gewohnter Konzentration behandelt. Dadurch sollte in einem wesentlich gréBeren Anteil der
Zellen gleichzeitig Apoptose ausgeldst werden. Da eine zu hohe Aphidicolin-Konzentration selbst auch als
Apoptose-Induktor wirkt, wurde zunachst die optimale Aphidicolin-Konzentration zur Synchronisierung
der HL60-Zellen ermittelt. Als besonders geeignet stellte sich die Behandlung mit 1,5 uM Aphidicolin
heraus, da nur wenige Zellen hierdurch in Apoptose gingen. Es kam dennoch zu einer guten
Synchronisierung der Zellen, wie Abbildung 16 zeigt. Die roten Flachen beschreiben die G1 bzw. G2-
Phase des Zellzyklus, die schraffierte blaue Flache steht fiir die S-Phase und die griine Flache fir die
apoptotischen Zellen. Bei hoheren Konzentrationen ist zwar die Synchronisierung des Zellzyklus
einheitlicher, wie die Verteilung der Zellzyklusphasen zeigt. Entsprechend hoéher ist auch der Anteil der
Zellen, die dadurch in Apoptose gehen. Das zeigt die Zunahme der griinen Flache. Bei kleineren
Konzentrationen an Aphidicolin gelingt dagegen die Synchronisierung nur maBig, wenngleich keine
Apoptose-Induktion sichtbar ist. Daher wurde die Konzentration von 1,5 uM zur Synchronisierung der

HL60-Zellen verwendet.
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Abbildung 16: MelRreihe zur optimalen Synchronisierung von HL60-Zellen mit Aphidicolin

HL60-Zellen wurden fiir 24 h mit 0,5, 1, 1,5, 5, 10 und 15 pM Aphidicolin behandelt. Dies fiihrt zu einem Zellzyklus-Block am
Ubergang G1-S-Phase. Nach Freisetzung aus dem Block wurden die Zellen weitere 8 h in Kulturmedium belassen. Danach wurden
Aliquots entnommen, mit 100% Ethanol fixiert und mit Propidiumiodid geférbt (3.2.5.2). Die gefdrbten Zellen wurden im
DurchfluBzytometer auf die Einheitlichkeit ihres DNA-Gehalts uberpriift. Die rote Flache (links) des DurchfluBzytogramms entspricht
dem relativen Anteil der Zellen in der GO/G1-Phase einer Population, der rote Bereich (rechts) zeigt den relativen Anteil von Zellen
in der G2-Phase. Die schraffierte Flache zwischen beiden Gausskurven spiegelt den Anteil an Zellen wider, der sich in der S-Phase
des Zellzyklus befindet. Die durch die Synchronisierung in Apoptose gegangenen Zellen werden durch die griin markierte Flache
wiedergegeben. Bei der Behandlung der Zellen mit 1,5 uM Aphidicolin kommt es zu einer guten Synchronisierung der Zellen bei
gleichzeitig minimaler Apoptose-Induktion.

Der Anteil apoptotischer Zellen in synchronisierten Zellpopulationen nach Behandlung mit
Topotecan

Mit der Entlassung der Zellen aus der Blockade wurde durch Topotecan-Gabe Apoptose induziert. Im
FACS — nach Farbung mit dem Apo-BrdU-Kit (3.2.5.1) - ergab sich eine maximale Apoptoserate von 78%
nach 3,5 h Induktion (Abbildung 17). Eine deutliche Zunahme der apoptotischen Zellen (obere Halfte des
jeweiligen Dot Plots) ist schon ab 2 h Behandlung mit Topotecan festzustellen, die nach 3,5h ein
Maximum erreicht. Zur Uberpriifung des Anteils von Apoptose, der nicht auf der Topotecan-Behandlung,
sondern auf der Synchronisierung mit Aphidicolin beruht, wurden auch unbehandelte, synchronisierte
Zellen gemessen (gekennzeichnet durch die Zeit nach Freisetzung aus der Zellzyklusblockade in Stunden
und -Topotecan). Damit wurde durch die Synchronisierung der Zellen der Anteil der apoptotischen Zellen
fast um das Doppelte erhdht und der Hintergrund nicht apoptotischer Zellen deutlich verringert. Dies
steigert die Sensitivitdt des gesamten Ansatzes, zumal sich die Zellen nun weitgehend in der gleichen
Phase der apoptotischen Signalkaskade befinden. Das basiert auf der Behandlung mit Topotecan,

wodurch eine gleichzeitige Induktion aller in der S-Phase befindlichen Zellen erreicht wurde.
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Abbildung 17: Messung der Apoptoserate von synchronisierten HL60-Zellen

HL60-Zellen wurden mit 1,5 uM Aphidicolin fiir 24 h behandelt. Dadurch erfolgt eine Blockade des Zellzyklus am G1-S-Ubergang.
Nach Aufhebung der Blockade wurde in den synchronisierten Zellen mit Topotecan (150 ng/ml) Apoptose induziert. Die Zellen
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet, mit der TUNEL-Methode (3.2.5.1) gefarbt und im DurchfluBzytometer analysiert.
Die maximale Apoptoserate nach 3,5 h Induktion betrdgt 78%. Die Zahlen geben die Inkubationsdauer nach Aufhebung der
Blockade in Stunden an. Mit Minuszeichen und Topotecan gekennzeichnete Werte sind synchronisierte, jedoch nicht mit Topotecan
induzierte Zellen zur Uberpriifung einer etwaigen Apoptose-Induktion durch die Synchronisierung.

Die Synchronisierung der Zellen hat zudem EinfluB auf die MeBbarkeit der Apoptose durch Abnahme der
durchschnittlichen GréBe der Zellen im Zellzahlgerat (Abbildung 18). Dazu wurden synchronisierte HL60-
Zellen gemessen, die im Abstand von jeweils 15 min nach Topotecan-Behandlung entnommen wurden.
Die Apoptose im synchronisierten System geht sehr gleichmaBig von statten. Die Zunahme apoptotischer
Zellen und infolgedessen auch die Kinetik der Apoptose laBt sich deutlicher verfolgen als in
unsynchronisierten Zellen (Abbildung 18). Dies laBt sich dadurch erkldren, daB Topotecan bevorzugt
Apoptose in Zellen in der S-Phase auslost. Wenn sich der GroBteil der behandelten Zellpopulation bereits
am Beginn der S-Phase befindet, kommt es zu einer zeitlich koordinierten Induktion der Zellen. Neben
der Rate an apoptotischen Zellen steigt auch die Anzahl der Zellen, die im gleichen Stadium der Apoptose

vorliegt und damit die Morphologie der Zellpopulation pragen.

CASY-Messung zur Darstellung des GroRRenprofils
Die gleichmaBigere Morphologie der behandelten und synchronisierten Zellpopulation zeigt die
Darstellung des GroBenprofils nach Messung im CASY-Zellzdhlgerat. Innerhalb weniger Minuten kommt es

zu Verschiebungen in der ZellgroBe. Die Zahl der Zellen, die aufgrund der Apoptose kleiner werden (7,5
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bis 10,5 um), nimmt zu, ebenso die Zahl der Zellen, die bereits in apoptotische Kérperchen zerfallen ist

und dadurch einen kleineren Durchmesser als 7,5 um aufweist (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Messung des GroRRenprofils synchronisierter HL60-Zellen bei Apoptose-
Auslosung mit dem S-Phase-spezifischen Topoisomerase I-Inhibitor Topotecan

Synchronisierte HL60-Zellen wurden nach Entlassung aus dem Aphidicolin-Block mit 150 ng/ml Topotecan behandelt. Um die
apoptotische Veranderung des GroBenprofils mit der Veranderung anderer apoptotischer Parameter in Zusammenhang bringen zu
konnen, wurden alle 15 min Proben im Zellzahlgerdt vermessen. Es zeigt sich eine deutliche Verdnderung im GréBenprofil hin zu
kleineren Zellen. Die Zunahme der apoptotischen Zellen (Durchmesser zwischen 7,5 und 10,5 pm) und ihre Verschiebung hin zu
apoptotischen Korperchen sowie toten Zellen (Durchmesser kleiner als 7,5 um) 188t sich anhand der Veranderung des GréBenprofils
verfolgen.
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Auch die Kernmorphologie der synchronisierten HL60-Zellen (hier nicht gezeigt) bestdtigt ein friiheres
und massiveres Einsetzen der Apoptose, wie auch schon aus der durchfluBzytometrischen Messung
deutlich geworden ist (Abbildung 17).

4.2.3 DNA-FRAGMENTIERUNG I M ,,IN VITRO“-~ANSATZ MIT ISOLIERTEN KERNEN

Die Arbeit mit isolierten Kernen erwies sich als eine weitere Mdglichkeit, um mdglichst viel DNA in dem
gleichen Stadium der apoptotischen Fragmentierung zu gewinnen. Dazu wurden aus nicht apoptotischen
HL60-Zellen Kerne nach der Methode von HewisH und BURGOYNE (1973) isoliert. Der apoptotische
Signalweg wurde auf zwei verschiedenen Ebenen ins Spiel gebracht: Zum einen wurde aus Apoptose-
induzierten HL60-Zellen nach LAzEBNIK et al. (1993) Zytoplasma prapariert und dieses mit den Kernen
zeit- und konzentrationsabhangig inkubiert. Ziel war es, hierdurch den kompletten apoptotischen
Signalweg — soweit im Zytoplasma lokalisiert - in Gang zu setzen. Zum anderen wurde aus nicht
apoptotischen Zellen Zytoplasma prapariert und zusammen mit den isolierten Kernen inkubiert. Die
apoptotische DNA-Fragmentierung wurde durch Zugabe von in Hefe rekombinant exprimierter Caspase 3

gestartet. Dies bedeutet zugleich eine Einschrénkung auf Caspase 3-vermittelte Signalwege.

4.2.3.1 DNA-FRAGMENTIERUNG IM ,,IN VITRO*“~ANSATZ MIT ZYTOPLASMA AUS APOPTOTISCHEN

ZELLEN

Zundchst muBte auch hier die optimale Induktionsdauer mit Topotecan als Apoptose-Induktor
ausgetestet werden, um funktionsfahiges apoptotisches Zytoplasma isolieren zu kénnen. Hierbei ergaben
sich die besten Ergebnisse mit Uber 4 h induzierten Zellen (nicht dargestellt). Nach Praparation der
Kernfraktion aus nicht apoptotischen Zellen und dem Zytoplasmaextrakt aus apoptotischen Zellen wurden
die einzelnen Komponenten nach dem in Abbildung 19 wiedergegebenen Schema inkubiert. Aus den
Ansatzen wurde nach Vorschrift (3.2.11.3.2 und 3.2.11.3.1.1) die hochmolekulare und die
niedermolekulare DNA gereinigt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auftrennung der
hochmolekularen DNA (Abbildung 19A) zeigt eine zunehmende DNA-Fragmentierung, zunachst noch sehr
schwach ab 3 min, deutlicher ab 60 min Inkubation mit Zytoplasma aus apoptotischen Zellen. Dies wird
bestatigt durch die Auftrennung der niedermolekularen DNA, die das Auftreten der DNA-Leiter ebenfalls
zu den angesprochenen Zeitwerten zeigt (Abbildung 19B). In der Spur X wurde DNA aus Kernen aus der
Praparation des apoptotischen Zytoplasmas aufgetragen, um eine Uberpriifung der Apoptose-Induktion

zur Zytoplasmapraparation zu gewahrleisten.
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Abbildung 19: Darstellung der DNA-Fragmentierung im ,in vitro“~-Versuch mit isolierten
Kernen und isoliertem Zytoplasma aus apoptotischen HL60-Zellen

A. hochmolekulare DNA, B. niedermolekulare DNA. Die Ansdtze sind zusammengesetzt aus 100 pl Kernsuspension (aus
6 x 108 Zellen), 100 pl Zytoplasmaextrakt aus 3 x 10® apoptotischen Zellen, bzw. in den als V4,2 etc. angegebenen Aliquots dieses
Volumens. Die beginnende DNA-Fragmentierung ist schwach zu erkennen in A ab 3 min Inkubation mit Zytoplasma aus
apoptotischen Zellen, in B deutlich als Leiter zu sehen. X. Kerne aus der Praparation des apoptotischen Zytoplasmas zur Kontrolle
der Apoptose-Ausldsung.

4.2.3.2 DNA-FRAGMENTIERUNG I N DEN ,,IN VITRO*““VERSUCHEN MIT REKOMBINANT

EXPRIMIERTER CASPASE 3 AUS HEFE

Caspase 3 greift in den Signalweg der Apoptose erst in fortgeschrittenem Stadium als sog. ,Executioner-
Caspase" (KAUFMANN, 1998) ein. Sie ist als Endglied der Caspase-Kaskade wichtiger Aktivator einer
Vielzahl proteolytischer Prozesse und ist dariiber hinaus auch an dem DNA-FragmentierungsprozeB Uber
das CAD/ICAD-System beteiligt. Sie aktiviert die zumindest fiir die internukleosomale DNA-Spaltung
verantwortliche DNase (daher auch Caspase Activated DNase — CAD) durch Spaltung ihres Inhibitors
ICAD (Inhibitor of CAD). Durch die Zugabe von Caspase 3 zu isoliertem Zytoplasma und isolierten
Kernen wurde die apoptotische Signalkaskade auf der Ebene der Caspase 3 gestartet. Inwieweit

retrograd andere Caspasen der Signalkaskade aktiviert werden kénnen, ist nicht bekannt.

Optimierung der Apoptoserate



Ergebnisse -99 -

=l
-

[[g% WA

P
P T TR

k___.-' AR
- - —_— \ ™
D TED P HZA, H?E) 1 /\ — E
s/, LA
AL

ik Hice i ek Lilare:

Fd &4 rarmenle

Abbildung 20: Reaktionskaskade zur Aktivierung der DNA-Fragmentierung

Durch die Einfihrung dieses ,in vitro"™-Ansatzes war es mdoglich, den initialen Punkt der DNA-
Fragmentierung einzugrenzen. Zudem erzeugt dieses Vorgehen in allen Kernen gleichzeitig apoptotische
DNA-Fragmentierung, so daB die ,Apoptoserate® (der Anteil apoptotischer Zellen/Kerne an der
Gesamtpopulation) hier 100% betragt. Dariber hinaus befinden sich alle Kerne in derselben Phase der
apoptotischen DNA-Fragmentierung, da sie gleichzeitig durch Zugabe der Caspase 3 induziert wurden.
Damit besteht insofern ein Vorteil gegeniiber den vorher vorgestellten Methoden, als die gesamte
untersuchte DNA tatsachlich aus ,apoptotischen™ Zellkernen stammt und sich nicht aus apoptotischen
und nicht apoptotischen Zellen zusammensetzt. Dadurch sollte die Nachweisempfindlichkeit fiir die
geplante Suche nach bevorzugten Schnittstellen wahrend der Apoptose deutlich ansteigen. In einer Reihe
aufeinander aufbauender Versuche wurde ein zeitlich eng umgrenztes Fenster der initialen DNA-
Fragmentierung von nur wenigen Minuten definiert, hier gezeigt an zwei Beispielen. Bei den vorliegenden
Bedingungen gelang eine Eingrenzung auf nur 15 min.

Tatsachlich zeigt die Auftrennung der DNA aus den Versuchsansatzen eine sehr homogene Spaltung
(Abbildung 21B) in Fragmente der GroBe von etwa 500 kb bis 20 kb nach 5 min Inkubation mit
Caspase 3. Nach 15 min ist bereits die gesamte DNA der Zelle in Fragmente der GréBe 100 kb gespalten.
In den folgenden 45 min folgt die Spaltung der DNA in die nukleosomalen Fragmente (vgl. Abbildung
21A).

Optimierung der Apoptoserate
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Abbildung 21: Darstellung der DNA-Spaltung in hoch- und niedermolekulare Fragmente
erzeugt mit Caspase 3, Zytoplasma und Kernen im ,,in vitro“-Versuch V5

Die Auftrennung der DNA aus Caspase 3-behandelten Kernen zeigt eine sehr homogene und nahezu alle Kerne umfassende DNA-
Fragmentierung. Die Zusammensetzung des Ansatzes besteht aus 200 ul Kernsuspension (aus 6 x 108 Zellen), 200 ul
Zytoplasmaextrakt (aus 3 x 108 Zellen) und 100 pl Caspase 3, soweit nicht anders angegeben. 0,1 entspricht einem zugegebenen
Caspase 3-Volumen von 10 pl. A. niedermolekulare DNA, B. hochmolekulare DNA. Insbesondere in der Darstellung der
hochmolekularen DNA (B) ist der massive Abbau der DNA zundchst zu einer GroBenordnung von 500 bis 50 kb und spater auf 100
bis 20 kb deutlich zu verfolgen. (Y) chromosomale DNA, verdaut mit Eco RI, (Z) chromosomale DNA, verdaut mit Bam HI. GN (ber
Nacht bei 4°C inkubiert, der Rest der Inkubationen erfolgte bei 37°C. Die liber Nacht ohne Caspase 3-Zugabe entstandene DNA-
Leiter 1aBt sich durch Aktivierung einer endogenen DNase erklaren.

Im zweiten Beispiel wird die Eingrenzung des Zeitfensters der apoptotischen DNA-Fragmentierung
besonders deutlich (Abbildung 22). Innerhalb weniger Minuten kommt es nach Aktivierung der DNase(n?)
zu einem rapiden Abbau der nuklearen DNA auf eine GroBe von 2,2 Mb bis 50 kb mit einem Maximum

zwischen 300 und 50 kb, die nach 60 min einen zumindest vorlaufigen Gleichgewichtsstatus erreicht hat.
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A; unverdautes, hochmaolebulan DA B: Aded-verdaube, hochmolekulare D8A

Abbildung 22: Darstellung der Spaltung in hochmolekulare Fragmente im ,,in vitro“~Versuch
V8

Im linken Teil der Abbildung ist die nicht mit Restriktionsenzymen verdaute, hochmolekulare DNA der verschiedenen Ansatze
elektrophoretisch aufgetrennt, im rechten Teil wurden die Agarosebléckchen vorher mit dem Restriktionsenzym Miul inkubiert. Die
DNA zeigt nach 30 min Inkubation die zunehmende Fragmentierung zu einer DNA-GréBe zwischen 300 und 50 kb zwischen 30 und
45 min. Sie erreicht einen voriibergehenden Gleichgewichtszustand nach 45 min Behandlung, der schon nach 1 h zur Spaltung in
kleinere Fragmente fortschreitet. Die Zusammensetzung des Ansatzes besteht aus 110 pl Kernsuspension (aus 6 x 108 Zellen),
110 pl Zytoplasmaextrakt (aus 3 x 108 Zellen) und 10 ul Caspase 3. (M) DNA-GrdBenstandard A-HindIII bzw. DNA-GréBenstandard
YAC-WAY-4A.

4.2.4 ZUSAMMENFASSUNG DES AB SCHNITTES OPTIMIERUNG DER APOPTOSERATE (4.2)

Die Optimierung der Apoptose-induzierenden Systeme ergibt zwei besonders wirkungsvolle Methoden, die
im Verlauf dieser Arbeit hauptsachlich verwendet wurden: Zum einen der Einsatz synchronisierter Zellen
in Verbindung mit einem spezifisch in der S-Phase des Zellzyklus wirkenden Apoptose-Induktor (,in vivo™
Versuche), zum anderen der Einsatz von isolierten Kernen und isoliertem Zytoplasma und Vermittlung der
Apoptose Uber Zugabe von rekombinant exprimierter Caspase 3, einem Effektormolekil der
apoptotischen Signalkaskade (,in vitro™Versuche). Beide Ansdtze haben den Vorteil, Apoptose in sehr
vielen Zellen bzw. Kernen (bis zu 100% bei den ,in vitro"-Versuchen) und aduBerst gleichmaBig
auszuldésen. Dadurch erméglichen sie sowohl die Suche nach bevorzugten Schnittstellen wahrend der
Apoptose als auch die Untersuchung der Kinetik und Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-
Fragmentierung.

Optimierung der Apoptoserate
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4.3 UNTERSUCHUNGEN zZUR KINETIK DER APOPTOTISCHEN DNA-

FRAGMENTIERUNG

Der Vorgang der DNA-Fragmentierung bei der Apoptose ist ein relativ spat auftretender ProzeB in der
Signalkaskade der Apoptose. Uber den genauen kinetischen Verlauf, die beteiligten DNasen und den
exakten Ablauf ist wenig bekannt, auch wenn von ENARI et al. (1998) die/eine der beteiligten DNasen als
die schon erwahnte Caspase Activated DNase oder CAD identifiziert wurde. Daher wurde die
Untersuchung sowohl der Kinetik als auch der Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-Fragmentierung in
die Fragestellung dieser Arbeit aufgenommen. Zundchst war im Rahmen der Kinetik der DNA-
Fragmentierung von Interesse, ob die Bildung der niedermolekularen DNA-Fragmente friiher, spater oder
gleichzeitig mit jener der hochmolekularen DNA-Fragmente erfolgt. Dies sollte einen ersten Anhaltspunkt
dafiir geben, ob die DNA-Fragmentierung der beiden GréBenordnungen ein gekoppelter ProzeB ist, d.h.
ob die niedermolekularen Fragmente aus den hochmolekularen entstehen oder unabhangig davon

generiert werden.
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Abbildung 23: Signalkaskade der Apoptose mit Schwerpunkt auf der DNA-Fragmentierung
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Um die Kinetik der Spaltung in hoch- und niedermolekulare DNA-Fragmente zu untersuchen, wurde in
Zellen Apoptose induziert und zu verschiedenen Zeitpunkten - neben der Messung im Zellzahlgerat sowie
anderen Apoptose-Nachweismethoden - die DNA aus den Zellen prapariert. Fir die Analyse der
hochmolekularen DNA wurden die Zellen in Agarosebléckchen gegossen, lysiert und die Proteine verdaut
(3.2.11.3.2). Zur Untersuchung der niedermolekularen DNA-Fragmente wurden die Zellen mit Triton
aufgeschlossen, die DNA extrahiert und gefallt (3.2.11.3.1.1).

4.3.1 KINETIK DER SPALTUNG IN HOCHMOLEKULARE DNA-FRAGMENTE

Die so erhaltene hochmolekulare DNA wurde mittels Pulsfeldgelelektrophorese ohne vorherige Verdauung
mit Restriktionsenzymen in Agarose aufgetrennt. Die eintretende DNA-Fragmentierung durch Apoptose
lieB sich so anhand der FragmentgréBe und Menge im Gel verfolgen. Sehr hochmolekulare DNA bleibt
auch bei dieser hochauflésenden Methode in den Taschen bzw. in der fir die ROFAGE typischen
Kompressionsbande liegen. Die Kinetik der apoptotischen DNA-Fragmentierung wird stark von der
Apoptose-Empfindlichkeit der Zellinie, ihrer molekularen Ausstattung mit Substanzen aus dem
apoptotischen Signalweg und der Art der Induktion beeinfluBt. Die ersten hochmolekularen Fragmente im
System HL60/Topotecan (Abbildung 24A) und im System HL60/TNF-a/Cycloheximid (Abbildung 24B)
treten innerhalb der ersten beiden Stunden nach Induktion auf. Dies ist an der Zunahme der Fragmente
im Bereich von 2,2 Mb bis 50 kb zu erkennen.
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Abbildung 24: Kinetik der DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente in unsynchronisierten
HL60-Zellen mit verschiedenen Apoptose-Induktoren

A. HL60-Zellen und Apoptose-Induktor Topotecan (150 ng/ml). Dargestellt ist unverdaute DNA nach 36 h Auftrennung durch
Pulsfeldgelelektrophorese mit den Parametern Intervall von 100 bis 10 s (logarithmisch), Winkel von 120 bis 110° (linear),
Spannung von 200 bis 150 V (logarithmisch) in einem 0,7% Agarosegel in Laufpuffer TBE. Erste hochmolekulare DNA-Fragmente
entstehen innerhalb der ersten beiden Stunden nach Induktion. DNA-GréBenstandard A-HindIII, DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A.
B. HL60-Zellen und Apoptose-Induktor TNF-a/Cycloheximid (5 ng/ml bzw. 5 pg/ml). Hier erfolgte die Auftrennung in der
Pulsfeldgelelektrophorese iber 74 h, mit einem logarithmisch abfallenden Intervall von 350 bis 50 s, einer linearen Winkelanderung
von 120 bis 110° und einer linear abfallenden Spannung von 120 bis 50 V in einem 0,7% TBE-Agarose-Gel. Die Entstehung
hochmolekularer DNA-Fragmente 8Bt sich hier bereits ab 1h beobachten. DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, DNA-
GroBenstandard A-HindIIL In B. ist in dem Bereich kleiner als 50 kb keine DNA zu beobachten, da wahrend des Waschens und der
Lagerung der Agaroseblockchen eine Diffusion der Fragmente kleiner als 50 kb stattfindet.

Untersuchungen zur Kinetik der apoptotischen DNA-Fragmentierung



Ergebnisse - 104 -

Wie bereits unter 4.2.2 beschrieben, kann durch Synchronisierung des Zellzyklus eine deutliche
Steigerung der Apoptoserate (der Anteil apoptotischer Zellen an der Gesamtpopulation) in HL60-Zellen
durch den Apoptose-Induktor Topotecan erreicht werden. Die Zellen werden dabei durch Aphidicolin-
Behandlung fiir 24 h am Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase des Zellzyklus blockiert. Nach
Freisetzung aus der Blockade durchschreiten sie gemeinsam die S-Phase. Durch Zugabe von Topotecan,
das als Topoisomerase I-Hemmstoff S-Phase-spezifisch wirkt, wird nun in einem hohen Prozentsatz der
Zellen gleichzeitig Apoptose ausgeldst. Dies wirkt sich nicht nur positiv auf die Rate an apoptotischen
Zellen aus, sondern auch auf die Beobachtbarkeit der Kinetik der DNA-Fragmentierung. So ist die
Entstehung hochmolekularer apoptotischer Fragmente in synchronisierten HL60-Zellen bereits ab 1 h
45 min (Abbildung 25A) zu beobachten.
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Abbildung 25: Kinetik der Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente in synchronisierten
Zellen mit Topotecan als Apoptose-Induktor

In mit Aphidicolin synchronisierten HL60-Zellen wurde mit Topotecan (150 ng/ml) Apoptose induziert, die Zellen in
Agaroseblockchen gegossen, lysiert und einer Proteinverdauung unterzogen (3.2.11.3.2). Im Verlauf der Kinetik (A) nimmt die
DNA-Menge der GroBenordnung 50 kb bis 1,1 Mb, die auf apoptotische DNA-Fragmentierung zuriickzufiihren ist, deutlich zu. Die
Spaltung in hochmolekulare Fragmente beginnt nach 1 h 45 min Induktion. (M) DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, A-HindIII-
GroBenstandard, A-Phagen-Konkatemere als GroBenstandard. In (B) wurde der beobachtete Zeitraum noch weiter ausgedehnt, so
daB hier Werte bis zu 24 h nach Freisetzung der Zellen aus dem Aphidicolin-Block enthalten sind, in denen die apoptotische DNA-
Fragmentierung offensichtlich schon sehr weit fortgeschritten ist. (M) DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, A-HindIII-
GréBenstandard.
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4.3.2 KINETIK DER DNA-SPALTUNG IN NIEDERMOLEKULARE FRAGMENTE

Die Darstellung der niedermolekularen DNA erfolgte mittels konventioneller Agarose-Gelelektrophorese.
Die aufgetrennten DNA-Fragmente erreichen eine GroBe von bis zu 21 kb. Im System HL60-Zellen mit
Topotecan als Apoptose-Induktor (Abbildung 26A) tritt die niedermolekulare DNA-Fragmentierung nach
3 h in Form der typischen DNA-Leiter auf, im System mit TNF-a/Cycloheximid als Induktor (Abbildung
26B) bereits nach 1,5h. Damit findet die DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente in beiden
Systemen zeitversetzt um jeweils mindestens 30 min nach der initialen DNA-Spaltung in hochmolekulare
Fragmente statt (vergleiche Abbildung 24A und B).
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Abbildung 26: Kinetik der DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente in
unsynchronisierten HL60-Zellen mit verschiedenen Induktoren

A. DNA aus HL60-Zellen induziert mit Topotecan (150 ng/ml). (M) DNA-GréBenstandard Eco RI/A-HindIII. Die Spaltung der DNA in
niedermolekulare Fragmente in Form der typischen DNA-Leiter tritt nach 4 h Behandlung auf. B. DNA aus HL60-Zellen mit dem
Induktor TNF-a/Cycloheximid (5 ng/ml bzw. 5 pg/ml) behandelt. DNA-GroBenstandard Eco RI/A-HindIII. Die DNA-Leiter ist bereits
nach 1,5 h Induktion erkennbar.

Noch genauer kann der Abstand zwischen dem Einsetzen der Spaltung in hoch- und niedermolekulare
Fragmente in synchronisierten Zellen verfolgt werden, da hier der Ablauf der Apoptose in den Zellen
durch die gemeinsame Induktion in der S-Phase sehr gleichmaBig beginnt. In Abbildung 27 ist die Kinetik
der Spaltung in niedermolekulare DNA-Fragmente in synchronisierten HL60-Zellen gezeigt. Die Zellen
stammen aus demselben Versuchsansatz wie fiir die Auftrennung der hochmolekularen DNA (Abbildung
25) und lassen sich daher gut vergleichen. Tatsdachlich ergibt sich hier eine noch klarere zeitliche
Eingrenzung: Wahrend die hochmolekularen DNA-Fragmente nach 1h 45 min (Abbildung 25A)
entstehen, setzt die DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente erst nach 2 h (Abbildung 27A) ein.
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A Eurzetkinetk B: Largzeitiinetik

Abbildung 27: Kinetik der DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente in synchronisierten
HL60-Zellen mit dem S-Phase-spezifischen Topotecan als Apoptose-Induktor

A. und B. zeigen die gelelektrophoretischen Auftrennungen der nach 3.2.11.3.1.1 extrahierten DNA aus synchronisierten HL60-
Zellen, behandelt mit (+) oder ohne (-) Topotecan (150 ng/ml) als Apoptose-Induktor. Die Kinetik in (A) ist aquivalent der Spaltung
in hochmolekulare Fragmente aus Abbildung 25A, da aus einem gemeinsamen Versuchsansatz angefertigt. Ebenso ist die DNA-
Spaltung in niedermolekulare Fragmente in (B) das Gegenstiick zur DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente in Abbildung 25B.
Die DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente setzt nach 2 h Induktion ein. (M) DNA-GroBenstandard Eco RI/A-HindIII, \-
HindIII-GroBenstandard.

4.3.3 VERGLEICH DER KINETIK DER DNA-FRAGMENTIERUNG MIT DER MORPHOLOGIE DER

ZELLEN NACH INDUKTION VON APOPTOSE

Die morphologische Untersuchung der apoptotischen Zellen in dieser Arbeit zeigt, daB die Abrundung des
Kerns (Phase II) mit dem Auftreten der 2,2Mb groBen Fragmente zusammenfdllt. Die
Chromatinkondensation (Phase III) tritt im zeitlichen Zusammenhang mit der Spaltung in hochmolekulare
DNA-Fragmente auf und die Fragmentierung des Kerns (Phase IV) erscheint mit dem Auftreten der DNA-
Leiter. Damit lassen sich die morphologischen Verdnderungen der Zellen mit den verschiedenen Stadien
der DNA-Fragmentierung korrelieren.
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Abbildung 28: Vergleich der Zellmorphologie wéhrend der Apoptose mit dem Auftreten der
verschiedenen DNA-FragmentgrofRen

Dargestellt sind im oberen Bereich der Abbildung mit DAPI gefarbte HL60-Zellen nach Inkubation mit Topotecan (150 ng/ml) fir die
angegebene Zeitdauer in Stunden; darunter sind die morphologischen Phasen der Apoptose nach GHIBELLI et al. (1995) zugeordnet.
Die in den einzelnen Phasen auftretenden DNA-FragmentgroBen sind anhand der pulsfeldgelelektrophoretischen Auftrennung (links)
und der konventionellen Auftrennung (rechts, DNA-Leiter) dargestellt. In Phase II entstehen mit der Veranderung der Kerngestalt
sehr hochmolekulare DNA-Fragmente, die in der GroBenordnung bis =2,2 Mb liegen. In der PhaseIIl findet die
Chromatinkondensation statt. Sie wird begleitet von der Entstehung hochmolekularer Fragmente im Bereich 700 bis 50 kb. Die
Phase IV schlieBlich umfaBt die Desintegration des Kerns; sie fallt zusammen mit der DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente,
also der Entstehung der DNA-Leiter.

4.3.4 KINETIK DER DNA-FRAGMENTIERUNG IM ,,IN VITRO“-ANSATZ MIT CASPASE 3

Der systematische Ansatz der ,in vitro™Versuche wurde bereits unter 4.2.3 vorgestellt. Hier kam es zu
einer unerwartet schnellen Fragmentierung der DNA nach Zugabe von Caspase 3. Caspase 3 als
sogenannte Effektor-Caspase findet sich am Ende des Apoptose-Signalwegs und aktiviert direkt die
,Caspase Activated DNase" (CAD), die zumindest fir einen GroBteil der DNA-Fragmentierung bei
Apoptose verantwortlich ist. Um eine weitere Bestdtigung dafiir zu erhalten, da die DNA-Spaltung in
hochmolekulare Fragmente vor der Spaltung in niedermolekulare Fragmente einsetzt, liegt der Gedanke
nahe, die in den beiden vorigen Kapiteln nachgewiesene Reihenfolge der Entstehung der DNA-Fragmente
auch in diesem System nachzuweisen, da es in dieser Art des Versuchs zu einer vollsténdigen Spaltung
der DNA der eingesetzten isolierten Kerne kommt. Abbildung 29 zeigt, daB dies der Fall ist: Wahrend die
hochmolekularen DNA-Fragmente bereits nach 5 min Behandlung mit Caspase 3 deutlich werden, treten

die niedermolekularen DNA-Fragmente im Vergleich zur Kontrolle ohne Caspase 3-Zusatz erst nach
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15 min Inkubation mit Caspase 3 auf. Da die gesamte hochmolekulare DNA nach 5 min Behandlung mit
Caspase 3 bereits eine GroBenordnung von 500 bis 20 kb erreicht hat, jedoch noch keine
niedermolekularen DNA-Fragmente auftreten, entstehen zumindest im in vitro™Ansatz mit isolierten
Kernen die niedermolekularen DNA-Fragmente aus den hochmolekularen Fragmenten.
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Abbildung 29: Kinetik der DNA-Fragmentierung der ,in vitro“-Versuche mit isolierten
Kernen, Zytoplasma und Caspase 3

Aus unbehandelten Zellen wurden Kerne und Zytoplasma prapariert und diese zusammen mit Energiemix und rekombinant
hergestellter Caspase 3 inkubiert. Durch die Caspase 3 kommt es zu einer Aktivierung einer DNase (Abbildung 20), die fiir die DNA-
Fragmentierung bei der Apoptose zumindest mitverantwortlich ist. A. Darstellung der niedermolekularen DNA-Fragmente, B.
Darstellung der hochmolekularen DNA-Fragmente nach Auftrennung durch Pulsfeldgelelektrophorese. Die niedermolekularen DNA-
Fragmente sind ab 15 min Inkubation mit Caspase 3 zu beobachten. Die hochmolekularen DNA-Fragmente treten bereits nach
5 min Inkubation mit Caspase 3 auf. Da nach 5 min Inkubation mit Caspase 3 bereits die gesamte DNA eine GroBenordnung von
500 bis 20 kb erreicht hat, jedoch noch keine niedermolekularen DNA-Fragmente zu sehen sind, entstehen zumindest in dieser Art
des ,,in vitro™-Assays die niedermolekularen DNA-Fragmente aus den hochmolekularen. (M) Sammelbegriff fiir die verschiedenen
DNA-GréBenstandards (in der Reihenfolge 2 x DNA-GroBenstandard Eco RI/A-HindIII, DNA-GroBenstandard A-HindIII, DNA-
GroéBenstandard A-Phagenkonkatemere), UN Uber Nacht bei 4°C inkubiert; der Rest der Inkubationen erfolgte bei 37°C, (Y)
chromosomale DNA mit dem Restriktionsenzym Eco RI verdaut, (Z) chromosomale DNA mit Bam HI verdaut.

