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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Kontrolle der Replikation der DNA ist einer der wichtigsten Vorgange fur die
gleiche Verteilung aller Determinanten auf die zwei Tochterzellen. Die Initiation
der Replikation wird durch einen aus sechs Untereinheiten bestehenden
Proteinkomplex, den Origin Recognition Complex (ORC), bewerkstelligt. Dieser
in allen Eukaryoten hochkonservierte Komplex erkennt die origins of replication
und rekrutiert zusatzlich Initiationsfaktoren, wie Cdc6 oder minichromosome
maintenance-Komplex-Proteine, an die DNA.

Studien zeigen, dass die Depletion von ORC-Proteinen zu DNA- und
Replikations-Defekten fuhrt.

Zudem wurde immer wieder Uber zusatzliche Funktionen der ORC-Proteine im
Zentrosomenzyklus spekuliert, da sowohl zentrosomale Lokalisationen als auch
zentrosomale Co-Aufreinigungen fir einige ORC-Proteine gezeigt werden
konnten. Auch gab es Hinweise, dass ORC-Proteinabbau zu Zentrosomen-
Aberrationen fuhrt. Das Auftreten von Abweichungen in der Zentrosomenanzahl
oder -struktur sind auch typische Ereignisse in Tumoren. Lange war unklar, ob
diese als Ursache oder Folge der Krebsentstehung betrachtet werden mussen.
Mittlerweile konnten jedoch Zentrosomenanomalien als Kausalitat der
Krebsentstehung gezeigt werden. Um komplexe Zusammenhange bei der
Krebsentstehung zu verstehen, ist es wichtig weitere Regulatoren der eng
gekoppelten Zyklen der Zell- und Zentrosomenteilung zu identifizieren.

In RNAi-Versuchen in Drosophila SL2-Zellen sollte in dieser Arbeit der Einfluss
der ORC-Proteine auf den Zellzyklus, die Zentrosomenstruktur und die
Mikrotubuliorganisation untersucht werden. Dabei konnten signifikante Effekte
fur einzelne ORC-Untereinheiten, nicht nur auf die DNA, sondern auch auf die
Anzahl und Struktur von Zentrosomen gezeigt werden.

Um biochemische Zusammenhange aufzuklaren, wurde eine Charakterisierung
der latheo(lat)/Orc3-Untereinheit  mittels ~ Tandem-Affinitats-Aufreinigung
durchgefuhrt, wodurch y-Tubulin als Interaktionspartner von lat/Orc3 identifiziert
wurde. Diese Interaktion ist im Einklang mit einer Co-Lokalisation von lat/Orc3
und y-Tubulin am Zentrosom, die mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

bestatigt wurde.



Zusammenfassung

Diese Ergebnisse lassen auf eine Rolle der ORC-Proteine nicht nur fur die DNA-

Replikation, sondern auch fur den Zentrosomenzyklus schlie3en.
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1.1. Die Replikation der DNA in Eukaryoten

Fir den korrekten Ablauf einer Zellteilung ist es zunachst notwendig, dass die in
der Zelle vorhandene Desoxyribonukleinsaure (DNA) verdoppelt wird.
Anschlie®end wird wahrend der Mitose jeweils eine vollstandige Kopie der DNA
auf eine der beiden entstehenden Tochterzellen verteilt und es entstehen somit
zwei identische Zellen.

Der Prozess der eukaryotischen Replikation wurde schon in den 70er Jahren mit
Stimulationsfaktoren der DNA-Synthese in Verbindung gebracht (Thompson et
al., 1968). Heute weil3 man, dass der Origin Recognition Complex (ORC) als
Initiator der DNA-Replikation agiert.

Die Replikation der DNA ist semikonservativ. Das heil3t, dass jeder der beiden
Einzelstrange der DNA als Matrize fur die Neusynthese dient (Meselson, Stahl,
1958).

Die Replikation der DNA beginnt mit der Erkennung der origins of replication (ori)
durch ORC. Zudem werden Initiationsfaktoren, wie z.B. MCM (minichromosome
maintenance)-Proteine, rekrutiert, die fur den Beginn der Replikation notwendig
sind. Die Replikation startet mit der Entwindung der doppelstrangigen DNA durch
die Helikase-Funktion des MCM-Komplexes. Es entsteht eine Replikationsgabel.
Die entstehenden DNA-Einzelstrange werden von SSB-Proteinen (single-strand-
binding-proteins) gebunden und so vor dem Abbau geschutzt. Nun kdnnen sich
Primase an die beiden entstehenden Einzelstrange lagern, welche kurze
Ribonukleinsaure(RNA)-Primer synthetisieren. Diese werden dann von einer
DNA-Polymerase in 5 >3'-Richtung, um die dem Matrizenstrang
komplementaren Basen, verlangert. Da die DNA-Synthese in beide Richtungen
der Replikationsgabel verlauft, die DNA-Polymerase jedoch nur in eine Richtung
arbeitet, kann auf dem Folgestrang keine kontinuierliche DNA-Synthese
stattfinden. Es kénnen immer nur kurze DNA-Abschnitte synthetisiert werden,
weshalb sich immer wieder neue Primer, die als Startpunkt fur die Polymerase
dienen, an die DNA anlagern mussen. Dadurch entstehen die so genannten
Okazaki-Fragmente (Okazaki et al., 1968). Da die Replikationsgabel auf der

DNA wandert, kommt es zu Verdrillungen der DNA-Strange. Diese werden durch

1
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Topoisomerasen entspannt, indem diese die DNA schneiden, die DNA entspannt
und anschliel3end wieder verknupft wird.

Die RNA-Primer werden durch RNasen abgebaut und von einer DNA-
Polymerase mit den entsprechenden Nukleotiden ersetzt. Zudem werden die
Licken zwischen den Nukleotiden durch Ligasen verknupft.

Die Termination der Replikation in Eukaryoten stellt ein Problem dar. An den
Enden der Chromosomen, den Telomeren, kann der letzte RNA-Primer nicht
ersetzt werden, da keine freies 3'-OH-Ende vorhanden ist, an das die
Polymerase anknipfen kann. Dadurch geht bei jeder Replikation ein Stlck der
DNA verloren. Damit dies nicht zum Informationsverlust fihrt, sind die Telomere
aus langen Folgen einfacher Sequenzwiederholungen aufgebaut (Moyzis et al.,
1988 und Greider et al., 1989). Die Lange der Telomere wird durch ein Enzym
namens Telomerase aufrechterhalten. Diese kann durch ihre Reverse-
Transkriptase-Funktion neue Nukleotide an das 3'-OH-Ende des Telomers

heften.

1.2. Der Origin Recognition Complex

ORC ist ein Proteinkomplex, der aus den sechs Untereinheiten Orc1-6 besteht.
Dieser Komplex wurde erstmals von Bell et al. (1992) als primares
Erkennungsprotein von oris in S. cerevisiae beschrieben.

Es ist bekannt, dass Chromosomen ihre Fahigkeit zur Replikation verlieren,
sobald dies einmal im Zellzyklus geschehen ist und erst wieder replizieren
konnen, wenn die Mitose einmal vollstandig durchlaufen ist (Rao et al., 1970).
Die Kompetenz eukaryotischer Chromosomen zur Replikation geht von einem
Protein-Komplex, dem pra-Replikativem Komplex (pre-RC) aus (Bell et al.,
2002). Dieser Komplex besteht aus ORC sowie weiteren Proteinen, wie Cdc6,
Cdt1 und Proteinen des MCM. Der Zusammenbau des pre-RC (Abbildung 1)
erfolgt in einer Zellzyklusphase, in der Cyklin-abhangige Kinasen (CDKs)
herunterreguliert sind. Dies ist in eukaryotischen Zellen in der Regel in der Gs-

Phase (first gap).
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Abbildung 1: Zusammenbau des pra-replikativen Komplexes in Eukaryoten
(Stillman, 2004)

Zunachst werden die oris von ORC erkannt. Der Prozess der ori-Erkennung und
-Bindung durch ORC ist hoch konserviert von Hefe bis zu den hdheren
Eukaryoten. Jedoch konnte man bis heute keine einheitliche Konsensus-
Sequenz zwischen den oris finden, die die Konservierung auf molekularer Ebene
erklaren wurde.