4.3.5 VERGLEICH DER KINETIK DER DNA-FRAGMENTIERUNG MIT DER PARP-SPALTUNG ALS

PROTEOLYTISCHEM PROZER WAHREND DER APOPTOSE

Die bisher gezeigten Nachweise und kinetischen Untersuchungen der Apoptose beruhen alle entweder
auf Veranderungen der Morphologie der Zellen (DAPI, Giemsa, CASY) oder der DNA-Fragmentierung in
den Zellen (FACS, DNA-Leiter, Darstellung der hochmolekularen DNA-Fragmente) wéhrend der Apoptose.
Wahrend der Apoptose kommt es jedoch auch zu vielen proteolytischen Abbauprozessen, wie z.B. dem
Abbau der Lamine, Tubuline, Aktine, der Aktivierung der Caspasen (NICHOLSON und THORNBERRY, 1997;
CRYNS und YUAN, 1998; ZHIvOTOVSKY et al., 1999), dem Abbau von NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus,
LYDERSEN und PETTIJOHN, 1980; WEAVER et al., 1996), von Topoisomerase I und II u.a.m. (ASUMENDI et al.,
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2000; ROBERTSON et al., 2000). Ein DNA-Fragmentierungs-unabhangiger Apoptose-Nachweis ist die
Spaltung der Poly-(ADP-Ribosyl)-Polymerase (PARP, 116 kDa) in ein 85 kDa und 27 kDa Fragment
wahrend der Apoptose (LAzEBNIK et al., 1994). Sowohl das Ausgangsprotein als auch das 85 kDa
Fragment konnen im Western-Blot durch den Anti-PARP-Antikdrper nachgewiesen werden (3.2.23.2.1).
PARP katalysiert die Bildung von Poly-(ADP-Ribose), das als Teil eines Multiproteinkomplexes an der
Reparatur und Replikation von DNA beteiligt ist (TRucco et al., 1998). Es wird vermutet, da der Abbau
von PARP durch Caspasen dazu dient, die DNA-Reparaturmechanismen zu unterbinden (KAUFMANN et al.,
1993; LAzEBNIK et al., 1994).

In einer Zeitkinetik von HL60-Zellen induziert mit dem Apoptose-Induktor Topotecan (150 ng/ml) tritt das
Spaltungsprodukt der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase nach 1 h 15 min Induktion auf (Abbildung 30).
Damit ist die Spaltung von PARP ein ProzeB, der etwa 30 min vor der DNA-Fragmentierung beider
GréBenordnungen einsetzt. Dies unterstiitzt die Annahme, daB proteolytische Prozesse tatsdchlich der

Aktivierung der Endonuklease(n) vorausgehen (WEAVER et al., 1996 und Kap. 5.6).
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Abbildung 30: Nachweis der PARP-Spaltung wéahrend der Apoptose

In HL60-Zellen wurde durch Behandlung mit Topotecan (150 ng/ml) Apoptose induziert. Die Zellen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten abgenommen, daraus die Proteine prapariert (3.2.23.2.1), im denaturierenden 12% (v/v) SDS-Acrylamid-Gel
aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. In (A) sind die transferierten Proteine mit Ponceau S angefarbt, in (B)
ist die immunologische Identifizierung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase auf dem Western-Blot dargestellt. Der polyklonale
Primarantikdrper gegen PARP wurde 1:1.000 in Blocklésung verdiinnt, der Zweitantikérper Ziege Anti-Kaninchen IgG gekoppelt an
Alkalische Phosphatase 1:5.000 in Blocklésung. Der Nachweis erfolgte mit NBT/BCIP. Im Laufe der Apoptose verschwindet das
116 kDa Ausgangsprodukt und es erscheint ab 1 h 15 min Induktion das 85 kDa groBe Spaltprodukt. (M) Protein-GréBenstandard.

4.3.6 ZUSAMMENFASSUNG DES AB SCHNITTES UNTERSUCHUNGEN ZUR KINETIK DER

APOPTOTISCHEN DNA-FRAGMENTIERUNG (4.3)

Die Untersuchung der zeitlichen Abfolge der Apoptose ergab, daB die hochmolekularen DNA-Fragmente
vor den niedermolekularen Fragmenten entstehen. Die Entstehung der DNA-Fragmente und ihr Abbau

erfolgen sehr rasch. Es wurde gezeigt, daB zumindest ,in vitro" die niedermolekularen Fragmente aus
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den hochmolekularen Fragmenten entstehen. Die Spaltung des Proteins PARP setzt vor der DNA-
Fragmentierung ein und geschieht etwa gleichzeitig mit der morphologischen Verénderung des Kerns.
Zudem koénnen die morphologisch sichtbaren Phasen mit der Entstehung der DNA-Fragmente korreliert
werden: Die hochmolekularen Fragmente entstehen in Phase II und III (Abrundung des Kerns und
Kondensation des Chromatins) der Apoptose, die niedermolekularen Fragmente in der Phase IV (Zerfall in

apoptotische Korperchen).
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4.4 VERSUCHE zUM NACHWEIS VON BEVORZUGTEN APOPTOTISCHEN

SCHNITTSTELLEN IN EINER MODELLREGION

Um eine Aussage dartiber zu erhalten, ob die DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose zuféllig erfolgt,
oder an bevorzugten Schnittpunkten im Genom, wurde in den verschiedenen Versuchsanordnungen
Apoptose induziert und in einer Modellregion nach bevorzugten Schnittpunkten mittels indirekter
radioaktiver Endmarkierung gesucht. Als Genomabschnitt zur Analyse von bevorzugten Schnittstellen
wurde der Histongencluster gewahlt, da durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe dieser Cluster (iber einen
Bereich von 300 kb im Detail bekannt war (ALBIG et al., 1997). Der Histongencluster ist auf dem humanen

Chromosom an der Position 6p21 lokalisiert.
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Abbildung 31: Der groRe Histongencluster auf Chromosom 6

Dargestellt ist ein Schema des 1997 von Albig et al. beschriebenen groBen Histongenclusters auf Chromosom 6. Die Gene der 35 in
diesem Cluster enthaltenen Histone sind als Rechtecke eingezeichnet, wobei offene Markierungen Pseudogene kennzeichnen. Unter
einigen der Gene ist die Transkriptionsrichtung durch einen Pfeil gekennzeichnet. Kurze senkrechte Markierungen auf der
Fiihrungslinie kennzeichnen Eco RI-Restriktionsschnittstellen. Der oben beginnende Genbereich wird im unteren Abschnitt der
Abbildung fortgesetzt.

Das Prinzip der indirekten radioaktiven Endmarkierung (NEDOSPASOV und GEORGIEV, 1980) beruht darauf,
daB durch Restriktionsverdauung genomischer DNA definierte Fragmente entstehen, die im Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert werden. Eines dieser
Restriktionsfragmente wird an einem seiner Enden mit einer komplementdren, radioaktiv markierten
Sonde hybridisiert. Dadurch kann im Autoradiogramm der markierte Genomabschnitt erkannt und seine
GroBe ermittelt werden. Kommt es nun zu einem Schnitt in diesem Fragment z.B. durch Apoptose, so ist
das resultierende Fragment kleiner und besitzt eine hohere elektrophoretische Mobilitdt. Aus der
Laufstrecke a8t sich abschatzen, welche GroBe das entstandene Fragment besitzt. Daraus laBt sich

wiederum der genaue Schnittpunkt ermitteln (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Prinzip der indirekten Endmarkierung

Dargestellt ist ein schematisierter Ausschnitt der zellularen DNA mit den Restriktionsschnittstellen eines bestimmten
Restriktionsenzyms als Beispiel. Wird die zellulare DNA mit diesem Enzym verdaut, so entstehen neben vielen anderen die hier
eingezeichneten Restriktionsfragmente. Diese konnen ihrer GroBe nach gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen
ibertragen werden. Um nun ein bestimmtes Fragment aus der Vielzahl der Fragmente herauszufinden, wird eine kurze, radioaktiv
markierte Sonde in der folgenden Hybridisierung eingesetzt, die genau an einem Ende eines dieser Restriktionsfragmente
hybridisiert. Damit entsteht durch die Southern-Hybridisierung eine radioaktive Bande bekannter GroBe (resultierend aus der
Laufstrecke des Fragments). Wird nun durch Apoptose eine Spaltung dieses Fragments erzielt, so wird eine kleinere radioaktive
Bande resultieren, die nun ein kleineres Stiick des Fragments markiert. Aus der genauen Lokalisation der Bande 1aBt sich die GroBe
des Fragments errechnen und damit der genaue Spaltungspunkt identifizieren.

Voraussetzung fiir diese Art der Southern-Hybridisierung ist, daB ein relativ groBer Genombereich mit
seinen Restriktionsschnittstellen kartiert sein muB. Insbesondere muB er groB genug sein, um aller
Wahrscheinlichkeit nach auch einen apoptotischen Schnittpunkt zu enthalten. Diese Voraussetzungen

sind fiir den groBen Histongencluster auf Chromosom 6 gegeben (Abbildung 31).

4.4.1 VERSUCHE ZUM NACHWEIS EINER BEVORZUGTEN SCHNITTSTELLE IM HISTONGENCLUSTER

Aus dem Bereich des Histongenclusters wurden mehrere Sonden zur indirekten Endmarkierung
prapariert, von denen insbesondere die Sonde 3 (s. Ubersicht in Abbildung 33) standardmiBig benutzt
wurde. Sie markiert ein 160 kb groBes Miul-Fragment. Um einen Uberblick (iber das
Fragmentierungsverhalten des gesamten Histongenclusters zu erhalten, wurde eine H4-Sonde verwendet.
Sie markiert samtliche H4-Gene und erfalt damit viele Einzelfragmente. Da es sich hier nicht um eine
indirekte Endmarkierung handelt, ist die Sonde nicht geeignet, um genaue Schnittstellen zu bestimmen.
Bei Apoptose-bedingten Spaltungen im Histongencluster kénnte das Hybridisierungsmuster dieser Sonde
die Freisetzung H4-tragender Fragmente anzeigen.

Sonde 3

Die Sonde3 wumfaBt 1,3kb und wurde hergestellt aus dem Plasmid pWA 222 durch
Restriktionsverdauung mit M/uI und Bst EIL. In der indirekten Endmarkierung eingesetzt markiert sie ein
160 kb groBes Mlul-Restriktionsfragment im Histongencluster.

Sonde 7

Die Sonde 7 markiert das gleiche Fragment wie Sonde 3, jedoch ausgehend vom entgegengesetzten
Ende des Restriktionsfragments. Ihre GréBe umfaBt 300 bp und wurde erstellt aus dem Plasmid pWA 171
durch Eco RI-Verdauung.
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Sonde H4

Die Sonde H4 markiert die 13 verschiedenen H4-Gene des menschlichen Genoms und erlaubt damit keine
indirekte Endmarkierung. Prapariert wurde sie aus dem Plasmid pBB 32 durch Verdauung mit Eco RI. Sie
ist ca. 2 kb groB.

" i« &
Er E £t e = T = = 1 i |
- = S W = | o Rl - = - = e = mEn o s
7 ¥3 = erR FE o Be ¥ g = = -~ = 3 = BRF EEIIL=
-l | i i i 11 1} ' 5 ket T
? * t ¥
4 - | - — -

Abbildung 33: Bezugspunkte der Sonden zur indirekten Endmarkierung des
Histongenclusters

Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem Histongencluster auf Chromosom 6. Die Restriktionsschnittstellen fiir das Enzym Miul sind blau
markiert, flr Notl grin markiert. Die hergestellten Sonden sind in rot eingezeichnet und zeigen jeweils den Startpunkt und die
Richtung des markierten Restriktionsfragments (die Lange der Pfeile entspricht nicht der GroBe der Sonden). In dieser Arbeit sind
nur Hybridisierungen mit den Sonden 3 und 7 gezeigt.

4.4.1.1 IN DEN UNSYNCHRONISIER TEN SYSTEMEN IST KEINE BEVORZUGTE SCHNITTSTELLE IM

HISTONGENCLUSTER NACHWEISBAR

Zur Untersuchung der bevorzugten Schnittstellen wahrend der Apoptose wurden HL60-Zellen sowohl mit
Topotecan, als auch mit Etoposid, Teniposid, Staurosporin und TNF-a/Cycloheximid in zeitlichen Kinetiken
induziert und fiir die Auftrennung der hochmolekularen DNA vorbereitet. Die Verwendung der
verschiedenen Induktoren gewahrleistet, daf eventuell auftretende Schnittstellen nicht direkt durch den
EinfluB der Induktoren auf die DNA entstehen, sondern tatsdchlich durch die apoptotische DNA-
Fragmentierung selbst. Daher wurden neben den verwendeten Topoisomerase I und II-Hemmern zur
Apoptose-Ausldésung auch das Cytokin TNF-a in Kombination mit Cycloheximid verwendet. Um die
indirekte Endmarkierung der DNA zu ermdglichen, wurde die DNA mit dem Restriktionsenzym Miul in
definierte Fragmente geschnitten. Die Auftrennung der DNA erfolgte mittels ROFAGE. Nach dem Transfer
der DNA auf Nylonmembranen wurden diese mit der entsprechenden radioaktiv markierten Sonde
hybridisiert.

In allen Systemen konnte mit der Sonde 3 und Sonde 7 nur die 160 kb Ausgangsbande (erzeugt durch
die Mlul-Restriktionsverdauung) nachgewiesen werden (Abbildung 34). Es traten keine distinkten
kleineren Banden auf, die auf einen bevorzugten apoptotischen Schnittpunkt hinweisen wiirden. Es wurde
jedoch Apoptose in bis zu 40% der Zellen ausgelost (4.2.1.1). Im Gel (links) ist eine deutliche
Verschiebung der GroBe der Gesamtheit der Fragmente hin zu kleineren Fragmenten zu beobachten. Die
Hybridisierungen mit den Sonden 3 und 7 zeigen zu Beginn auftretende Doppelbanden. Diese sind
vermutlich auf die unvollsténdige Verdauung mit Restriktionsenzym durch dessen Methylierungs-
empfindlichkeit zuriickzufiihren, oder auf die Retardierung einzelner Fragmente durch die groBe DNA-

Menge im Gel. Diese hohe Konzentration ist jedoch nétig, um einen deutlichen Nachweis in der indirekten
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Endmarkierung zu erhalten. Im Verlauf der Kinetik zeigt sich, daB die Hybridisierungsintensitdt der 160 kb
groBen Ausgangsbande abnimmt, d.h. daB die DNA abgebaut wird. Es tritt jedoch keine definierte
kleinere Bande auf, die einen Hinweis auf einen bevorzugten Angriffspunkt im Histongencluster gibt, so
daB hier von gleichmaBig Uber die ganze Region verteilten Spaltungen ausgegangen werden muB. Auch
die Hybridisierung mit der H4-Sonde zeigt in keinem der Ansatze neu auftretende, kleinere Fragmente.
Damit gilt fir den gesamten Histongencluster, daB in diesem System keine bevorzugte Schnittstelle
auftritt.
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Abbildung 34: Suche nach bevorzugten Schnittpunkten im Histongencluster in
unsynchronisierten HL60-Zellen mit Topotecan (150 ng/ml) als Apoptose-Induktor

Dargestellt ist die pulsfeldgelelektrophoretische Auftrennung nach Anfarbung der DNA mit Ethidiumbromid sowie die dazugehdrigen
Southern-Hybridisierungen mit den Sonden 3 und 7 (indirekte Endmarkierung) und H4 (keine indirekte Endmarkierung). Die Zeiten
geben die steigende Inkubationsdauer mit Topotecan in Stunden wieder. Bei den 12 h, 24 h und 48 h-Werten wurden jeweils zum
Vergleich nach je 8 h Medienwechsel mit erneuter Zugabe von Topotecan durchgefiihrt (angedeutet durch MW). Es ergibt sich
dadurch jedoch keine Verdanderung in der DNA-Fragmentierung im Vergleich zu den Werten ohne Mediumwechsel. Die DNA der
Spuren wurde z.T. mit Mlul geschnitten, um die indirekte Endmarkierung zu ermdglichen. Die Auftrennung liber ROFAGE erfolgte
liber 24 bis 36 h uber die Parameter eines logarithmisch-abnehmenden Zeitintervalls von 100 bis 10 Sekunden bei einem linear-
abnehmenden Winkel von 120 bis 110° und einer logarithmisch-abfallenden Spannung von 200 bis 150 V. (M) DNA-
GroBenstandard YAC-WAY-4A, DNA-GroBenstandard A-HindIII. Die indirekten Endmarkierungen zeigen Banden in der GroBe um
160 kb. Es entstehen jedoch keine distinkten kleineren Banden im Verlauf der Behandlung mit Topotecan. Die Southern-
Hybridisierung mit Sonde H4 zeigt die verschiedenen H4-Gene, doch auch hier ist keine entstehende, definierte kleinere Bande zu
beobachten, die auf eine bevorzugte Spaltung im Bereich des Histongenclusters hinweisen wiirde.

Um dieses Ergebnis auch in einem System zu reproduzieren, dessen Apoptose-Induktion nicht auf DNA-

Schaden beruht, wie sie durch die Topoisomerase-Hemmstoffe entstehen, wurden HL60-Zellen mit
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TNF-a/Cycloheximid behandelt. Wie unter 1.1.2 beschrieben, verlauft hier der apoptotische Signalweg
Uber die Caspase 8 und nachfolgende Caspasen der Caspase-Kaskade. Auch in diesem System konnte
kein bevorzugter Bruchpunkt im Histongencluster wahrend Apoptose nachgewiesen werden. Obwohl die
Auftrennung der hochmolekularen DNA-Fragmente im Zeitverlauf eine Zunahme der kleineren Fragmente
zeigt, entstehen neben dem 160 kb groBen Ausgangsfragment keine definierten kleineren Banden, die
auf eine bevorzugten Spaltungsstelle im Histongencluster schlieBen lassen kdnnten.

ROFAGE-Gel Sonde 3
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Abbildung 35: Suche nach bevorzugten Schnittpunkten in HL60-Zellen mit
TNF-a/Cycloheximid als Apoptose-Induktoren

Links ist das ROFAGE-Gel nach Farbung der DNA mit Ethidiumbromid dargestellt, rechts die dazugehérige Southern-Hybridisierung
mit der Sonde 3. Die Zeiten geben die steigende Behandlungsdauer der Zellen mit TNF-a/Cycloheximid wieder. Die DNA wurde z.T.
mit Mlul verdaut, um die indirekte Endmarkierung zu erméglichen. (M) DNA-GroBenstandard A-HindIII, DNA-GroBenstandard YAC-
WAY-4A. Auch hier ist nur die 160 kb groBe Bande des aus der Restriktionsverdauung resultierenden Ausgangsfragments zu
beobachten.

Zusatzlich wurde in CEM-Zellen und U937-Zellen Apoptose induziert und dort nach bevorzugten
Spaltstellen im Histongencluster gesucht, um auszuschlieBen, daB es sich bei dem Fehlen der
stellenspezifischen DNA-Fragmentierung im Histongencluster um einen fiir HL60-Zellen spezifischen
Effekt handelt. Sowohl in CEM-Zellen (Abbildung 36) als auch in U937-Zellen (nicht gezeigt) konnte
wiederum das 160 kb groBe Ausgangsfragment nachgewiesen werden (die Intensitdt der Bande
schwankt aufgrund unterschiedlichen DNA-Gehalts in den Bléckchen), jedoch keine kleineren Fragmente.
Dies zeigt, da auch unabhangig von der verwendeten Zellinie kein bevorzugter Apoptose-Schnittpunkt

im Histongencluster auftritt.
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Abbildung 36: Suche nach bevorzugten, apoptotischen Schnittpunkten in CEM-Zellen

Links ist die Auftrennung der DNA Uber Pulsfeldgelelektrophorese dargestellt, rechts die Southern-Hybridisierung mit der Sonde 3
des Histongenclusters. Die Zeiten geben die Behandlungsdauer der Zellen mit Topotecan wieder. Die DNA wurde z.T. mit Miul
verdaut. (M) DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, DNA-GroBenstandard A-HindIII. Die indirekte Endmarkierung mit Sonde 3 zeigt
die 160 kb groBe Ausgangsbande, doch auch hier treten keine distinkten Banden auf, die auf eine bevorzugte Spaltstelle im
Histongencluster hinweisen wiirden. Die variable Stérke der Bande ist auf unterschiedlich groBe Mengen an aufgetragener DNA im
Blockchen zuriickzufiihren.

4.4.1.2 DIE ANREICHERUNG APOP TOTISCHER ZELLEN DURCH DAS MACS-SYSTEM ERGIBT

EBENFALLS KEINEN BEVORZUGTEN SCHNITTPUNKT IM HISTONGENCLUSTER

Eine weitere Mdglichkeit im Bemiihen um eine mdglichst hohe Apoptoserate war die Anreicherung bzw.
Abtrennung apoptotischer Zellen von normalen Zellen. Da kein Zellsortierer zur Verfiigung stand, wurde
auf ein System zuriickgegriffen, das auf der Abtrennung von Zellen mittels Annexin V-gekoppelter
Magnetkiigelchen basiert. Die selektive Trennung der Zellen erfolgt aufgrund einer Verlagerung (,Flip")
des Phosphatidylserins von der Innenseite der Zellmembran auf die AuBenseite, einem Phdanomen, das
wahrend der Apoptose auftritt (KoOoPMAN et al., 1994). An der AuBenseite binden Annexin V-gekoppelte
Magnetkiigelchen an die Phosphatidylserinmolekiile und ermdglichen die Trennung apoptotischer Zellen
von den nicht apoptotischen Zellen im magnetischen Feld des MACS-Separators.

Hierzu wurden HL60-Zellen verwendet, in denen Apoptose durch Topotecan induziert wurde (6 h-Wert),
sowie Jurkat-Zellen, die zum einen mit dem Anti-APO/Fas-Antikdrper und zum anderen mit TNF-
o/Cycloheximid behandelt wurden. Aus Vorversuchen in der Arbeitsgruppe waren hier die einzusetzenden
Konzentrationen sowie die benétigte Inkubationsdauer bekannt. Das GréBenprofil der Gesamtpopulation
induzierter Zellen sowie das GroBenprofil der MACS-positiven Zellen wurde im Zellzdhlgerat ermittelt
(Abbildung 37). Die Fraktion der apoptotischen Zellen mit einem Durchmesser von 7,5 bis 10,5 pm ist
selektiert; es befinden sich nur wenige nicht apoptotische Zellen (Durchmesser gréBer als 10,5 pm) in der
MACS-positiven Fraktion. Die Auftrennung der hochmolekularen DNA aus der Gesamtpopulation der
behandelten Zellen im Vergleich zur MACS-positiven und MACS-negativen Fraktion bestdtigt eine gute

Auftrennung der Zellen (Abbildung 38); allerdings war die DNA der erhaltenen apoptotischen Fraktion
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(MACS-positive Fraktion) nach Verdauung mit Mlul bereits in der GréBenordnung < 100 kb. Nach der
jeweiligen Inkubation mit Apoptose-Induktor waren die Zellen zwar noch nicht in einem spaten Stadium
der Apoptose (morphologische Beobachtungen, nicht gezeigt), aber die DNA-Fragmentierung schritt auch
wahrend der etwa 1 h dauernden Auftrennung im MACS-System voran, so daB offensichtlich alleine diese
Zeitspanne geniigte, um die Zellen in eine spate Phase der Apoptose zu bringen. Damit war diese Art der
Anreicherung apoptotischer Zellen keine Alternative im Rahmen der vorgesehenen Untersuchungen der

initialen DNA-Fragmentierung.

' H wor MACS-Separation B: nach MACS-5aparation

Abbildung 37: Messung der ZellgroRe im Zellzdhlgerat vor und nach MACS-Separation
apoptotischer Zellen

A. Gesamtpopulation 24 h mit Topotecan behandelter HL60-Zellen im Zellzahlgerat (Dichte: 150.000 Zellen/ml).
B. MACS-positive Fraktion (apoptotische Zellen) nach Abtrennung im Zellzéhlgerat (Dichte: 4 Mio. Zellen/ml).

Dennoch wurde auch in dem spdteren Stadium der apoptotischen DNA-Fragmentierung nach
freigesetzten Fragmenten aus dem Histongencluster gesucht. In der MACS-positiven Fraktion tritt keine
spezifische Hybridisierung der aus der Restriktionsverdauung resultierenden 160 kb Bande mit Sonde 3
aus dem Histongencluster auf, die DNA ist schon zu weit fragmentiert und befindet sich in einem Bereich
kleiner als 100 bis 50 kb. Es treten jedoch auch keine kleineren distinkten Banden auf, die auf einen
bevorzugten Abbau dieser Region hinweisen wiirden. Tatsachlich ist nur ein Schmier an DNA zu sehen,
der auf einen mehr oder weniger zufdlligen Abbau der DNA des Histongenclusters hinweist (Abbildung
38).
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Abbildung 38: Indirekte Endmarkierung nach Anreicherung apoptotischer Zellen im MACS-
System mit der Sonde 3 zum Nachweis einer bevorzugten Schnittstelle im Histongencluster

Mittels kleiner an Annexin V-gekoppelter Magnetkiigelchen wurden apoptotische Zellen nach dem Phosphatidylserin-Flip in der
Plasmamembran angereichert und abgetrennt. Ihre DNA wurde im Vergleich zu DNA aus der Gesamtpopulation und der DNA aus
Zellen der MACS-negativen Fraktion in der Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt (links). Die aufgetrennte DNA wurde im Vorfeld
mit dem Restriktionsenzym M/uI verdaut. Die MACS-positiven Spuren zeigen, daB die DNA der abgetrennten Zellen schon sehr weit
fortgeschritten fragmentiert ist und sich nur noch in einer GroBenordnung von 100 kb und kleiner bewegt. (1) DNA aus
unbehandelten Jurkat-Zellen (2) 16 h mit Anti-APO/Fas-Ak behandelten Zellen, (3) 16 h mit Anti-APO/Fas-Ak behandelten Zellen
nach MACS-Separation, positive Fraktion, (4) 23 h mit TNF-a und Cycloheximid behandelten Zellen, (5) positive MACS-Fraktion aus
4, (6) negative MACS-Fraktion aus 4.

Die indirekte Endmarkierung mit der Sonde 3 (rechts) zeigt, da die MACS-positiven Fraktionen (Spuren 3 und 5) bereits in ihrer
Fragmentierung zu weit fortgeschritten sind, um die durch Verdauung mit Mlul generierte Ausgangsbande von 160 kb
wiederzugeben. Es treten jedoch auch keine kleineren Abbaubanden auf, die auf eine bevorzugte Spaltstelle im Histongencluster
hinweisen wiirden.

4.4.1.3 AUCH DIE SYNCHRONISIERTEN SYSTEME MIT OPTIMIERTER APOPTOSERATE ZEIGEN

KEINEN BEVORZUGTEN SCHNITTPUNKT IM HISTONGENCLUSTER

Wie unter 4.2.2 beschrieben, steigerte sich die Apoptoserate durch Synchronisierung der Zellen in
Kombination mit den S-Phase-abhdngig wirkenden Topoisomerase-Inhibitoren auf bis zu 78%. Somit
wurde auch das Verhdltnis apoptotischer DNA zu nicht apoptotischer DNA auf den Gelen bzw. zu
hybridisierenden Membranen gesteigert. Obwohl sich die DNA-Menge mit fortschreitender Apoptose
deutlich hin zu kleineren Fragmenten verschiebt (Abbildung 39 und Abbildung 40), traten auch in diesen
optimierten Systemen keine bevorzugten Schnittpunkte auf. Die indirekte Endmarkierung markiert das
160 kb groBe Ausgangsfragment, das aus der Restriktionsverdauung mit M/ul resultiert, die Sonde H4 die
verschiedenen Restriktionsabschnitte der H4-Gene in ihren AusgangsgrdBen. Es konnten auch hier keine
distinkten kleineren Banden identifiziert werden, die auf eine bevorzugte Spaltstelle im Histongencluster
hinweisen wiirden. Die zu Beginn und in den nicht mit Topotecan behandelten Spuren (Abbildung 39)

dickeren Banden im Bereich des 160 kb groBen Fragments sind vermutlich auf die Retardierung der DNA-
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Fragmente aufgrund der groBen DNA-Menge im Gel zuriickzufiihren. Die 160 kb Bande bleibt bis zum
24 h Wert sichtbar, obwohl insgesamt die DNA-Menge stark abgenommen hat (siehe
Ethidiumbromidfarbung des Gels). Diese kann jedoch von den ca. 30% nicht apoptotischen Zellen des
Gesamtansatzes stammen, so daB3 dieser Befund nicht aussagt, daB der Bereich des Histongenclusters
vor apoptotischer Fragmentierung besonders geschiitzt ware. Zum Vergleich durchgefiihrte
Hybridisierungen mit anderen Sonden aus codierenden Bereichen des Genoms (Hochschwefel-Keratingen
und Aktingen) zeigten, daB auch in diesen Bereichen des Genoms nicht bevorzugt geschnitten wird
(Abbildung 56).

RO FAGE -Gl Sonde 3 Sonda H+

Abbildung 39: DNA-Fragmentierung im Bereich des Histongenclusters in synchronisierten
HL60-Zellen mit Topotecan (150 ng/ml) als Apoptose-Induktor

Links ist das ROFAGE-Gel abgebildet, in der Mitte die indirekte Endmarkierung mit Sonde 3, rechts die Hybridisierung mit der
Sonde H4. Mit zunehmender Inkubationsdauer mit Apoptose-induzierendem Agens ist eine Abnahme der 160 kb Ausgangsbande
(resultierend aus der Miul-Verdauung) der Hybridisierung mit Sonde 3 zu erkennen, jedoch keine entstehenden, definierten
kleineren Banden, die auf einen bevorzugten Schnittpunkt in diesem Bereich hinweisen wiirden. Ebenso verhdlt es sich bei der
Sonde H4. (M) DNA-GroBenstandard A-HindIII.

Der Vergleich der Hybridisierungsintensitat der 160 kb groBen Ausgangsbande von unbehandelten Zellen
mit Topotecan behandelten Zellen nach Synchronisierung zeigt, daB die Hybridisierungsintensitat der
Ausgangsbande abnimmt (Sonde 3, Abbildung 39 und Abbildung 40). Dies bedeutet, daB wahrend der
Apoptose nicht nur die DNA insgesamt zu kleineren Fragmenten abgebaut wird, sondern auch DNA aus
dem Histongencluster in kleinere - jedoch nicht distinkte - Fragmente geschnitten wird. Damit ist der
Histongencluster nicht per se vor Fragmentierung geschiitzt, sondern wird nur nicht an bevorzugten

Stellen geschnitten.
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Abbildung 40: Suche nach bevorzugten apoptotischen Schnittpunkten im Histongencluster in
synchronisierten HL60-Zellen mit dem Apoptose-Induktor Topotecan

Links ist das ROFAGE-Gel abgebildet, in der Mitte die indirekte Endmarkierung mit Sonde 3, rechts die Hybridisierung mit der
Sonde H4. Mit zunehmender Inkubationsdauer mit Apoptose-induzierendem Agens ist Uber den Zeitverlauf eine Abnahme der
160 kb Ausgangsbande (resultierend aus der Mijul-Verdauung) der Hybridisierung mit Sonde 3 zu erkennen, jedoch kein
bevorzugter Schnittpunkt durch das Auftreten kleinerer, distinkter Banden. Bei der Auftrennung der Mlul-verdauten DNA aus den
synchronisierten Zellen wurden zusatzlich noch Vergleichswerte aus synchronisierten, aber unbehandelten Zellen (dargestellt mit
Minuszeichen), die jeweils zum gleichen Zeitpunkt geerntet worden waren wie die Topotecan behandelten Zellen, mit aufgetragen.
(M) DNA-GroBenstandard A-HindIII, DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A.

4.4.1.4 DIE,,IN VITRO*“VERSUCHE MIT ISOLIERTEN KERNEN ZEIGEN EBENFALLS, DAR DIE DNA
FRAGMENTIERT WIRD, JEDOCH KEIN BEVORZUGTER SCHNITTPUNKT IM

HISTONGENCLUSTER AUFTRITT

Durch die ,in vitro"-Versuche mit isolierten Kernen konnte ein hoher Grad an weitgehend synchroner
DNA-Fragmentierung insbesondere in den Ansdtzen mit rekombinant exprimierter Caspase 3 erreicht
werden. In Abbildung 42 besonders deutlich zu erkennen, betrifft die DNA-Fragmentierung alle Kerne in
gleichem AusmaB (siehe Kapitel 4.2.3). Dies erleichtert den Nachweis von bevorzugten Schnittstellen in
einer single-copy-Region wie dem 160 kb groBen Mlul-Fragment aus dem Histongencluster, da hier der
Hintergrund an nicht apoptotischen und nekrotischen Zellen wegféllt. Sowohl im Ansatz mit
apoptotischem Zytoplasma, als auch in den Ansdtzen mit Caspase 3 inkubiertem Zytoplasma nicht
apoptotischer Zellen ist eine deutliche DNA-Fragmentierung festzustellen. Es entstehen Fragmente
definierter GroBenordnung (Abbildung 40 und Abbildung 42). Trotz Abnahme der Ausgangs-
Restriktionsbande von 160 kb kommt es nicht zum Auftreten definierter kleinerer Fragmente, so daf3 auch
hier bestdtigt wird, da im Histongencluster kein bevorzugter initialer Schnittpunkt enthalten ist. Auch
hier weist der in der Hybridisierung auftretende Schmier auf einen gleichmaBigen Abbau dieses Bereichs

an verschiedenen, mehr oder weniger zufalligen Stellen hin.
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Abbildung 41: Suche nach bevorzugten, apoptotischen Schnittpunkten im ,,in vitro“-System
mit isolierten Kernen

Links ist die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA der isolierten Kerne nach Anfarbung mit Ethidiumbromid gezeigt, rechts die
indirekte Endmarkierung mit Sonde 3 aus dem Histongencluster. (M) DNA-GroBenstandards YAC-WAY-4A, A-HindIII, A\-Phagen-
Konkatemere. (U) Kerne unverdaut, aber wie angegeben behandelt. Die Zusammensetzung des Ansatzes besteht aus je 200 pl
Kernsuspension (aus 6 x 108 Zellen), 200 ul Zytoplasmaextrakt (aus 3 x 10® Zellen) sowie 100 pl Caspase 3 (soweit nicht anders
angegeben). Wie bereits in 4.2.3.2 gezeigt, kommt es durch die Inkubation mit ausreichend Caspase 3 (Spuren 6-8) zu einer
gleichmaBigen Fragmentierung der zelluldren DNA in eine GréBenordnung von zunachst 300 bis 50 kb, spater zu noch kleineren
GroBen. In der indirekten Endmarkierung mit Sonde 3 aus dem Histongencluster ist dies durch die Hybridisierung des durch
Restriktionsverdauung generierten 160 kb groBen Ausgangsfragment zu verfolgen. Durch die Behandlung mit Caspase 3 kommt es
zum Verschwinden dieser Bande, d.h. auch dieses Fragment wird im Laufe der Apoptose abgebaut. Es tritt jedoch kein kleineres
Fragment in Form einer definierten Bande auf, das auf eine bevorzugte Schnittstelle in diesem Bereich hinweisen wiirde.

Die DNA-Fragmentierung im ,in vitro™-System erlaubt eine Fokussierung auf die initiale DNA-
Fragmentierung wahrend der Apoptose, da sie die DNA-Fragmentierung in allen Kernen zur gleichen Zeit
erzeugt. Dies wurde in dieser Arbeit genutzt, um den Punkt der initialen Fragmentierung maoglichst genau
zu definieren. In Abbildung 42 ist gezeigt, daB die DNA-Fragmentierung - wenn sie erst in Gang gesetzt
ist — sehr schnell fortschreitet, in diesem Ansatz innerhalb von 15 min auf 50 bis 300 kb. Auch in diesem
engmaschigen Netz der Beobachtung der DNA-Fragmentierung konnte jedoch kein bevorzugter
Schnittpunkt im Histongencluster festgestellt werden, obwohl auch hier das Ausgangsfragment von

160 kb offensichtlich fragmentiert wird (demonstriert am Verschwinden der Bande).
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Abbildung 42: Trotz massiven Abbaus der DNA auch im Histongencluster ist keine
bevorzugte Schnittstelle zu beobachten

Links ist die Auftrennung der DNA nach Pulsfeldgelelektrophorese gezeigt, rechts die indirekte Endmarkierung mit Sonde 3 aus dem
Histongencluster. Die zelluldre DNA zeigt eine deutliche Fragmentierung ab 30 min Inkubationsdauer mit Caspase 3 und Zytoplasma
und erreicht nach 1 h eine Art Gleichgewichtszustand. Die indirekte Endmarkierung zeigt, daB auch die DNA im Bereich des
Histongenclusters fragmentiert wird; die 160 kb groBe Ausgangsbande, resultierend aus der Restriktionsverdauung mit Miul,
verschwindet. Es tritt jedoch keine neue Bande auf. Dies weist darauf hin, daB die DNA hier nicht an einer bevorzugten Stelle
abgebaut wird. (M) DNA-GroBenstandard A-HindIII bzw. YAC-WAY-4A, (u) unverdaute DNA des 2 min mit Caspase 3 behandelte
Wertes. Der Ansatz enthalt jeweils 110 pl Kernsuspension (aus 6 x 108 Zellen), 110 pl Zytoplasmaextrakt (aus 3 x 108 Zellen) und
10 pl Caspase 3.

4.4.2 KONTROLLE DURCH DEN NACHWEIS DES MLL-BCR-SCHNITTPUNKTES

Nachdem trotz intensiver Untersuchung kein bevorzugter Schnittpunkt im Bereich von 160 kb des
Histongenclusters zu finden war, stellte sich die Frage nach einer Positivkontrolle fiir die verwendete
Methode. STANULLA et al. (1997) verdffentlichten eine Arbeit, in der sie in einer sogenannten
Bruchpunktregion eine Spaltung im MLL-Gen nach Induktion von Apoptose durch Etoposid (neben
anderen Induktoren) beschreiben. Diese Bruchpunktregion (MLL-bcr von breakpoint cluster region)
wurde zuerst analysiert, da es unter Behandlung von Leukdmien mit Topoisomerase II-Inhibitoren
auffallend haufig zu einer sekunddren akuten myeloischen Leukdmie (t-AML) durch Bruch in Chromosom
11 an der Position 11923 und Translokation auf (ber 30 verschiedene andere Chromosomen kam
(STRISSEL et al., 1998). Zur Uberpriifung der von uns verwendeten Methode versuchten wir, diese

apoptotische Spaltstelle auch in unserem System durch indirekte Endmarkierung nachzuweisen.
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4.4.2.1 HERSTELLUNG DER MLL-BCR-SONDE

Aus den Bereichen der Exons 10 und 11 des MLL-Gens wurde aus den Oligonukleotiden OTE1 (5'-GTC
AGC TGC TGG AGT GTA ATA AGT GC-3") und OTE2 (5-GTG GAT CCA CAG CTC TTA CAG GGA AC-3') per
PCR ein 0,37 kb langes Fragment amplifiziert und in den pGEM-T Vektor ligiert.

Breakpoint Cluster Region
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Abbildung 43: Restriktionskarte des MLL-Gens (entnommen aus STANULLA et al., 1997)

Die Exons des MLL-Gens sind als schwarze Kasten wiedergegeben und durch die darunter stehenden Zahlen numeriert. Die
chromosomale Orientierung des Ausschnitts ist durch cen fiir Zentromer und tel fiir Telomer angedeutet. Der Pfeil zeigt den Punkt
der spezifischen Spaltung fiir die darunter stehende 0,2HB cDNA-Sonde. Die Restriktionsschnittstellen sind mit den Buchstaben R
fiir Eco RI, S fir SstI, G fiir Bglll, V fiir Eco RV und B fiir Bam HI gekennzeichnet.

4.4.2.2 IN DEN ZELLINIEN JURKAT UND HL60 1ST DER MLL-BCR-SCHNITTPUNKT NICHT

NACHWEISBAR

Um den apoptotischen Schnittpunkt im MLL-Gen als Kontrolle fiir die angewendete Methode verwenden
zu kénnen, wurden zunadchst Versuche mit HL60-Zellen durchgefiihrt (hier nicht gezeigt), sowie in Jurkat-
Zellen mit dem Topoisomerase II-Hemmstoff Etoposid als Apoptose-Induktor (Abbildung 44). Trotz
Durchfiihrung mehrerer zeitlicher Kinetiken konnte der Schnittpunkt jedoch nicht nachgewiesen werden.
Die Hybridisierung zeigte jeweils nur die 9,4 kb groBe, aus der Bam HI-Restriktionsverdauung
resultierende Bande, nicht jedoch das erwartete 1,6 kb groBe, aus der apoptotischen DNA-Spaltung
resultierende Fragment. Die Farbung der DNA mit Ethidiumbromid nach Auftrennung der isolierten
chromosomalen DNA durch konventionelle Agarose-Gelelektrophorese zeigt an der Entstehung der DNA-
Leiter, daB die Zellen apoptotisch sind. Die im Kontrollwert bereits auftretende Leiter ist auf die recht
hohe spontane Apoptoserate in Jurkat-Zellen zuriickzufiihren. Jurkat-Zellen wurden verwendet, da von

(APLAN et al., 1996) beschrieben worden war, daB in ihnen der Bruch im MLL-Gen induzierbar sei.
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Abbildung 44: Der Bruchpunkt im MLL-Gen ist in Jurkat-Zellen nicht nachweisbar

A. Auftrennung der chromosomalen DNA im Agarosegel. B. Indirekte, radioaktive Endmarkierung mit der MLL-bcr-Sonde zum
Nachweis des Bruchpunktes. Bereits in den Kontrollzellen ist eine apoptotische DNA-Fragmentierung in Form einer Leiter zu sehen;
dennoch kann mit der Southern-Hybridisierung nur das 9,4 kb groBe, aus der Spaltung mit Bam HI resultierende Ausgangsfragment
nachgewiesen werden, nicht jedoch der gesuchten Bruchpunkt im MLL-Gen. (M) DNA-GroBenstandard A-HindIII, (2) nicht mit
Restriktionsenzymen verdaute DNA aus unbehandelten Zellen, (3) bis (11) Bam HI-verdaute, chromosomale DNA aus (3)/(8)
unbehandelten Zellen, (4)/(9) 3 h, (5)/(10) 6 h, (6)/(11) 16 h mit Etoposid (10 pM) behandelten Jurkat-Zellen, (7) DNA aus
unbehandelten K562-Zellen, (12) nicht mit Restriktionsenzymen verdaute DNA aus 6 h mit Etoposid behandelten Zellen, (8) bis
(11) die DNA wurde zusatzlich mit RNase verdaut (3.2.11.1.1).

4.4.2.3 DER GESUCHTE SCHNITTPU NKT IST NUR IN DER ZELLINIE CEM MIT ETOPOSID ALS

APOPTOSE-INDUKTOR NACHWEISBAR

Nachdem der MLL-Schnittpunkt in HL60 und Jurkat-Zellen nicht nachgewiesen werden konnte, wurde der
Ansatz wie in der Verdffentlichung von STANULLA et al. (1997) beschrieben auf CEM-Zellen Ubertragen.

CEM-Zellen zeigen die Besonderheit auf, daB sie bei geringer Dichte adhdrent wachsen, bei Konfluenz
jedoch auch in Suspension weiter wachsen kénnen. Wenn diese Zellen verdiinnt werden, heften sie sich
wieder am Boden des KulturgefaBes an. Wurde in adharenten, noch nicht konfluenten Zellkulturen
Apoptose ausgeldst, so wurden die apoptotischen Zellen fast ausschlieBlich in Suspension gefunden,
wahrend die nicht apoptotischen Zellen am Boden der Kulturschale haften blieben. Durch die Messung
des GroBenprofils lieB sich dieses Phanomen auch im Zellzéhlgerdt nachweisen (Abbildung 45). Die
Zahlung des Gesamtansatzes aus Suspensions- und adhdrenten Zellen nach Ablésung mit Trypsin oder
durch Abschaben zeigt eine Mischung nicht apoptotischer (mit einem Durchmesser gréBer als 10,5 pm)

und apoptotischer Zellen (7,5 bis 10,5 ym Durchmesser), sowie apoptotischer Kérperchen (kleiner als
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7,5 pm im Durchmesser). Die Zahlung getrennt nach adhdrenten Zellen und Zellen aus Suspension
bestatigt, daB die adharenten Zellen nicht apoptotisch sind. Hier sind nur Zellen mit einem Durchmesser
groéBer als 10,5 pm zu finden. Die Zellen in Suspension sind dagegen schon sehr weit fortgeschritten in
der Apoptose: Es lassen sich hauptsachlich apoptotische Kérperchen und tote Zellen nachweisen, die
einen Durchmesser kleiner als 7,5 pm aufweisen. Daneben existiert auch eine kleine Zahl von Zellen noch
vor dem Zerfall in apoptotische Korperchen (7,5 bis 10,5 um im Durchmesser), also in dem Stadium,
welches Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen ist. Zusatzlich zeigt das GréBenprofil, daB recht wenige
Zellen Uberhaupt in Apoptose gehen, wobei zu bedenken ist, daB jede Zelle in mehrere apoptotische

Kdrperchen zerfallt. Somit ist die Ausbeute apoptotischer Zellen aus diesem System sehr gering.
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Abbildung 45: Messung des GroRenprofils in CEM-Zellen mit Topotecan als Apoptose-
Induktor

Adhérente CEM-Zellen wurden fiir 16 h mit Topotecan (150 ng/ml) behandelt. Dargestellt ist das GroBenprofil von unbehandelten
Zellen (noch alle adhdrent) und das Profil 16 h behandelter Zellen getrennt nach Zellen, die noch am Boden des KulturgeféBes
haften blieben (adharente Zellen, links nach Abschabung vom Zellkulturflaschenboden) oder sich vom Boden abgel6st hatten (Zellen
in Suspension, rechts). Die adhdrenten Zellen nach 16 h Behandlung zeigen keine Apoptose, wahrend die Zellen in Suspension
schon weitgehend in apoptotische Kérperchen zerfallen sind (< 7,5 pm). Zellen im Stadium der beginnenden Apoptose sind kaum
zu entdecken (zwischen 7,5 und 10,5 pm).

Die Auftrennung der niedermolekularen DNA getrennt nach adhdrenten Zellen und Zellen aus der
Suspension bestatigt sowohl die morphologische Beobachtung als auch die Messung des GroéBenprofils.
Die DNA-Leiter als Nachweis der Apoptose findet sich ausschlieBlich in den Zellen, die sich wahrend der
Behandlung mit Apoptose-Induktor vom Boden der Kulturschale abgelést haben. Sie setzt nach 4 h
Behandlung mit Topotecan (150 ng/ml) ein. Damit zeigen nur die Suspensionszellen apoptotische
Eigenschaften. Die vermutliche Ursache fiir die Ablésung adharenter Zellen bei Apoptose kdnnte darin zu
suchen sein, daB wahrend der Apoptose auch Teile des Zytoskeletts abgebaut werden (z.B. Aktin, Fodrin,
Gelsolin, usw., zusammengestellt in MARTIN et al., 1995; STROH und SCHULZE-OSTHOFF, 1998).

In den kinetischen Untersuchungen zum zeitlichen Ablauf der apoptotischen DNA-Fragmentierung wurde
festgestellt (vgl. Kapitel 4.3), daB die DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente erst nach der initialen
Spaltung in hochmolekulare Fragmente einsetzt. Deswegen wurde auch die hochmolekulare DNA aus den
CEM-Zellen in Suspension getrennt von den nach Behandlung adhdrenten Zellen gewonnen und
aufgetrennt. Die Farbung der DNA mit Ethidiumbromid zeigt, daB im Vergleich zu den Suspensionszellen
(links), in denen die DNA-Fragmentierung bereits nach 2,5 h eingesetzt hat, die adhdrenten Zellen

(rechts in Abbildung 46B) keine DNA-Fragmentierung zeigen. Sie entsprechen den unbehandelten
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Kontrollzellen. Die DNA-Fragmentierung der Suspensionszellen ist an der kleiner werdenden DNA-Menge
in den Taschen und den Spuren zu erkennen. Die aufgetragene DNA-Menge der in Bléckchen gegossenen
Zellen variiert hier stark, da eine Abschatzung der Zellmenge aus der Messung im CASY nicht méglich war

und somit jeweils die Gesamtzahl der Zellen in Suspension in eine gleiche Anzahl Bléckchen gegossen

wurde.
A L5
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Abbildung 46: Kinetik der DNA-Fragmentierung in CEM-Zellen in Abhangigkeit von der
Adharenz

A. Dargestellt ist ein 1,2% Agarosegel nach Anférbung der DNA mit Ethidiumbromid, die DNA wurde wie unter 3.2.11.3.1.1
beschrieben prapariert. CEM-Zellen, die bei genligend groBer Zelldichte nicht nur adharent, sondern auch in Suspension wachsen,
I6sen sich bei Apoptose-Induktion vom Boden des KulturgefzBes ab. Apoptotische Zellen sind ausschlieBlich im Uberstand zu finden.
Hier ist die niedermolekulare DNA-Fragmentierung in Form der DNA-Leiter nach 4 h Induktion mit Topotecan (150 ng/ml)
nachweisbar. Die Ernte der adhdrenten Zellen erfolgte durch Abschaben vom Boden des ZellkulturgefaBes. (M) DNA-
GroBenstandard. B. Links ist die DNA aus Zellen in Suspension aufgearbeitet und aufgetrennt worden, rechts die DNA aus
adharenten Zellen. Nach Isolierung wurde die DNA zusatzlich mit dem Restriktionsenzym Miul verdaut. Die Auftrennung der DNA
erfolgte per Pulsfeldgelelektrophorese. Ein Abbau der DNA in hochmolekulare Fragmente ist ebenfalls nur in den Suspensionszellen
zu finden, was bestatigt, daB sich die apoptotischen Zellen (ab 4 h Induktion) offenbar vom Untergrund ablésen. (M) DNA-
GroBenstandard A-HindIIIl, DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, (u) nicht mit Mjul verdaute DNA aus unbehandelten Zellen bzw.
16 h mit Etoposid (10 uM) behandelten Zellen, (M) DNA-GréBenstandard A-HindIIl.

Nach erfolgter Etablierung der Apoptose-Induktion in der CEM-Zellinie (4.4.2.3) wurde versucht, nun in
diesem von (STANULLA et al., 1997) veroffentlichten System mit Etoposid (10 uM) als Apoptose-Induktor,
den beschriebenen MLL-Schnittpunkt nachzuweisen. Dies gelang: Neben dem 9,4kb groBen
Ausgangsfragment resultierend aus der indirekten Endmarkierung nach Verdauung mit Bam HI, konnte
das gesuchte 1,6 kb groBe Schnittpunktfragment nachgewiesen werden (Abbildung 47). Die DNA zeigt
nach 16 h Behandlung mit Etoposid das Auftreten der DNA-Leiter und damit apoptotische Eigenschaften.
Daraufhin wurde dieselbe Membran nach Entfernung der radioaktiven MLL-bcr-Sonde (vgl. 3.2.20) mit
der Sonde 3 des Histongenclusters hybridisiert, um im direkten Vergleich nach Spaltungsregionen im
Histongencluster zu suchen. Hier tritt jedoch nach der indirekten Endmarkierung nur das aus der
Restriktionsverdauung resultierende 25 kb groBe Fragment auf. Ein bevorzugter Schnittpunkt in Form
kleinerer, distinkter Banden zeigt sich auch hier nicht, obwohl im MLL-Gen der beschriebene Schnittpunkt

auftritt. Daraus kann geschlossen werden, daB auch in diesem System im Histongencluster keine
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bevorzugte apoptotische Schnittstelle enthalten ist. Die Tatsache, da der MLL-Schnittpunkt nicht in allen
Zellinien induziert werden kann, zeigt, daB es sich bei der bevorzugten apoptotischen Fragmentierung in

dieser Region nicht um einen generellen, sondern einen sehr spezifischen Effekt dieses Systems handelt.

Agarosegel MLL-ber-Sonde Sonde 3
: i e | S i
T - +[-+]|[M
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- — 15 kb
12 345 678 9102 1i1 345 678 910 14 56 78 910

Abbildung 47: Nachweis des MLL-Schnittpunktes in CEM-Zellen mit Etoposid (10 pM) als
Induktor

Links ist das 1,2% Agarosegel abgebildet, auf dem die aus den Zellen isolierte chromosomale DNA aufgetrennt wurde, in der Mitte
dazu die indirekte, radioaktive Endmarkierung mit der MLL-bcr-Sonde, rechts die indirekte, radioaktive Endmarkierung mit der
Sonde 3 fiir den Histongencluster. In der Mitte, Spur 5, ist das 9,4 kb groBe Ausgangsfragment zu erkennen, das aus der Bam HI-
Verdauung resultiert; in Spur 6, in der DNA aus 16 h mit Etoposid behandelten Zellen aufgetragen wurde, ist neben dem
Ausgangsfragment das 1,6 kb groBe Fragment zu finden, das durch Apoptose induziert wurde. (M) DNA-GroBenstandard Eco RI/\-
HindIII (1), DNA-GroBenstandard A-HindIII (2), (3) und (4) unverdaute DNA, (5) und (6) Bam HI-verdaute DNA, (7) und (8)
Mlul-verdaute DNA, (9) und (10) Darstellung der niedermolekularen DNA, jeweils (3)/(5)/(7)/(9) nicht mit Etoposid behandelte
Zellen, jeweils (4)/(6)/(8)/(10) 16 h mit Etoposid behandelte Zellen, (11) DNA-GréBenstandard pUC19 Tag/Rsa.

4.4.3 ZUSAMMENFASSUNG DES AB SCHNITTES VERSUCHE ZUM NACHWEIS VON BEVORZUGTEN

APOPTOTISCHEN SCHNITTSTELLEN IN EINER MODELLREGION (4.4.1 UND 4.4.2)

Im Histongencluster ist keine bevorzugte apoptotische Schnittstelle nachzuweisen. Da jedoch - wie
gezeigt - auch der Histongencluster im Verlauf der Apoptose abgebaut wird, erfolgt dies offensichtlich
Uber nicht bevorzugte Schnittstellen, sondern mehr oder weniger gleichmaBig (ber die untersuchte
Region verteilt. Auch andere untersuchte codierende Bereiche des Genoms zeigen dieses Phdnomen. Der
im MLL-Gen auch bei Apoptose auftretende, von STANULLA et al. (1997) beschriebene Bruchpunkt kann
nur in bestimmten Zellinien (CEM-Zellen, jedoch nicht HL60- oder Jurkat-Zellen) nachgewiesen werden.

Dies weist darauf hin, daB es sich bei der bevorzugten apoptotischen Schnittstelle im MLL-Gen um einen
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Sonderfall handelt. Die codierenden Regionen werden im Normalfall jedoch nicht iiber bevorzugte

Schnittstellen abgebaut.

4.4.4 VERSUCHE ZUM NACHWEIS VON MARS IM HISTONGENCLUSTER

Eine weitere Fragestellung der Arbeit umfaBt die Identifizierung sogenannter MARs (Matrix Attachment
Regions) im Histongencluster. Grundlage fiir diese Fragestellung ist die Beobachtung, daB die DNA-
Spaltung wahrend der Apoptose zu hochmolekularen Fragmenten der GréBenordnung 50 bis 300 kb fiihrt
(OBERHAMMER et al., 1993b). Diese entsprechen der postulierten GroBe von DNA-Schleifen zwischen den
Matrixanheftungsregionen (MARs) im Genom (FiLIPski et al., 1990). Da die Lange des untersuchten
Histongenclusters im Mlul-Fragment 160 kb, insgesamt sogar 300 kb betrdgt, muBte angenommen
werden, daB dort eine oder mehrere MARs vorzufinden seien. Diese sollten dann der Theorie zufolge
bevorzugte apoptotische Schnittstellen reprasentieren. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob im
Histongencluster Matrixanheftungsregionen nachweisbar sind.

Die Organisation der DNA des Chromatins in DNA-Schleifen (Abbildung 4) geschieht durch Anheftung
sogenannter MAR-Elemente der DNA an die Kernmatrix. Die Kernmatrix ist ein sehr komplexes und
weitgehend unbekanntes Proteingeflecht (FEY und PENMAN, 1988; STUURMAN et al., 1990; BEREZNEY, 1991;
NAKAYASU und BEREZNEY, 1991), dessen eine Hauptkomponente die Topoisomerase II ist (u.a. GASSER und
LAEMMLI, 1986). Die bisher gefundenen Matrixanheftungsregionen sind dadurch gepragt, daB sie in der
Regel ein oder mehrere der folgenden Charakteristika zeigen (zusammengestellt in DIKWEL und HAMLIN,
1995): (1) ein hoher A-T-Gehalt (generell ca. 70%), (2) AATATTT-Motive bzw. zehn hintereinander
angeordnete A's oder T's, (3) eine oder mehrere Topoisomerase II-Konsensus-Sequenzen und (4) eine
kurze Sequenz, die sich bei superhelicalem StreB entpaaren kann. Aus der Tatsache, daB die
Topoisomerase II Bestandteil der Kernmatrix ist, entstand neben anderen Methoden die Technik des
MAR-Nachweises durch Inhibierung der Topoisomerase II (RAzIN et al., 1993, 1994). Dabei wird durch
Behandlung mit Topoisomerase II-Hemmstoffen wie Etoposid (VP-16) oder Teniposid (VM-26) die
Topoisomerase II durch Bildung eines kovalenten Komplexes inhibiert und ein Strangbruch erzeugt. Der
Unterschied zur Suche nach apoptotischen Spaltstellen besteht darin, daB die Zellen in Agarosebldckchen
gegossen werden, vor Inkubation mit VM-26 oder VP-16 durch Detergenzien lysiert werden und I6sliche
Zellbestandteile ausgewaschen werden, so daB die Apoptose nicht mehr ablaufen kann. Damit kommt es
zur Fokussierung auf die Aktion der Topoisomerase II. Durch Inkubation im Topoisomerase II-
Spaltungspuffer in Gegenwart der Topoisomerase II-Inhibitoren kommt es zum Strangbruch und Bildung
des unter Kapitel 1.1.2 beschriebenen kovalenten Komplexes, der die Religation der DNA-Strange
verhindert und so nach Denaturierung und Verdauung der Proteine die Strangbriiche manifestiert. Es
werden hochmolekulare Fragmente gebildet, welche die DNA-Schleifen zwischen den MARs wiedergeben
und je nach GréBe pulsfeldgelelektrophoretisch aufgetrennt werden kénnen (FILIPSKI et al., 1990; RAzIN
et al., 1994; GROMOVA et al., 1995a). Diese kénnen mit der Methode der indirekten Endmarkierung (siehe

Kapitel 4.4) zugeordnet und in ihrer GroBe bestimmt werden.
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4.4.4.1 IM HISTONGENCLUSTER KONNTEN KEINE MARS NACHGEWIESEN WERDEN

Die Suche nach MARs wurde in verschiedenen Abwandlungen des Razin’schen Schemas (1993, 1994) in
Form des ,Topoisomerase II mediated loop excision protocols® durchgefiihrt. Im einzelnen wurden die
Ansdtze nach Iarovaia et al. und Gromova et al. (GROMOVA et al., 1995a; GROMOVA et al., 1995b; IAROVAIA,
O. V. et al., 1995; IArROVAIA, O. et al., 1996), sowie insbesondere nach FAIKUS et al. (1998) angewendet.
Die Abweichungen sind kleinerer Art; sie betreffen jeweils nur die eingesetzte Hemmstoff-Konzentration,
das Auswaschen der l6slichen Topoisomerase II und die Konzentration des Detergens im Lysispuffer
(siehe auch Kapitel 3.2.21). Unterschiede konnten in den einzelnen Ansatzen nicht festgestellt werden,
daher sind hier nur einige der Ansatze wiedergegeben. In keinem der durchgefiihrten Versuche konnte
im Histongencluster eine MAR festgestellt werden. Die indirekte Endmarkierung sowohl im Versuch mit
Teniposid (Abbildung 48) als auch mit Etoposid (Abbildung 49) zeigt wiederum nur die aus der
Restriktionsverdauung resultierende 160 kb groBe Ausgangsbande, aber keine entstehenden kleineren
Banden, die auf eine MAR im untersuchten Bereich hinweisen wiirden. Auch weitere Variationen der
Ansatze brachten dasselbe Ergebnis. Die Bandbreite im Design der verschiedenen durchgefiihrten

Experimente zur Identifizierung der MARs gibt Tabelle D (Seite 133) wieder.

ROFAGE-Gal Sonde 3

il M5 0N | M5 Zh, 25°C M M5 @i M5 2h, 25%C
M M| u | u
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#'l'l | ganln- 160 ks

Abbildung 48: Versuch des Nachweises von MARs im Histongencluster durch das
“Topoisomerase Il mediated loop excision protocol”

Links dargestellt ist die Auftrennung der DNA der Versuche M 5 (HL60-Zellen) und M 6 (293-Zellen) nach Verdauung mit M/uI durch
Pulsfeldgelelektrophorese, rechts die dazugehérige indirekte Endmarkierung mit der Sonde 3 aus dem Histongencluster. (M) DNA-
GroBenstandard A-HindIII, (u;), (uz) DNA aus nicht mit Inhibitor versetzten Zellen, unverdaut, das Inkubationsdreieck M 6 gibt
die Konzentrationen 0, 45, 80, 200 und 500 pM des Inhibitors wieder, das Inkubationsdreieck M 5 UN die Konzentrationen 0,
45, 200 pM, jedoch inkubiert Giber Nacht, das Inkubationsdreieck M 5 2 h, 25°C die Konzentrationen 0, 20, 45, 80, 200,
500 pM, inkubiert fiir 2 h bei 25°C (dem Temperaturoptimum der Topoisomerase II). Die indirekte Endmarkierung zeigt das
erwartete Ausgangsfragment resultierend aus der Restriktionsverdauung mit Miul, jedoch keine distinkte kleinere Bande, die auf
eine MAR im Histongencluster hinweisen wirde.
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Abbildung 49: Auch bei Verwendung von Etoposid als Topoisomerase Il-Inhibitor treten
keine Anhaltspunkte fur MARs im Histongencluster auf

Dargestellt ist links die pulsfeldgelelektrophoretische Auftrennung der DNA, rechts die dazugehérige indirekte Endmarkierung mit
Sonde 3 aus dem Histongencluster. Die DNA wurde bis auf Spur u mit dem Restriktionsenzym M/ul verdaut, um die indirekte
Endmarkierung zu ermdglichen. Die Hybridisierung mit Sonde 3 zeigt das erwartete Ausgangsfragment von 160 kb resultierend aus
der Restriktionsverdauung, jedoch keine kleineren Banden, die Anhaltspunkte fiir vorhandene Topoisomerase II-Bindungsstellen
und damit MARs sein konnten. (M1) DNA-GroBenstandard YAC-WAY-4A, (M2) DNA-GroBenstandard A-HindIll, (M3) DNA-
GroBenstandard A-Phagen-Konkatemere, Inkubationsdreieck: jeweils mit 0, 40, 60, 80 UM Etoposid fiir 1 h behandelte DNA, (u)
mit 80 uM Etoposid behandelte DNA, jedoch nicht mit M/uI verdaut.

Aus den Resultaten ist zu schlieBen, daB im Histongencluster weder bevorzugte apoptotische
Schnittstellen noch MARs enthalten sind. Das hier gefundene Ergebnis steht damit nicht im Gegensatz zu
der Hypothese, daB apoptotische Spaltstellen bevorzugt an MARs zu finden sind, bzw. MARs bevorzugte
apoptotische Spaltstellen darstellen (OBERHAMMER et al., 1993b).

4.4.4.2 DER NACHWEIS DER HPR T-GEN-MAR ALS POSITIVKONTROLLE

Der Befund, daB im Histongencluster kein MAR enthalten ist, steht in vélligem Einklang mit dem Fehlen
von bevorzugten apoptotischen Schnittstellen im Histongencluster, dennoch fehlte eine Positivkontrolle, in
der eine bekannte MAR nachgewiesen wurde. Als Positivkontrolle wurde die von Falkus et al. (1998)
beschriebene MAR im HPRT-Gen ausgewdhlt. Zum Nachweis der HPRT-Gen-MAR wurden zwei Sonden
zur indirekten Endmarkierung aus dem HPRT-Gen prapariert, DXS10 und DXS86. Die Spezifitdt der
Sonden wurde an genomischer DNA mit bzw. ohne Zugabe des Ausgangsplasmids getestet (Abbildung
51). Beide sind spezifisch, benétigen jedoch lange Expositionszeiten zum Nachweis der hybridisierenden
Banden des single copy-HPRT-Genbereichs. In der indirekten Endmarkierung mit der Sonde DXS10 sind
das aus der Restriktionsverdauung mit Sacll resultierende Ausgangsfragment in einer GroBe von etwa
250 kb und das 110 kb groBe Spaltungsprodukt zu erwarten. Bei der Verwendung der Sonde DXS86 ist

das aus der Restriktionsverdauung mit Fspl resultierende Ausgangsfragment in einer GréBe von etwa
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156 kb und das 76 kb groBe Spaltungsprodukt zu erwarten. Beide Spaltungsprodukte zeigen eine der

MARs in diesem Bereich.

Abbildung 50: Restriktionskarte eines Ausschnitts des HPRT-Genbereichs (entnommen aus
FAJKUS et al., 1998)

Sonde DXS10

Fir die Amplifizierung dieses Sondenfragments wurden die Oligonukleotide 5-CAC ATT CAG ACT TCC
TCA GGG ACA-3' sowie 5'-ACC TTG ATC TTT CAC CTA TGG CTG-3' als Startsequenzen verwendet. Das
erhaltene 438 bp groBe Fragment wurde gelelektrophoretisch aufgereinigt und in den Vektor pGEM-T
ligiert, mit den Restriktionsenzymen Sacll und Spel wieder aus dem Plasmid herausgeschnitten,
aufgereinigt und fiir die radioaktive Markierung nach der Random Prime-Methode verwendet.

Sonde DXS86

Hier waren die Oligonukleotide 5'-GTT GCA GAG GCA CGA TTG GAA CT-3' und 5'-TGA CAC CAT TTA CCT
AAT GCA C-3' Ausgangspunkte fiir die Amplifizierung durch die Polymerasekettenreaktion. Erhalten wurde
ein 634 bp groBes Fragment, das analog der Sonde DXS10 - wie im vorigen Abschnitt beschrieben -

weiter bearbeitet wurde.
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Abbildung 51: Uberpriifung der Sonden fur die HPRT-Genregion

Als Grundlage wurde jeweils im linken Teil der Abbildung chromosomale DNA aus CEM-Zellen verwendet, der das Plasmid (+)
zugegeben wurde, aus dem die Sonde amplifiziert worden war. Die chromosomale DNA wurde verdaut mit Pstl bzw. Eco RI. Im
rechten Teil der jeweiligen Abbildung ist chromosomale DNA ohne das Kontrollplasmid aufgetragen. Die Hybridisierungen erfolgten
nach Vorschrift (3.2.20) mit der entsprechenden radioaktiv markierten Sonde. Die Plasmidzugabe diente der Uberpriifung der
Hybridisierungseffizienz.

Da HL60-Zellen das HPRT-Gen aufgrund einer Deletion fehlt (MONNAT, 1989; FRENCH et al., 1990; MONNAT
et al., 1992a; MONNAT et al., 1992b), konnte diese Zellinie fiir den Nachweis der HPRT-Gen-MARs nicht
verwendet werden. Daher wurde die Zellinie K562 verwendet, in der FAKuS et al. (1998) die HPRT-Gen-
MAR nachgewiesen hatten.