ORC bindet in Abhangigkeit von ATP (Adenosintriphosphat) an die oris und
rekrutiert nun Cdc6, welches direkt an ORC bindet (Mizushima et al. 2000). Uber
ein weiteres Protein, Cdt1, werden anschlieRend die MCM-Proteine zum ori
gebracht. Der MCM-Komplex agiert wahrend der Replikation mit hoher
Wahrscheinlichkeit als Helikase (Moyer et al., 2006). Ist der MCM-Komplex
geladen, so ist der pre-RC komplett und die oris sind bereit fir die DNA-

Replikation.
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Ist die Replikation erst einmal initiiert, kann die DNA in diesem Zellzyklus nicht
noch einmal repliziert werden. Dies geschient zum einen dadurch, dass
Komponenten des pre-RC abgebaut werden oder sich vom Komplex I6sen. Zum
anderen verhindert das Vorhandensein von CDKs in der Synthese-Phase (S-
Phase) einen erneuten Zusammenbau des pre-RC. Somit ist die einmalige
Replikation der DNA pro Zellzyklus gesichert.

Die Rolle von ORC fur die Replikation der DNA konnte mehrfach gezeigt werden.
Zudem zeigen Mutanten bestimmter ORC-Untereinheiten nicht nur Defekte auf
chromosomaler Ebene. So konnten fur Orc2- und Orc5-Mutanten in Drosophila-
Zellen Phanotypen mit defekter Metaphase mit kleinen kurzen Chromosomen
gezeigt werden, die sich nicht mehr in der Metaphaseplatte anordnen konnten
(Pflumm et al. 2001). Aulderdem konnte zum Beispiel Orc2 in humanen Zellen
am Zentrosom und den Zentromeren lokalisiert werden (Prasanth et al., 2004).
Bisher war es jedoch unklar, ob die gezeigten mitotischen Defekte von ORC-
Mutationen eine direkte Folge von Auswirkungen auf den Zell- bzw.
Zentrosomenzyklus sind, oder nur ein indirektes Ergebnis der Rolle von ORC in

der Replikation darstellen.

1.3. Mitose und Zellzyklusregulation

Der Zyklus einer eukaryotischen Zelle beginnt mit der G-Phase, in der die Zelle
wachst und RNAs und Proteine synthetisiert werden, die flr die Replikation der
DNA notwendig sind. AnschlielRend durchlaufen die Zellen die S-Phase, in der
die DNA repliziert wird. Es folgt die G,-Phase (second gap), an die sich die
Mitose (M-Phase) anschliet. Die Mitose ist wiederum in vier Phasen unterteilt.
In der Interphase, die den Zeitraum zwischen zwei Mitosen darstellt, ist die
Kernmembran geschlossen, die Chromosomen sind dekondensiert und
Mikrotubuli bilden ein auf einen einzelnen Punkt, das Zentrosom, fokussiertes
Filamentsystem. Wahrend der Prophase, der ersten Phase der Mitose, 0st sich
die Kernmembran auf, die Chromosomen beginnen sich zu kondensieren und
die Mikrotubuli-organisierenden Zentren (MTOCs) beginnen mit dem Aufbau der

mitotischen Spindel. Wahrend der anschlieBenden Metaphase ordnen sich die
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nun stark kondensierten Chromosomen in der Metaphaseplatte an und die
Kinetochore der Schwesterchromatiden eines Chromosoms verbinden sich mit
Mikrotubuli von gegenuberliegenden Spindelpolen. In der Anaphase trennen sich
die Schwesterchromatiden und wandern zu den Spindelpolen. Dies wird zum
einen durch Motorproteine entlang der Spindel und zum anderen durch die
Elongation der Spindel bewerkstelligt. In der Telophase beginnen die nun an den
beiden Zellpolen befindlichen Chromosomen sich zu dekondensieren, die
Kernmembran bildet sich neu und die Spindel 16st sich auf. Wahrend der sich an
die Mitose anschliellenden Cytokinese schnurt sich die Mutterzelle ein und es
entstehen zwei identische Tochterzellen.

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt groRtenteils durch CDKs (Abbildung 2).
Deren Aktivitdt schwankt mit dem Zellzyklus und flhrt zur zyklischen Anderung
der Phosphorylierung von intrazellularen Proteinen. Diese regulieren wiederum
die Ablaufe, wie z.B. Replikation, Mitose oder Zellteilung. Dieses System konnte

fruh in Hefe (Nasmyth, 1996) und Seeigel (Evans et al., 1983) gezeigt werden.

Abbildung 2: Die Zellzyklus-Phasen und ihre Regulation
(Vermeulen et al., 2003)
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Die CDKs werden wiederum z.B. durch Cykline reguliert, deren Level im
Zellzyklus schwanken. Die CDKs sind nur in Anwesenheit von Cyklinen aktiv, da
beide einen Komplex bilden. Sind keine Cykline vorhanden, ist die Kinase
inaktiv.
Es gibt vier Klassen von Cyklinen, die in den jeweiligen Phasen des Zellzyklus
aktiv sind (Lodish et al., 2008):
a) G4-Cykline, wie Cyklin D, binden Cdk4 oder Cdk6 und helfen beim
Durchgang
durch den Restriktionspunkt.
b) G4/S-Cykline, wie Cyklin E binden Cdk2 am Ende der Gi-Phase und leiten
die Zelle in die Replikation Uber.
c) S-Cykline, wie Cyklin A, binden Cdk2 wahrend der S-Phase und sind fur die
Initiation der DNA-Replikation verantwortlich.
d) M-Cykline, wie Cyklin B, binden Cdk1 und beglnstigen die mitotischen
Vorgange.
Wenn wahrend des Zellzyklus Defekte auftreten, konnen die Zellen an

verschiedenen Punkten des Zyklus, den Checkpoints, angehalten werden.

1.4. Checkpoint-Kontroll-Mechanismen

1.4.1. Der DNA-Replikations-Checkpoint

Der DNA-Replikations-Checkpoint verhindert den Eintritt der Zelle in die Mitose
bevor nicht die gesamte DNA repliziert ist. Somit konnen Zellen mit
unvollstandigen Chromosomensatzen verhindert werden. Ist die Replikation
noch nicht abgeschlossen werden Signale an das Zellzyklus-Kontroll-System
gesandt, die die Aktivierung der M-Cdks verhindern. Der Signaltransduktionsweg
des DNA-Replikations-Checkpoint ist konserviert und beginnt mit PIKKs
(Phosphoinositid-3-Kinasen-ahnliche Kinasen), wie ATR in Saugern und Mec1 in
S. cerevisiae. Diese aktivieren Checkpoint-Kinasen (CHKs), wie Chk1 und Chk2
in Saugern und Rad53 in S. cerevisiae, welche wiederum die M-Cdks durch

Phosphorylierung inhibieren (de Bruin et al., 2008).
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1.4.2. Der Spindle-Assembly-Checkpoint

Ein weiterer Checkpoint reguliert den Anaphase-Promoting-Complex (APC). Dies
ist eine Ubiquitin-Ligase, die den Anstol3 flr die Trennung der Schwester-
Chromatiden zu Beginn der Anaphase gibt. Dabei wird Securin, welches zuvor
an die Protease Separase bindet, am Ende der Metaphase vom APC abgebaut
und somit die Separase freigesetzt. Diese kann nun wiederum Untereinheiten
des Cohesin-Komplexes abbauen, der die beiden Schwester-Chromatiden
zusammenhalt. Fur die APC-Aktivitat ist das Protein Cdc20 notwendig, dessen
Regulation jedoch nicht vollstandig geklart ist. Der Spindle-Assembly-Checkpoint
kontrolliert, ob alle Chromosomen an die mitotische Spindel gebunden sind,
bevor die Trennung der Schwester-Chromatiden einsetzt. Ist ein Chromosom mit
seinem Kinetochor nicht richtig an die Spindel gebunden, wird das Protein Mad2
aktiviert und ins Cytoplasma entlassen (Shah et al., 2000). Dort inhibiert es den
zuvor beschriebenen Cdc20-APC und verhindert somit die Schwester-

Chromatid-Segregation.