Die indirekte Endmarkierung des HPRT-Gens in dieser Zellinie zeigte Banden der GréBe 365 kb und
285 kb (Abbildung 52) und weist damit auf das Vorhandensein der gesuchten MAR im HPRT-Genbereich
hin. Die von Falkus et al. (1998) gefundenen FragmentgréBen von 156 kb als Ausgangsfragment und
76 kb konnten jedoch nicht reproduziert werden. Der Abstand der beiden gefundenen Banden entspricht
80 kb und dies wiederum entspricht dem von FAIKUS et al. (1998) beobachteten Abstand zwischen
Ausgangsfragment und Spaltungsprodukt. Dies deutet darauf hin, daB unter Umstdnden durch
Methylierung die telomerwarts gelegene Restriktionsschnittstelle nicht benutzbar war und somit ein
gréBeres Ausgangsfragment und ein groBeres Spaltungsfragment entstanden ist. Auch FAlkus et al.
(1998) erwahnen die unvollstandige Restriktionsverdauung durch die partielle Methylierung der
Restriktionsschnittstellen. Variationen in der Konzentration des Restriktionsenzyms fiihrten ebenso wie die
Variation anderer Parameter (aufgefiihrt in Tabelle D) nicht zu einer Reproduzierung der von FAIKUS et al.
(1998) veroffentlichten GréBen.
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Ein weiterer Unterschied in den Ergebnissen bestand darin, daB nach Behandlung der Zellen mit
Topoisomerase II-Inhibitoren im Gegensatz zu den erwahnten Untersuchungen keine Fragmente in der
GréBenordnung von 20 bis 600 kb in der pulsfeldgelelektrophoretischen Auftrennung nachgewiesen
werden konnten (Abbildung 52). Die FragmentgroBe der DNA in der Kontrollspur entspricht der
FragmentgroBe in den Spuren der mit VM-26 behandelten Proben. Es konnte jedoch gezeigt werden, daB
der Inhibitor Apoptose auslosen kann (siehe Abbildung 13). Somit sollte er auch in diesem Ansatz
funktionsfahig sein, da es sich um denselben Mechanismus der Topoisomerase II-Inhibierung handelt.
Die Konzentration und Inkubationsdauer mit Restriktionsendonukleasen wurde ebenso variiert wie die
Konzentration und Inkubationsdauer mit Inhibitor im Ansatz selbst. Zudem wurde Etoposid als Inhibitor
verwendet, so daB auch diese mdglichen Fehlerquellen ausgeschlossen werden kdnnen. Die Variationen
in der experimentellen Gestaltung der Ansdtze gibt Tabelle D wieder. Eine weitere Mdglichkeit zur
Erklarung der beobachteten Unterschiede liegt in der Zellinie selbst; von K562-Zellen gibt es zahlreiche
Unterlinien, die in ihren Eigenschaften z.T. erheblich voneinander abweichen (unverdffentlichte
Beobachtungen von O. Witt und M. Kratzmeier). Daher ware durch die Verwendung verschiedener
Unterlinien bereits das abweichende Verhalten erkldrbar. Festzuhalten bleibt, daB die verwendete

Methode in der Lage war, MARs nachzuweisen.

Zellinien HL60, 293, K562, CEM

Induktoren Etoposid, Teniposid

Losungsmittel DMSO, Ethanol abs.

Konzentrationen 20, 45, 60, 80, 100, 200, 500 uM
Inkubationsdauer 1,2,4,8h

Auswaschen der l6slichen Topoisomerase 0, 30, 60, 90 min

Restriktionsverdauung Fspl, Sacll, Miul

Konzentration Restriktionsenzym 50, 100, 200, 300 U pro halbes Blockchen
Sonden DXS86, DXS10

Tabelle D: Versuchsvariationen zur ldentifizierung von MARs nach dem ,,Topoisomerase Il
mediated loop excision protocol*
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Abbildung 52: Suche nach der MAR im HPRT-Gen von K562-Zellen mit Teniposid als Inhibitor

Links ist die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA nach Anférbung mit Ethidiumbromid gezeigt, rechts die dazugehdrige
indirekte Endmarkierung mit der Sonde DXS86 aus dem HPRT-Genbereich. Die DNA wurde zur indirekten Endmarkierung fiir die
HPRT-Genregion mit Fspl, fiir die indirekte Endmarkierung des Histongenclusters mit M/ul verdaut. Die Parameter der
Pulsfeldgelelektrophorese umfassen: 0,9% TBE-Agarose-Gel, Auftrennung Uber 29 h, bei einem Intervall von 30 bis 5s
(logarithmische Abnahme), einem Winkel von 120 bis 110° (lineare Abnahme) und einer Spannung von 180 bis 120 V
(logarithmische Abnahme). Es sind jeweils Werte der Inkubation im Topoisomerase-Spaltungspuffer fir 60 bzw. 90 min angegeben.
Die Konzentration des Topoisomerase II-Inhibitors Teniposid betrdagt 0, 20, 45, 80 uM. (M) DNA-GroBenstandard A-HindIII, DNA-
GroBenstandard YAC-WAY-4A. Die in der indirekten Endmarkierung mit DXS86 auftretenden Banden zeigen die GréBe von
ca. 365 kb bzw. 285 kb und sind damit um 209 kb groBer als die erwarteten Banden, was unter Umstdnden auf eine Methylierung
der oberhalb gelegenen FspI-Restriktionsschnittstelle zuriickzufiihren ist.

4.4.5 ZUSAMMENFASSUNG DES AB SCHNITTES VERSUCHE ZUM NACHWEIS VON MARS IM

HISTONGENCLUSTER (4.4.4)

Im 160 kb groBen Miul-Fragment des Histongenclusters konnte keine MAR identifiziert werden. In
Anbetracht der Tatsache, daB allgemein von einer DurchschnittsgréBe der DNA-Schleifen von 50 bis
150 kb ausgegangen wird, ist dies erstaunlich. Da jedoch in diesem Bereich auch keine bevorzugten
apoptotischen Schnittstellen enthalten sind, erscheint dies im logischen Zusammenhang mit der These,
daB bevorzugte apoptotische Schnittstellen an den Matrixanheftungsstellen auftreten. Die als
Positivkontrolle fiir die verwendete Methode des ,Topoisomerase II mediated loop excision protocols"
untersuchten HPRT-Gen-MARs konnten nachgewiesen werden, allerdings zeigten sowohl Spaltprodukt als
auch Ausgangsbande eine groBere FragmentgroBe als von FAIKUS et al. (1998) berichtet. Dies kdnnte auf
eine partielle Methylierung der telomerwarts gelegenen Restriktionsschnittstelle, auf Verwendung
unterschiedlicher  K562-Unterlinien und auf unterschiedliche Fragmentauftrennungsmethoden

zuriickzufiihren sein. Ubereinstimmend wird in beiden Féllen eine Spaltung beobachtet.

Versuche zum Nachweis von bevorzugten apoptotischen Schnittstellen in einer Modellregion
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4.5 UNTERSUCHUNGEN zU R ORTSSPEZIFITAT DER APOPTOTISCHEN DNA-

FRAGMENTIERUNG

Bisher ist nicht bekannt, ob die apoptotische DNA-Fragmentierung in den verschiedenen Regionen des
Genoms zufallig erfolgt oder nach einem bestimmten Schema ablduft. Die Tatsache, daB die Spaltung der
DNA in hochmolekulare Fragmente ein Zwischenstadium von 50 bis 300 kb FragmentgrdBe erreicht, wird
- wie im vorigen Kapitel beschrieben - als Hinweis darauf verstanden, daB die als sog. DNA-Schleifen von
dieser GroBe vorliegende DNA tatsachlich an ihren Anheftungspunkten an der Matrix, den sog. MARs,
zuerst bzw. bevorzugt geschnitten werden kdénnte (u.a. OBERHAMMER et al., 1993b; LAGARKOVA et al., 1995;
STANULLA et al., 1997). Andere Autoren (WINTER et al., 1998; NAGATA, 2000) gehen von einer rein
zufalligen Fragmentierung der DNA wahrend der Apoptose aus, wahrend wiederum andere berichten, daB
die DNA aus dem Bereich des Heterochromatins bevorzugt fragmentiert wird (HENDZEL et al., 1998;
DULLEA et al., 1999 u.a.). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, treten zuerst die hochmolekularen,
dann die niedermolekularen DNA-Fragmente auf (vgl. Kap. 4.3). Unbestritten ist ebenfalls, da die DNA-
Leiter als Zeichen fir die niedermolekularen Fragmente wahrend der Apoptose, durch die Spaltung der
DNA zwischen den Nukleosomen auftritt (HEwisH und BURGOYNE, 1973). Hierfiir wird die schon erwdhnte
DNase CAD verantwortlich gemacht (ENARI et al., 1998). Es ist jedoch nicht bekannt, ob unter Umstanden
noch weitere DNasen im apoptotischen Signalweg wichtig sind (u.a. HUGHES und CIDLOWSKI, 1998; HUGHES
et al., 1998; Ly, Q. Y. et al., 1999a; ROBERTSON et al., 2000; YAKOVLEV et al., 2000). Insbesondere fiir die
Entstehung der hochmolekularen Fragmente ist noch nicht geklart, ob hierfiir ebenfalls CAD eine Rolle
spielt oder andere, noch unbekannte DNasen. Zur Klarung der Frage, ob die apoptotische DNA-
Fragmentierung bevorzugt in bestimmten Regionen des Genoms oder sie zufallig ablauft, wurden die
hoch- und niedermolekularen Fragmente getrennt voneinander auf den apoptotischen Abbau bestimmter
Genombereiche hin untersucht. Hierzu wurde sowohl hoch- als auch niedermolekulare DNA aus
Apoptose-induzierten Zellen gewonnen, auf Nylonmembranen transferiert und Fragmente aus
bestimmten Bereichen des Genoms durch Southern-Hybridisierung nachgewiesen. Da durch die
Bevorzugung bestimmter Genombereiche auch Riickschliisse auf die Chromatinstruktur der jeweiligen
Region mdglich sein kdnnten, konzentrierte sich die Auswahl der untersuchten Bereiche neben der
codierenden Region des Histongenclusters auch auf funktionell unterschiedliche Bereiche des

Heterochromatins sowie des Euchromatins.

4.5.1 SONDENKLONIERUNG

Das menschliche Genom IlaBt sich aufgrund morphologischer bzw. struktureller Unterschiede in

verschiedene Bereiche gliedern. Die unterschiedliche Anfarbbarkeit des Chromatins filihrte zu den

Begriffen Eu- bzw. Heterochromatin, die in Abbildung 53 weiter klassifiziert werden.

Untersuchungen zur Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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Abbildung 53: Zuordnung der Begriffe Heterochromatin und Euchromatin zu den
Genombereichen

Blau dargestellt ist die Zuordnung der verwendeten Sonden zu den aufgefiihrten Bereichen des Genoms. Die Abbildung wurde
entnommen aus STRACHAN UND READ: MOLEKULARE HUMANGENETIK, 1996.

Die einzelnen Genombereiche kénnen auch nach ihrer relativen Haufigkeit unterschieden werden; dies ist
verdeutlicht in Abbildung 54. Der Hauptteil des Genoms (ca. 70%) besteht aus DNA, die nicht den Genen
sowie den damit verwandten Sequenzen, wie Promotoren, regulatorische Elemente etc., zugerechnet
werden kann. Ihrer Haufigkeit nach werden sie der groBen Gruppe der einmal oder selten
vorkommenden DNA zugeordnet bzw. der kleinen Gruppe der mehr oder weniger haufig wiederholten
DNA. Diese sich wiederholenden Sequenzen finden sich entweder verstreut (ber das gesamte Genom
oder liegen als Cluster vor, wie z.B. die Satelliten-DNA im Zentromerbereich oder die Telomer-DNA im
Telomerbereich der Chromosomen. Die Gene und damit verwandte Sequenzen machen nur 30% des
Kerngenoms aus. Davon gehdren wiederum nur ca. 10% in die Gruppe der codierenden DNA. 90%
bestehen aus Pseudogenen, Genfragmenten, Introns sowie untranslatierten Sequenzen. In dieser Arbeit
wurden Sonden zur Markierung der einzelnen Regionen des humanen Genoms verwendet. Sie sind in
Abbildung 54 in blauer Schrift der Klassifizierung zugeordnet. Mit diesen Sonden wurde in dieser Arbeit

das Verhalten von drei der vier GroBgruppen des Genoms wahrend der DNA-Fragmentierung untersucht.

Untersuchungen zur Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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Abbildung 54: Einteilung des Genoms in verschiedene Bereiche nach Haufigkeit und Struktur

Die verwendeten Sonden zur Markierung in der Southern-Hybridisierung sind in blau dargestellt und den einzelnen Genombereichen
zugeordnet (modifiziert nach STRACHAN UND READ: MOLEKULARE HUMANGENETIK, 1996).

Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden stammen aus der Zentromerregion (Sau3A-Repeat-Sonde sowie
die Oligonukleotidsonden het266 und het405), aus der Telomerregion (Telomer-Repeat-Sonde), aus der
KpnI-Familie (LINE-Sonde), aus der Familie der Alul-Elemente (Alusonde), sowie aus dem Aktingen und
einem Hochschwefel-Keratingen. Im folgenden wird die Herstellung der einzelnen Sonden beschrieben.
Sau3A-Repeat-Sonde

Sie gehdrt in die Familie der Alpha-Satelliten-DNA, die eine Primaten-spezifische Gruppe von
tandemférmig wiederholten Sequenzen darstellt. Diese Familie kommt im Heterochromatin des
Zentromers aller menschlichen Chromosomen vor. Ihr Basiselement umfaBt etwa 170 bp. Die hier
verwendete Sonde wurde generiert durch PCR nach der Vorschrift von DUNHAM et al. (1992) aus den
Oligonukleotiden a27: 5'-CAT CAC AAA GAA GTT TCT GAG AAT GCT TC-3' und a30: 5'-TGC ATT CAA CTC
ACA GAG TTG AAC CTT CC-3'.

Untersuchungen zur Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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Oligonukleotidsonde het266

Sie ist eine Satellliten-III-Sequenz, die als einfache Wiederholungseinheit im menschlichen Genom
vorkommt und ebenfalls im Heterochromatin der Zentromerregion lokalisiert ist (GOSDEN et al., 1991).
Ihre Sequenz lautet 5'-(CCATT)s -3'.

Oligonukleotidsonde het405

Das Oligonukleotid stellt eine einfach repetitive, alphoide Sequenz dar, die charakteristisch fiir das
konstitutive Heterochromatin der Zentromerregion ist. Ihre Sequenz lautet 5'-GAA GAA GCT TTC TGA
GAA ACT GCT TAG TG-3'.

Telomer-Repeat-Sonde

Basiselement dieser Sonde ist das Hexanukleotid (TTA GGG), das durch PCR ohne Template nach I1po et
al. (1991) aneinandergehangt wurde und so FragmentgroBen des wiederholten Hexanukleotids von bis zu
25 kb enthalt. Primer sind (TTA GGG)s und (CCC TAA)s. Sie erkennt so humane Telomersequenzen der
Form (TTA GGG)y.

Alusonde

Sie gehort in die Familie der sog. SINEs (Short INterspersed repetitive Elements), also kurze, verstreut
liegende Wiederholungseinheiten, die zu den mittelrepetitiven Sequenzen zu rechnen sind. Im Gegensatz
zur Satelliten-DNA liegen diese in vielen einzelnen Kopien im menschlichen Genom verteilt.
Hauptvertreter der SINEs ist die Alul-Familie. Sie werden vorwiegend im Euchromatin gefunden und sind
dort oft mit Genen gekoppelt. Somit reprasentieren Alu-Sequenzen codierende Bereiche im menschlichen
Genom. Gewonnen wurde diese Sonde aus dem Plasmid pWA 759 durch Verdauung mit den
Restriktionsenzymen Pstl und Xbal und anschlieBender gelelektrophoretischer Aufreinigung.
LINE-Sonde

LINE-Elemente (Long INterspersed repetitive Elements) sind neben den SINEs die am haufigsten
vorkommenden mittelrepetitiven Sequenzen. Sie sind mit etwa 10° Kopien im menschlichen Genom
vertreten (Hwu et al., 1986) und stellen damit einen Anteil von 2 bis 3% der gesamten DNA (SKOWRONSKI
und SINGER, 1986; SINGER et al., 1993). Der Hauptvertreter dieser Gruppe ist die Kpnl-Familie, aus deren
Sequenz die hier verwendete Oligonukleotidsonde besteht (5'-CAT GGC ACA TGT ATA CAT ATG TAA CWA
ACC-3', W= A oder T). Sie sind wie die SINEs charakteristisch fiir die euchromatischen Bereiche, fehlen
aber in den codierenden Bereichen. Sie kommen nur in den nicht codierenden Abschnitten
transkriptionsaktiver Bereiche vor.

Aktinsonde

Die Aktinsonde umfaBt 240 bp des menschlichen pB-Aktingens und wurde aus dem Plasmid pTRI-3-Aktin
generiert durch Verdauung mit Kpnl und Eco RI. Sie erkennt mehrere Formen des B-Aktingens sowie
seine Pseudogene.

Keratinsonde

Sie markiert ein Hochschwefel-Keratingen und umfaBt 1.000 bp, hergestellt durch Eco RI-Verdauung des
Plasmids IP3 (zur Verfiigung gestellt von Frau Dr. Birgit Drabent). Es ist zu vermuten, daB dieses Gen in

den verwendeten Tumorzellen inaktiv ist.

Untersuchungen zur Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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4.5.2 DNA-SPALTUNG IN HOCHM OLEKULARE FRAGMENTE

Die durch Apoptose ausgeloste DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente a8t sich ohne weiteres
durch die Auftrennung von DNA verfolgen, welche nicht zusatzlich durch Restriktionsenzyme verdaut
worden ist (Abbildung 55 im Vergleich zu Mlul-verdauter DNA, Abbildung 56). Zur Untersuchung des
Fragmentierungsmusters einzelner Bereiche des Genoms wurden jedoch zwei verschiedene Ansdtze
verwendet: zum einen die Hybridisierung der Sonden an nicht zusatzlich mit Restriktionsenzymen
verdauter DNA und zum anderen an DNA, die mit Mlul, einem selten schneidenden Restriktionsenzym,
verdaut worden war.

Im nicht zusatzlich mit Restriktionsenzymen verdauten Ansatz |aBt sich insbesondere das
Fragmentierungsmuster repetitiver Bereiche wie das Zentromer (Sau3A-Repeat-Sonde, het266, het405),
das Telomer (Telomer-Repeat-Sonde) und die LINE- bzw. SINE-Elemente durch Hybridisierung
nachweisen (Abbildung 55). Durch ihren Wiederholungscharakter entstehen wahrend der Apoptose in
jeder einzelnen Zelle viele gleiche oder dhnliche, kleinere Fragmente, die in der Hybridisierung leicht zu
verfolgen sind. Der Nachweis von single copy-Bereichen erfordert hingegen eine andere Strategie: Da in
jeder Zelle bei nicht bevorzugtem Abbau an bestimmten Schnittstellen nur Fragmente unterschiedlicher
GroBe auftreten, sind diese nicht in der Hybridisierung nachweisbar, sondern fallen unter die
Nachweisgrenze. Daher kann die apoptotische Fragmentierung nur an der Abnahme der Ausgangsbande
verfolgt werden, die durch vorherige Restriktionsverdauung auf eine definierte GréBe geschnitten wird.
Der Nachweis von repetitiven Bereichen in zusatzlich zur Apoptose mit Mlul-verdauter DNA hat dagegen
den Nachteil, daB durch die Restriktionsverdauung Fragmente erzeugt werden, die sich mit den aus der
Apoptose resultierenden Fragmenten Uberlagern und daher keine eindeutige Aussage erlauben.

Die Hybridisierung an nicht zusatzlich mit Restriktionsenzymen verdauter DNA mit Sonden aus den
repetitiven Bereichen zeigt einen raschen, weitgehend gleichmaBigen Abbau aller untersuchten Bereiche,
die sich wie beschrieben durch die sukzessive Entstehung von kleineren Fragmenten verfolgen lassen
(Abbildung 55). Auch die codierenden Regionen weisen auf apoptotische Spaltungen in den untersuchten
Bereichen hin; dies 1aBt sich an der Abnahme der Intensitdt der durch die Restriktionsverdauung mit Miul
generierten Ausgangsbande verfolgen. Da hier keine definierten kleineren Fragmente entstehen, ist
davon auszugehen, daB auch diese Spaltungen nicht liber bevorzugte Schnittstellen verlaufen, sondern
an verschiedenen Stellen auftreten.

Bei der Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente lassen sich zwischen den einzelnen Genombereichen
nur wenige Unterschiede feststellen. Die Hybridisierungsmuster sind, abgesehen von der relativen Stdrke
der Hybridisierungen, einander sehr ahnlich. Die Unterschiede in der relativen Hybridisierungsstarke
beruhen auf der spezifischen Aktivitat der Sonde und auf der Kopienzahl der hybridisierenden Sequenz im
Genom. Die Fragmentierung in den einzelnen Genombereichen verlduft auch zeitlich weitgehend
synchron. Die DNA-Fragmentierung hat sowohl in der Zentromerregion (dargestellt durch die Sonden
Sau3A-Repeat, het405 und het266) als auch in der Telomerregion und den LINE-Elementen ein relatives

Maximum nach 2 h 15 min Inkubation mit dem Apoptose-Induktor Topotecan. Der Beginn liegt bei

Untersuchungen zur Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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1 h 45 min; dies ist besonders deutlich zu sehen in der Hybridisierung mit der Sau3A-Repeat-Sonde. Auch
die entstehenden FragmentgroBen in den einzelnen Hybridisierungsmustern sind vergleichbar. Da aus
den Agarosebléckchen wahrend der Proteinase K-Verdauung und dem sich anschlieBenden, ausgiebigen
WaschprozeB, sowie der mehrtdagigen Aufbewahrung, Fragmente kleiner als 20 kb aus den Blockchen
heraus diffundieren, ist diese Methode nicht geeignet, um Fragmente dieser GroBe zu untersuchen.

Die Ansdtze wurden sowohl in synchronisierten als auch unsynchronisierten HL60-Zellen mit Topotecan
als Apoptose-Induktor durchgefiihrt. Da die synchronisierten Zellen einen zeitlich koordinierten Eintritt in
die apoptotische DNA-Fragmentierung aufweisen (vgl. 4.2.2) und sich damit deutlichere
Hybridisierungsmuster der apoptotischen Fragmente ergeben, wird hier auf die Darstellung der
unsynchronisierten Ansédtze verzichtet. Die DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente zeigt in keiner
der untersuchten Regionen eine bevorzugte Spaltung; sowohl zeitlich als auch 6értlich tritt eine homogene
Fragmentierung aller untersuchten Bereiche auf. Dies 1aBt auf ein Schema der DNA-Fragmentierung
schlieBen, das weitgehend unabhangig von einzelnen Sequenzen ist und unterschiedliche Genomregionen

gleichmaBig fragmentiert.
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e = —— - e

+.“““.,.. p—— L e e Sl

-.Tl-'-l ““ Ih-l*

LINE-Sarde _ Sonde had6b ) Sonde kads )

| "“[” |

Abbildung 55: Vergleich der Hybridisierungsmuster nicht codierender Genomregionen bei
der Spaltung in hochmolekulare, apoptotische DNA-Fragmente

DNA aus synchronisierten HL60-Zellen, behandelt mit Topotecan (150 ng/ml) fiir 0, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165, 180 und
210 min wurde durch Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt. Die DNA wurde nach Farbung mit Ethidiumbromid (s. ROFAGE-Gel) auf
Nylonmembranen transferiert und mit den aufgefiihrten, radioaktiv markierten Sonden hybridisiert. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die Sonden jeweils wieder abgewaschen (vgl. 3.2.20) und die Membranen neu hybridisiert. Die einzelnen Hybridisierungen
zeigen abgesehen von ihrer relativen Stirke weitgehende Ubereinstimmungen in Bezug auf den zeitlichen Verlauf und die
GréBenordnung der entstehenden Fragmente. Die relative Starke der Hybridisierungen hangt ab von der Haufigkeit der
komplementaren Sequenz im Genom und der spezifischen Aktivitat der Sonde.
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Zum Vergleich der Fragmentierung in den einzelnen Bereichen des Genoms wurden auch Bereiche aus
codierenden Regionen zur Hybridisierung verwendet, wie die Sonde fiir das Hochschwefel-Keratingen
(Keratinsonde), die Sonde fiir das Aktingen (Aktinsonde), die Sonden fir den Histongencluster (Sonde 3
und H4, bereits gezeigt in Abbildung 39 und Abbildung 40) sowie zum Vergleich zu Abbildung 55 die
Sonde des Zentromerbereichs (Sau3A-Repeat-Sonde), des Telomerbereichs (Telomer-Repeat-Sonde),
sowie der Alusonde als Beispiel fiir die Familie der SINE-Elemente. Um die Hybridisierung dieser Regionen
sichtbar zu machen, wurde die DNA mit Mlul verdaut, wie bereits oben erlautert.

Die Hybridisierungsmuster zeigen, daB im Keratingen und den Aktingenen bzw. deren Pseudogenen ein
Abbau in kleinere Fragmente erfolgt; auch hier treten — wie bereits im Histongencluster beobachtet -
keine distinkten Banden auf, die auf bevorzugte Spaltstellen hinweisen wiirden. Die Fragmentierung setzt
nach 1 h 45 min Inkubation mit Topotecan ein und erreicht ein relatives Maximum nach 2 h 15 min
Behandlung.

Die Hybridisierung der Mlul-verdauten DNA mit Sonden aus nicht codierenden Bereichen des Genoms
(Abbildung 56) bestatigen die Hybridisierung an nicht mit Restriktionsenzymen verdauter DNA mit
denselben  Sonden (Abbildung 55). Wahrend die Sau3A-Repeat-Region kaum  Mlul-
Restriktionsschnittstellen besitzt und daher wie an unverdauter DNA zunachst mit der hochmolekularen
DNA in der Region der Taschen des Gels hybridisiert, deren Abbau Uber die ganze Lénge der Membran zu
beobachten ist, enthdlt die Telomerregion viele M/uI-Schnittstellen. Durch die Mlul-Verdauung entsteht
ein Bandenmuster, das Fragmente bis zu einer GroBe von ca. 50 kb zeigt. Die unterschiedliche GréBe der
Banden ist auf die unterschiedliche Lédnge der Telomer-Repeats der Chromosomen zurlickzufiihren. Die
apoptotische Fragmentierung wird daher erst aus dem Abbau dieser Banden sichtbar. Sie erreicht eine
GréBenordnung von ca. 6 bis 4 kb, wahrend sowohl die Sau3A-hybridisierenden Bereiche als auch die
Bereiche der Alusonde FragmentgrdoBen von weniger als 500 bp erreichen. Die Hybridisierung der
Membran mit der Alusonde zeigt einen sehr raschen Abbau der hochmolekularen DNA nach ebenfalls
1 h 45 min. Auch in dieser Sequenzfamilie sind Mlul-Restriktionsschnittstellen enthalten, so daB es durch
die Restriktionsverdauung zu einem Bandenmuster bis zu einer GréBe von ca. 50 kb kommt. Die Alusonde
reprasentiert die Familie der SINE-Elemente und wird mit zu der codierenden DNA gerechnet, da diese
Sequenzen oft an Gene gekoppelt sind. Inwieweit der rasche Abbau dieses Bereichs auf eine
Bevorzugung dieser Region bei der apoptotischen Spaltung schlieBen 1aBt, wird in Kapitel 5.5 diskutiert.
Die in der Hybridisierung mit der Sau3A-Repeat-Sonde auftretenden Banden der GréBenordnung 800 bp

konnten nicht reproduziert werden.

Untersuchungen zur Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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Abbildung 56: Vergleich der Hybridisierungsmuster codierender und nicht codierender
Genomregionen bei der Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente nach Mlul-Verdauung

Die Hybridisierung mit Sonden aus dem Bereich codierender DNA zeigt, daB es hier im Laufe der Kinetik ebenfalls zu einem Abbau
der hybridisierenden DNA-Fragmente kommt, es treten jedoch keine distinkten kleineren Banden auf, die auf einen bevorzugten
Schnittpunkt in diesen codierenden Bereichen hinweisen wirden. Die Familie der SINE-Elemente, hier dargestellt durch die
Hybridisierung mit der Alusonde zeigt einen sehr raschen Abbau der DNA durch apoptotische DNA-Fragmentierung. Die
Hybridisierungen aus dem Bereich nicht codierender DNA bestatigen die Ergebnisse unverdauter DNA. Durch den unterschiedlichen
Gehalt an Restriktionsschnittstellen fiir MjuI und die unterschiedliche Repeatlange in den einzelnen Chromosomen kommt es zu

einer Verschiebung des Bandenmusters und damit auch des Abbaumusters (siehe Text oberhalb der Abbildung).
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Zur weiteren Untersuchung des Fragmentierungsverhaltens wurden zudem Langzeitkinetiken bis 24 h mit
synchronisierten HL60-Zellen durchgefiihrt. Auch hier wurde die Apoptose und damit die DNA-
Fragmentierung mit Topotecan als Induktor ausgeldst.

In der Langzeitkinetik bis 24 h (Abbildung 57 und Abbildung 58) 18Bt sich zusatzlich zu den Ergebnissen
aus der Kurzzeitkinetik (bis 3,5h, Abbildung 55 und Abbildung 56) erkennen, daf die DNA-
Fragmentierung in den nicht codierenden Bereichen des Genoms (Abbildung 57) ein zeitlich eng
umgrenzter Vorgang ist. Nach einem Maximum des DNA-Abbaus zwischen 2 und 2,5 h ist der Abbau nach
3,5 h weitgehend komplett. Hochmolekulare Fragmente treten nicht mehr auf; in den Taschen ist nur
noch die DNA der nicht apoptotischen Zellen zu sehen. Dieses Phdnomen tritt in allen untersuchten nicht
codierenden Regionen gleichmaBig auf. Eine zeitliche Bevorzugung der Spaltung eines bestimmten

Bereichs kann damit fiir die untersuchten Regionen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 57: Langzeitkinetik zur Untersuchung der Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-
Fragmentierung in den nicht codierenden Bereichen des Genoms

In synchronisierten HL60-Zellen wurde nach Induktion mit Topotecan (150 ng/ml) die hochmolekulare DNA isoliert und
pulsfeldgelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer der DNA wurden mit den aufgefiihrten Sonden radioaktive Hybridisierungen
der einzelnen Genombereiche durchgefiihrt. Das Inkubationsdreieck gibt die Zeiten der Behandlung nach Freisetzung der Zellen aus
dem Zellzyklus-Block mit Aphidicolin wieder. (K) DNA aus unbehandelten, unsynchronisierten Kontrollzellen, (2-), (4-) DNA aus
synchronisierten, jedoch nicht mit Topotecan behandelten Zellen. Links oben ist das ROFAGE-Gel gezeigt, daneben und darunter die
radioaktiven Hybridisierungen der einzelnen nicht codierenden Genombereiche. Auch hier zeigt sich ein weitgehend homogenes Bild
der DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente. Die DNA-Fragmentierung in den einzelnen Regionen des Genoms zeigt ein
Maximum zwischen 2 und 2,5 h und ist nach 3,5 h weitgehend abgeschlossen. Die verbleibende DNA in der Region der Taschen des
Gels stammt vermutlich aus den nicht apoptotischen Zellen im Ansatz.

Die untersuchten codierenden Bereiche des Genoms (Abbildung 58) zeigen deutlich den Abbau der DNA

wahrend der apoptotischen DNA-Fragmentierung. Allerdings scheint auch er in einer nicht bevorzugten
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Art und Weise zu geschehen, was das Auftreten eines Schmiers bzw. das Nichtauftreten distinkter
kleinerer Banden andeutet. Auch hier findet der Abbau der hochmolekularen DNA in einem Zeitraum bis
zu 3,5 h statt, zeitgleich mit dem Abbau der DNA in nicht codierenden Genombereichen. Der Abbau des
inaktiven Keratingens verlduft ebenso homogen wie der Abbau der aktiven Histon-Gene (Sonde 3 und
Sonde H4). Somit besteht auch hier kein Unterschied zwischen den einzelnen Genombereichen. Dies
weist wiederum auf einen gleichmaBigen Abbau der DNA in hochmolekulare Fragmente in den

untersuchten Genombereichen hin.
ROFAGE-Gal Emratinsonde Sonde HE Sonde 3

Abbildung 58: Langzeitkinetik zur Untersuchung der Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-
Fragmentierung in codierenden Genbereichen

DNA desselben Versuchs wie in Abbildung 57 wurde mit dem Restriktionsenzym Miul verdaut, um eine Darstellung der
hochmolekularen DNA aus codierenden Bereichen des Genoms zu ermdglichen. Links ist das ROFAGE-Gel nach Farbung mit
Ethidiumbromid dargestellt, rechts die Hybridisierungen mit Sonden aus codierenden Genombereichen. Die Hybridisierung sowohl
der Sonde fiir das vermutlich inaktive Keratingen als auch fiir die aktiven Histon-Gene (Sonde 3 und Sonde H4) zeigt, daB im
Verlauf der Kinetik (dargestellt durch das Inkubationsdreieck, im einzelnen: DNA aus unsynchronisierten, unbehandelten und
unverdauten Zellen, aus unsynchronisierten, unbehandelten aber Miul verdauten Zellen, 0 h, 1 h, 2 h, 2,5h, 3 h, 3,5h, 4 h, 4,5h,
5h, 6h, 8h, 10 h, 24 h mit Topotecan (150 ng/ml) behandelten synchronisierten Zellen, sowie 24 h nicht behandelte, aber
synchronisierte Zellen) die hybridisierende Bande immer weiter an Starke abnimmt, bis vermutlich nur noch die Hybridisierung der
DNA aus dem Anteil der nicht apoptotischen Zellen zu sehen ist.

Ahnlich verhélt es sich in den anderen getesteten Systemen (HL60-Zellen mit den Induktoren Teniposid,
Etoposid, TNF-a/Cycloheximid und Staurosporin sowie den Zellinien CEM und U937 mit dem Induktor

Topotecan). Daher wird hier auf eine weitere Darstellung verzichtet.

4.5.3 DNA-SPALTUNG IN NIEDE RMOLEKULARE FRAGMENTE

Bei der Untersuchung der Ortsspezifitdit der DNA-Spaltung in nukleosomale Fragmente konnten im
Gegensatz zur Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente deutliche Unterschiede in den verschiedenen
Genbereichen festgestellt werden. Wahrend die Bereiche des Zentromers sowie LINE- und SINE-Elemente
nach Apoptose-Induktion in nukleosomale Fragmente gespalten werden, zeigt der Telomerbereich keine
internukleosomale Spaltung. Wie Abbildung 59 zeigt, hybridisiert hier DNA sehr gemischter Lange im
Bereich groBer als 2,2 kb, es treten jedoch keine nukleosomalen Fragmente auf. Die Hybridisierung im
oberen Bereich laBt sich auf Spaltungen im subtelomeren Bereich zuriickfilhren, da die Telomerregion
von HL60-Zellen nur 2 bis 7 kb groB ist (TOMMERUP et al., 1994, in anderen Zellen zusammengestellt unter

GREIDER, 1991; DE LANGE, 1994). Im Histongencluster konnte keine Hybridisierung mit niedermolekularen
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DNA-Fragmenten festgestellt werden, weder mit der Sonde H4, noch mit der Sonde 3 des
Histongenclusters (nicht gezeigt), wahrend die Aktinsonde eine nukleosomale Fragmentierung dieses
Gens und vermutlich Kreuzhybridisierung seiner Isoformen aufzeigt. Dies liegt daran, daB die
Nachweisgrenze fiir die einzelnen Sequenzabschnitte sehr niedrig ist, wahrend die Aktingene bzw. deren
Pseudogene haufiger vorkommen und daher auch leichter nachgewiesen werden kdnnen.

Insgesamt kann kein zeitlicher Unterschied zwischen dem Einsetzen der internukleosomalen Spaltung -
wie im Gel dokumentiert - und der Fragmentierung in den einzelnen Bereichen des Genoms festgestellt
werden. Die ersten Leiterfragmente treten in allen untersuchten Bereichen nach 2 h 15 min auf. Damit
gibt es auch bei der Spaltung in niedermolekulare DNA-Fragmente — abgesehen von der Aussparung der
Telomerbereiche — keinen Genombereich, der bevorzugt vor allen anderen geschnitten wird. Aufféllig ist
nur der vergleichsweise starke Anteil der Leiterfragmente aus dem Bereich der Alul-Elemente,
insbesondere nach 3,5 h Inkubation mit Topotecan. Dies koénnte auf einen bevorzugten Abbau der

verstreut repetitiven Sequenzen hinweisen.
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Abbildung 59: Untersuchungen zur Ortsspezifitat der Spaltung in niedermolekulare DNA-
Fragmente in den verschiedenen Regionen des Genoms

Wie bereits in 4.2.1.1 vorgestellt, ist auch eine Spaltung in niedermolekulare DNA-Fragmente nach Apoptose-Induktion zu
beobachten, die sich — typisch fiir Apoptose — in einer DNA-Leiter darstellt. Nach Transfer der DNA auf eine Nylonmembran wurden
auch hier mit den radioaktiv markierten Sonden aus den verschiedenen Genombereichen Southern-Hybridisierungen durchgefiihrt.
Wahrend sowohl die Zentromerbereiche (reprasentiert durch die Sau3A-Repeat-Sonde, Sonde het266 und het405), als auch die
LINE- und SINE-Elemente (reprasentiert durch die LINE-Sonde bzw. Alusonde) und sogar die Aktingene/Pseudogene (Aktinsonde)
eine internukleosomale Spaltung entsprechend den sichtbaren Fragmenten im Gel aufweisen, kommt es im Telomerbereich zu
keiner internukleosomalen DNA-Spaltung. Hier ist nur ein Schmier im Bereich gréBer als 2,2 kb Fragmente zu beobachten, der sich
auf Spaltungen in der subtelomeren Region zuriickfiihren IaBt.
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Da in den niedermolekularen Fragmenten keine Hybridisierung mit Elementen des Histongenclusters
moglich war, 1Bt sich die Spaltung in die niedermolekularen DNA-Fragmente zwischen den untersuchten
codierenden Bereichen des Genoms nicht vergleichen.

Die Langzeitkinetik (bis 24 h Induktion mit Topotecan) der apoptotischen DNA-Spaltung in
niedermolekulare Fragmente (Abbildung 60) bestatigt das Ergebnis der Kurzzeitkinetik (bis 3,5 h
Induktion mit Topotecan). Wahrend alle anderen untersuchten Genombereiche in nukleosomale
Fragmente geschnitten werden, wird der Telomerbereich von dieser Art der Fragmentierung ausgespart.
Obwohl die Spaltung der DNA in hochmolekulare Fragmente nach 3,5 h Inkubation mit Topotecan
weitgehend abgeschlossen war (vgl. Ethidiumbromidfarbung der Gele in Abbildung 55 und Abbildung 56),
entstehen die niedermolekularen Fragmente offensichtlich sukzessive (vgl. Gelbild in Abbildung 60).
Zundchst geht die Anzahl der Fragmente im Bereich 4 bis 20 kb nach 4 h Inkubation mit Topotecan
zuriick, spater auch die Menge der nukleosomalen Fragmente, die zudem - wie vor allem die
gelelektrophoretische Auftrennung zeigt — nach 24 h Anzeichen von unspezifischem Schneiden durch
DNasen aufweist, wie sie wahrend der sog. ,,sekundaren Nekrose™ (vgl. 1.1.1) freigesetzt werden. Dies ist
ein nur in Zellkultur auftretendes Phdnomen. Im Gewebe werden die apoptotischen Zellen bereits in
einem friihen Stadium von Nachbarzellen oder Makrophagen phagozytiert. Sekundare Nekrose wird daran
deutlich, daB die nukleosomalen Fragmente unscharfer werden. Dies 1aBt auf einen unspezifischen Abbau
durch lysosomale Enzyme schlieBen. Besonders deutlich zeigt dies die Hybridisierung mit der Sau3A-
Repeat-Sonde, etwas schwdcher die anderen Sonden aus dem Zentromerbereich (het405 und het266).
Im Telomerbereich entstehende Fragmente treten gleichzeitig mit der internukleosomalen Spaltung in
den anderen Bereichen des Genoms ab 2,5 h Inkubation mit Topotecan auf. Die Anzahl der Fragmente
bleibt jedoch im weiteren Verlauf der Fragmentierung zwischen 3,5 h und 24 h Inkubation mit Topotecan
unverandert. Dies ist als Hinweis darauf zu werten, daB die DNA-Fragmentierung im Telomerbereich nicht

nur von der internukleosomalen Spaltung ausgespart wird, sondern von jeglicher DNA-Spaltung.
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Abbildung 60: Langzeitkinetik zur Untersuchung der Spaltung der verschiedenen
Genombereiche in niedermolekulare DNA-Fragmente

Links oben ist das Agarosegel nach konventioneller Elektrophorese und Farbung der DNA mit Ethidiumbromid gezeigt, daneben und
darunter finden sich die nach Transfer der DNA auf eine Nylonmembran durchgefiihrten Hybridisierungen mit radioaktiven Sonden
aus den verschiedenen Genombereichen. Die Langzeitkinetik bis 24 h (entsprechend der hochmolekularen DNA in Abbildung 57 und
Abbildung 58) bestdtigt den gefundenen Unterschied zwischen der Fragmentierung der verschiedenen untersuchten Genombereiche
und der Telomerregion: Wahrend in allen anderen Bereichen analog Abbildung 59 eine internukleosomale Spaltung zu beobachten
ist, tritt diese im Telomerbereich nicht auf. Darlber hinaus wird der Telomerbereich offensichtlich nicht weiter fragmentiert. Die
Anzahl der Fragmente, die aus den hochmolekularen DNA-Fragmenten stammen, nimmt nicht weiter ab.

Um zu prifen, ob die Aussparung des Telomerbereichs bei der apoptotischen DNA-Fragmentierung
eventuell nur ein Zelltyp-spezifischer bzw. Induktor-spezifischer Effekt ist, wurde auch in den anderen
vorgestellten Systemen (HL60-Zellen in Verbindung mit anderen Apoptose-Induktoren als Topotecan bzw.
Topotecan als Induktor in Verbindung mit anderen Zellinien) Apoptose induziert. Daraus wurde sowohl
die hoch- als auch die niedermolekulare DNA prapariert und diese entsprechend ihrer GroBe
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Diese Gele wurden nach Farbung der DNA auf Nylonmembranen
transferiert und ebenfalls mit den angegebenen radioaktiv markierten Sonden hybridisiert. Tatsachlich
IaBt sich in allen untersuchten Systemen der beobachtete Effekt bestdtigen: Der Telomerbereich bleibt
ausgespart von der apoptotischen Fragmentierung in nukleosomale Einheiten, wahrend alle anderen
Bereiche dhnliche zeitliche und raumliche Fragmentierungsmuster aufweisen. Beispielhaft dargestellt ist
die Untersuchung der DNA-Spaltung in niedermolekulare Fragmente in U937-Zellen nach Induktion mit

Topotecan (150 ng/ml). Sie dient damit als Beispiel der Fragmentierung unter Verwendung des gleichen
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Induktors, jedoch einer anderen Zellinie. In Abbildung 62 sind die Hybridisierungsmuster der einzelnen
Genombereiche der niedermolekularen DNA-Fragmente nach Induktion mit Teniposid in den linken
Spuren des Gels bzw. der Membran und Staurosporin in den rechten Spuren des Gels bzw. der Membran
in unsynchronisierten HL60-Zellen verglichen. Somit tritt auch bei Apoptose-Auslésung durch andere
Induktoren die Aussparung des Telomerbereichs von der apoptotischen DNA-Fragmentierung auf und

stellt damit einen Induktor- und Zelltyp-unabhangigen, generellen Apoptose-Effekt dar.
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Abbildung 61: Das Fragmentierungsmuster der verschiedenen Genombereiche bei der
Spaltung in niedermolekulare DNA-Fragmente in U937-Zellen mit Topotecan als Apoptose-
Induktor

Nicht synchronisierte U937-Zellen wurden mit dem Apoptose-Induktor Topotecan (150 ng/ml) behandelt, ihre DNA extrahiert und
aufgetrennt (vgl. Kapitel 3.2.11.3.1.1 und 3.2.13.1). Nach Transfer auf eine Nylonmembran wurde diese mit den angegebenen
radioaktiv markierten Sonden hybridisiert. Hierbei bestdtigt sich das zundchst in HL60-Zellen gefundene Phanomen: Der
Telomerbereich wird im Gegensatz zu den anderen getesteten Regionen des Genoms nicht wahrend der Apoptose in nukleosomale
Einheiten gespalten.
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Abbildung 62: Uberpriifung des Fragmentierungsmusters der verschiedenen Genombereiche
nach Induktion der Apoptose durch andere Induktoren als Topotecan

In den durch das griine Inkubationsdreieck markierten Spuren ist die Induktion von Apoptose in HL60-Zellen mit Teniposid (10 pM
in DMSO) durchgefiihrt worden, in den durch das rote Inkubationsdreieck gekennzeichneten Spuren erfolgte sie durch Gabe von
Staurosporin (1 pM). (M) DNA-GroBenstandard Eco RI/A-HindIII. Mit beiden Arten von Induktoren bestdtigt sich, daB bei der
apoptotischen DNA-Fragmentierung der Telomerbereich des Genoms von der Spaltung in Nukleosomen ausgespart bleibt.

Um auszuschlieBen, daB nur aufgrund der Praparationsmethode der niedermolekularen DNA das
beobachtete Phdanomen der Aussparung des Telomerbereichs bei der apoptotischen Fragmentierung
auftritt, wurde zusatzlich aus HL60-Zellen, die mit TNF-a/Cycloheximid behandelt waren, chromosomale
DNA nach ENARI et al. (1998) gewonnen. Diese aufgrund ihrer GréBe sehr hochviskése DNA, die bei
dieser Art der Isolierung auftritt, ist — da sie nicht wie sonst hochmolekulare DNA noch in der Zelle in
Agarose gegossen wird — groBeren Scherkraften ausgesetzt, was die Auftrennung erschwert. Daher
wurde diese Art der Auftrennung nicht standardmaBig verwendet, sondern die hochmolekulare DNA bei
der Praparation der DNA-Leiter vorher abgetrennt. Beide Methoden zeigen — von der schlechteren
Handhabbarkeit und der gréBeren Scherung der DNA abgesehen - dieselben Ergebnisse. Auch in der auf
diese Art isolierten Gesamt-DNA ist das beschriebene Phdanomen zu beobachten: Wahrend die Zentromer-
DNA (hier gezeigt an der Sau3A-Repeat-Sonde) internukleosomal geschnitten wird, sind keine

Nukleosomen zu finden, die aus dem Telomerbereich stammen (Abbildung 63). Zudem wurde hiermit
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noch einmal die Unabhangigkeit der Aussparung des Telomerbereichs von der Art der Apoptose-Induktion

gezeigt, da nun die drei Hauptklassen der Apoptose-Induktoren - wie in Tabelle B (Seite 83)

aufgeschlisselt - verwendet wurden, um dieses Phdnomen zu bestatigen.
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Abbildung 63: Uberprifung der Praparationsmethode der DNA-Leiter

Hier wurde aus HL60-Zellen, die fiir die angegebenen Zeitwerte in Stunden mit TNF-o/Cycloheximid behandelt wurden,
chromosomale DNA nach ENARI et al. (1998) prapariert und auf einem konventionellen Agarosegel aufgetrennt. Die sehr
hochviskdse DNA unterliegt bei dieser Art der Praparation Scherkraften, was die DNA-Spur in den unbehandelten Zellen erklaren
kann. Auch bei dieser Art der Auftrennung konnte mittels Southern-Hybridisierung nachgewiesen werden, daB der Telomerbereich
von der apoptotischen DNA-Fragmentierung in nukleosomale Einheiten ausgespart bleibt.

4.5.4 UNTERSUCHUNG DER NUKL EOSOMALEN ORGANISATION DER TELOMERREGION IM GENOM

HUMANER ZELLINIEN

Die Tatsache, daB der Telomerbereich von der internukleosomalen DNA-Fragmentierung ausgespart wird,
wirft die Frage auf, ob die DNA im Telomerbereich des Genoms Uberhaupt nukleosomal organisiert ist.
Dies wurde Uberpriift, indem aus unbehandelten Zellen Nukleosomen prapariert wurden. Dazu wurden
zundchst Kerne nach HEwisH und BURGOYNE (1973) prapariert und diese dann einer limitierten
Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung unterzogen. Dabei wurde deutlich, daB die Prdparation von
Nukleosomen aus HL60-Zellen Modifikationen der bisher etablierten Methode aus Leberextrakten
erfordert. Zunachst wurden Hela-Zellen verwendet und die optimierte Methode (vgl. 3.2.10.3.1.2) dann

auf HL60-Zellen Ubertragen.
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4.5.4.1 NUKLEOSOMENPRAPARATI ON AUS NICHT APOPTOTISCHEN ZELLEN

Die Nukleosomen aus HL60-Zellen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Diese wurde zundchst mit der radioaktiv markierten Sonde aus der Telomerregion und
anschlieBend nach Abwaschen der ersten Sonde mit der radioaktiv markierten Sonde aus der
Zentromerregion (Sau3A-Repeat-Sonde) hybridisiert. Die Hybridisierungen zeigen, daB nicht nur der
Zentromerbereich, sondern auch der Telomerbereich des humanen Genoms nukleosomal organisiert ist
(Abbildung 64). Damit kann die gefundene Aussparung der Telomerregion bei der internukleosomalen
Fragmentierung nur auf einen Effekt der apoptotischen DNase(n?) zuriickgefiihrt werden. Aufféllig ist
jedoch, daB die Nukleosomen der Telomerregion in ihrer GréBe von den Nukleosomen der
Zentromerregion bzw. der im Gel als Leiter auftretenden Nukleosomen abweichen und weniger scharfe
Banden ergeben. Daher wurde in Abbildung 65 ein direkter Vergleich der GroBe der entstandenen
Nukleosomen vorgenommen. Aus den Oligomeren ist der RiickschluB mdglich, daB Mononukleosomen
aus dem Telomerbereich ca. 150 bis 170 bp groB sind und damit kleiner als die ca. 190 bis 200 bp

umfassenden Nukleosomen im Rest des Chromatins.
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Abbildung 64: Uberpriifung der nukleosomalen Organisation der Zentromerregion im
Vergleich zur Telomerregion

Aus 1 x 108 HL60-Zellen wurden Kerne nach der modifizierten Methode prépariert (vgl. Kapitel 3.2.10.3.1.2), diese nicht (0-Wert)
bzw. fiir 10 s, 1 min und 3 min mit 50 U Mikrokokkus-Nuklease bei 37°C behandelt. Nach Stop der Verdauung mit EDTA wurden die
Kerne in einem hypotonen Phosphat-EDTA-Puffer lysiert und so die entstandenen Nukleosomen freigesetzt. Zur Isolierung der DNA-
Fragmente wurden die Nukleosomen mit 1 M NaCl und zweifachem Volumen an Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert und
anschlieBend gefallt. Die unterschiedlich lang mit Nuklease geschnittenen DNA-Fragmente wurden auf einem 1,2% Agarosegel bei
60 V elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Farbung mit Ethidiumbromid wurde die DNA auf eine Nylonmembran transferiert und mit
den radioaktiv markierten Sonden fiir die Telomerregion (Telomer-Repeat-Sonde) und die Zentromerregion (hier dargestellt ist die
Sau3A-Repeat-Sonde) des Genoms hybridisiert. Die Hybridisierungen zeigen, daB auch im Telomerbereich eine nukleosomale
Organisation der DNA gegeben ist. Es fallt jedoch auf, daB die GroBe der entstandenen Nukleosomen von der GréBe der im Gel
aufgetrennten Nukleosomen und den im Zentromerbereich hybridisierenden Nukleosomen abweicht. (M) DNA-GréBenstandard
Eco RI/\-HindIII.
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Abbildung 65: Vergleich der GrofRe der nukleosomalen Einheiten der Telomerregion mit der
Zentromerregion

Die Abbildung entspricht der vorhergehenden; zum GréBenvergleich sind jedoch die einzelnen ,Leitersprossen® aus dem Gel und
den Hybridisierungen zugeordnet worden. Die Nukleosomen des Telomerbereichs sind mit etwa 150 bis 170 bp durchgehend kleiner
als normale Nukleosomen, die eine GroBe von ungefahr 190 bis 200 bp und Vielfache davon aufweisen.

4.5.4.2 NUKLEOSOMENPRAPARATI ON AUS APOPTOTISCHEN ZELLEN

Um unterscheiden zu kénnen, ob der Telomerbereich tatsdchlich ganz von der DNA-Spaltung in
niedermolekulare Fragmente ausgespart wird und daher in einer GréBe bis zu 2 kb resultierend aus der
apoptotischen DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente erhalten bleibt, oder eventuell von einer
anderen DNase gespalten wird, wurde ein weiterer Ansatz gewahlt: HL60-Zellen wurden fiir 0 h, 3 h und
5h mit dem Apoptose-Induktor Topotecan behandelt. Danach wurde aus einem Teil der Zellen die
niedermolekulare DNA zur Darstellung der apoptotischen DNA-Leiter prapariert (vgl. 3.2.11.3.1.1); aus
dem anderen Teil der Zellen wurden wie unter 3.2.10.3.1.2 beschrieben durch partielle Mikrokokkus-
Nuklease-Verdauung Nukleosomen isoliert. Die Inkubation der Kerne mit Mikrokokkus-Nuklease wurde
hier jeweils nach 1 min bzw. 3 min gestoppt. Zum Vergleich der Auswirkungen der unterschiedlichen
Praparationsmethoden auf die DNA-Fragmentierung wurde auch jeweils ein nicht Mikrokokkus-Nuklease
behandelter Wert (0 min) aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Leiter sowie der
Nukleosomen aus der Mikrokokkus-Verdauung nicht apoptotischer Zellen (Spuren 3 bis 6) zeigt die
Vergleichbarkeit der Praparationsmethoden; es entstehen jeweils nukleosomale Fragmente. Wurden
apoptotische Zellen zusatzlich noch der Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung unterzogen, so kam es zu einer
Anreicherung der nukleosomalen Fragmente im Gel. Diese kdnnen sowohl aus bisher ausgesparten
Genombereichen stammen, als auch aus dem Anteil der nicht apoptotischen Zellen im Ansatz. Auch im
Telomerbereich entstehen durch die zusatzliche Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung nukleosomale

Fragmente. Ware die Telomerregion wahrend der Apoptose schon durch eine andere Nuklease in sehr
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kleine Fragmente abgebaut worden, kdnnten die entstehenden nukleosomalen Fragmente nur aus nicht
apoptotischen Zellen stammen. Da der Vergleich der Zunahme der neu entstehenden nukleosomalen
Fragmente im Zentromerbereich im Vergleich zu den entstehenden nukleosomalen Fragmenten im
Telomerbereich schwierig ist, 1Bt sich diese Mdglichkeit nicht ausschlieBen. Der Telomerbereich zeigt
eine weniger scharf definierte Spaltung in die nukleosomalen Fragmente. Allerdings nimmt auch der aus
der apoptotischen Spaltung in hochmolekulare Fragmente resultierende DNA-Schmier im oberen Bereich
der Membran ab. Diese Beobachtung spricht fiir eine Aussparung der Telomerregion von der DNA-
Spaltung. Der Schmier entsteht vermutlich durch Spaltungen im subtelomeren Bereich. Damit erscheint
die Aussparung der Telomerregion von der apoptotischen Spaltung insgesamt wahrscheinlicher als ein

spezifischer Abbau des Telomerbereichs durch eine andere DNase.
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Abbildung 66: Nukleosomenpréparation aus apoptotischen HL60-Zellen im Vergleich zur
apoptotischen DNA-Leiter

HL60-Zellen wurden fiir 0 h, 3 h und 5 h mit dem Apoptose-Induktor Topotecan behandelt. Aus einem Teil der Zellen wurde die
niedermolekulare DNA zur Darstellung der apoptotischen DNA-Leiter prdpariert (s. Kapitel 3.2.11.3.1.1) und im linken Teil des Gels
aufgetrennt. Das Inkubationsdreieck steht fiir (1) unbehandelte Zellen, (2) DNA aus 3 h mit Topotecan behandelten Zellen, (3)
DNA aus 5 h behandelten Zellen. Aus dem anderen Teil der Zellen wurden wie unter Kapitel 3.2.10.3 beschrieben durch partielle
Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung Nukleosomen isoliert. Die Inkubation mit Mikrokokkus-Nuklease wurde hier jeweils nach 1 min
bzw. 3 min gestoppt. Es wurden also jeweils dem Inkubationsdreieck entsprechend nicht apoptotische (Spuren 4 bis 6), 3 h
Apoptose-induzierte (Spuren 7 bis 9) und 5 h Apoptose-induzierte Zellen (Spuren 10 bis 12) der Nukleosomenpraparation
unterzogen. Hierbei wurde entweder gar nicht mit Mikrokokkus-Nuklease behandelt (Spuren 4/7/10), 1 min (Spuren 5/8/11)
oder 3 min (Spuren 6/9/12). Die DNA wurde auf einem 1,2% Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran
transferiert. Zundchst wurde mit der radioaktiv markierten Telomer-Repeat-Sonde (Telomerregion), danach mit der Sau3A-Repeat-
Sonde (Zentromerregion) hybridisiert. Die DNA-Leiter zeigt die Aussparung der Telomerregion von der apoptotischen Spaltung. Die
Nukleosomenpraparation aus nicht apoptotischen Zellen (Spuren 4 bis 6) beweist die Vergleichbarkeit der beiden Methoden. Die
apoptotischen Zellen zeigen nach limitierter Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung eine Zunahme der nukleosomalen Fragmente, sowohl
im Zentromerbereich als auch im Telomerbereich. Da ein Vergleich der Menge von neu entstehenden nukleosomalen Fragmenten
im Telomerbereich mit denen im Zentromerbereich schwierig ist, ist die Frage ihrer Herkunft nicht klar. Die Abnahme des Schmiers
im oberen Bereich des Gels spricht jedoch fiir eine Aussparung des Telomerbereichs von der apoptotischen DNA-Fragmentierung.

Untersuchungen zur Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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4.5.5 ZUSAMMENFASSUNG DES AB SCHNITTES UNTERSUCHUNGEN ZUR ORTSSPEZIFITAT DER

APOPTOTISCHEN DNA-FRAGMENTIERUNG (4.5)

Der Vergleich der Spaltung in hoch- und niedermolekulare DNA-Fragmente ergibt damit fir die
analysierten Bereiche, daB hochmolekulare DNA-Fragmente vor niedermolekularen DNA-Fragmenten
entstehen. Dies geschieht in einem kurzen Abstand von wenigen Minuten. Alle untersuchten
Genomregionen zeigen ein zeitlich koordiniertes Einsetzen der DNA-Spaltung in hoch- und
niedermolekulare Fragmente. Die DNA-Fragmentierung erfolgt gleichmaBig. Die untersuchten
codierenden Bereiche des Genoms zeigen einen homogenen Abbau ihrer DNA ohne Bevorzugung
bestimmter Schnittpunkte. Ihre Spaltung scheint damit einem zufdlligem Schema zu unterliegen. Ebenso
zeigt die Spaltung der nicht codierenden Bereiche des Genoms in hochmolekulare DNA-Fragmente einen
gleichmaBigen Verlauf. Im Bereich der niedermolekularen DNA-Fragmente zeigen alle untersuchten
Bereiche eine internukleosomale Spaltung. Einzig der Telomerbereich zeigt keine nukleosomalen
Fragmente, sondern scheint von dieser Art der Fragmentierung ausgespart zu sein - unabhangig davon,
welches System oder welche Prdparationsmethode verwendet wird. Da der Telomerbereich wie die
anderen Genombereiche nukleosomal organisiert ist — allerdings in kleineren Einheiten — kdnnte dies eine
spezifische Eigenschaft der apoptotischen Endonuklease(n?) sein oder auf der veranderten

Chromatinstruktur des Telomerbereichs beruhen.

Untersuchungen zur Ortsspezifitdt der apoptotischen DNA-Fragmentierung
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5 DISKUSSION

Die Apoptose ist in den letzten Jahren als ein entscheidender Regelmechanismus in der Zell- und
Entwicklungsbiologie und der Onkologie erkannt worden. Nachdem zunachst den Beobachtungen Wyllies
und seiner Mitarbeiter Ende der siebziger Jahre kaum Beachtung geschenkt wurde, ist die Apoptose-
Forschung inzwischen zu einem sehr aktuellen und kompetitiven Feld geworden. Ein Aspekt des
apoptotischen Signalwegs, namlich die Umstrukturierung und Spaltung des Chromatins, ist nur anfanglich
untersucht worden und inzwischen fast wieder aus dem Blickpunkt der Forschung verschwunden. Dabei
ist nicht viel iber die Regeln und die Zusammenhange bekannt, die bei diesem ProzeB zum Tragen
kommen. Tatsdchlich bietet die apoptotische DNA-Fragmentierung eine Menge an Mdglichkeiten und
Perspektiven — nicht nur zur Erforschung der Apoptose selbst, sondern auch zur weiteren Erforschung des
Chromatins, insbesondere seiner strukturellen und funktionellen Eigenschaften. Gerade dieser Aspekt
wird — wenn das menschliche Genom vollstdndig sequenziert worden ist — verstarkt in den Mittelpunkt
des Interesses treten. DaB (ber die apoptotische DNA-Fragmentierung - genauso wie Uber die
Domanenstruktur des Chromatins - noch wenig bekannt ist, deutet bereits ein Blick in die heterogene und
widerspriichliche Literatur an. Daher war es Ansatzpunkt dieser Arbeit, Erkenntnisse (iber die
Fragmentierung des Chromatins wahrend der Apoptose zu gewinnen.

Die Analyse der Chromatinspaltung im Verlauf der Apoptose beruht in dieser Arbeit zum einen auf der
Identifizierung bevorzugter Schnittstellen im Histongencluster auf Chromosom 6 als einer Modellregion.
Mit 300 kb GroBe ist er groB genug, um aller Wahrscheinlichkeit nach mindestens eine initiale
apoptotische Schnittstelle und mindestens eine Matrixanheftungsregion zu enthalten. Beides konnte
jedoch nicht im Histongencluster identifiziert werden. Welche Konsequenzen dieses unerwartete Ergebnis
hat und welche Deutungen der Domanenstruktur damit mdéglich sind, wird im AnschluB diskutiert.

Zum anderen wurde das Fragmentierungsmuster verschiedener Regionen des Genoms wahrend der
Apoptose eingehend untersucht und die zeitliche Abfolge der DNA-Fragmentierung erkundet, um Details
Uber die Kinetik und Ortsspezifitat dieses Prozesses zu erfahren. Die dazu durchgefiihrten Etablierungen
und Optimierungen des induzierenden Systems, sowie der Apoptose-Nachweise, werden direkt im
AnschluB diskutiert, gefolgt von den Ergebnissen aus den Untersuchungen zu den bevorzugten
Schnittpunkten im Histongencluster und der Suche nach MARs im Histongencluster. Die Ergebnisse aus
den Untersuchungen zur Kinetik der apoptotischen DNA-Fragmentierung sowie ihrer Ortsspezifitat

bezogen auf die verschiedenen Regionen des Genoms schlieBen die Diskussion dieses Teils ab.

5.1 DiE INDUKTION VON AP OPTOSE ZUR UNTERSUCHUNG DER DNA-

FRAGMENTIERUNG

Zur Auslésung von Apoptose in Zellinien existiert ein breites Spektrum an Mdglichkeiten. Sie reichen von

den physikalischen Schaden durch UV-Strahlung oder y-Strahlung bis zu den chemischen Induktoren wie
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chemotherapeutischen Medikamenten, Ethanol und B-Amyloid-Peptiden. Die physiologischen Ausldser
umfassen  zytotoxische  Zytokine, Kalziumerhdhung, Glukokortikoide, TGF-B,Verarmung an
Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter und die Zellablosung. Auch (iber Schaden wie Hitzeschock,
oxidativem StreB, viralen Infektionen, Bakterien-Toxinen, Onkogenen, Tumorsuppressorgenen und freien
Radikalen kann Apoptose ausgelost werden (zusammengestellt in SCHWARTZMAN und CIDLOWSKI, 1993;
THOMPSON, 1995). Jeder Induktor zeigt eine fir sich eigene Kinetik sowohl in der Auslésung der Apoptose
als auch in der Resistenz bzw. Sensitivitat der einzelnen Zelltypen (z.B. im Vergleich der Lymphozyten mit
Topoisomerase-Inhibitoren, DuBREz et al., 1995; KURIBAYASHI et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit
wurde hauptsachlich eine Klasse von Induktoren verwendet, die zu den Chemotherapeutika gehéren und
sich wie z.B. Topotecan (Handelsname Hycamtind) bereits in der Stufe 2 der klinischen Erprobung
befinden (HERBEN et al., 1996; ARDIZzONI et al., 1997) bzw. wie Etoposid (VP-16) oder Teniposid (VM-26,
Handelsname Vumon() schon in der klinischen Anwendung sind (MUGGIA und KELLEY, 1992; BELANI et al.,
1994). Diese wurden eingesetzt, da sie zum einen gute Apoptose-Induktoren in den im Labor bereits
etablierten Zellinien sind und zum anderen der kinetische Ablauf der durch sie ausgeldsten Apoptose gut
reproduzierbar ist, wie mehrfach aus unseren Versuchen hervorging.

Ein Aspekt, der auch die klinische Anwendung von Chemotherapeutika schwierig macht, ist der Umstand,
daB nicht jeder Zelltyp auf die verwendeten Induktoren anspricht, bzw. daB einzelne Zelltypen sehr
unterschiedlich ansprechen (DEL BINO et al., 1990; LI, X. et al., 1994; KAUFMANN und EARNSHAW, 2000).
Wahrend solide Tumoren oft sehr resistent sind, sprechen z.B. Leukamien haufig auf Apoptose-Induktion
an (MARTINS et al.,, 1997b; HOUGHTON, 1999). Eine Gruppe von Chemotherapeutika, die hier gute
Ergebnisse erzielen, sind Substanzen, die Uber die Hemmung der zelleigenen Topoisomerasen DNA-
Schaden verursachen und in Folge die Apoptose-Maschinerie in Gang setzen (BERTRAND et al., 19913;
BERTRAND et al., 1991b; FERGUSON und BAGULEY, 1996).

Fir die Untersuchung der DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose war es wichtig, mdglichst viele
Zellen gleichzeitig in den ProzeB der Apoptose zu bringen, um die Untersuchungen vor einem maoglichst
geringen Hintergrund an nicht apoptotischen Zellen durchfiihren zu kénnen. Unabhangig davon, welche
Induktionsform gewahlt wird, kommt es nie zu einer Induktion der Apoptose in allen Zellen einer
Population. Dies ist auf die Komplexitdt der Signalwege =zuriickzufiihren, in denen pro- und
antiapoptotische Mechanismen miteinander konkurrieren (diskutiert unter EARNSHAW, 1999). Andere
Mdglichkeiten des Schutzes der Zellen vor Apoptose beruhen auf Mechanismen, die verhindern, daB die
induzierenden Substanzen ihr intrazelluldres Ziel erreichen. Ein Beispiel ist das mdr-1-Genprodukt, das bei
Uberexpression fiir die Ausbildung von Multidrug-Resistenzen verantwortlich gemacht wird. Diese stehen
im Zusammenhang mit schlechten Prognosen bei akuten Leukamien (GOTTESMAN, 1993). Diese
Schutzmechanismen haben in den durchgefiihrten Untersuchungen zur Folge, daB immer vor einem
Hintergrund nicht apoptotischer oder sogar nekrotischer Zellen gearbeitet wird. Um jedoch mit der hier
verwendeten Methode Schnittstellen in single copy-Bereichen des Genoms nachweisen zu konnen, ist
neben der Verwendung eines empfindlichen Nachweises ein mdglichst hoher Anteil an Zellen nétig, der

sich in Apoptose befindet. Die Sichtung der Literatur ergab — zusatzlich zu Erfahrungen aus unserer
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Arbeitsgruppe -, daB Leukamiezellinien eine hohe Sensitivitdt gegenliber Topoisomerase-Inhibitoren bei
gleichzeitig geringer Induktion der pathophysiologischen, d.h. nekrotischen Form des Zelltods aufweisen
(DuBREZ et al., 1995). Als besonders sensitiv erwies sich — wie auch bereits von Dubrez et al. (1995)
beschrieben — die Behandlung von promyelozytischen HL60-Zellen mit Topoisomerase-Hemmstoffen.
Wahrend dort als Vertreter der Topoisomerase I-Inhibitoren noch Camptothecin verwendet wurde, wurde
in dieser Arbeit mit gutem Erfolg der Hemmstoff Topotecan eingesetzt, ein potentes Derivat des
Camptothecins. Topoisomerase II-Hemmstoffe wurden in Form von Etoposid (VP-16) oder Teniposid
(VM-26) verwendet. Ahnlich sensitiv wie die HL60-Zellen zeigten sich monozytire U937-Zellen (siehe
auch BICKNELL et al., 1994), wahrend in K562-Zellen kein Anzeichen flir Apoptose in K562-Zellen nach
Induktion mit Topoisomerase-Hemmstoffen gefunden werden konnte (siehe auch KURIBAYASHI et al.,
1996). Dies kdnnte neben den oben erwahnten Resistenzmechanismen (siehe auch ROwLEY et al., 1996)
auch auf die Anzahl der Topoisomerase-Molekiile in den einzelnen Zellinien (FERNANDES et al., 1990;
HusAIN et al., 1994) oder deren Mutation zurlickzufiihren sein, die eine Inhibierung der Topoisomerasen
durch Hemmstoffe verhindert (BUGG et al., 1991; Fry et al., 1991).