1.4.3. Der Spindle-Position-Checkpoint

Der Ubergang von der Mitose zur Zellteilung erfolgt hauptséchlich durch die
Ubiquitin-abhangige  Proteolyse der M-Cykline. Beim Spindle-Position-
Checkpoint wird die Positionierung der Chromosomen an den beiden Zellpolen
durch einen komplexen Signalweg kontrolliert. Sind die Chromosomen korrekt
positioniert, wird die Cdc14-Phosphatase aktiviert, was zur Dephosphorylierung
der zahlreichen Proteine, wie z.B. Cdk1 und Clb-Kinasen, fuhrt, die fur den
Eintritt in die Mitose verantwortlich waren und somit zum Austritt aus der Mitose
(Visintin et al., 1998).

1.4.4. Die DNA-Damage-Checkpoints

Fir die Zelle ist es auRerdem wichtig, Schaden an den Chromosomen zu

beheben, bevor diese dupliziert oder getrennt werden. Daflir sind die DNA-
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Damage-Checkpoints zustandig. Meist existiert ein Checkpoint in der spaten G-
Phase und ein weiterer in der spaten G,-Phase. Der G,-Checkpoint blockiert die
Aktivierung der M-Cdk und damit den Eintritt in die Mitose. Der G4-Checkpoint
blockiert die Aktivierung der G¢/S-Cdk und S-Cdk-Komplexe. Ist die DNA
repariert, wird die Inhibierung der jeweiligen Cdk-Komplexe aufgehoben und der
Zellzyklus kann fortfahren (Zhou et al., 2000)

1.5. Das Zentrosom und die Spindel

Das Zentrosom bildet das primare Mikrotubuli-organisierende Zentrum in
tierischen Zellen und reguliert die Nukleation und Organisation der Mikrotubuli
(Bettencourt-Dias et al., 2007). Es besteht aus zwei Zentriolen, die von
perizentriolarem Material (PCM) umgeben sind.

Mikrotubuli, die am Zentrosom nukleiert werden, bestehen aus af-Tubulin-
Heterodimeren, welche sich helikal anordnen. Sie bilden zum einen das
Zytoskelett und sind somit wichtig fur die Stabilisierung und Formgebung einer
Zelle. Zudem bilden sie wahrend des Zellzyklus die mitotische Spindel, die fur
die Trennung der Schwester-Chromatiden verantwortlich ist.

Die mitotische Spindel ist bipolar, wobei die Spindelpole in der Regel von den
Zentrosomen gebildet werden. Die Mikrotubuli der Spindel lassen sich in drei
Kategorien einteilen. Zur ersten Kategorie gehoren Mikrotubuli, die sich im Laufe
der Metaphase mit den Kinetochoren der Chromosomen verbinden. In der
Anaphase werden diese Mikrotubuli durch Kinesin-13 an beiden Enden
depolymerisiert, wodurch sie sich verkirzen (Rogers et al., 2004). Somit werden
die Chromosomen zu den Zellpolen gezogen. Die zweite Kategorie bilden
Mikrotubuli, die von beiden Spindelpolen aus in Richtung des anderen Pols
reichen und untereinander in einer antiparallelen Weise interagieren. Wahrend
der Anaphase werden diese uberlappenden Mikrotubuli durch Kinesin-5-
Motorproteine auseinander getrieben (Miyamoto et al., 2004). Zudem elongieren
diese Mikrotubuli wahrend der Anaphase. Die dritte Kategorie sind die

Astralmikrotubuli, die vom Spindelpol zum Zellkortex reichen. Diese orientieren



1. Einleitung

die Spindel zur Zellteilungsachse. Das Motorprotein Dynein zieht an den
Astralmikrotubuli und hilft die Spindelpole zu trennen (Busson et al., 1998).

Ist die Trennung der Chromosomen abgeschlossen, 16st sich die mitotische
Spindel wieder auf und das Zytoskelett bildet sich neu aus.

Das Zentrosom, dass die Mikrotubuli nukleiert, ist auch eng mit dem Zellzyklus
gekoppelt. Die Phasen des Zentrosomenzyklus konnten
elektronenmikroskopisch analysiert werden (Robbins et al., 1968). Am Ubergang
von der Mitose zur Gi-Phase trennen sich zunachst die beiden orthogonal
angeordneten Zentriolen. AnschlieBend wird am Ubergang von der G;- zur S-
Phase an jeder der beiden Zentriolen eine Prozentriole nukleiert. Diese
verlangert sich bis zum Ende der Gy-Phase zur ausgereiften Tochterzentriole
und schlieBlich trennen sich die Zentrosomen beim Eintritt in die Mitose. Es
konnte zudem durch den Einbau von markiertem Tubulin gezeigt werden, dass
die Entstehung der Tochterzentriolen konservativ ist (Kochanski et al., 1990).
Mikrotubuli konnen Tripletts bilden, die wiederum einen weiteren wichtigen
Bestandteil des Zentrosoms formen: die Zentriolen.

Diese bestehen jeweils aus neun Mikrotubuli-Tripletts, sind ca. 0,5um lang und
haben einen Durchmesser von ca. 0,2um (Paintrand et al., 1992). Beide sind
Uber spezielle Fasern innerhalb der Zentriole miteinander verbunden. Die
Mutterzentriole hat distale und subdistale Anhange, die zum einen an
cytoplasmatische Mikrotubuli binden und zum anderen die Zentriolen an die
Zellmembran binden kénnen. Dort fungieren sie dann als Basalkorper, welche

Zilien oder Flagellen generieren konnen.
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Abbildung 3: Struktur des Zentrosoms

grun: Mikrotubuli; pink: perizentriolares Material;

Mutterzentriole mit distalen und subdistalen Anhangen (grau und grin),
Tochterzelle ohne Anhange

(Doxsey, 2001)

In Abbildung 3 ist die Struktur des Zentrosoms gezeigt. Man sieht die beiden
Zentriolen, die senkrecht zueinander angeordnet und Uber Fasern verbunden
sind. Die Zentriolen werden vom PCM umgeben, das fur die Mikrotubuli-
Nukleation verantwortlich ist.

Das PCM ist eine Proteinmatrix, die u.a. Komponenten der Pericentrin-Familie
und der AKAP450-Protein-Familie, sowie y-Tubulin enthalt. Dieses liegt als
kleiner y-Tubulin-Komplex (yTuSC) vor, welcher aus zwei y-Tubulin-Molekulen
und je einem Molekul Dgrip84 und Dgrip91 (in Drosophila) besteht (Oegema et
al., 1999). Lagern sich mehrere yTuSC-Molekile ringférmig zusammen, entsteht
der y-Tubulin-Ring-Komplex (yTuRC). Dieser Komplex ist das Hauptelement flr
die Mikrotubuli-Nukleation (s. Abbildung 4).
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B-tubulin.__

o-tubulin -
e

y-tubulin _____-\— Dgrips 183, 128, 75s

FTuSC Darips 84, 91

Abbildung 4: Modell der Mikrotubuli-Nukleation durch yTuRC

blau: y-Tubulin; grin: Dgrip-Molekdle; gelbe Box: yTuSC
(Moritz et al., 2000)

In Abbildung 4 ist ein Modell fur die Mikrotubuli-Nukleation am yTuRC
dargestellt. Mehrere yTuSC-Molekule bilden zusammen den yTuRC. Jedes y-
Tubulin-Molekul ist mit dem Minus-Ende (a-Tubulin) eines Mikrotubuli-
Protofilaments assoziiert. Die Proteine Dgrip 163, 128 und 75 stltzen die
Ringstruktur und bilden Kontakte mit dem Zentrosom.

Die Grole des PCM unterliegt Schwankungen im Zellzyklus und nimmt mit dem
Eintritt in die Mitose zu, da Proteine rekrutiert werden. Dieser Vorgang wird als
Zentrosomenreifung bezeichnet.

Bis heute konnten viele Zentrosomen-assoziierter Proteine identifiziert werden,
die an der Zentriolen-Duplikation, Zentrosomen-Maturation oder Zentrosomen-
Segregation beteiligt sind (Dobbelaere et al., 2008). Viele Proteine haben auch
regulatorische Funktionen in Zellzyklus-Ubergéngen, Stressantwort und der

Organisation von Signaltransduktionswegen (Doxsey et al., 2005).
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1.6. Zentrosomen und Krebs

In vielen Tumorarten, wie z.B. Brust- und Darmkrebs, sowie Gehirntumoren,
konnten Abweichungen der Zentrosomenanzahl oder -struktur gezeigt werde
(z.B. Lingle et al., 1998; Pihan et al., 1998; Weber et al., 1998). Lange war
unklar, ob diese zentrosomalen Anomalien die Ursache oder die Folge von
Krebsentstehung ist (Nigg, 2002). Es gab Anzeichen, dass die zentrosomalen
Defekte ein frihes Ereignis in der Entstehung von malignen Phanotypen in
Gewebekultur und tierischen Modellen (Duensing et al., 2001; Goepfert et al.,
2002) darstellen. Erst kurzlich konnten in Drosophila die Nachweise erbracht
werden, dass Zentrosomenanomalien die Krebsentstehung bewirken (Basto et
al., 2008; Castellanos et al., 2008).