Der Mechanismus, iiber den die Topoisomerase-Inhibitoren zur Induktion von Apoptose fiihren, ist
vielfaltig diskutiert: von der Wirkung Uber einen Zellzyklus-Block (SLEIMAN et al., 1998) bis zur Auslésung
von Mutationen in Genen, die fiir die Zelle {iberlebenswichtig sind (HASHIMOTO et al., 1995a). Grundlage
der Wirkung von Topoisomerase-Hemmstoffen ist die Bildung eines kovalenten Komplexes aus DNA-
Topoisomerase und Inhibitor, welcher eine Religation der durch Topoisomerase gespaltenen DNA-Strédnge
(Topoisomerase II) bzw. des gespaltenen Strangs (Topoisomerase I) verhindert und so zu einem
dauerhaften DNA-Strangbruch fiihrt. Wie gezeigt werden konnte, sind diese Strangbriiche initial
reversibel (HSIANG et al., 1989; UDVARDY und SCHEDL, 1991). Auswirkungen haben sie erst in der S-Phase,
wenn es zu einer Kollision der fortschreitenden Replikationsgabel mit dem kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplex kommt (HorRwITz und HorwiITZ, 1973; LU, L. F., 1983; POMMIER et al., 1991, zusammengefaBt in
KAUFMANN, 1998). Danach kommt es zur Initiierung von DNA-Schaden-induzierten Signalweiterleitungen,
Zellzyklus-Arrest und der Aktivierung von Reparaturmechanismen. Erst in deren Folge wird eine
Einbindung der enzymatischen Maschinerie vermutet, die schlieBlich in die Apoptose mindet. Welche
Prozesse hier eine Rolle spielen, ist noch nicht geklart. Vermutet wird, daB sowohl Prozesse, die durch
DNA-Schaden aktiviert wurden, als auch Antworten auf StreB die Apoptose-Maschinerie in Gang setzen.
Beteiligt sind neben der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PK, SMITH, G. C. und JACKSON, 1999) und
dem verwandten Protein ATM (einem ,Checkpoint-sensor*-Protein des Zellzyklus, das DNA-Schaden
wahrnimmt und in Folge Zellzyklus-Arrest auslésen kann, ROTMAN und SHILOH, 1998), die Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase PARP, die Cyclin-abhangigen Kinasen sowie der Transkriptionsfaktor NFkB (BOLAND et
al., 2000) oder der ,Second Messenger" Ceramid, der wiederum fiir die Aktivierung von JNK und p38
verantwortlich ist (zusammengefaBt und diskutiert in KAUFMANN, 1998; RICH et al., 2000). JNK und p38
sind terminale Kinasen der drei Stress-aktivierten Kinase-Signalwege, die zu einer Aktivierung der
Transkription von Stress-responsiven Genen flihren (CANMAN und KASTAN, 1996; KYRIAKIS und AVRUCH,
1996; OsBORN und CHAMBERS, 1996).
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Nach einer morphologisch latenten Phase, die je nach Zelltyp unterschiedlich lang sein kann, kommt es
innerhalb von 30 bis 60 Minuten zu stereotypen morphologischen Veranderungen. Sie duBern sich in
einer Abnahme des Zellvolumens, der Hyperaktivitdt der Plasmamembran in Form der Bildung von
Blaschen an der Zelloberflache, der Kondensation des peripheren Heterochromatins und der Spaltung des
Kerns und des Zytoplasmas in membranumschlossene Kdrperchen. Biochemisch zeigt sich die Expression
von Genen, die fir den Transkriptionsfaktor jun und den Tumornekrosefaktor-a homologen Fas-Liganden
codieren. Weiterhin kommt es zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Intermembranspalt der
Mitochondrien in das Zytosol und zur Aktivierung der Caspase-Kaskade (MeSNER und KAUFMANN, 1997 und
dort aufgeflihrte Literaturverweise). Insbesondere die Freisetzung von Cytochrom ¢ scheint den
Hauptweg dieses Signalwegs darzustellen (KAUFMANN und EARNSHAW, 2000; ROBERTSON et al., 2000).

Nicht alle behandelten Zellen gehen wirklich in Apoptose. Wie auch in dieser Arbeit mehrfach bestatigt,
liegt die Rate der apoptotischen Zellen zwischen 25 und 30% nach 3 h Behandlung (siehe auch BERTRAND
et al., 1993). Zudem gehen die Zellen nicht synchron in Apoptose (MARTINS et al., 1997b). Dies scheint
von der Phase des Zellzyklus beeinfluBt zu werden, in der sie sich zur Zeit der Induktion befinden. Fir die
Topoisomerase II-Inhibitor-vermittelte  Spaltung ist die Bevorzugung der G2/S-Phase als
Induktionszeitpunkt nachgewiesen. Topoisomerase I-vermittelte Strangbriiche sind auch in den anderen
Zellzyklusphasen zu finden, jedoch mit verminderter Haufigkeit (CHow und Ross, 1987; DAVIES et al.,
1988; HSIANG et al., 1989). Der Rest der Zellen (iberlebt die Behandlung, allerdings mit einer erhéhten
Haufigkeit von chromosomalen Aberrationen und Mutationen. Gut untersucht ist dies insbesondere in
nicht essentiellen, aber anschaltbaren Genen wie dem Hypoxanthin/Guanin-Phospho-Ribosyl-
Transferaselocus (HGPRT-Locus), in dem nach Behandlung mit Topotecan oder Etoposid groBe
Deletionen und Insertionen beobachtet wurden. Die Haufigkeit solcher Mutationen betragt 3 — 10 x 10°®.
Insbesondere nach Behandlung mit Epipodophyllotoxinen wie Teniposid wurden Mutationen Gblicherweise
an bevorzugten Topoisomerase II-Spaltungsstellen beobachtet (BAE et al., 1991; BERGER et al., 1991;
BODLEY et al., 1993; HAN, Y. H. et al., 1993; HAsHIMOTO et al., 1995b). Die Strangbriiche selbst fiihren zu
transienten Fragmenten groBer als 600 kb (Roy et al., 1992; BEere et al., 1995). Diese sind also gréBer
als die bei der Apoptose beobachteten irreversiblen Fragmente, die zwischen 50 und 300 kb groB sind.
Die Haufigkeit der Topoisomerase-vermittelten Strangbriiche nach Behandlung von HL60-Zellen mit
Etoposid oder Teniposid liegt bei einem Bruch pro 10° - 10’ Basenpaaren und ist damit um
GroéBenordnungen seltener als die apoptotische DNA-Fragmentierung (alle 200 bis 2.000 bp, LONG et al.,
1984). Somit lassen sich die durch die Substanzen direkt hervorgerufenen, primaren DNA-Fragmente von
den durch Apoptose hervorgerufenen sekundaren Fragmenten eindeutig abgrenzen, was eine
entscheidende Vorbedingung zur Verwendung von Topoisomerase-Hemmestoffen in dieser Arbeit war.

Um zu priifen, ob die in dieser Arbeit beobachteten Effekte auf die DNA-Fragmentierung auch tatsachlich
auf Prozessen der Apoptose und nicht etwa nur auf spezifischen Wirkungen der Topoisomerase-
Hemmstoffe beruhen, wurden die mit Topoisomerase-Hemmern durchgefiihrten Versuche auch mit
anderen Induktoren wiederholt. Hier wurde hauptsachlich das System TNF-a/Cycloheximid zur Induktion

verwendet, da es ebenfalls in guter Ausbeute und in synchroner Weise Apoptose induzierte (diese Arbeit
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und BINDER et al., 1997). Zudem ist es eines der Standardsysteme der Apoptose-Forschung (WALLACH et
al., 1997). TNF-a ist bekannt als Zytokin und als Ligand des TNF-Rezeptors an der Zelloberflache (NAGATA
und GOLSTEIN, 1995; VANDENABEELE et al., 1995). Uber die Bindung von TNF-a kommt es zur
Trimerisierung der Rezeptoren und dadurch zur Aktivierung der Caspase-Kaskade (iber die Caspase 8 und
eventuell auch der Caspase 2 (KISCHKEL et al., 1995; Muzio et al., 1996). Diese fiihrt schlieBlich zur
Auslésung der Apoptose-typischen zelluldaren Veranderungen, wie z.B. der DNA-Fragmentierung.
TNF-induzierte Apoptose kann nach vélligem Block der Proteinsynthese ablaufen, was als Zeichen dafiir
gewertet wird, daB jede Zelle eine bereits existierende Apoptose-Maschinerie besitzt (HAHN et al., 1985).
Auch hier existieren im Signalweg Gegenmechanismen zur Protektion vor Apoptose; sie sind jedoch
abhangig von erneuter Proteinsynthese. Diskutiert wird hier eine Induktion der Bildung von
Schutzproteinen durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (HOLTMANN und WALLACH, 1987).
Daher fiihrt die Inhibierung der Proteinsynthese zu einer Steigerung der Apoptoserate. In dieser Arbeit
wurde zur Inhibierung der Proteinsynthese Cycloheximid verwendet (PoLunovsky et al.,, 1994).
Cycloheximid selbst 16st ebenfalls Apoptose aus. Hier wird diskutiert, daB die Zelle nur durch konstante
Bildung von kurzlebigen Schutzproteinen mit hoher Syntheserate vor den konstitutiv exprimierten
Todeseffektoren geschiitzt wird. Bei Ubergewicht der proapoptotischen Effektormolekiile kommt es durch
gehemmte Proteinsynthese zum Ablauf der apoptotischen Signalkaskade (GoNG et al., 1993; Woobs und
CHAPES, 1993). In der vorliegenden Arbeit kam es bereits nach 1 h Behandlung mit TNF-a/Cycloheximid
zur Ausldsung der Apoptose in HL60-Zellen, nach 6 h war ein Prozentsatz von 30% Zellen apoptotisch.
Dies stimmt (iberein mit Berichten anderer Arbeitsgruppen (VOELKEL-JOHNSON et al., 1995 in C3hA-Zellen,
BINDER et al., 1997 in MCF-7-Zellen). Der ebenfalls in dieser Arbeit verwendete Anti-APO/Fas-Antikorper
zeigte eine weit geringere Ansprechbarkeit der Zellen. Hier kam es erst nach 12 h Inkubation zu einer
zelluldaren Antwort, die als Apoptose nachweisbar war. Andere Autoren berichten von deutlicheren
Ergebnissen (ENARI et al., 1995 zeigen eine deutliche Fragmentierung nach Inkubation von nur 60 min).
Dies kénnte zum einen an der Verwendung sensitiverer Zellinien liegen, zum anderen an der geringeren
biologischen Wirksamkeit des uns zur Verfligung stehenden Antikérpers.

Von den meisten Induktoren ist bekannt, daB sie ein Wirkungsmaximum in einer bestimmten Phase des
Zellzyklus besitzen und daher nur dann synchron Apoptose induzieren, wenn sich alle Zellen der
behandelten Kultur in gleichen Stadium des Zellzyklus befinden (EvAN et al., 1992). Von Topotecan ist
eine Wirkungsspezifitdét in der S-Phase beschrieben (Produktmonographie). Diese konnte damit
zusammenhangen, daB Topotecan seine Zytotoxizitdat nicht durch die eigentliche Interaktion mit der
Topoisomerase I entfaltet, sondern durch das Aufeinandertreffen von kovalentem Komplex aus Enzym
und Inhibitor und der sich fortbewegenden Replikationsgabel in der S-Phase (siehe auch Kapitel 1.1.2).
Die dadurch entstehenden Protein-gebundenen Strangbriiche werden zwar nach Wegnahme des
Inhibitors in der Regel wieder repariert (LOIKE und HORWITZ, 1976; LONG et al., 1984), dennoch resultiert
daraus eine Apoptose-Induktion. Der genaue Mechanismus ist nicht bekannt.

Ausgehend von der S-Phase-abhangigen Zytotoxizitat entstand im Rahmen der vorgelegten Arbeit die

Idee, die Apoptoserate zu steigern, indem mdglichst viele Zellen in die Phase des Zellzyklus gebracht
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werden, in der sie auch fiir die Topotecan induzierte Apoptose empfindlich sind. Daher wurden Zellen
durch Aphidicolingabe am Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase geblockt und nach Entlassung aus
dem Block sofort mit Topotecan behandelt, um dessen Wirkungsmaximum voll auszuschdpfen.
Tatsachlich konnte auf diese Art und Weise eine um fast 50% erhdhte Apoptoserate induziert werden, die
noch dazu den Vorteil hatte, die Zellen mehr oder weniger gleichzeitig zu induzieren. Dadurch befanden
sich alle apoptotischen Zellen in etwa demselben Stadium des apoptotischen Prozesses. Dies ist fiir die
Beobachtung der initialen Mechanismen der apoptotischen DNA-Fragmentierung von entscheidender
Bedeutung und ein deutlicher Vorteil gegeniiber dem nicht synchronisierten System, das neben einer per
se geringeren Apoptoserate auch noch eine Mischung apoptotischer Zellen aller Stadien des
apoptotischen Prozesses aufweist. Mit dem synchronisierten System war es hingegen mdglich, die Kinetik
der Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente zeitlich von der Kinetik der Spaltung in niedermolekulare
DNA-Fragmente zu trennen. Zu bedenken ist bei der Synchronisierung von HL60-Zellen allerdings, daB
die Synchronisierung selbst ebenfalls Apoptose ausldésen kann (GLYNN et al., 1992). Daher wurde die
optimale Wirkungsbeziehung von Aphidicolin und HL60-Zellen {berprift. Bei mdglichst hoher
Synchronitdt des Zellzyklus sollte es zu einer moglichst geringen Auslésung an Apoptose kommen. Dies
wurde mit einer Aphidicolin-Konzentration von 1,5 uM (ber 24 h erreicht. Vergleichbare Ergebnisse zeigt
eine in der Zwischenzeit verdffentlichte Arbeit von MARTELLI et al. (1999).

Die wiederholte Gabe von Topotecan zu unsynchronisierten Zellen im Abstand von wenigen Stunden
zeigte im Gegensatz zur Synchronisierung der Zellen keine Erhéhung der Apoptoserate, so daB davon
auszugehen ist, daB zumindest in Zellkultur der Apoptose-limitierende Faktor nicht die Halbwertszeit des
Topotecans ist (sie liegt bei 3 Stunden), sondern seine S-Phase-spezifische Wirkung.

Die Synchronisierung der Zellen brachte somit den entscheidenden Vorteil, neben der Erhéhung der
Apoptoserate auch den gleichzeitigen Eintritt der Zellen in die Apoptose zu bewirken. Dadurch wurde eine
wesentlich gezieltere und aussagekraftigere Untersuchung der apoptotischen DNA-Fragmentierung
moglich.

Die Tatsache, daB in keinem der in der Literatur beschriebenen Systeme oder der in dieser Arbeit
untersuchten Systeme Apoptose in allen Zellen induziert werden konnte, fiihrte zu dem Versuch, die
apoptotischen Zellen von den nicht apoptotischen Zellen abzutrennen. Ein Zellsortierer stand nicht zur
Verfiigung, so daB auf die Abtrennung der apoptotischen Zellen mittels Bindung an Annexin V-gekoppelte
Magnetkigelchen und Separation durch eine Saule im magnetischen Feld zuriickgegriffen werden muBte.
Die Erkennung der apoptotischen Zellen basiert auf dem wahrend der Apoptose zu beobachtenden Flip
des Phosphatidylserins von der Innenseite der Plasmamembran auf deren AuBenseite. Dort bindet es an
die Annexin V-gekoppelten Magnetkiigelchen. Nicht bekannt war allerdings die zeitliche Beziehung
zwischen Phosphatidylserin-Flip und einsetzender DNA-Fragmentierung. In unserem System war die DNA
in der als apoptotische Zellen isolierten Fraktion bereits kleiner als 50 kb, so daB die ersten Schritte der
apoptotischen DNA-Fragmentierung schon abgelaufen waren. Da zudem die Auftrennung der Zellen
selbst weitere Zeit in Anspruch nahm, in der die Zellen im apoptotischen ProzeB schnell voranschritten,

war dieses System nicht fir die vorgesehenen Untersuchungen geeignet. In der Zwischenzeit
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verdffentlichten BAcso et al. (2000), daB die an Annexin-V bindenden apoptotischen Zellen bereits stark

fragmentierte DNA aufweisen.

Eine weitere Mdglichkeit, um die Vorgange wahrend der Apoptose im Einzelnen untersuchen zu kénnen,
ist die Untersuchung der DNA-Fragmentierung in ,,in vitro™Systemen auf der Basis isolierter Kerne. Diese
finden immer mehr Anwendung und zeigen gute Ergebnisse (LAZEBNIK et al., 1993; LAZEBNIK et al., 1994;
Liu, X. et al.,, 1997; SAMEIIMA et al.,, 1998 u.a.). Durch die Identifizierung und Isolierung von
Effektormolekdilen ist es mdglich, einzelne Aspekte der Signalkaskade genauer zu untersuchen. Einzelne
Faktoren kénnen inhibiert, mutiert oder im UberschuB zugegeben werden. Grundsétzlich basieren diese
~in vitro™Systeme auf der Isolierung von Kernen aus nicht apoptotischen Zellen und deren Inkubation mit
Zytoplasma, das in irgendeiner Weise mit Apoptosefaktoren aktiviert oder verandert wurde. In der
vorliegenden Arbeit wurden isolierte HL60-Zellkerne mit davon unabhangig isoliertem, unbehandelten
Zytoplasma inkubiert. Durch die Isolierung von Zytoplasma aus unbehandelten Zellen wurden samtliche
fir die Apoptose wichtigen Faktoren wieder hinzugegeben — sowohl die antiapoptotischen, als auch die
proapoptotischen. Es ist bekannt, daB auch entkernte Zellen die Merkmale der Apoptose zeigen (JACOBSON
et al., 1994; ScHuLzE-OSTHOFF et al., 1994). Dies bedeutet, daB die Apoptose unabhangig vom Zellkern
ablaufen kann, da alle wichtigen Signalmolekiile im Zytoplasma vorzuliegen scheinen. Inwieweit das auch
fir die DNA-Fragmentierung zustandigen DNasen gilt, ist noch nicht geklart. CAD/ICAD ist hauptsachlich
im Kern zu finden (SAMEJIMA und EARNSHAW, 1998), wadhrend AIF (apoptosis inducing factor) eine
zunéchst mitochondriale Lokalisierung zeigt (SUSIN et al., 1999). Uber die Translokation der fiir die DNA-
Fragmentierung bendtigten Faktoren in den Zellkern ist noch nicht viel bekannt. Auch hier werden in den
Molekiilen Kernlokalisationssequenzen vermutet (YASUHARA et al., 1997; NAGATA, 2000). Sowohl inaktive
Vorlauferformen als auch aktive Caspasen sind im Kern zu finden (MARTINS et al., 1997a, 1997b), wobei
Caspase 3 hauptsachlich im Zytoplasma vorzuliegen scheint (CHANDLER et al., 1998). Die apoptotische
Signalkaskade wurde gestartet durch Zugabe der in Hefe rekombinant exprimierten Caspase 3 (vgl.
Abbildung 20). Damit wird der Signalweg erst in einem recht spaten Schritt aktiviert. Die Caspase-
Kaskade ist umgangen, da Caspase 3 eines der Endprodukte der proteolytischen Kaskade darstellt
(zusammengefalt z.B. in FRASER und EVAN, 1996; NICHOLSON und THORNBERRY, 1997; SALVESEN und DIXIT,
1997; VILLA et al., 1997; CRYNS und YUAN, 1998). Inwieweit sie andere Caspasen retrograd aktivieren
kann, ist nicht bekannt. Als Effektor-Caspase zeigt sie vielfdltige Wirkungen. So wird sie fir die
Degradation der Lamine (KAUFMANN, S.H., 1989; UcCker et al., 1992; LAzeBNIK et al., 1993), PARP
(KAUFMANN, S.H., 1989; KAUFMANN et al., 1993), PKCd/6 (EMoTO et al., 1995; DATTA et al., 1997), Gelsolin
(KOTHAKOTA et al., 1997), Fodrin (MARTIN et al., 1995), Aktin (MASHIMA et al., 1995; KAYALAR et al., 1996),
DNA-PK (CASCIOLA-ROSEN et al., 1995; HAN, Z. et al., 1996), Topoisomerase II (SUGIMOTO et al., 1998)
u.v.a. verantwortlich gemacht (zusammengestellt in CRYNS und YUAN, 1998; NIcHOLSON, 1999). Ihre fir
die vorliegende Arbeit wichtigste Wirkung ist jedoch die Spaltung des mit CAD im inaktiven Komplex
vorliegenden ICAD (Inhibitor of CAD, SAKAHIRA et al., 1998; WoLF et al., 1999). Dadurch wird CAD
aktiviert und kann im Zellkern die DNA spalten (SAKAHIRA et al., 1998; ENARI et al., 1995). Auch ICAD
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zeigt vielfaltige Wirkungen. Inwieweit durch seine Spaltung auch andere DNasen aktiviert werden, ist
nicht bekannt. Ebensowenig ist geklart, ob Caspase 3 ebenfalls andere DNasen direkt oder indirekt
aktiviert (SAMEJIMA et al., 1998). Allerdings zeigen Experimente mit ICAD-defizienten Mausen nach ZHANG,
J. et al. (1999) keinerlei nukledre Fragmentierung. Auch konnte gezeigt werden, daB transformierte
Jurkat-Zellen, die ein Caspase-resistentes ICAD exprimieren, weder eine Spaltung in hoch- noch in
niedermolekulare DNA-Fragmente aufweisen (SAKAHIRA et al., 1999) und ohne Spaltung von ICAD keine
DNA-Fragmentierung auftritt (SaBoL et al., 1998; TANG und KibD, 1998). Dies impliziert, da die
Aktivierung anderer potentieller DNasen im Zusammenhang mit der Spaltung des ICAD stehen muB. Nach
Aktivierung von CAD kommt es im verwendeten ,in vitro™System innerhalb weniger Minuten zum Abbau
der gesamten DNA des Kerns (diese Arbeit und NAGATA, 2000). Es entstehen sowohl hochmolekulare als
auch niedermolekulare DNA-Fragmente. Dies konnte bedeuten, daB (1) CAD auch fir die
hochmolekularen DNA-Fragmente verantwortlich ist, (2) eine andere DNase ebenfalls durch ICAD bzw.
aus deren Aktion resultierende Substanzen aktiviert wird (z.B. AIF im Mitochondrien-Intermembranspalt)
oder (3) Caspase 3 eine andere DNase aktiviert. In sehr spaten Phasen der Apoptose kann in Zellinien
wie Jurkat (WoHRL und HACKER, 1999) oder JILdm (McILROY et al., 1999) auch eine durch ICAD nicht
mehr beeinfluBbare DNA-Fragmentierung festgestellt werden, die auf die Aktion einer unabhdngigen
DNase zuriickzufiihren sein kénnte (z.B. einer lysosomalen DNase II aus unspezifischer Proteolyse).

Ein zweiter ,in vitro™Ansatz in dieser Arbeit umfaBt die Aktivierung des apoptotischen Signalwegs in den
isolierten Kernen durch Zugabe von Zytoplasma, das aus apoptotischen Zellen nach Induktion mit
Topotecan gewonnen wurde (Kapitel 4.2.3.1). Durch die Aktivierung des apoptotischen Signalwegs
wurden bereits alle zytoplasmatischen Prozesse der apoptotischen Signalkaskade in Gang gesetzt; d.h.
die Caspase-Kaskade ist aktiviert, es existieren alle Caspasen in aktivierter Form, ebenso sollte CAD
aktiviert sein, genauso wie andere bisher noch unbekannte Molekiile (DNasen?). Inwieweit schon eine
vollstandige Translokation von Caspase 3 bzw. CAD in den Kern stattgefunden hat, ist nicht zu sagen.
Allerdings zeigt die Zugabe des apoptotischen Zytoplasmas zu den isolierten Kernen aus nicht
apoptotischen Zellen keine solch starke Wirkung wie die Zugabe von rekombinant exprimierter
Caspase 3. Zu erwarten war, daB durch die Einbeziehung aller apoptotischen Prozesse eine viel
deutlichere und schnellere Aktivierung des Signalwegs eintritt. Tatsdchlich ist dieser jedoch verzdgert
gegeniiber dem Einsatz aufgereinigter Caspase 3. Dies konnte neben der Praparationsmethode auch
daran liegen, daB die Effektormolekiile schon in die abgetrennten und nicht weiter verwerteten Zellkerne
transloziert wurden (eine Zusammenstellung der Protein-Translokationsprozesse wahrend der Apoptose
findet sich in PORTER, 1999). Die Sensitivitat des ,in vitro™Systems mit Caspase 3 als Induktor ist
erstaunlich. Nach einer kurzen Latenzzeit von ca. 30 Minuten kommt es innerhalb weniger Minuten zu
einem vollsténdigen Abbau der zelluldiren DNA. Dies deutet auf einen autokatalytischen
Verstarkungsmechanismus hin.

Die beschriebene zellfreie ,in vitro™Methodik birgt zwei entscheidende Vorteile gegeniiber der Induktion
von Apoptose in ganzen Zellen: Zum einen zeigen 100% der Kerne die Merkmale der Apoptose

(EARNSHAW, 1995). Damit fallt der Hintergrund nicht apoptotischer Zellen und nekrotischer Zellen weg.
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Die Methode ist somit grundsatzlich sensitiver fiir die Untersuchung von bevorzugten Schnittstellen. Zum
anderen findet eine gleichmaBige und gleichzeitige Induktion der DNA-Fragmentierung in den Zellkernen
statt, so daB sich alle Zellkerne in demselben Stadium des DNA-Fragmentierungsprozesses befinden. Dies
erlaubt eine genaue Untersuchung des kinetischen Verlaufs der Apoptose und insbesondere der DNA-
Fragmentierung. Von Nachteil ist, daB schon geringe Anderungen der Aktivitit der Caspase 3 den
zeitlichen Verlauf der Fragmentierung durch den autokatalytischen Verstarkungsmechanismus gravierend
verandert. Da sich die Aktivitat der Caspase mit der Lagerungszeit verandert, muB bei jedem Ansatz die
ihre Aktivitat neu ermittelt werden. Es ist anzunehmen, daB es erst einem gewissen Schwellenwert an
aktivierter Caspase bedarf, um die DNA-Fragmentierung in Gang zu setzen. Grundsatzlich sollte mit
wenigen Caspase-Molekiilen der Signalweg ausgelost werden kénnen, es kommt dann jedoch zu einer
enorm verldangerten Latenzzeit, in der die Caspase 3 offensichtlich weitere Procaspase 3-Molekiile aus
dem zugegebenen Zytoplasma nicht apoptotischer Zellen aktiviert. Da die DNA-Fragmentierung - einmal
ausgeldst - sehr schnell voranschreitet, muB das schmale Zeitfenster der DNA-Fragmentierung genau
getroffen werden, was eine weitere Problematik darstellt. Samejima et al. (1998) diskutieren, daB
zusatzlich die Caspasen von ihren Zielsubstanzen wie CAD raumlich getrennt sein kdnnten, so daB erst
deren Translokation zum Ubertritt in die ,execution phase" fiihrt (siehe auch MARTINS et al., 1997b;
ZHIVOTOVSKY et al., 1999). Noch schwieriger ist die Situation bei Verwendung von Zytoplasma aus
apoptotischen Zellen, da dessen Caspase 3-Aktivitdt kaum zu bestimmen ist. Dies scheint auch an der
Praparation des Zytoplasmas zu liegen und an der Haltbarkeit der Effektormolekiile wahrend der
Praparation, obwohl andere Autoren diese Problematik nicht beschreiben (s. obige Zitate).

Natirlich stellen die ,in vitro-Versuche™ mit isolierten Kernen ein artifizielles System dar. Allerdings sind
auch die Versuche in den Gesamtzellen in Kultur gewissermaBen artifiziell, da der Gewebeverband und
dessen EinfluBnahme auf die Zellen fehlt. Mit dieser Einschrankung ist es durchaus sinnvoll, die Prozesse
der Apoptose in den vereinfachten Systemen mit Zellinien in Kultur und in ,in vitro™Ansdtzen mit
isolierten Zellkernen zu untersuchen. Von Vorteil ist insbesondere die mégliche Trennung von Vorgéngen,
die im Zytoplasma ablaufen und Vorgangen, die im Kern stattfinden (LAZEBNIK et al., 1993; LAZEBNIK et al.,
1994). AuBerdem ist die Mdglichkeit gegeben, verschiedene Phasen der Apoptose zu untersuchen
(SAMEJIMA et al., 1998), bzw. - wie bereits erwahnt - durch Zugabe oder Wegnahme bestimmter Faktoren
deren EinfluB auf den Signalweg zu untersuchen (z.B. Liu, X. et al., 1998; SaBoL et al., 1998). Wie der
Vergleich zeigt, sind die Ergebnisse aus den Versuchen mit Zellen in Kultur und isolierten Zellkernen
durchaus miteinander in Einklang zu bringen. So finden sich deutliche Parallelen sowohl in den
morphologischen Veranderung der isolierten, Apoptose-induzierten Kerne als auch den biochemischen
Veranderungen in den Kernen (ausflihrlich diskutiert in LAZEBNIK et al., 1993).

Ein Unterschied zwischen den Versuchen mit isolierten Zellkernen und Zellen in Kultur konnte in der
vorliegenden Arbeit jedoch festgestellt werden: Wahrend in apoptotischen Zellen die DNA-
Fragmentierung hochmolekulare Fragmente der GréBe 2,2 Mb bis 50 kb zeigt, sind im ,in vitro™Ansatz
mit isolierten Kernen und Caspase 3 als ,Apoptose-Vermittler" insbesondere 500 bis 50 kb groBe

Fragmente angereichert. Dieses Phanomen laBt sich auch in anderen Publikationen verfolgen (FiLIPSKI et
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al., 1990; WALKER, P. R. und SIKORSKA, 1994), obwohl dieser Unterschied in keiner der Publikationen
diskutiert wird. Eine denkbare Ursache hierflir kdnnte in der besseren Zuganglichkeit der Kerne fir
Faktoren aus dem Zytoplasma liegen, wie sie durch eine teilweise Schadigung der Kernmembran bei der
Praparation entstehen konnte. Zum anderen kodnnte das fehlende Zytoskelett die Weitergabe
apoptotischer Signale beeinflussen. Durch die Trennung von Kernen und Zytoplasma kénnte jedoch auch
die Veranderung der Kernmorphologie in Phase II der Apoptose (siehe 4.3.3) gestort sein, was durch die
externe Zugabe von Zytoplasmaextrakt nicht reversibel ware.

Insgesamt birgt der ,in vitro™Ansatz mit isolierten Kernen entscheidende Vorteile fiir die Bestdtigung der
Ergebnisse der ,in vivo™ Versuche, da er neben der hohen Synchronitat — wie sie fiir diese Arbeit wichtig
war — auch die Analyse der Wirkung einzelner Apoptosefaktoren ermdglichen und deren Untersuchung in

Bezug auf den Signalweg wesentlich vereinfachen kann.

5.2 DIE KINETIK DER SPALTUNG IN HOCH- UND NIEDERMOLEKULARE DNA-

FRAGMENTE

Nachdem bereits 1980 die Entstehung der niedermolekularen DNA-Fragmente in Form der DNA-Leiter als
das Erkennungszeichen der Apoptose gewertet wurde (WvLLIE et al., 1980), bedurfte es erst der
Entwicklung neuer Elektrophoresetechniken (CARLE et al., 1986; SMITH, C. L. und CANTOR, 1987), um auch
die hochmolekularen DNA-Fragmente zu entdecken (WALKER, P. R. et al., 1991; Roy et al., 1992; BROWN
et al., 1993). Durch die Mdglichkeit der Pulsfeldgelelektrophorese, Fragmente bis zu einer GréBe von
mehreren Megabasen aufzutrennen (HELLER und PoHL, 1989), konnte gezeigt werden, daB zusatzlich zu
den oligonukleosomalen Fragmenten auch Fragmente der GroBenordnung 300 bis 50 kb entstehen
(OBERHAMMER et al., 1993b; CAIN et al., 1994; COHEN et al., 1994; SuN, X. M. und COHEN, 1994; SuN, X. M.
et al., 1994b; ZHivoTovsky et al., 1994a; ZHIvOTOVSKY et al., 1994b). Damit wurde zudem klar, daB das
Fehlen der DNA-Leiter nicht hinreichend ist, um eine Zelle als nicht-apoptotisch zu erkennen. Vielmehr ist
die Tatsache, daB hochmolekulare DNA-Fragmente entstehen, zum Zeichen fiir die Apoptose geworden,
da diese im Gegensatz zu den niedermolekularen DNA-Fragmenten in allen Zellen wahrend der Apoptose
auftritt (CoHEN et al., 1992; OBERHAMMER et al., 1993b; BICKNELL et al., 1994; Sun, X. M. und COHEN,
1994). Die Entstehung von Fragmenten der GréBe um 300 kb wurde zunachst als Resultat der Interaktion
der Induktoren mit Topoisomerase II-Molekiilen an spezifischen Stellen des Chromatins gewertet (FILIPSKI
et al., 1990, u.a.), waéhrend Fragmente der GroBe 50 kb und die DNA-Leiter als Folge der Aktivierung
einer Endonuklease wahrend der Apoptose diskutiert wurden (OBERHAMMER et al., 1993b). Beere et al.
(1995) konnten zeigen, daB tatsachlich voriibergehend entstehende > 600 kb groBe DNA-Fragmente
durch die Interaktion der Induktoren mit Topoisomerase II entstehen; die Strangbriiche sind jedoch
reversibel (FiLIpskI et al., 1990; WALKER, P. R. et al., 1991). Allerdings mehren sich die Berichte, nach
denen auch in Zellen, in denen Apoptose Uber andere Mechanismen (wie UV-Strahlung oder H,0,, COHEN
et al., 1992; BROWN et al., 1993; OBERHAMMER et al., 1993b; Sun, X. M. und COHEN, 1994) ausgeldst

wurde, schon nach 5 min Fragmente der GréBe 600 bis 750 kb entstehen. Inwieweit sie unter Umsténden
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ebenfalls durch Topoisomerase II-abhdngige Mechanismen verursacht sein kdénnten, ist nicht bekannt.
RUSNAK et al. (1996) vermuten jedoch, daB auch diese Fragmente (= 1 Mb und 450 bis 600 kb) Produkte
der Aktivitat einer Endonuklease sind. Dagegen beruhen die 300 bis 50 kb groBen Fragmente bereits
eindeutig auf Apoptose-Induktion. Diese Fragmentierung ist nicht reversibel und die Fragmente sind nicht
voriibergehend proteingebunden. Inwieweit sie Riickschliisse auf die Organisation des Chromatins
zulassen, wird in Kapitel 5.3 diskutiert. Mit der Entwicklung noch hoher auflésender
Pulsfeldgelelektrophoresetechniken wie CHEF (Contour Clamped Homogenous Electric Field
Electrophoresis) konnte gezeigt werden, daB die DNA-Fragmentierung nicht nur auf die erwdhnten
GréBenordnungen beschrankt ist, sondern DNA-Fragmente durchgangig von = 2 Mb bis 100 kb
entstehen, mit jeweils einem Maximum bei 2,2 Mb und 50 kb (GHIBELLI et al., 1995; SESTILI et al., 1996).
In der vorliegenden Arbeit konnte dies auch fir die Auftrennung durch ROFAGE (Rotating Field Agarose
Gel Electrophoresis) dokumentiert werden. Dies weist darauf hin, daB die DNA-Fragmentierung
moglicherweise einem sehr gleichmaBigen Schema folgen kénnte. In der hier vorgelegten Untersuchung
apoptotischer Zellen konnte keine bevorzugte Bildung von 300 kb groBen Fragmenten beobachtet
werden. Berichte, die eine bevorzugte Spaltung in 300 bis 50 kb groBe Fragmente beschreiben, beruhen
im wesentlichen auf der Auftrennung durch FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis), ebenfalls einer
Sonderform der Pulsfeldgelelektrophorese (HELLER und PoHL, 1989; FiLipski et al., 1990). Berichten
Sestilis zufolge kdnnte sie im Bereich von 300 kb eine artifizielle Akkumulation von Fragmenten bewirken
(SESTILI et al., 1996).

Die Tatsache, daB wahrend der Apoptose zwei verschiedene Klassen von FragmentgroBen beobachtet
werden, wirft die Frage auf, inwieweit diese voneinander abhangig oder unabhangig generiert werden.
Der zeitliche Ablauf zeigt, daB die hochmolekularen DNA-Fragmente vor den niedermolekularen DNA-
Fragmenten entstehen (OBERHAMMER et al., 1993b und diese Arbeit). Wahrend OBERHAMMER et al. (1993b)
u.a. aufgrund der verwendeten Auftrennungsmethode jedoch nur Fragmente der GréBenordnung 300 bis
50 kb in die Auswertung einbeziehen konnten, wurde in der vorliegenden Arbeit die Entstehung von DNA-
Fragmenten bis zu einer GréBe bis 2,2 Mb in die kinetische Betrachtung aufgenommen. Darliber hinaus
wurde die zeitliche Abfolge der DNA-Fragmentierung auch in den optimierten Ansatzen der Apoptose-
Induktion durch die Verwendung von synchronisierten Zellen und die DNA-Fragmentierung im ,,in vitro™
Ansatz mit isolierten Kernen untersucht. Dies ermdglichte eine Eingrenzung des Zeitintervalls zwischen
dem Einsetzen der Spaltung in hochmolekulare DNA-Fragmente und der Entstehung von
niedermolekularen Fragmenten in den untersuchten Zellinien auf 30 min.

Das Auftreten hochmolekularer DNA-Fragmente ist auch dann zu beobachten, wenn keine
niedermolekulare DNA-Fragmentierung feststellbar ist (z.B. bei Fehlen von Caspase 3 in MCF7-Zellen oder
in MOLT-4-Zellen, CoOHEN et al., 1992; OBERHAMMER et al., 1993a; BEERE et al., 1995). Dies legt nahe, daB
unterschiedliche Prozesse fiir die Entstehung von hoch- und niedermolekularen Fragmenten
verantwortlich sein kénnten (PANDEY et al., 1994; WALKER, P. R. und SIKORSKA, 1994). Z.B. kdnnten
verschiedene Endonukleasen fiir die Fragmentierung verantwortlich sein. Die bisher fir die DNA-

Fragmentierung vorgeschlagenen Endonukleasen wurden von ROBERTSON et al. (2000) aktuell
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zusammengestellt und diskutiert. Insbesondere wurde eine Abhdngigkeit der Endonukleasen von
verschiedenen Ionen wie Kalzium oder Magnesium gefunden. Daneben konnte eine Abhdngigkeit der
internukleosomalen, nicht jedoch der DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente von dem Efflux von
Chlorid-Ionen aus der Zelle beobachtet werden (RasoLA et al., 1999). Die hier vorgelegten ,in vitro™
Versuche mit isolierten Zellkernen, Zytoplasma und Caspase 3 zeigen jedoch, daB zumindest ,in vitro" die
Aktivierung von Effektormolekiilen wie CAD/ICAD durch Caspase 3 ausreicht, um die gesamte
chromosomale DNA einer Zelle innerhalb weniger Minuten abzubauen. Dies spricht gegen eine voéllige
Unabhéangigkeit der Spaltung in hoch- und niedermolekulare DNA-Fragmente und fiir die These, daB fiir
die Entstehung der verschiedenen FragmentgréBen allein die Zuganglichkeit der Chromatinbereiche
verantwortlich ist (NAGATA, 2000). Es existiert auch die Hypothese, daB die Bildung der Fragmente, die
groBer oder gleich 2 Mb sind, mit der Veranderung der auBeren Kerngestalt in Zusammenhang stehen
konnten (GHIBELLI et al., 1995; GHIBELLI et al., 1998) und damit nicht auf die direkte Aktivitdt einer DNase
zurlickzufiihren sind. Dies wird in der vorliegenden Arbeit durch die Beobachtung angedeutet, daB in den
»in vitro™Ansatzen in isolierten Kernen im Gegensatz zur Induktion von Apoptose ,in vivo" in Zellinien
Fragmente erst ab einer GroBe von 500 kb und kleiner zu beobachten sind. Diese kdnnten nach dem
Modell von Ghibelli auf ein Fehlen der Interaktion zwischen Kern und Zytoplasma im ,in vitro™Versuch
zurlickzufiihren sein, die fiir die Spaltung in Fragmente groBer/gleich 2 Mb verantwortlich sein kdnnte.
Auf welchem Mechanismus diese Veranderungen der Kerngestalt beruhen kénnten, ist nicht bekannt.
Eine verdnderte Zuganglichkeit der isolierten Kerne fiir zytoplasmatische Faktoren kénnte — zumindest
hypothetisch — ebenso wie eine veranderte ionische Umgebung (der pH des Zytoplasmas sinkt) die
weitere Fragmentbildung beeinflussen. Denkbar sind auch Stérungen in der DNA-Reparatur oder
Replikation, durch die Einzelstrangbriiche entstehen kdnnten, die durch die Kondensation des Kerns zur
Fragmentierung der DNA beitragen kénnten.

Durch die kinetische Untersuchung der Entstehung der einzelnen FragmentgréBen und deren
Koordination mit den morphologischen Verdnderungen konnten in der vorgelegten Arbeit erstmals die
einzelnen Phasen der Apoptose mit der DNA-Fragmentierung korreliert werden. So zeigt sich, daB ,in
vivo" die Abrundung des Kerns (Phase II) mit dem Auftreten der 2,2 Mb groBen Fragmente
zusammenfallt. Die Chromatinkondensation (Phase III) tritt im zeitlichen Zusammenhang mit der
Fragmentierung in hochmolekulare DNA-Fragmente auf und die Fragmentierung des Kerns (Phase 1V)
erscheint mit dem Auftreten der DNA-Leiter. Damit korrelieren die beobachteten Verdanderungen des
Kerns direkt mit dem Phasenmodell nach GHIBELLI et al. (1995).

Die Untersuchung der Kinetik der apoptotischen DNA-Fragmentierung in dieser Arbeit zeigt auch, daB die
DNA-Fragmentierung unerwartet schnell ablduft. Innerhalb weniger Minuten wird die DNA zundchst in
Fragmente einer GroBe von 2,2 Mb bis 50 kb gespalten und geht nach einer kurzfristigen Akkumulation
im Bereich 20 bis 50 kb in die Generierung der internukleosomalen DNA-Fragmente (ber. Die
entstehenden Mononukleosomen akkumulieren jedoch nicht wahrend der fortschreitenden Apoptose,
sondern werden — anders als bei Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung — vermutlich weiter abgebaut, so da

jeweils nur ein ,steady state™ zu beobachten ist. Der schnelle Verlauf der DNA-Fragmentierung wird von
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anderen Autoren beschrieben (SAMEJIMA et al., 1998). Uber die Natur des Abbaus der entstandenen
Mononukleosomen ist jedoch nichts bekannt. Hier kénnte ein unspezifischer Abbau durch andere DNasen
wie z.B. durch die lysosomale DNase II vorliegen, da bekannt ist, daB die Zellen sich selbst verdauen
(Autophagie) und die Lysosomen zerstort werden, wenn keine im Gewebe normalerweise folgende
Phagozytose durch Nachbarzellen stattfindet (OHSAWA et al., 1998; NeuziL et al., 1999). Die Schnelligkeit
des Abbaus der DNA fiihrte zur Vermutung, daB die ausfiihrende(n) DNase(n) bereits an den wichtigen
Stellen des Chromatins — wie z.B. den MARs - in inaktiver Form vorliegen kdnnte(n) und dann aktiviert
werden (FALCIERI et al., 1994a; FALCIERI et al., 1994b; WALKER, P. R. und SIKORSKA, 1997). Bisher gibt es
dafiir keine Anhaltspunkte. In Pflanzenzellen konnte jedoch eine Endonuklease identifiziert werden, die
an die Kernmatrix gebunden ist, MARs erkennt und dort Einzelstrangbriiche in die DNA einfiihrt (Szopa
und ADAMIEC, 1993; Rzepecki, 1994). Die Untersuchungen der Proteolyse wahrend der Apoptose weisen
jedoch darauf hin, daB durch die Spaltung struktureller Proteine wie Lamine, NuMA, etc. erst den
Endonukleasen der Zugang zur DNA ermdglicht werden kénnte (WEAVER et al., 1996; MARTELLI et al.,
1997). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte am Beispiel der PARP-Spaltung in HL60-Zellen gezeigt
werden, daB die DNA-Fragmentierung ein im Vergleich zur Proteolyse spater auftretender ProzeB ist. In
diesem Zusammenhang konnten RAO et al. (1996) nachweisen, daB in Zellen, die ein nicht spaltbares
Lamin exprimieren, die DNA-Fragmentierung nicht fortschreiten konnte.

Wahrend insgesamt die Tatsache inzwischen allgemein akzeptiert wird, daB die hochmolekularen DNA-
Fragmente vor den niedermolekularen entstehen, sind die Berichte (ber die beteiligten Endonukleasen -
insbesondere die Frage, ob daran eine oder mehrere Endonukleasen beteiligt sind — weiterhin sehr
heterogen. Klarheit werden hier sicherlich erst Experimente bringen, die auf weiteren knockout-
Experimenten und Inhibitor-Studien beruhen und die dort gefundenen Ergebnisse nicht nur in Beziehung
setzen zur niedermolekularen DNA-Fragmentierung, sondern auch zur bisher nicht ausreichend
untersuchten hochmolekularen DNA-Fragmentierung. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten an,
daB in den untersuchten Systemen die Anwesenheit von Caspase 3 und dadurch aktiver CAD ausreichend
ist, um die DNA einer Zelle in kleine Einheiten zu spalten. Durch das in der vorliegenden Arbeit
verwendete ,,in vitro™Versuchssystem ist nun auch eine Untersuchung einzelner Faktoren, wie z.B. die
Aktion der aktiven CAD alleine oder von AIF in Bezug auf die hoch- und niedermolekulare DNA-Fragment-

Entstehung mdglich.

5.3 DIE SUCHE NACH BEV ORZUGTEN APOPTOTISCHEN SCHNITTSTELLEN

Im MLL-Gen auf Chromosom 11g23 identifizierten STANULLA et al. (1997) eine bevorzugte Schnittstelle
innerhalb einer chromosomalen Bruchpunktregion von 8,3 kb, die in den initialen Stadien der Apoptose
auftritt. In derselben Region wurden schon zuvor Matrixanheftungsregionen identifiziert (BROEKER et al.,
1996; STRISSEL et al., 1998). Daraus stellten die Autoren die Hypothese auf, daB die DNA-Fragmentierung
wahrend der Apoptose Uiber bevorzugte Schnittstellen verlduft und daB diese liber bevorzugte Spaltung

an den Matrixanheftungsregionen in Zusammenhang mit der Domanenstruktur des Chromatins stehen
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kénnten. Um diese Hypothese zu priifen, wurde im Rahmen dieser Arbeit in einer Modellregion nach
bevorzugten Schnittstellen und Matrixanheftungsregionen gesucht. Da wahrend der apoptotischen DNA-
Fragmentierung Abbaubanden im Bereich von ca. 50 kb entstehen, erscheint es sinnvoll, als
Untersuchungsbereich einen Abschnitt im Genom zu wahlen, der iber mehrere 100 kb im Detail bekannt
ist. Der Histongencluster wurde als Modellregion gewahlt, da er durch Arbeiten der Arbeitsgruppe bereits
sehr genau untersucht ist (ALBIG et al., 1997). Zudem ist er groB genug, um aller Wahrscheinlichkeit nach
mindestens eine apoptotische Schnittstelle zu enthalten. Im Histongencluster wurde jedoch keine
bevorzugte Schnittstelle gefunden — weder in den einfachen, unsynchronisierten Systemen aus
verschiedenen Zellinien in Kombination mit verschiedenen Induktoren, noch in den optimierten Systemen
mit synchronisierten Zellen und in den zellfreien Systemen. Um die Methode zur Suche nach bevorzugten
Schnittstellen bei Apoptose zu (iberpriifen, wurden Kontrollversuche durchgefiihrt, die auf einer bereits
identifizierten apoptotischen Schnittstelle in der Bruchpunktregion des MLL-Gens basierten (STANULLA et
al., 1997). Dabei wurde festgestellt, daB der Nachweis dieser Spaltung von der verwendeten Zellinie
abhangig ist. In HL60-Zellen und Jurkat-Zellen fand keine Spaltung statt (siehe auch ApPLAN et al., 1996;
STRISSEL et al., 1998), wahrend in der Zellinie CEM-CCRF, die auch von STANULLA et al. (1997) verwendet
worden war, eine Spaltung zu beobachten war. Die Autoren fiihren Unterschiede in der Nachweisbarkeit
der Schnittstellen auf die unterschiedliche Sensitivitdt der verschiedenen Zellinien gegeniiber den
verschiedenen Apoptosestimuli zuriick. Diese Erkldrung kann jedoch fiir die hier untersuchten Systeme
aus Zellinie und Induktor nicht zutreffen, da die induzierte Rate an apoptotischen Zellen in HL60-Zellen
jeweils deutlich héher war als in CEM-Zellen. Daher ist davon auszugehen, daB die bevorzugte
Schnittstelle im MLL-Gen einen Sonderfall darstellt, der nur in bestimmten Kombinationen aus Zellinie und
Apoptose-Induktor induzierbar ist.

Wurde in dem Ansatz mit CEM-Zellen und Etoposid als Apoptose-Induktor nach bevorzugten
Schnittstellen im Histongencluster gesucht, so zeigte sich keine Schnittstelle im Histongencluster, obwohl
im Kontrollversuch der Bruchpunkt im MLL-Gen nachweisbar war. Dies kdnnte daran liegen, daB die
Bruchpunktregion im MLL-Gen einen sehr fragilen Bereich im Genom darstellt, da dort Chromosomen-
Translokationen nach Behandlung von Leukamien mit Epipodophyllotoxinen beobachtet werden kénnen
(GILL-SUPER, 1993), wahrend von der Region des Histongenclusters keine Chromosomen-Translokationen
bekannt sind. Jedoch zeigen die weiteren bisher auf bevorzugte apoptotische Schnittstellen untersuchten
Regionen, in denen Translokationen auftreten (SCL, ENL, AF-6, TCRB, TCRG, TCRD) keine bevorzugten
Schnittstellen (ApPLAN et al., 1996). Auch die in dieser Arbeit untersuchten Bereiche des Keratingens und
der Aktingene zeigten keine bevorzugten Schnittstellen wahrend der apoptotischen DNA-Fragmentierung.
Zudem sollte in Betracht gezogen werden, daB die wenigen bisher identifizierten bevorzugten
Schnittstellen wahrend der Apoptose bis auf sehr wenige Ausnahmen nur in Zellinien gefunden wurden,
in denen der gesuchte Bereich amplifiziert war (z.B. fiir c-Myc, POMMIER et al., 1992). Dies kdnnte darauf
zurlickzufiihren sein, daB der Nachweis einzelner Schnittstellen in einer single-copy-Region aufgrund der
niedrigen Nachweisgrenze nicht mdglich ist und durch die Amplifikation der betreffenden Gene sich die

Spaltstellen mit der Methode der indirekten Endmarkierung in der Southern-Hybridisierung leichter
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nachweisen lassen. Wahrscheinlicher ist jedoch, daB durch die Amplifikation der untersuchten Bereiche
dort die Chromatinstruktur verdndert ist und diese einen positiven EinfluB auf die Spaltung wahrend der
Apoptose ausiibt.

DaB im Histongencluster keine bevorzugte Schnittstelle gefunden wurde, kann in unterschiedlicher Weise
gedeutet werden. Zum einen ist nicht bekannt, wieviel Prozent des Genoms (berhaupt in hochmolekulare
DNA-Fragmente geschnitten werden. Es existieren Schatzungen, nach denen nur 10% der DNA in
nukleosomale Fragmente geschnitten wird (VODENICHAROV et al., 1996). Was mit dem Rest der DNA
geschieht, wurde allerdings weder untersucht noch diskutiert. In Anbetracht der Tatsache, daB die Zellen
im Gewebe bereits in einem friihen Stadium der Apoptose phagozytiert werden und groBe DNA-
Fragmente fir die aufnehmende Zelle ein Gefdhrdungspotential in Form  mdglicher
Rekombinationsereignisse darstellen, erscheint die These, daB der nicht nukleosomal geschnittene Teil
der DNA keinen Abbau erféhrt, unwahrscheinlich. In den fir diese Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
war eine Abschatzung des Anteils der DNA, der in nukleosomale Fragmente geschnitten wird, nicht
moglich. Im ,in vitro™Ansatz mit isolierten Kernen wird jedoch deutlich, daf die gesamte chromosomale
DNA bis auf eine GroBe kleiner als 50 kb fragmentiert wird. Fiir die in Geweben erfolgende Phagozytose
gilt zudem, daB auch die aufnehmende Zelle unter Umstanden am weiteren Abbau der DNA beteiligt sein
kann (z.B. Uber lysosomale Enzyme, McILROY et al., 2000).

Der Histongencluster kdénnte auch ein bei der initialen DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose
ausgesparter Bereich sein und erst im weiteren Verlauf der DNA-Fragmentierung mehr oder weniger
zufallig geschnitten werden. In den durchgefiihrten Versuchen konnte ein Abbau der 160 kb groBen Miul-
Fragments beobachtet werden. Die Aussparung von der initialen Fragmentierung kénnte z.B. darauf
zurlickzufiihren sein, daB die initiale DNA-Fragmentierung - wie bereits von anderen postuliert -
bevorzugt an den Matrixanheftungsregionen einsetzt (BORTNER, OLDENBURG AND CIDLOWSKI, 1995;
OBERHAMMER et al., 1993b) und im Histongencluster keine solche MAR enthalten ist. Aufgrund seiner
GroBe (300 kb) ware dies zwar atypisch (JACKSON et al.,, 1990; RAzIN et al., 1995), jedoch nicht
auszuschlieBen. Die Suche nach MARs im Histongencluster war daher ein weiterer Ansatz zur Aufklarung
der apoptotischen DNA-Fragmentierung. Dieser sollte darliber hinaus AufschluB tber die chromosomale

Organisation des Clusters geben.

5.4 DIE SUCHE NACH MA TRIXANHEFTUNGSREGIONEN

Chromatin-Domanen sind dadurch definiert, daB die DNA in variablen Abstédnden von 50-300 kb an die
Kernmatrix angeheftet ist (FiLipski et al., 1990). Diese Anheftungsstellen werden als
Matrixanheftungsregionen, kurz MARs, bezeichnet (MIRKOVITCH et al., 1984; GASSER und LAEMMLI, 1986).
Durch die Anheftung bilden sich sogenannte DNA-Schleifen aus, die als Domdnen einer gemeinsamen
Regulation unterliegen kénnten (LAEMMLI et al., 1992; RazIN et al., 1993). Wirde die/eine der

apoptotische(n) Endonuklease(n) gezielt die DNA an den Matrixanheftungsregionen spalten, so kdnnten

Diskussion



Diskussion -170 -

die Schnittstellen wahrend der Apoptose indirekt Hinweise auf die Domanenstruktur des untersuchten
Chromatinbereiches geben.

Mit Entwicklung der Pulsfeldgelelektrophorese, die eine Auftrennung von hochmolekularen DNA-
Fragmenten ermdglicht, wurde das Modell der Chromatindomanenstruktur, wie es von Mirkovitch, Gasser
und Laemmli postuliert und untersucht wurde, einer neuen Analysemethode zuganglich. Durch den
Einsatz von Topoisomerase-Hemmstoffen und durch die Aktivierung von endogenen Nukleasen konnten
FiLipsk et al. (1990) zeigen, daB der Abbau der DNA (iber eine Zwischenstufe erfolgt, namlich liber die
Freisetzung der DNA-Domanen durch Spaltung an ihren Matrixanheftungsregionen. Daraus entwickelte
sich eine neue Technologie zur ,in vivo™Identifizierung von Matrixanheftungsstellen (RAzIN et al., 1993;
GROMOVA et al., 1995a; IAROVAIA, O. et al., 1996; FAIKUS et al., 1998). Sie wird auch als ,, Topoisomerase II

I\\

mediated DNA loop excision protocol" (Methode zur Topoisomerase II-vermittelten Isolierung von DNA-
Schleifen) bezeichnet. Die Topoisomerase II ist eine der Hauptkomponenten der sehr komplex
zusammengesetzten und weitgehend nicht erforschten Kernmatrix (EARNSHAW und HECK, 1985; GASSER
und LAEMMLI, 1986; KAUFMANN und SHAPER, 1991). Die Topoisomerase II kommt auch im Nukleoplasma in
|6slicher Form vor, allerdings in wesentlich geringerem AusmaB (BERRIOS et al., 1985; EARNSHAW et al.,
1985.). Somit lag die Annahme nahe, daB die Topoisomerase II eine Rolle in der Vermittlung zwischen
der Anheftung von MAR-Elementen in der DNA und der Kernmatrix spielen kdnnte (COCKERILL und
GARRARD, 1986; GASSER und LAEMMLI, 1986; ADACHI et al., 1989). Die im Kernplasma vorliegende, I6sliche
Topoisomerase II wird bei dieser Art der Extraktion mit entfernt. Es bleibt nur die in der Kernmatrix
gebundene Topoisomerase II zurlick (IAROVAIA, O. et al., 1996).

Durch Inhibierung der gebundenen Topoisomerase II und Denaturierung des Enzyms kommt es zur
Entstehung von DNA-Fragmenten in der GroBe der DNA-Schleifen, die anschlieBend durch
Pulsfeldgelelektrophorese und indirekte Endmarkierung analysiert werden kdnnen. Dadurch konnten
Spaltstellen der Topoisomerase II sowohl in Versuchen auf Grundlage ganzer Zellen als auch in vorher
isolierten Kernen identifiziert werden (CHEN, G. L. et al., 1984; UDVARDY et al., 1986). Durch ihre Bindung
an bestimmte Sequenzen kann die in der Kernmatrix gebundene Topoisomerase II in ihrer in vivo-
Umgebung spalten. Dies ist um so wichtiger, da gezeigt wurde, daB die Spaltstellen der Topoisomerase II
in vivo von der Chromatinstruktur abhangig sind (SAITOH und LAEMMLI, 1994). Aus dieser Art von
Versuchen ging zusatzlich hervor, daB die in der Kernmatrix lokalisierte Topoisomerase II offensichtlich
die DNA nur an Stellen in unmittelbarer Nahe von MARs schneidet und nicht an jeder Topoisomerase II-
Konsensus-Sequenz (RAZIN et al., 1993; MiassoD et al., 1997).

Der prinzipielle Ansatz der Methode des beschriebenen ,Topoisomerase II mediated loop excision
protocols® (RAzIN et al., 1993) wurde in dieser Arbeit in mehreren Variationen auf die Region des
Histongenclusters tbertragen. Im Histongencluster konnte jedoch keine MAR identifiziert werden. Wenn
auch die GréBe des Histongenclusters mit 300 kb impliziert, daB hier - von einer durchschnittlichen DNA-
Schleifen-GréBe von 50 bis 300 kb ausgehend — eine MAR enthalten sein miiBte, steht dieses Ergebnis
dennoch nicht im Widerspruch zu anderen Veréffentlichungen. So wurden bereits DomanengréBen von

bis zu 660 kb gefunden (MULLENDERS et al., 1983). Zudem mehren sich die Berichte von sog. ,supra loop
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chromatin®, das DNA-Schleifen in einer GréBe von 0,5 bis 1,3 Mb aufweist (KHODAREV et al., 1997).
Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung von BEERE et al. (1995), dal im Rahmen der
Verwendung von Topoisomerase-Hemmern zur Ausldsung von Apoptose in den Zellen transiente DNA-
Fragmente von = 600 kb entstehen, die auf die direkte Aktion der Topoisomerasen an der DNA
zurtickzufihren sind. Dies kénnte einen Hinweis darauf darstellen, daB nur bestimmte Regionen und
eventuell nur bestimmte MARs fiir die Interaktion der Topoisomerasen mit den Inhibitormolekiilen
zuganglich sind oder tatsachlich auch eine gewisse Anzahl von Domanen dieser GréBenordnung existiert.
Fir den Bereich des Haupt-Histokompatibilitats-Komplexes MHC auf Chromosom 6 (in Nachbarschaft des
Histongenclusters) wurde durch Chromosomen-Painting und in situ-Hybridisierung einzelner Genbereiche
gezeigt, daB dort bis zu mehrere Megabasen groBe Chromatinschleifen existieren, die bis an die
Oberflache des Chromosoms reichen (VoLprI et al., 2000). Die GréBe der Schleifen scheint in Beziehung
zur Zahl der aktiven Gene der Region zu stehen (je mehr aktive Gene, desto gréBer und naher am Rand
des Chromosoms in externalen Loops). Damit ist es durchaus mdglich, daB auch der Histongencluster mit
seinen vielen aktiven Genen als sehr groBe DNA-Schleife organisiert ist. Es ist zu erwahnen, daB MARs
auch an Stellen existieren, in denen mit VM-26 keine Spaltungsstellen gefunden werden konnten. Daher
ist die Topoisomerase II nicht direkt an der Anheftung der DNA an die nukledre Matrix beteiligt (GEORGIEV
et al., 1991). Wahrscheinlicher ist, daB es durch die Interaktion der Topoisomerase II mit der DNA zu
einer Modifizierung der sekundaren Struktur der DNA an den MARs kommt, welche die Zuganglichkeit fir
die Nukleasen erhéht (GROMOVA et al., 1995b). Es existiert jedoch auch die Hypothese, daB die Erkennung
von Topoisomerase-Spaltungsstellen nicht nur von der Chromatinorganisation, sondern auch von dem
verwendeten Topoisomerase II-Inhibitor abhdngt und somit mit VM-26 (Teniposid) bzw. dem aus diesem
Grund ebenfalls eingesetzten Etoposid (VP-16) nicht notwendigerweise alle Topoisomerase II-
Spaltungsstellen kartiert werden (BORGNETTO et al., 1996).

Fir den Histongencluster bedeuten die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgestellten Experimente, daB er
vermutlich in einer einzigen, groBen DNA-Schleife lokalisiert ist und somit eine einzige groBe Domédne
darstellt. Wenn davon ausgegangen wird, daB auch die Regulation der enthaltenen Gene hauptséachlich
von der Domanenstruktur beeinfluBt wird, so wiirde dies bedeuten, daB alle enthaltenen Gene
gemeinsam in ihrer Replikation und Transkription reguliert werden, was Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe auch andeuten. Die Regulation der Genexpression ist jedoch viel komplizierter, so daB die
Organisation in Domdnen nur eine Ebene der effektiven Expressionsregulation ganzer Bereiche darstellt.
Dariiber hinaus werden einzelne Gene in der Domdne durch Bindung von Proteinen an die bisher
bekannten cis-Regulationselemente wie Promotoren, Enhancer, Silencer etc. reguliert (PTASHNE, 1988).
Das Fehlen von MARs im Histongencluster kdénnte auch das Fehlen bevorzugter apoptotischer
Schnittstellen im Histongencluster unter der Annahme erklaren, daB wahrend der Apoptose zunachst
bevorzugt an den MARs geschnitten wird (OBERHAMMER et al., 1993b; STANULLA et al., 1997). Uber den
weiteren Abbau der DNA nach der postulierten Spaltung an den MARs ist weder die verantwortliche
Nuklease, noch die Art der Fragmentierung bekannt. Zuféllige Spaltungen innerhalb der DNA-Schleife sind

also genauso maglich, wie Spaltungen an bevorzugten DNA-Sequenzen der MAR-Region.
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In verschiedenen Regionen des Genoms wurden bisher MARs identifiziert und kartiert, so z.B.
Lysozymgen im Huhn (PHI-VAN et al., 1998), das menschliche 3-Globingen (JARMAN und HIGGS, 1988), das
o-Globingen des Huhns (FARACHE et al., 1990), p53 (DePPERT, 1996) und der menschliche
Protamingencluster (KRAMER und KRAWETZ, 1996; Zusammenstellung in BouLikas, 1995). Darunter wurden
die MARs des c-Myc-Amplicons (GROMOVA et al., 1995a), der 28S rRNA (LAGARKOVA et al., 1995), des
Drosophila X-Chromosoms (IAROVAIA, O. et al., 1996) und des a-Globin-Genclusters (RAzZIN et al., 1991)
mit dem , Topoisomerase II mediated loop excision protocol® (RAzIN et al., 1993) entdeckt. Aus diesen
wurde die HPRT-Genregion als Positivkontrolle fiir den Nachweis von MARs ausgewdhlt, da hier die
bendtigten Sonden leicht zuganglich waren und prapariert werden konnten. AuBerdem stellt die HPRT-
Genregion im Gegensatz zu vielen der anderen untersuchten Regionen eine single-copy-Region dar, so
wie auch der Histongencluster in seiner Gesamtheit eine single-copy-Region ist. Dies erleichtert den
Vergleich der Ergebnisse. Da in HL60-Zellen das HPRT-Gen deletiert ist (MONNAT, 1989; MONNAT et al.,
1992a; MONNAT et al., 1992b), wurden die Versuche in K562-Zellen durchgefiihrt, die, wie schon bei
Fakus et al. (1998) beschrieben, einen besonders klaren Nachweis der MARs in dieser Region
ermdglichen sollten. Allerdings existieren von der K562-Zellinie verschiedene Unterlinien, die z.T.
deutliche Unterschiede aufweisen (Witt, O. und Kratzmeier M., unveroffentlichte Beobachtungen). Im
HPRT-Gen konnte ein Spaltungsprodukt und damit eine MAR nachgewiesen werden, allerdings konnte die
von Fajkus et al. (1998) veréffentlichte GréBe nicht reproduziert werden. In den hier durchgefiihrten
Experimenten traten um ca. 210 kb gréBere FragmentgroBen von Ausgangs- und Spaltungsfragment auf.
Dieses kdnnte darauf hinweisen, daB die fiir die indirekte Endmarkierung nétige Restriktionsverdauung
die DNA aufgrund von Methylierung nur partiell verdaute und daher zu groBeren Fragmenten fiihrt.
Fakus et al. (1998) weisen in ihrer Arbeit ebenfalls auf die Mdoglichkeit einer nur partiellen
Restriktionsendonukleolyse durch teilweise Methylierung der DNA hin. Eine Erhéhung der verwendeten
Enzymaktivitat sowie der Inkubationsdauer brachten jedoch keine Unterschiede. Erwahnt werden sollte in
diesem Zusammenhang auch, daB die Abschatzung der GréBe aus der Auftrennung durch
Pulsfeldgelelektrophorese eine Schwankungsbreite von bis zu 10% aufweist (CUTTING et al., 1988).
Weitere Ungenauigkeiten bei der Ermittlung der FragmentgroBen kdnnen durch unterschiedliche DNA-
Mengen in den einzelnen Spuren des Gels verursacht werden, da die DNA-Menge die Laufeigenschaften
beeinfluBt (DOGGETT et al., 1992).

5.5 UNTERSUCHUNGEN ZU R ORTSSPEZIFITAT DER APOPTOTISCHEN DNA-

FRAGMENTIERUNG IN DEN VERSCHIEDENEN BEREICHEN DES GENOMS

Zur Untersuchung der DNA-Fragmentierung in Bezug auf einzelne Bereiche des Genoms wurde
apoptotische DNA mit radioaktiven Sonden aus verschiedenen Regionen des Genoms hybridisiert, um
einen Uberblick tiber ihren Abbau oder ihr Persistieren wahrend der Apoptose zu gewinnen. Als Sonden

fir codierende Regionen wurden Bereiche des Histongenclusters (Sonde 3 und Sonde H4), ein
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Hochschwefel-Keratingen (POWELL et al., 1983) und eine Aktinsonde verwendet, die neben den aktiven
humanen Aktingenen auch deren (iber das Genom verteilte Pseudogene erkennt. Aus dem Bereich des
Heterochromatins wurden Sonden aus dem Zentromer (Sau3A-Repeat-Sonde, het266 und het405) und
dem Telomer (Telomer-Repeat-Sonde) eingesetzt sowie LINE-Elemente (LINE-Sonde) und SINE-Elemente
(Alusonde) als Vertreter von verstreut-repetitiven Sequenzen des Euchromatins.

Die wahrend der Apoptose entstehenden hochmolekularen DNA-Fragmente zeigen eine GréBenordnung
von mehreren Megabasen bis ca. 50 kb. Werden sie mit den beschriebenen radioaktiven Sonden
hybridisiert, so zeigen alle repetitiven Genombereiche ein recht ahnliches Bild: Mit Einsetzen der
hochmolekularen Fragmentierung beginnt auch die Spaltung dieser Genomregionen. Innerhalb der
einzelnen Regionen sind keine Unterschiede im Abbau zu erkennen: Sowohl in Bezug auf das zeitliche
Einsetzen, als auch in Bezug auf die GroBe der entstehenden Fragmente zeigen sie ein einheitliches
Verhalten. Einzig die Bereiche der LINE-Elemente und SINE-Elemente deuten einen geringfligig
verstdarkten Abbau an (auch gezeigt von Meinl, A. et al., unverdffentlichte Ergebnisse, KHODAREV et al.,
2000). Dies wiederum geht konform mit Untersuchungen von VODENICHAROV et al. (1996), die einen
bevorzugten Abbau von verstreut liegenden, repetitiven Fragmenten beobachteten.

Auch andere Autoren berichten vom gleichmaBigen Abbau der DNA sowohl transkriptionell aktiver als
auch inaktiver Gene (WINTER et al., 1998) mit Ausnahme der mitochondrialen DNA, die wahrend der
Apoptose nicht abgebaut wird (MURGIA et al., 1992). Dies kénnte darauf hindeuten, daB tatsdchlich nur
eine einzige DNase am Abbau der DNA beteiligt ist. Die einzig bisher klar identifizierte apoptotische
DNase CAD schneidet die DNA nach Beobachtungen von Shimozaki und Nagata zufallig und zeigt nur eine
leichte Bevorzugung AT-reicher Sequenzen (angedeutet in NAGATA, 2000, Ergebnisse noch
unverdffentlicht). WIDLAK et al. (2000) gehen von einer Konsensus-Spaltsequenz der Form 5-RRR Y[R
YYY-3' aus. Die GleichmaBigkeit der Spaltung der DNA in hochmolekulare Fragmente steht im Gegensatz
zu Untersuchungen von Hendzel et al. (1998). Seine Untersuchungen lassen eine rasche Spaltung des
Euchromatins vermuten, die zugleich mit der Proteolyse der Lamine erfolgt und damit der Umorganisation
der intranukledaren Proteinmatrix Raum gibt. Dadurch kénnte eine passive Kondensation des
Heterochromatins in Form von Aggregation erméglicht werden. Allerdings basierte die Untersuchung in
der zitierten Arbeit nicht auf der Auftrennung und Hybridisierung einzelner Genombereiche, sondern auf
indirekter Immunfluoreszenz acetylierter Histone in apoptotischen Zellen. Acetylierte Histone werden in
transkriptionell kompetenten Chromatinregionen gefunden. Wahrend der Apoptose konnten HENDZEL et
al. (1998) keine acetylierten Histone mehr nachweisen, was jedoch nicht unbedingt auf den Abbau dieser
Bereiche zuriickzufiihren sein muB, sondern durchaus auch die Méglichkeit der Deacetylierung der
Histone bei Apoptose offen laBt. Es kann nicht vollig ausgeschlossen werden, daB zundchst auftretende
Spaltungen im Euchromatin erfolgen, da in der hier vorgelegten Arbeit nur eine punktuelle Untersuchung
aus codierenden Regionen des Genoms durchgefilhrt wurde und nicht die fiir diese Aussage
systematische Untersuchung vieler verschiedener codierender Regionen. Die Ergebnisse der vorgelegten

Arbeit weisen jedoch in Richtung eines gleichmaBigen Abbaus aller untersuchten Genombereiche.
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Auch KRYSTOSEK (1999) beobachtete durch Verwendung eines Einbau-Assays markierter Nukleotide einen
raschen Abbau aktiver Gene aufgrund des Abbaus exponierten Chromatins der perinukleolaren und
peripheren Anteile der Lamina (KRYSTOSEK und Puck, 1990; HAAG, 1994). Es wurde jedoch kein Vergleich
mit dem Abbau anderer Genomregionen wie dem Heterochromatin vorgenommen. Auch andere Autoren
berichten von Hinweisen auf eine zundchst bevorzugte Spaltung des Euchromatins in Fragmente der
GréBe von 2,2 bis 0,68 Mb an den CpG-Inseln bereits wenige Minuten nach Induktion von Apoptose (QI
und SIT, 1998). Dies schlieBen sie aus dem GréBenvergleich der entstehenden apoptotischen Fragmente
mit der Verdauung chromosomaler DNA durch die Restriktionsendonuklease Notl. Von diesem Enzym ist
bekannt, daB es die DNA bevorzugt an den CpG-Inseln und selten auBerhalb schneidet. Inwieweit diese
Spaltungen von der Topoisomerase II verursacht werden, wird nicht erortert, Untersuchungen von
WALKER und SIKORSKA (1997) schlieBen diese Mdglichkeit weitgehend aus.