Eine wichtige Erkenntnis uber den Zusammenhang von Zentrosomen und Krebs
lieferte die Entdeckung, dass der Verlust des Tumorsuppressorgens p53 einen
Anstieg der Zentrosomenanzahl zur Folge hat (Fukasawa et al., 1996). Dieser
Transkriptionsfaktor steuert normalerweise den Zellzyklus-Arrest oder Apoptose
als Antwort auf DNA-Schadigung. Mutationen des Gens konnten in mehr als
8000 humanen Tumoren und Zelllinien nachgewiesen werden (Hainaut et al.,
1997).

Es gibt mehrere Moglichkeiten, wie Abweichungen der Zentrosomenanzahl in
Zellen entstehen konnen. Zum einen kann eine Uberduplikation der
Zentrosomen wahrend eines Zellzyklus zu einer erhdhten Zentrosomenanzahl
fuhren. Zum anderen fuhrt eine unvollstandige Zellteilung zu Zellen mit mehreren
Zentrosomen, sowie einem erhohten DNA-Gehalt. Mdgliche Ursachen kdnnen
z.B. die Inaktivierung des Spindle-Assembly-Checkpoints oder des DNA-
Damage-Checkpoints sein. Auch Zellfusion kann zu multiplen Zentrosomen
fuhren. Die weitere Moglichkeit ist die der de novo Entstehung von Zentrosomen.
Diese konnte mittlerweile auch fir somatische Zellen von Vertebraten gezeigt
werden (Khodjakov et al., 2002; Uetake et al., 2007).

Mit einer Veranderung der Zentrosomenanzahl kdonnen auch oft strukturelle
Unregelmalligkeiten, wie z.B. eine Zunahme der Zentrosomengrofle, die

Ausbildung azentriolarer Korper oder die Anderung des
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Phosphorylierungsgrades perizentriolarer Proteine einhergehen (z.B. Pihan et
al., 2001).

In somatischen Zellen legt die Anzahl der Zentrosomen in der Regel auch die
Anzahl der Spindelpole fest. Somit ist das Vorhandensein von zwei Zentrosomen
wichtig fur die Formierung einer bipolaren Spindel und folglich fur den korrekten
Ablauf des Zellzyklus. Ein Anstieg der Zentrosomenanzahl kann zu einer
multipolaren Spindel fuhren und so zur Fehlverteilung der Chromosomen (Nigg,
2002).

Mittlerweile konnten aber auch Mechanismen gefunden werden, die es einer
Zelle mit mehr als zwei Zentrosomen ermoglicht, eine bipolare Spindel
auszubilden. Bei diesem so genannten Zentrosomen-Clustering ordnen sich die
Zentrosomen wahrend der Mitose in zwei Gruppen an, um die Bipolaritat zu
gewahrleisten. Es konnte gezeigt werde, dass die Mikrotubuli-spezifischen
Motorproteine Dynein (Quintyne et al, 2005) und das Kinesin 14-Protein Ncd
(HSET in Vertebraten) fur das Zentrosomen-Clustering eine Rolle spielen (Basto
et al., 2008; Kwon et al., 2008).

Jedoch sind die Zentrosomen nicht nur fir die Ausbildung der bipolaren Spindel
wahrend der Mitose verantwortlich. So legt aulRerdem die Positionierung der
Zentrosomen die Orientierung der Teilungsfurche fest und auch die (A)-
Symmetrie der Zellteilung (Rebollo et al., 2007). Ein wiederum fir Tumore
charakteristisches Merkmal ist der Verlust der Zellpolaritat und der
Gewebeentwicklung, was durchaus eine Folge des Vorhandenseins multipler

Zentrosomen sein konnte (Caussinus et al., 2005).

1.7. Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle des Origin Recognition
Complex im Bezug auf den Zellzyklus, Zentrosomenzyklus und die
Mikrotubuliorganisation im Modellorganismus Drosophila melanogaster.

Es ist bekannt, dass der Origin Recognition Complex eine wichtige Rolle fir die

Initiation der Replikation der DNA spielt. Er ist fur die Erkennung der oris
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zustandig und rekrutiert Initiatorproteine an die DNA. Zusatzlich zu dieser
bekannten Funktion, konnten jedoch Untereinheiten des Komplexes, wie Orc3,
am Zentrosom aufgereinigt werden (Mduller et al, 2009). Es konnten auch
Lokalisationen von ORC-Untereinheiten, z.B. Orc2, mittels Immunfluoreszenz
am Zentrosom gezeigt werden (Prasanth et al., 2004). Zudem weisen einige
Mutanten Phanotypen betreffs der Mikrotubulioranisation auf (Pflumm et al.
2001). Alle diese Beobachtungen sprechen dafur, dass die ORC-Untereinheiten
nicht nur eine Rolle fur die DNA-Replikation spielen, sondern eventuell weitere
Funktionen im Zell- oder Zentrosomenzyklus haben.

Fir die Untersuchung dieser Annahme wurde zum einen RNA-Interferenz (RNAI)
fur jede der sechs ORC-Untereinheiten durchgefuhrt und die Auswirkungen der
Herunterregulierung des jeweiligen Proteins auf bestimmte Komponenten der
Zelle untersucht.

Zum anderen sollte die Orc3-Untereinheit des Origin Recognition Complex
biochemisch charakterisiert werden. Dafur wurde ein Orc3-TAP (Tandem Affinity

Purification) -Konstrukt erstellt und mogliche Interaktionen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Antikorper

Tabelle 1: verwendete Primarantikérper

Antikorper Hersteller Verdiinnung Verdiinnung
IF WB

Anti-a-Tubulin Sigma 1:500 —

Maus MK Klon DM1A

Anti-y-Tubulin Sigma 1:500 1:2000

Maus MK Klon GTU88

Anti-phospho-Histon H3 Upstate 1:800 —

Kaninchen PK

SG-1391 Testbleed Sigma 1:800 —

Pra-Immunserum Genosys

Kaninchen

Anti-Calmodulin-Binding- | Eurogentec — 1:1000 - 1:2000

Site

Kaninchen PK

Anti-Polo Sunkel Lab — 1:250

Maus MK

Anti-Aurora A AG Knoblich — 1:10000

Kaninchen

Anti-cdc2 (PSTAIRE) Stressgen — 1:4000

Kaninchen PK

MK: Monoklonal
PK: Polyklonal

IF: Immunfluoreszenzfarbung

WB: Western Blot
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Tabelle 2: verwendete Sekundarantikérper

Antikorper Hersteller | Verdiinnung | Verdiinnung
IF WB

AlexaFluor488 Ziege anti-Maus 1gG Molecular | 1:2000 —

(H+L) Probes

AlexaFluor594 Ziege anti-Kaninchen | Molecular | 1:2000 —

IgG (H+L) Probes

Peroxidase(HRP) Ziege anti- Dianova — 1:2000

Kaninchen IgG (H+L)

Peroxidase(HRP) Esel anti-Maus IgG | Dianova — 1:2000

(H+L)

H: schwere Kette des Antikdrpers IF: Immunfluoreszenzfarbung

L: leichte Kette des Antikorpers WB: Western Blot

2.2. Biochemische Methoden

2.2.1. SDS-PAGE

Fiar die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde eine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE)  nach
Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefuhrt. Daftr wurden die Zellsuspensionen 5min
bei 4500rpm (Eppendorf Mini Spin Plus) abzentrifugiert und das Pellet in 20ul 2x
Laemmli-Puffer (Tabelle 23) resuspendiert. Die Proben wurden fur 15min bei
99°C (Eppendorf Thermomixer) denaturiert und konnten anschlie3end bei -20°C
gelagert werden.

Fir die Auftrennung wurden die Proben auf ein Polyacrylamid-Gel (Tabelle 19)
aufgetragen. Als molekularer Gewichtsstandard diente die PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Fermentas). Die Auftrennung erfolgte in einer
Gelelektrophoresekammer (EMBL Werkstatt) in SDS-Laufpuffer (Tabelle 20) bei
25mA mittels dem BioRad PowerPac 300-Netzgerat.
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2.2.2. Coomassie-Farbung

Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine wurden die Gele fur 1h bzw. tUber
Nacht (UN) bei Raumtemperatir (RT) in Coomassie-Férbeldsung (Tabelle 27)
inkubiert. Anschlieliend erfolgte die Entfarbung des Gelhintergrundes zunachst
in Coomassie-Entfarbelosung High (Tabelle 28) fur ca. 1h und dann in
Coomassie-Entfarbelosung Low (Tabelle 29) fur mehrere Stunden. Zur

Dokumentation wurden die Gele eingescannt.

2.2.3. Western Blot

FUr den immunochemischen Nachweis einzelner Proteine wurde ein Western
Blot nach Towbin et al. (1979) durchgefiihrt. Dabei wurden die Proteine aus dem
Polyacrylamidgel bei 400mA im nassen Tank-Blot-Verfahren in einer Hoefer TE
22-Blotkammer  (Amersham  Biosciences) elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schell, PorengroRe 0,45um) transferiert.
Der Transfer wurde durch Ponceaufarbung (Tabelle 25) uUberprift und die
Membran in 5% Milch (in PBS-0,05%Tween) geblockt. Anschlielend wurde die
Membran fiir 1h bei RT oder UN bei 4°C mit dem Priméarantikdrper inkubiert. Die
Membran wurde 4x 10min mit PBS-Tween gewaschen und dann mit einem mit
der Peroxidase(HRP)-konjugierter Sekundarantikérper fur 1h bei RT inkubiert.
Nach erneutem Waschen (4x 15min mit PBS-Tween) erfolgte die Entwicklung
mit Western Lightning Chemiluminescence Reagent (PerkinElmer Life Science).

Das Signal wurde mit einem Super RX Rdntgenfilm (Fuji) detektiert.

2.2.4. Wiederverwendung der Western Blot-Membran

Um den Western Blot nacheinander auf mehrere Proteine hin zu untersuchen,
wurde die Nitrozellulosemembran fur 15min in 0,5M Natriumhydroxid (NaOH)
inkubiert um die Antikdrper zu entfernen. Anschlielend wurde die Membran 2x
5min mit PBS-Tween gewaschen und konnte nun erneut mit Antikdrpern

inkubiert werden.
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2.2.5. Protein-Prazipitation mit Trichloressigsaure

Fir die Protein-Fallung wurde zu der Protein-Losung 10% Trichloressigsaure
hinzugegeben und 30min auf Eis inkubiert. Das Prazipitat wurde 15min bei
14000rpm auf 4°C abzentrifugiert und anschlieRend zweimal in eiskaltem Aceton
gewaschen. Das Pellet wurde bei RT getrocknet und in 20ul 2xLaemmli-Puffer
(Tabelle 23) resuspendiert und 10min bei 99°C aufgekocht. Die Proben konnten
nun mittels SDS-PAGE (s. 2.2.1.) analysiert werden.

2.2.6. TAP

Fir die TAP-Aufreinigung wurden die UN-induzierten Zellen geerntet und bei 4°C
und 500xg fur 7min zentrifugiert (Beckman Coulter Avanti J-20, JS-5.3-Rotor).
AnschlieBend folgten drei Waschschritte in kaltem PBS (Tabelle 10). Das
Zellpellet wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur
weiteren Aufreinigung gelagert.

Fir die Aufreinigung wurden die Zellen zunachst in Lysis-Puffer (Tabelle 15)
homogenisiert und 30min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C
und 20000xg fur 30min (Beckman Coulter J-20, JA-12-Rotor). Parallel wurden
pro Ansatz 300ul IgG-Sepharose-Beads in einem Falcon-Rdhrchen dreimal mit
Lysis-Puffer gewaschen. Nun wurde das Lysat vollstandig auf die Beads
gegeben und unter standiger Rotation 4h bei 4°C inkubiert. Anschlief3end
wurden die Beads abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5810R, 1200rpm, 4°C)
und je dreimal mit Lysis-Puffer und danach TEV (Tobacco Etch Virus)-Spaltungs-
Puffer (Tabelle 16) gewaschen. Auf die Beads wurde nun 1ml TEV-Protease
gegeben und mit TEV-Spaltungs-Puffer auf 1,5ml aufgeflllt. Unter steter
Rotation wurden die Beads UN bei 4°C inkubiert.

Die Proben wurden in eine Saule (Handee™ Centrifuge Columns, 5ml, Thermo
Scientific) gegeben und abzentrifugiert. AnschlieRend wurden die Beads dreimal
mit 900ul Calmodulin-Bindungs-Puffer (Tabelle 17) gewaschen und alle
Uberstande vereint. Parallel wurden je 300ul Calmodulin Beads in 15ml Falcon-
Réhrchen dreimal mit je 3ml Calmodulin-Bindungs-Puffer gewaschen. Zum

Uberstand wurden nun 1/250 Volumenteil 1M Calciumchlorid gegeben und die
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Losung auf die gewaschenen Calmodulin-Beads gegeben und fur 2h bei 4°C
unter steter Rotation inkubiert. Anschlielend wurden die Beads dreimal mit
Calmodulin-Bindungs-Puffer gewaschen. Nun wurden die Beads in 300ul
Calmodulin-Elutions-Puffer (Tabelle 18) fur 10min auf 4°C inkubiert und das

Eluat abzentrifugiert. Der Elutionsschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt.

2.2.7. FACS

Fir die Zellzyklus-Analyse mittels FACS (Fluorescence-Activated-Cell-Sorter)
wurde 1ml der Zellen in ein 2ml Eppendorf Gefal®R gegeben und 7min bei
1500rpm (Eppendorf Mini Spin Plus) abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 100l
PBS resuspendiert und 1,5ml kaltes Ethanol (EtOH) hinzugegeben. Die Proben
konnten so bei -20°C aufbewahrt werden.

Um die DNA zu markieren wurde eine Propidiumiodid-Farbung durchgefinhrt.
Dazu wurden die in 70% EtOH fixierten Zellen fir 7min bei 1500rpm
abzentrifugiert und anschliellend in 2ml PBS resuspendiert und 1min inkubiert.
Die Zellen wurden erneut 7min bei 1500rpm abzentrifugiert und das Pellet in 1ml
Propidiumiodid-Farbelésung (Tabelle 14) resuspendiert und 30min bei RT
inkubiert. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert und nochmals in 1ml
Propidiumiodid-Farbelésung resuspendiert und 30min inkubiert (Darzynkiewicz
et al., 1999).

Die Analyse erfolgte mit dem Gerat FACSCalibur (Becton Dickinson) und die

Daten wurden mit der Software FlowJo 8.8.2 ausgewertet.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Isolierung genomischer DNA aus Drosophila

Far die Isolierung genomischer DNA aus Drosophila wurden 3 x 3,75g Fliegen in
50ml Homogenisierungspuffer (Tabelle 8) mittels Homogenisator (Power Max,
VWR International) homogenisiert. Jede Lésung wurde auf 2 x 50ml Falcon-

Rohrchen aufgeteilt und 20min im Wasserbad bei 65°C inkubiert. Es wurden
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3,75ml 8M Kaliumacetat zu jedem Falcon-Rohrchen gegeben, gruandlich
gemischt und 30min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung 20min bei
4°C und 3000xg (Eppendorf Zentrifuge 5810R) zentrifugiert. Der gesamte
Uberstand wurde auf sechs neue 50ml-Falcon-Réhrchen aufgeteilt und jeweils
25ml eiskaltes absolutes Ethanol hinzugegeben und fiur eine Stunde auf Eis
inkubiert. Die nun ausgefallte DNA wurde in zwei Zentrifugationsschritten (je
5min, 4°C, 3000xg) abzentrifugiert und das Pellet fir 10min bei 65°C getrocknet.
Das Pellet wurde anschlieRend in ca. 6ml Wasser (H20) resuspendiert und die

Qualitat der DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.3.4.) Uberpruft.