Inwieweit die erwahnten Spaltungen an den CpG-Inseln in Einklang zu bringen sind mit der These, daB
die apoptotische DNA-Fragmentierung bevorzugt an den Matrixanheftungsstellen stattfindet, wird in
keiner der Arbeiten diskutiert. Wahrend die vermutlich euchromatischen Spaltungen Fragmente im
Megabasen-Bereich (2,2-, 1,6-, 1,1-, 0,68- Mb, CHEN, D.L. et al., 1998) generieren, fiihren die vermuteten
Spaltungen an den Matrixanheftungsregionen zu Fragmenten der GrdBe zwischen 20 und 300 kb
(OBERHAMMER et al., 1993b sowie andere bereits zitierte Autoren). Da jedoch in der vorgelegten Arbeit
keine bevorzugte Entstehung von Fragmenten zwischen 300 und 50 kb beobachtet werden konnte und
zudem neue Berichte die Existenz groBerer DNA-Schleifen nahelegen (VoLpi et al., 2000), kénnen beide
Mdglichkeiten zutreffen. Wahrend die Megabasen-Spaltungen an CpG-Inseln stattfinden, wird bei der
MAR-Hypothese von Spaltungen in AT-reichen Regionen (G-Banden) ausgegangen. CpG-Inseln befinden
sich zu Uber 80% in den hellen, Gen-reichen R-Banden der Chromosomen (CRAIG und BICKMORE, 1994).
Allerdings wird auch von MARs im Lysozym-Gen des Huhns und des Apolipoproteins B des Menschen
(PHI-VAN et al., 1990) berichtet, die mit den Grenzen der DNase I-hypersensitiven (und damit acetylierten
und transkribierten, HENDZEL und DAVIE, 1991) Domanen der R-Banden (iberlappen (DAVIE, 1995). Beide
Ansdtze bekamen einen gemeinsamen Nenner durch die Annahme, daB die DNase I-hypersensitiven
Bereiche die DNA-Schleife als Einheit der Genregulation darstellen und die MARs diese begrenzen.
Wahrend der Apoptose miite dann bevorzugt an den MARs, die mit den CpG-Inseln (berlappen,
geschnitten werden. Inwieweit diese Bereiche jedoch von der/einer der apoptotischen Nuklease(n)
erkannt werden, ist nicht geklart. Hier ist ein EinfluB durch die Zuganglichkeit des Chromatins zu
vermuten. Es konnte von ALLERA et al. (1997) gezeigt werden, daB transkriptionell aktive Bereiche des
Chromatins eine offenere Chromatinstruktur aufweisen, die darauf beruht, daB die Anordnung von
Nukleosomen zu Strukturen hoherer Ordnung durch die Hyperacetylierung der Histone inhibiert wird
(siehe auch Wu, 1997; HENDZEL et al., 1998).

Matrixanheftungsregionen kommen offensichtlich in allen Bereichen des Genoms vor (mit einer gréBeren
Dichte im Heterochromatin, KAs und LAEMMLI, 1992; STRISSEL et al., 1998). Dies wiirde erklaren, weshalb
bei der Beobachtung der DNA-Fragmentierung im Bereich kleiner als 700 kb der Abbau der

unterschiedlichen, untersuchten Genomregionen gleichmaBig vonstatten geht. Eine Unterscheidung
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zwischen Heterochromatin und Euchromatin wdre denkbar aufgrund von Veranderungen der
Zuganglichkeit des Chromatins durch Modifikation z.B. der Histone (insbesondere Acetylierung und
Methylierung), was einen Abbau zu unterschiedlichen Zeitpunkten und FragmentgréBen erlauben kénnte.
Dies wiirde darauf hinweisen, da wahrend der Apoptose verschiedene Nukleasen aktiviert werden, die
eine unterschiedliche Spaltungsspezifitat besitzen. Ebenso gibt es Hinweise dafiir, daB die Existenz einer
zweiten DNase gar nicht nétig ist (vgl. die ,in vitro"™-Fragmentierung in dieser Arbeit und NAGATA, 2000).
Alleine die gezielte Proteolyse struktureller Kernproteine der Kernlamina sowie der Kernmatrix kdnnten
dazu fiihren, daB durch den Abbau der Lamine, Aktine, Topoisomerasen, evtl. Acetylasen und
Deacetylasen, die ebenfalls in der Kernmatrix enthalten sind, das Chromatin zuganglicher fiir den Abbau
durch CAD als einzig bisher bekannte Nuklease wird. Dies wirft die Frage auf, wie es bei einem
gleichmaBigen Abbau des Chromatins in hochmolekulare Fragmente zu spezifischen Spaltungen in
bestimmten Genomregionen, wie dem MLL-Gen oder dem AML-1-Locus (STANULLA et al., 1997) kommt,
die aller Wahrscheinlichkeit nach ebenfalls durch die apoptotische Signalkaskade hervorgerufen werden.
Hier mutmaBen die Autoren, daB dies unter Umstanden nur eine Auswahl von Genbereichen betrifft, die
besonders sensitiv fiir die Spaltung in MAR-Regionen sind und daher bereits als Chromosomen-
Translokationsstellen bekannt sind (wie z.B. c-myc). Welche Einfliisse hierbei eine Rolle spielen, ist nicht

bekannt. Als einer der Hauptfaktoren wird die Zugdnglichkeit des Chromatins vermutet.

Die Analyse der niedermolekularen DNA-Fragmente durch Hybridisierung der isolierten nukleosomalen
DNA-Fragmente mit Sonden aus den verschiedenen Genombereichen ergab im Vergleich zu der
gleichmaBigen Spaltung der hochmolekularen DNA-Fragmente ein in zweifacher Hinsicht
unterschiedliches Fragmentierungsmuster. Zum einen konnten die untersuchten codierenden Bereiche
des Genoms — mit Ausnahme des Aktingens und seiner Pseudogene - in den nukleosomalen Fragmenten
nicht nachgewiesen werden. Warum das Euchromatin und dadurch auch die codierenden Sequenzen —
wie von VODENICHAROV et al. (1996) postuliert — nach der Spaltung in hochmolekulare Fragmente von der
internukleosomalen Spaltung ausgespart sein sollten, ist nicht bekannt. Belegt ist hingegen, daB sich
transkriptionell aktive und inaktive Genombereiche darin unterscheiden, daB sie eine veranderte
Nukleosomenstruktur aufweisen und transient mit der Kernmatrix verbunden sind (zusammengestellt in
DAVIE, 1995). Unter Umstanden ist gerade die erwahnte verdnderte Nukleosomenstruktur verantwortlich
dafiir, daB - wie von VODENICHAROV et al. (1996) postuliert - nur transkriptionell inaktive Genbereiche
wahrend der Apoptose zu Nukleosomen geschnitten werden. Damit kénnten die codierenden Regionen
nach der Spaltung in hochmolekulare Fragmente entweder gar nicht weiter abgebaut werden (dagegen
spricht jedoch, daB keine akkumulierenden Banden in der indirekten Endmarkierung sichtbar sind,
sondern die Banden scheinbar ,verschwinden™) oder ein schneller Abbau durch unspezifische Spaltung
der zundchst entstandenen hochmolekularen Fragmente erfolgt. Aufgrund des engmaschigen Zeitrasters
der durchgefiihrten Versuche kann dies weitgehend ausgeschlossen werden. Allerdings ist hierbei die
Nachweisgrenze von Einzelfragmenten in der Southern-Hybridisierung zu bedenken. Zudem ist gezeigt

worden, daB der Abbau der DNA bevorzugt an der Linker-DNA zwischen den Nukleosomen erfolgt und
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andere Stellen im Nukleosom nicht zuganglich sind (Liu, X. et al., 1999b), was eine ,unspezifische"
Spaltung an dem Nukleosomen-Core-Partikel unwahrscheinlich werden 1aBt. Dariliber hinaus ware der
Nachweis der MLL-bcr-Schnittstelle nicht mdéglich gewesen, wenn das Euchromatin nach anfanglicher
Spaltung sehr rasch weiter fragmentiert wiirde. Hierbei ware auch denkbar, daB die Bereiche dieser
Chromosomen-Translokationsstellen vor Abbau jeglicher Art geschiitzt sein kénnten. Ebenso ware
moglich, daB die DNA der codierenden Regionen zwar in nukleosomale Fragmente abgebaut wird, diese
aber nicht nachweisbar sind, da sie aufgrund ihres single copy-Charakters unter die Nachweisgrenze
fallen. Dies legt die Hybridisierung mit der Aktinsonde nahe, die eine internukleosomale Fragmentierung
zeigt. Allerdings erfaft diese Sonde sowohl die aktiv transkribierten Aktingene als auch die inaktiven
Pseudogene des Aktins. Somit ist nicht auszuschlieBen, daB die hybridisierenden Fragmente aus den
Bereichen der transkriptionell inaktiven Pseudogene stammen.

Auch andere Autoren haben beobachtet, daB es bei der Apoptose insbesondere zu einer Spaltung stark
methylierter, kaum transkribierter DNA in nukleosomale Einheiten kommt (VODENICHAROV et al., 1996).
Dies deutet darauf hin, daB die Methylierung der CpG-Inseln im Heterochromatin dafiir verantwortlich
sein konnte, daB sie von der apoptotischen Nuklease zunachst nicht erkannt werden (DULLEA et al.,
1999). Ferner beobachteten sie durch Sequenzierung der DNA von bei Apoptose entstehenden Mono-
und Dinukleosomen, daB in ihrem System (MEL-Zellen mit Etoposid als Apoptose-Induktor) bevorzugt der
heterochromatische Teil des Genoms (und hier insbesondere die verstreut liegenden repetitiven
Sequenzen) in den nukleosomalen DNA-Fragmenten angereichert ist (VODENICHAROV et al., 1996). Nur
zehn Prozent der DNA apoptotischer MEL-Zellen konnten sie in Form der DNA-Leiter nachweisen. Wenn
diese tatsachlich hauptsachlich aus dem Heterochromatin stammen sollte, bleibt wiederum die Frage
offen, was mit dem Rest der DNA geschieht, ndmlich der DNA des Euchromatins. Zudem konnten in der
vorliegenden Arbeit nukleosomale Fragmente auch aus den verstreut-repetitiven LINE- und SINE-
Elementen nachgewiesen werden. Eine definitive Aussage dariiber, was mit dem Euchromatin nach der
Spaltung in hochmolekulare Fragmente geschieht, ist zum momentanen Zeitpunkt nicht méglich und

bedarf weiterer Erforschung.

Ein zweiter Unterschied in der Spaltung in niedermolekulare Fragmente wahrend der Apoptose konnte in
der vorliegenden Arbeit durch die systematischen Untersuchung der Spaltung in nukleosomale Fragmente
festgestellt werden: Wahrend sich die untersuchten Bereiche des Zentromers ebenso wie die Elemente
der LINE und SINE-Familie in den nukleosomalen Fragmenten wiederfinden, wird die Telomerregion von
der internukleosomalen Spaltung ausgespart. Dies ist eine véllig neue Beobachtung. Bei der Spaltung von
DNA in hochmolekulare Fragmente sind dagegen Fragmente bis zu 50 kb zu sehen. Diese werden
wahrscheinlich aufgrund ihrer GroBe sehr wahrscheinlich von Spaltungen auBerhalb des Telomerbereichs
generiert, namlich in den subtelomeren Regionen und weiter zentromerwdrts gelegenen Bereichen des
Genoms, da die Telomerregion in den untersuchten Zellinien sehr klein ist (2 bis 7 kb, TOMMERUP et al.,
1994). Um zu analysieren, inwieweit die Aussparung des Telomers eine universelle Eigenschaft der

apoptotischen DNA-Fragmentierung ist, wurde dieser Versuchsansatz auf andere Zellinien und andere
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Apoptose-Induktoren (bertragen. Die Aussparung des Telomerbereichs von der internukleosomalen DNA-
Spaltung und damit der gesamten apoptotischen DNA-Spaltung zeigte sich in jedem durchgefiihrten
Ansatz. Um dieses Phanomen eingrenzen zu kénnen, wurde die nukleosomale Organisation des
Telomerbereichs untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB auch der Telomerbereich nukleosomal organisiert
ist. Allerdings sind die durch limitierten Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung generierten nukleosomalen
Wiederholungseinheiten kleiner als die des restlichen Chromatins. Die Lédnge der entstehenden DNA-
Fragmente bewegt sich in einer GréBenordnung von ungefahr 150 bis 170 bp und Vielfachen davon und
ist damit ca. 40 bp kiirzer als die 190 bis 200 bp langen ,normalen® Nukleosomen von HL60-Zellen.
Dieser GroBenunterschied konnte auch in anderen Zellkulturen und Tiergeweben (LEININE et al., 1995)
und sogar in Pflanzen gefunden werden (FAIKUS et al., 1995a; FAIKUS et al., 1995b). TOMMERUP et al.
(1994) gehen von einer ungewdhnlichen Struktur des Chromatins im Telomerbereich kurzer menschlicher
Telomere aus. Dabei ziehen sie sowohl eine nicht nukleosomale Struktur, als auch eine irregulare
nukleosomale Struktur in Betracht. Zudem zeigen die Mononukleosomen der kurzen Telomer-Repeats
(2 bis 7 kb) eine erhdhte Sensitivitat zur Mikrokokkus-Nuklease, die in den anderen nukleosomalen
Fragmenten nicht zu finden ist. Eine Erkldrung dieser Sensitivitdt kdnnte z.B. in der Modifizierung der
Histone in diesem Bereich zu suchen sein; bisher ist dariiber nichts bekannt. Ein mit Telomer-Proteinen
interagierendes Molekiil ist die Tankyrase, die unter anderem auch PARP-Aktivitat besitzt, so daB unter
Umstdnden eine posttranslationale Poly-ADP-Ribosylierung eine der mdglichen Modifikationen der Histone
im Telomerbereich sein kdnnte (SMITH, S. et al., 1998). In Ratten-Telomeren konnten nukleosomale
Arrays ebenfalls mit kleinerer Repeatlange und instabilen Mononukleosomen gefunden werden (157 +
2 bp, MAkAROV et al., 1993). Mindestens 75% des Telomers in Ratten sind demnach nukleosomal
organisiert. Sie zeigen eine kompaktere Struktur als die Nukleosomen des restlichen Chromatins und
enthalten nicht das charakteristische 100 bzw. 200 bp DNase II-Spaltungsintervall (je nach
Kondensationsstatus). BEDOYAN et al. (1996) konnten zeigen, daB jedoch in den Telomer-Nukleosomen
die Core-Histone und das Histon H1 enthalten sind. Sie schlieBen daraus, daB durch die kirzere
Linkerldnge (~ 8 bp) die Histon H1-Bindung an den DNA-Linker weniger fest erfolgt. Damit bleibt eine
gréBere Menge basischer Reste des H1 ungebunden, die unter Umstanden eine engere internukleosomale
Bindung und dadurch die Ausbildung hoéherer nukleosomaler Organisationsstrukturen zwischen
benachbarten Nukleosomen verursachen kdnnten. Die gréBere Ladungsdichte an den Telomeren kdnnte
auch die Bindungskapazitat der Nukleosomen zu anderen basischen Molekiilen verringern bzw. zu sauren
Molekiilen erhéhen. Dann kénnte z.B. auch die Interaktion mit der basischen DNase CAD (ENARI et al.,
1998) oder evtl. vorkommenden anderen basischen DNasen inhibiert sein.

DE LANGE (1992) fand Anheftungsstellen an der Kernmatrix durch die Repeatsequenz TTAGGG selbst.
Nach ihren Untersuchungen sind 80% bis 95% des Telomer-Repeats wahrend der Interphase dauerhaft
nicht kovalent an die Kernmatrix angeheftet — unabhangig vom untersuchten Zelltyp und dessen
Telomerldnge. Diese beobachtete Anheftung an die Kernmatrix kdénnte in Zusammenhang mit der

Ausbildung eines vor Abbau, Ligation und Rekombination schiitzenden Kernproteinkomplexes stehen, der
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in der Evolution stark konserviert geblieben ist (zusammengestellt in BLACKBURN, 1991a, b; ZAKIAN, 1995).
Erstaunlich ist, da die Anheftung der Telomer-Repeats an die Kernmatrix von den bisherigen ,Regeln®
fir MARs abweicht. Wahrend MARs in der Regel AT-reiche Regionen sind und Topoisomerase II-
Bindungsstellen besitzen, erwiesen sich die Anheftungsstellen der Telomer-Repeats als G-reich und
besitzen keine der angenommenen Topoisomerase II-Konsensus-Sequenzen. Untersuchungen der
Topoisomerase II-Spaltung von Telomeren invitro und in vivo zeigten, daB unabhdngig davon
Topoisomerase II-Spaltungen stattfinden kdnnen und zwar alle 6 bp an der Stelle 5'-TTAGG*G-3' (YOON
et al., 1998). Dies ist allerdings stark von der Verwendung eines einzigen Topoisomerase II-Inhibitors
abhangig, dem Etoposid. Kein anderer Inhibitor der Topoisomerase II konnte sonst Spaltungen erzeugen.
Durch die Identifizierung von MARs und Topoisomerase II-Spaltungsstellen miiBte nach der Hypothese,
daB im Verlauf der Apoptose bevorzugt an MARs geschnitten wird, auch im Telomerbereich eine Spaltung
in Fragmente gefunden werden. Da die Telomerregion in HL60-Zellen dariiber hinaus — wenn auch in
abgewandelter Weise - nukleosomal organisiert ist, wére auch hier eine internukleosomale Spaltung zu
erwarten. Daraus ergibt sich die Frage, was diesen Bereich vor dem apoptotischen Abbau in
Oligonukleosomen schiitzt und welche Konsequenzen sich daraus ergeben. Als verantwortliche Nuklease
fur die internukleosomale Spaltung der DNA wahrend der Apoptose wurde die DNase CAD identifiziert
(ENARI et al., 1998). Ihre Aktivitdt erlangt sie nach Proteolyse ihres Inhibitors ICAD durch Caspase 3. Sie
zeigt eine Praferenz fiir Konsensussequenzen der Form 5-RRR Y[R YYY-3' (WIDLAK et al., 2000). Dies
kdonnte bedeuten, daB CAD die DNA im Bereich der aus den Repeats des Hexanukleotids TTAGGG
bestehenden Telomersequenz nicht schneidet. Wie bereits angedeutet, kénnte ebenso auch der Zugang
der DNase zu den Schnittstellen an der Linker-DNA blockiert sein: z.B. durch die viele freie basische
Valenzen des H1-Linkerhistons durch kurze Linker-DNA-Langen und die damit verbundene
elektrostatische AbstoBung eines weiteren basischen Proteins wie CAD, sowie durch eine starkere
Interaktion zwischen benachbarten Nukleosomen, wodurch die Nukleosomen kompaktiert vorliegen
konnten und ein Zugang erschwert ware. Ferner konnten die sehr dicht aufeinander folgenden
Anheftungen an die Kernmatrix (nach DE LANGE, 1992, alle 6 bp) eine wesentliche Rolle bei der
Zuganglichkeit der Telomer-Repeats spielen, zudem gerade diese Interaktion mit dem Schutz der
Chromosomenenden vor ungewolltem Abbau, Ligation und Rekombination in Zusammenhang gebracht
wird. Allerdings ist die Kernmatrix selbst ebenfalls Ziel des apoptotischen Abbaus; zum Zeitpunkt des
Eintritts der internukleosomalen DNA-Fragmentierung ist sie schon gréBtenteils abgebaut. Inwieweit der
Abbau den Bereich der Telomeranheftung an die Kernmatrix betrifft, ist bislang nicht untersucht, so dafB
daraus noch keine Riickschlisse auf eine Beziehung zwischen der Ausbildung des Schutzes der
Chromosomenenden und der Aussparung der Telomerregion von der internukleosomalen Fragmentierung
wahrend der Apoptose gezogen werden kdnnen.

Zur Klarung der Frage, ob die Telomere wahrend der Apoptose evtl. von einer anderen DNase in sehr
kleine Fragmente geschnitten werden, oder ob der Telomerbereich vollstandig ausgespart bleibt, wurde
im Rahmen der Untersuchungen das Chromatin aus apoptotischen Zellen einer limitierten Mikrokokkus-

Nuklease-Spaltung unterzogen. Die Hybridisierung der isolierten DNA mit der Telomer-Repeat-Sonde
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zeigt mit steigender Inkubationszeit ein Auftreten von hybridisierenden Fragmenten in der GroBe von
Nukleosomen. Diese kénnten sowohl von den nicht apoptotischen Zellen des Ansatzes, als auch von den
bei der Fragmentierung ausgesparten Bereichen stammen. Gleichzeitig vermindert sich bei zunehmender
Mikrokokkus-Nuklease-Verdauung der bei der Hybridisierung mit der Telomer-Repeat-Sonde zu
beobachtende Schmier im hdéhermolekularen Bereich. Dies wiederum deutet auf eine Aussparung der
Telomer-DNA bei der Apoptose hin, da sie durch die Mikrokokkus-Nuklease weiter verdaut werden kann.

Insgesamt ist ein Abbau durch eine andere DNase damit als nicht wahrscheinlich anzusehen.

5.6 ENTWICKLUNG EINES MODELLS ZUR DNA-FRAGMENTIERUNG WAHREND

DER APOPTOSE

Seit ihrer Entdeckung ist die Rolle der DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose Gegenstand intensiver
Diskussion. Fiir den Zelltod selbst ist die DNA-Fragmentierung entbehrlich (ELLIS et al., 1991b; UCKER et
al., 1992; SAKAHIRA et al., 1998). Was also ist ihr Sinn und Zweck? Bereits HOWELL und MARTZ (1988)
vertraten die These, daB die DNA-Fragmentierung die Mdglichkeit zur Eliminierung mutierter oder viraler
DNA-Sequenzen reprasentiert und damit der Eliminierung potentiell geféhrlicher DNA dient (WYLLIE, A.,
1998). Leicht vorstellbar ist auch, daB alleine die GroBe der DNA in unverpackter Weise — namlich ca. 2 m
Lange der DNA einer einzelnen Zelle - eine fiir die phagozytierenden Nachbarzellen unmdglich zu
bewadltigende extrazellulare Belastung darstellen konnte (WYLLIE, A., 1998). Da DNA auch als starkes
Autoantigen bekannt ist, kdnnte sie ferner eine Autoimmunantwort hervorrufen (NAGATA, 2000). PEITSCH
und TscHorp (1994) bezeichneten daher die Aktion der Endonukleasen als , Aufraumen von toten Zellen"
— vermutlich um Phagozytose durch Nachbarzellen zu erleichtern und/oder die Transformation von
intakter DNA aus toten Zellen in die Nachbarzellen zu vermeiden. Dies |aBt die ,Zerkleinerung der DNA"
apoptotischer Zellen durchaus sinnvoll erscheinen. Die Spaltung sowohl des komplexen eukaryotischen
Genoms, als auch der meist ebenfalls relativ komplexen viralen Genome, die ebenfalls von Makrophagen
aufgenommen werden, in geeignete Fragmente ist durch sequenzspezifische Endonukleasen (wie bei den
bakteriellen Restriktionsendonukleasen) kaum bewadltigbar. Daher ist die Existenz eines fiir den ProzeB
der Apoptose spezifischen Fragmentierungssystems sinnvoll. Genau dieses scheint das CAD/ICAD-System
darzustellen. Wie die hier vorgelegten Untersuchungen zusammen mit den zitierten Untersuchungen
zeigen, ist fir den Abbau des Chromatins tatsdchlich nicht die DNA-Sequenz, sondern die
Chromatinstruktur und damit die Zuganglichkeit einzelner Bereiche entscheidend (siehe auch
Untersuchungen von MOORE et al., 1993 zur Unterscheidung zwischen primarer DNA-Sequenz und
sekundarer DNA-Struktur durch Endonukleasen).

Die Chromatinstruktur wird gebildet durch die Interaktion der DNA mit Proteinen: mit den Core-Histonen
zur Bildung von Nukleosomen, mit dem Histon H1 zur Bildung héherer nukleosomaler Strukturen, mit den
vielfaltigen Proteinen der Kernmatrix Uiber die Anheftung an MAR-Elemente zur Bildung von DNA-
Schleifen und mit vielen anderen strukturellen und funktionellen Proteinen zur Bildung des

funktionsfahigen Zellkerns. Da sowohl Protease-Aktivitdten als auch Nuklease-Aktivitaten fir die DNA-
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Fragmentierung in intakten Zellen erforderlich sind, ist daraus zu schlieBen, daf die Proteolyse
Chromatin-assoziierter Polypeptide Nuklease-hypersensitive Stellen analog zu den transkriptionell aktiven
Chromatinregionen zuganglich machen kdnnte (ZHIvoTovsky et al., 1994b und dort zitierte Referenzen).
Die vorliegende Arbeit kommt— bestdtigt durch die Hypothese anderer Autoren (insbesondere NAGATA,
2000) - zu dem SchluB, daB keine Regionen des Genoms bevorzugt gespalten werden, sondern die
einzelnen Bereiche des Chromatins unabhdngig von der Wichtigkeit verschiedener Gene oder
Genombereiche mehr oder weniger homogen abgebaut werden.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Ergebnisse lassen sich mit den bereits zitierten
Untersuchungen zu folgendem Modellsystem zusammenfassen: Zunachst kommt es nach Induktion der
Apoptose und Aktivierung der Caspase-Kaskade zum Abbau der Kernlamina, die vermutlich zur
Kondensation des Chromatins fiihrt bzw. neben anderen Caspase-abhdngigen (z.B. Acinus) und
unabhdngigen Molekilen (z.B. AIF) zu der Kondensation des Chromatins beitrégt. Dies kdnnte die
beobachteten Spaltungen im Abstand von Megabasen an den CpG-Inseln innerhalb weniger Minuten
ermdglichen. Durch welche Mechanismen diese entstehen, ist nicht bekannt. Die Kondensation des
Chromatins geht zudem mit einer deutlichen Dephosphorylierung der drei verschiedenen H1-Subtypen in
HL60-Zellen einher (KRATZMEIER et al., 2000). Dadurch kdnnte es zu einer weiteren Auffaltung des
Chromatins und der Freisetzung von spaltungsférdernden Ionen (wie Magnesiumionen) kommen, die fir
die spatere CAD-Aktivitat erforderlich sind. Danach gehen bereits der Abbau der verschiedenen Proteine
(PARP, DNA-PK, Fodrin, Aktin, Topoisomerasen etc.) und die weitere DNA-Fragmentierung Hand in Hand.
Durch die Spaltung an den MARs und ahnlich zugdnglichen Chromatinbereichen kénnten Fragmente in
DomanengroBe entstehen. An ihnen verlduft der Abbau weitgehend homogen mit einer leichten
Bevorzugung der LINE- und SINE-Elemente. Im AnschluB daran folgt der Abbau des Heterochromatins bis
zu Oligonukleosomen. Fir den Verbleib der DNA-Fragmente aus codierenden Regionen gibt es bisher
keine Erklarung. Denkbar ware, daB eine veranderte Nukleosomenstruktur der aktiv transkribierten
Bereiche den Abbau zu Nukleosomen verhindert. Bei der apoptotischen Spaltung des Heterochromatins
wird der Telomerbereich aufgrund von Unzuganglichkeit oder Unspaltbarkeit durch CAD ausgespart.

Fir dieses Modell wédre die Existenz von CAD als der einzigen an der Entstehung der hoch- und
niedermolekularen Fragmente (ab einer GréBe von etwa 700 kb) beteiligten Nuklease den Ergebnissen
dieser Arbeit zufolge ausreichend. Bei diesen Uberlegungen sollte bedacht werden, daB die Ergebnisse
der hier vorgelegten Arbeit (sowie zahlreicher anderer hier zitierter) auf Versuchen in Zellkultur beruhen.
Im Gewebe werden entstehende apoptotische Zellen schon in einem frihen Stadium - vor
Sichtbarwerden der morphologischen Verdanderungen und der DNA-Fragmentierung (DURRIEU et al., 1998)
- phagozytiert. Das bedeutet, daB alle weiteren Schritte der Apoptose innerhalb der Phagozyten ablaufen
und es damit denkbar ist, daB diese zumindest zu einem spateren Zeitpunkt der Apoptose-Kaskade am

Abbau der Zellkérperchen und der DNA beteiligt sein kdnnten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Zur Untersuchung der Apoptose-bedingten Fragmentierung des Chromatins wurden verschiedene
Zellinien, Induktoren mit Wirkung auf die verschiedenen Apoptose-Signalwege, die Anreicherung von
apoptotischen Zellen durch magnetische Separation, die Induktion der Apoptose auf verschiedenen
Stufen des Signalwegs, ,in vitro™Assays mit isolierten Kernen sowie die vorherige Synchronisierung der
Zellen in Kombination mit einem Zellzyklus-Phasen-spezifischen Apoptose-Induktor getestet, etabliert und
optimiert. Besonders wirkungsvoll erwies sich die Verwendung synchronisierter HL60-Zellen in
Verbindung mit dem S-Phase-spezifischen Topoisomerase I-Hemmer Topotecan und die Untersuchungen
im in vitro™System mit isolierten Kernen und rekombinant exprimierter Caspase 3. Beide Ansidtze
induzieren Apoptose in hoher Rate und sehr synchron, so daB hier die Untersuchungen auf Basis der
Kinetik der apoptotischen DNA-Fragmentierung fortgefiihrt werden konnten. Dadurch war eine
Eingrenzung der initialen Phase der apoptotischen DNA-Spaltung in hochmolekulare Fragmente mdglich.
Dies war Vorbedingung fiir die Suche nach bevorzugten apoptotischen Schnittstellen.

Im Histongencluster als Modellregion ist keine bevorzugte apoptotische Schnittstelle enthalten. Im
Kontrollexperiment am MLL-Gen konnte dagegen mit der gleichen Methodik eine bereits verdffentlichte
bevorzugte Schnittstelle wdhrend der Apoptose nachgewiesen werden. Wie aus den vorgelegten
Untersuchungen hervorging, ist dieser Nachweis nur in bestimmten Zellinien (insbesondere CEM-Zellen,
nicht jedoch HL60-Zellen) mdglich. Im Verlauf der Apoptose konnte zwar keine spezifische Spaltstelle,
jedoch ein homogener Abbau des Histongenclusters beobachtet werden. Der Vergleich mit zwei weiteren
codierenden Regionen zeigte, daB auch hier der Abbau nicht {ber bevorzugte apoptotische
Schnittpunkte, sondern homogen erfolgte. Daher ist davon auszugehen, daB die bevorzugte apoptotische
Schnittstelle im MLL-Gen einen Sonderfall darstellt, wahrend normalerweise der Abbau der DNA wahrend
der Apoptose zuféllig erfolgt. Im Histongencluster konnten zudem keine Matrixanheftungsregionen
gefunden werden, wie sie im MLL-Gen nachgewiesen wurden. Dies bedeutet, daB der gesamte 300 kb
groBe Histongencluster innerhalb einer einzigen DNA-Schleife und damit einer einzigen Domane lokalisiert
ist. Dies wiirde eine gemeinsame Regulation des gesamten Bereichs nahelegen.

Die Kinetik und die Ortsspezifitat der apoptotischen DNA-Fragmentierung in den verschiedenen Regionen
des Genoms zeigt, daB das Genom sehr homogen fragmentiert wird. Die DNA-Spaltung in
hochmolekulare Fragmente erzeugt nicht nur die in der Literatur beschriebenen 300 bis 50 kb groBen
Fragmente, sondern auch Fragmente in MegabasengrdBe. Im ,in vitro™Ansatz mit isolierten Kernen
entstehen dagegen nur Fragmente der GréBenordnung 500 bis 50 kb. Daher kénnten die DNA-Fragmente
in MegabasengroBe in Zusammenhang mit der passiven Kondensation des Kerns bei Verédnderungen der
Kerngestalt stehen. Aus den kinetischen Untersuchungen ging hervor, daB die hochmolekularen DNA-
Fragmente vor den niedermolekularen DNA-Fragmenten entstehen. Die ,in vitro™ Fragmentierung in
isolierten Kernen zeigt zudem, daB die beiden GréBenordnungen an DNA-Fragmenten nicht unabhangig
voneinander generiert werden, sondern die niedermolekularen Fragmente aus den hochmolekularen

Fragmenten entstehen. Die Spaltungsmuster der einzelnen Genomregionen fihrten zu dem SchluB, daB
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Bereiche nicht codierender DNA grundsatzlich nicht schneller abgebaut werden als die codierenden
Regionen — eine leichte Bevorzugung zeigen die LINE- und SINE-Elemente. In den entstehenden
Oligonukleosomen ist kein Nachweis codierender DNA mdglich, was auf eine Aussparung dieser Bereiche
von der internukleosomalen Spaltung hinweisen kénnte. Vollig ausgespart von der DNA-Fragmentierung
wird die Telomerregion, obwohl auch sie — wie in dieser Arbeit fiir HL60-Zellen gezeigt — nukleosomal
organisiert ist. Allerdings weist die DNA ihrer Nukleosomen eine kleinere GroBe als die normalerweise
beobachteten knapp 200 bp auf. Die beobachtete Aussparung der Telomerregion kdnnte auf das Fehlen
von Erkennungssequenzen der apoptotischen DNase CAD oder auf Wechselwirkungen zwischen den
Telomer-Nukleosomen und der DNase zuriickzufiihren sein. Dies kénnte darauf hinweisen, daB in dem
untersuchten System die alleinige Aktivitat von CAD als DNase ausreicht, um die Entstehung der
apoptotischen DNA-Fragmente zu erklaren. Die gleichmaBige Fragmentierung der DNA wahrend der
Apoptose weist daraufhin, daB einzig die Struktur und Zuganglichkeit des Chromatins, nicht jedoch die
Sequenz der unterschiedlichen DNA-Bereiche eine Rolle bei der apoptotischen DNA-Fragmentierung

spielt.
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