2.3.2. Primer-Design fiir RNAi

FiUr die Durchfihrung der RNAi wurden zunachst mittels der E-RNAi-Software
(Boutros lab, E-RNAI Version 2.0, Database-Version 2.0) Primer entwickelt, die
ein ca. 300-600bp grofles Amplifikat des entsprechenden Gens synthetisieren.
Zudem enthielten die Primer einen 5 T7-Anhang um die PCR(Polymerase-
Kettenreaktion)-Produkte  spater mit einem  T7-Transkriptions-Kit  zu
transkribieren.

Es wurde Primer fur die Gene Orc1-Orc6 mit folgenden Eigenschaften konzipiert

und von Invitrogen synthetisiert (Tabelle 3).
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Tabelle 3: ORC-RNAi-Primer

Primer-tags und Primer (vorwarts/rickwarts, 5'-3') Start Lange Tm [°C] GC [%] Produkt-
lange [bp]
Orc1 | taatacgactcactatagggTCTCGAACATTGTGGAGCAG 1523 20 59.984 50.000 552
taatacgactcactatagggGATACTCAAAGGCAGGCAGC 2074 20 59.985 55.000 552

CG10667_1
TCTCGAACATTGTGGAGCAGCGCGTGTTTGAGGATGATGAAATAATATCCACTCCGAAAAGGGGGCGCTCGAAGAAAACAGTTCAAGACAATGACGAGGACT
ATTCGCCAAAGAAATCGGTCCAAAAGACGCCAACACGAACGCGTCGGTCAAGCACCACCACCAAAACAGCGACGACACCCAGCAAAGGGATCACAACCGCAA
CTGCAACCCCGATGACGCCCTCCCAAAAGATGAAGAAGATACGAGCCGGTGAACTTAGTCCCAGCATGCAACAGCGCACTGACCTTCCGGCCAAGGATTCCA
GCAAATCCGAACTGCAGCTAGCACGCGAACAGCTTCATGTGTCTGTTGTGCCAAAGAGTTTGCCGTGCCGAGAACGGGAATTCGAGAACATTTACGCCTTTCT
GGAGGGCAAGATCCAGGATCAGTGCGGCGGCTGCATGTATGTGTCCGGAGTTCCGGGCACTGGCAAAACAGCCACTGTCACTGGCGTCATACGCACCCTGC
AGAGGATGGCTAAACAGAATGAGCTGCCTGCCTTTGAGTATC

Orc2 | taatacgactcactatagggAGCAAGATCCTCACTTCGGA 1026 20
taatacgactcactatagggTCGCTTGTGATGCTATCCAG 1357 20

50.000 332
50.000 332

59.950
59.972

CG3041_1
AGCAAGATCCTCACTTCGGATCACACCTTGGATCGCCTAAAGAATCCTCGCCTGGCCGCCGATCGTGTTTTCAGTTTGCTGTCGGAAATCAAGACATCGGCGG
AGCATGAGGGTTCTATTAATGCCATTATGGAGGAGTATCGATCGTACTTTCCCAAGTGGATGTGTATTCTGAACGAAGGCTTCAATATACTTCTATATGGATTG
GGCTCCAAGCACCAGCTGCTGCAGTCATTCCATCGGGAAGTTTTGCATAAGCAAACGGTATTGGTGGTGAATGGCTTCTTTCCCAGTCTGACCATCAAGGATA
TGCTGGATAGCATCACAAGCGA

Orc3 | taatacgactcactatagggAACCGAACAGTTCCTGGTTG 2842 20
taatacgactcactatagggAGCACCAATTATGTTTCGCC 3262 20

50.000 421
45.000 421

60.005
59.967

CG4088_1
AACCGAACAGTTCCTGGTTGAAGAAATTGCTCCGCTGGAATTGGGCGAGGCCTGCACTGCTGTGCTGAGACCTAAGTTAGAAGCTATACGCCTTGCAGTGGA
CGAAGTGGTCAAGGCCACCATGGCGACAATTACAACGACATCGCCCAATGAAACCCGCCAGGCGACTGACCATTTGACTCCGGTGGCCTCGCGTCAAGAATT
GAAAGATCAGCTCCTACAGCGTAGCAAGGAGGACAAGATGCGGCATCAGCTGAACACGCCCACCACCCAATTCGGACGAGCTCTACAAAAGACTCTGCAGCT
TATCGAAACGCAGATTGTACAGGATCATCTCCGTGCGCTGCAGGATGCACCACCTATTCACGAACTTTTTGTGTTCAGCGACATTGCTACCGTGCGGCGAAAC
ATAATTGGTGCT
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Orc4 | taatacgactcactatagggAGTTTGCCAAAGTGTCCACC 1301 20 60.012 50.000 333
taatacgactcactatagggCCAAAACAGGGCTTTACCAA 1633 20 59.968 45.000 333
CG2917_2

AGTTTGCCAAAGTGTCCACCACAATGCAGGCCGTGGAGCGGTCCATTGTCCTGAAGGCCTTCGAGCATTTACGCATCGCAGAGCTGATCATGCCGCTCACCG
GTGGAGCTGGAGGGGGCGTAGGTAAGGTGCAGAAAGAGTTTGAGATGCATAAGCTGGCGCTGACATACAGCCAGATTCACCACTGTATGCAGCGATACCAG
GCCCTTCCCACAGAGGTTGCTCAGTGGGCGCAAAGCTCTCTGATTTAGCAGCAGATCAGAAATACTTTGTATATTTATTTATTTAAAAAAAATTGTACCGAATCA
TTTAGTTGGTAAAGCCCTGTTTTGG

Orc5 | taatacgactcactatagggCGTTATTCTGCTCTCCCAGC 642 20 59.978 55.000 513
taatacgactcactatagggGCATAGTAGGGCAGCTCCAG 1154 20 60.000 60.000 513

CG7833_1
CGTTATTCTGCTCTCCCAGCTGCCCTTTGAGAAGTTCTACAACAAGACCGGACTTAGTGAAATCGTCTGCCTGCACTTGGCGCAGTACAACAAGGCGGAGACA
CAGCGCATCCTGGGATCTGACTTTCAGCAGGTGCGAAATCAACTGCTGGAACAGTTCGCCCAGGATAAGAAGCGTCTGGAGATTTGCCAGGAAGCCGTAACT
GAAGACTTCTACAACAACTATCTGAATCTCTTTCTGAGCGTCTTTTACAAAGCCTGTCGCGATGTTCCAGAGCTCCAGCTGACCGCCAGGAAGTGTCTGTCCAC
ATACTTGGAGCCTGTACTCGACGGCACTGTGGATGCCACGGACATCTCCCGGCTTTGGCGGCATATAGCTGGACCACTGCGTTCCGCCTTAACCCAGATTTA
TATGCGAATTGAAAAACCCGCGGAAGAAGTTGAAGATTTCACCGCCATAGAAGATCAGAGCGTTCGCAAGCTGGCGCAGTCGCTGGAGCTGCCCTACTATGC

Orc6 | taatacgactcactatagggTAGTGCTGTGTGCGGATCTC 263 20 60.016 55.000 454
taatacgactcactatagggCCCTCCATATCGGTGCTAGA 716 20 60.051 55.000 454

CG1584_1
TAGTGCTGTGTGCGGATCTCGCTTCCTGCATGATTGGGATCGCTTTCGACAAGGAGCAGGCACTGAAATTGTCAGGATTGCGAAAGAGCCAATACCTCAACAA
CAAGCGGATGTTCGAGAAGCTACTGGACCTAAACAAACTGGCTAGCGTGAATGACATCTGTGTCCAGCTGGGTCTCAACGAAGTTGCCCGCAAGGCGGAAGA
GCTAATGACTCTCTTCAAGGGCGTAGCGGCCACCGAGGACATGGGTACCGACACCAGCCATCCTCAGTACGCCACCATGGCCGTGTTCCAGGCCTGCCGCC
TGCTCAAAAAGAAGGTTTCGAAATCAAAGCTCATGCCCTTCAGTAATTTGCGACCCTCCCAGTTTCAACTGCTCGAGCAGCAGTGGGAACGCATGATAGCTAA
GCACCACAAGGAGAGCAAAGTACCATCTAGCACCGATATGGAGGG
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2.3.3. Polymerase-Kettenreaktion

Mit den Primern (s. 2.3.2. Primerdesign) wurde eine PCR (Saiki et al., 1985) auf
genomischer DNA durchgefuhrt um die Gen-Amplifikate zu erhalten. Fur die
Synthese wurde der Mastercycler ep gradient S (Eppendorf) verwendet. Die

PCR wurde nach folgendem Pipettierschema durchgefuhrt:

Pipettierschema fur PCR

genomische DNA S5ul
Magnesiumchlorid (25mM) 2ul
TaqgPlusPrecision DNA Polymerase mixture (Stratagene) 0,25ul
TagPlusPrecision DNA 10x Polymerase Buffer (Stratagene) 5ul
Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mischung (10mM) (PeqLab) 1ul
Primer vorwarts 0,5ul
Primer rickwarts 0,5ul
H,O auf 50ul

Die PCR wurde unter folgenden Konditionen durchgefuhrt:

Tabelle 4: PCR-Konditionen

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale _

Denaturierung e 3 min 1
Denaturierung 94°C 15s

Annealing Primer T, — 5°C 30s 30
Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 72°C 10 min 1
Lagerung 16°C 0 1

Fir die Kontrollen EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) und y-Tubulin

wurden anstatt genomischer DNA Plasmide zur Genamplifikation eingesetzt und
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bereits vorhandene Primer verwendet. Fur die PCR wurde jeweils nur 1pl

Plasmid eingesetzt.

EGFP: Plasmid: pUAS EGFPc1
Primer: 5’'EGFP-RNAI taatacgactcactatagggaggGCTGTTCACCGGGGTGGTGC
3 'EGFP-RNAI taatacgactcactatagggagg CAGCACGGGGCCGTCGCCGA

y-Tubulin: Plasmid: pAWG y23c#1
Primer: gt23c 3’ taatacgactcactatagggaggGGTATGGATATCCGAATCGC
gt23c 5’ taatacgactcactatagggaggCTCTACAATCCGGAAAATGT

2.3.4. Agarose-Gel-Elektrophorese

Far die Agarose-Gel-Elektrophorese wurden 0,8%ige Agarose-Gele (in TAE-
Puffer (Tabelle 11)) gegossen. Die Proben wurden mit Ladepuffer (Tabelle 9)
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Langenstandard dienten die 1kb DNA
Ladder (Invitrogen) oder die 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Die DNA wurden
bei ca. 80mV mit dem BioRAD PowerPac 3000-Netzgerat elektrophoretisch

aufgetrennt.

2.3.5. Gelelution

Um die DNA aus dem Agarose-Gel zu eluieren wurden die entsprechenden
Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Zur Gelelution wurde das Zymoclean Gel
DNA Recovery Kit verwendet und nach den Angaben des Herstellers verfahren.
Die DNA wurde anschliel3end in HEPES pH 7,6 eluiert.
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2.3.6. Plasmid-Praparation

Die Plasmid-Praparation von UN-Kulturen erfolgte mit dem QIAprep Miniprep-Kit
(Qiagen) nach den Herstellerangabenden des Plasmid DNA Purification
Protokolls.

Die aufgereinigten Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau auf ihre
Richtigkeit hin Uberpruft.

2.3.7. MidiPrep

Fur die Midi-Praparation wurde das PureLink HiPure Plasmid Filter Purification
Kit (Invitrogen) verwendet. Es wurden 200ml UN-Kulturen angesetzt. Diese
wurden am nachsten Tag 20min bei 4°C und 4000rpm pelletiert (Beckman J6-
HC, JS-4.2-Rotor). Fur die Praparation wurden die Saulen mit 15ml
Equilibrierungspuffer  gewaschen. Das  Zellpellet wurde in  20ml
Resuspensionspuffer R3 resuspendiert und anschlieBend 20ml Lysispuffer
hinzugegeben und 5min inkubiert. Dann wurden 20ml Prazipitationspuffer N3
hinzugefugt. Das Zelllysat wurde auf die Saulen gegeben und der Durchfluss
verworfen. Es wurden 15ml Waschpuffer auf die Saule gegeben und der
Durchfluss verworfen. Nun wurde der Filter aus der Saule entfernt und erneut mit
20ml Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden 5ml Elutionspuffer auf die
Saule gegeben und der Durchfluss in einem Falcon-Rohrchen aufgefangen. Das
Eluat wurde mit 3,5ml Isopropanol fur 2min inkubiert. Die DNA wurde fir 1h bei
4°C und 12000rpm (Beckman Coulter J-20, JA-12-Rotor) pelletiert. Das Pellet
wurde in 4ml 70% EtOH gewaschen und 45min bei 4°C und 12000rpm
abzentrifugiert. Nun wurde das Pellet getrocknet und anschlie®end in 100pl TE-

Puffer (Tabelle 12) resuspendiert.

2.3.8. RNAi

Um die Expression bestimmter Gene in Zellen zu inhibieren und dadurch deren

Proteinlevel zu reduzieren, wurde RNAI durchgefihrt. Die aus diesem knock-

25



2. Material und Methoden

down resultierenden Phanotypen wurden mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie
und FACS analysiert werden. Die Durchfuhrung des Versuches erfolgte in
Drosophila SL2-Zellen.

FUr die Transfektion wurden die Zellen mittels einer Neubauer-Kammer (Optik
Labor) gezahlt und so ihre Dichte bestimmt. Die Zellen wurden in FCS (fotales
Kalberserum) -freiem Schneider’'s Medium gewaschen und 7min bei 1500rpm
(Eppendorf Zentrifuge 5810R) abzentrifugiert. Nun wurden die Zellen in FCS-
freiem Medium resuspendiert und auf eine Dichte von 2Mio Zellen/ml eingestellt.
Es wurde je 1ml der Zellsuspension in ein Loch einer 12-Loch-Platte (Cellstar,
Greiner bio-one) gegeben und 20ug der entsprechenden doppelstrangigen RNA
(dsRNA) (s. 2.3.12. RNA-Synthese) hinzugegeben und fur 1h bei 25°C inkubiert.
AnschlieRend wurde je 1ml Schneider’s Medium mit 20% FCS zu jedem Ansatz
gegeben und die Zellen bei 25°C drei Tage in einer Plastik-Box (Gerda) inkubiert
um die Austrocknung der Proben zu verhindern.

Nach drei Tagen wurden die Zellen vorsichtig resuspendiert und erneut gezahlt.
Die Transfektion wurde wie oben beschrieben wiederholt und die Zellen nach
24h  geerntet und Proben fur die weiteren Analysen, wie
Immunfluoreszenzmikroskopie (s. 2.5.1.), Western Blot (s. 2.2.3.) und FACS (s.

2.2.7.) genommen.

2.3.9. Klonierung des latheo-Gens fur TAP
Die Klonierung erfolgte nach dem Gateway-System (Invitrogen). Fiur die LR-

Reaktion wurden bereits vorhandene Entry-Klone und Destination-Vektoren

verwendet. Diese sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: verwendete Vektoren zur Gateway-Klonierung

Entry-Kilon Destination-Vektor entstehender

Expressions-Klon

pDONR201 lat #5 pDEST C pEXP lat NTAP
PENTR lat N.1 pDEST N pEXP lat CTAP
Resistenz Kanamycin Ampicillin Ampicillin
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Fir die LR-Reaktion wurde der Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen)
verwendet und die LR-Reaktion nach dem vorgegebenen Schema durchgefuhrt.

Als Positivkontrolle wurde der im Kit enthaltene pENTR-gus fur die LR-
Reaktionen verwendet. Als Negativkontrolle diente ein LR-Ansatz ohne Entry-

Klon.

2.3.10. Restriktionsenzyme

Um die aufgereinigten Plasmide auf ihre Richtigkeit hin zu Uberprifen, wurden
sie mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten und mittels Agarose-
Gelelektrophorese (s. 2.3.4.) aufgetrennt. Die erhaltenen Bandengréf3en wurden
mit den erwarteten Bandengrolen verglichen. Die verwendeten

Restriktionsenzyme sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Verwendete Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Plasmid erwartete

BandengroRen
[bp]

Notl pDEST N 2824
7668

pDEST C 3362
7142

Hindlll pEXP lat-CTAP 1599
1990
2436
4999

pEXP lat-NTAP 1449
2119
2436
4999
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Restriktionsansatz

Plasmid 3ul
Restriktionsenzym 0,5ul
Puffer 1ul
10x bovines Serumalbumin 0-1pl
H>O auf 10pl

2.3.11. Transformation

Die Transformation der Expression-Klone erfolgte in chemisch kompetente E.coli
TopTen-Zellen (Invitrogen). Dazu wurden je 3ul der LR-Reaktion zu 25l
kompetenten Zellen gegeben und 30min auf Eis inkubiert. Anschliel’end erfolgte
ein Hitzeschock fur 2min bei 42°C im Wasserbad. Die Zellen wurden dann in
250p! S.0.C.-Medium (Invitrogen) aufgenommen und 1h bei 8000rpm auf 37°C
(Eppendorf Thermomixer) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
abzentrifugiert (Eppendorf Mini Spin Plus 4500rpm, 5min), in 100ul des Mediums
resuspendiert und auf LB-Agar-Ampicillin (Amp) -Platten (100ug/ml) ausplattiert.
Die Platten wurden UN bei 37°C inkubiert.

Von den gewachsenen Kolonien wurden UN-Kulturen in LB-Amp (100ug/ml)

angesetzt.

2.3.12. RNA-Synthese

Fir die Synthese der RNA wurde das Promega T7 RiboMAX™ Express Large
Scale RNA Production System verwendet.
Es wurde eine 50ul Reaktion bei RT angesetzt und die Komponenten in der

folgenden Reihenfolge hinzugegeben:

RiboMAX™ Express T7 2x buffer 25uL
DNA-Matritze 20uL
Enzyme Mix, T7 Express SulL
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Die Proben wurden vorsichtig gemischt und fur 2,5h bei 37°C inkubiert.

Fur die Prazipitation wurden die Proben zunachst mit RNase-freiem Wasser auf
200p! aufgefullt. Es wurde 1 Volumenteil Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol
(125:24:1) hinzugefligt und fur 20s gevortext. Die Probe wurde mit einer
Eppendorf Mini Spin Plus Tischzentrifuge fir 10min bei 13000rpm
abzentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde abgenommen und die RNA
durch Zugabe von 0,1 Volumenteil 3M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5
Volumenteilen 95%igem Ethanol prazipitiert. Die Proben wurden gemischt und
UN bei -20°C inkubiert.

Die Proben wurden fir 25min bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5417). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet
mit 1ml 70%igem EtOH gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und die

einzelstrangige RNA (ssRNA) in 50ul RNase-freiem Wasser resuspendiert.
2.3.13. RNA-Hybridisierung

Fir die Hybridisierung wurde die ssRNA fir 30min in einem Becherglas im
Wasserbad bei 65°C inkubiert und anschlieBend langsam auf RT
heruntergekuhlt (Clemens et al., 2000). Um die Qualitat der ssRNA und dsRNA
zu Uberprufen wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt. Die

Konzentration der dsRNA wurde mittels Nanodrop1000 (Thermo Scientific,
Software ND-1000 V3.5.2) ermittelt. Die dsRNA wurde bei -80°C gelagert.

2.4, Zellkultur

2.4.1. Zelllinien

Far die Versuche wurden Drosophila melanogaster Schneider-Zellen (SL2)

verwendet, welche aus Drosophila-Embryonen stammen (Schneider, 1972).
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2.4.2. Kultivierung

FUr die Kultivierung der SL2-Zellen wurde Schneider’'s Medium (Gibco,
Invitrogen) verwendet. Dieses wurde mit 10% FCS (bio west) und 2mM L-
Glutamin (Gibco, Invitrogen) angereichert.

Die Zellen wurden in Zell-Kulturflaschen (50ml oder 250ml) (Cellstar, Greiner bio-
one) bei 25°C herangezogen und bei einer Dichte von ca. 107 Zellen/ml 1:10 mit

neuem Medium verdinnt.

2.4.3. Stabile Transfektion von SL2-Zellen

Fur die stabile Transfektion von SL2-Zellen wurde das Calcium Phosphate
Transfection Kit (Invitrogen) verwendet. Zur Selektion wurde eine Co-
Transfektion mit dem Vektor pCOBlast durchgefuhrt, der eine Blasticidin-
Resistenz besitzt.

Fir die Transfektion wurden 3ml SL2-Zellen (1Mio Zellen/ml) in ein Loch einer 6-
Loch-Platte  (cellstar, Greiner  bio-one)  gegeben. Die  folgende

Transfektionsldsung wurde vorbereitet:

Losung A

2M Calciumchlorid 36l
Rekombinante DNA (29ug) xpl
Selektionsvektor pCOBlast (1ug) xul
Steriles Wasser fur Zellkultur add to 300pl
Losung B

2x HBS (HEPES gepufferte Saline) 300ul

Losung A wurde tropfenweise unter stetem Ruhren zu Loésung B gegeben und
fur 10min bei RT inkubiert. Die Mischung wurde tropfenweise zu den Zellen
gegeben wobei die Platte vorsichtig geschuttelt wurde. Die Zellen wurden 24h

bei 25°C inkubiert. Dann wurden die Zellen bei 1200rpm 5min abzentrifugiert
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(Eppendorf Zentrifuge 5810R),mit 3ml frischem Medium gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 3ml frischem Medium resuspendiert und auf
einer neuen 6-Loch-Platte ausgesat. Nach 72h wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert und in 3ml frischem Medium mit 75ul/ml Blasticidin
aufgenommen. Das Selektionsmedium wurde alle 4-5 Tage erneuert. Resistente
Zellen wurden nach ca. 2 Wochen in Medium mit 10pg/ml Blasticidin
herangezogen.

2.4.4. Induktion stabiler SL2-TAP Zellen

Stabile TAP-Zelllinien wurden 24h in 35mM Kupfersulfat-Medium induziert und
anschlie3end Proben flr die Immunfluoreszenz und Western Blot genommen.
Fir die TAP-Aufreinigung wurden die Zellen in 0,07mM Kupfersulfat-Medium UN
induziert und am nachsten Tag geerntet (Bunch et al. 1988).

2.5. Mikroskopie

2.5.1. Immunfluoreszenzfarbung

FUr die Immunfluoreszenzfarbung wurden mit Concanavalin A (0,5mg/ml)
beschichtete Deckglaschen auf eine 24-Loch-Platte (TPP) verteilt und je 80ul
Zellen darauf 1-2h inkubiert. Anschlie®Bend wurden die Zellen in 4%
Paraformaldehyd (PFA)-Losung (Tabelle 30) fur 20min bei RT inkubiert. Die
PFA-L6sung wurde entfernt und die Zellen in -20°C kaltem Methanol fur Smin bei
-20°C fixiert. Das Methanol wurde entfernt und die Zellen fur 15min bei RT in
PBS-Triton X100 (PBS-T) (Tabelle 13) rehydriert. AnschlieRend wurden die
Proben in PBS-T mit 1% Rinderserumalbumin (BSA) fur 30-60 min bei RT
inkubiert um alle freien Bindungsstellen des Paraformaldehyds zu blocken. Dann
wurden die Zellen mit dem Primarantikorper (gelost in PBS-T mit 0,1% BSA) fur
1h bei RT inkubiert. Die Zellen wurden nun viermal mit PBS-T mit 0,1% BSA bei
RT gewaschen und anschlieBend max. 45min mit dem Sekundarantikorper
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(geldst in PBS-T mit 0,1% BSA) inkubiert. Um die DNA anzufarben wurde
zusatzlich DAPI in einer finalen Konzentration von 1pg/ml fur 1 min
hinzugegeben und die Zellen anschlielend viermal mit PBS-T gewaschen. Fur
die Mikroskopie wurden die Zellen mit p-Phenylendiamin-haltigem (2mg/ml)
Mowiol (Tabelle 26) auf Objekttragern befestigt.

2.5.2. Mikroskopie

Zur Auswertung der Zellpraparate wurde das Axiolmager.Z1 (Zeiss)-
Fluoreszenzmikroskop mit den folgenden Objektiven verwendet: 20x (Zeiss Plan-
Apochromat 20x/0,75), 63x (Zeiss Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC) und 100x
(Zeiss Plan-Apochromat 100x/1,4 QOil Ph3). Die Mikroskopsteuerung erfolgte mit
der Software AxioVision 4 (Carl Zeiss Vision). Fotographische Aufnahmen
wurden mit der AxioCamMRm (Zeiss)-Kamera gemacht. Zur Auswertung der
Immunfluoreszenzfarbung wurden die in Tabelle 7 aufgefuhrten Anregungsfilter

verwendet.

Tabelle 7: verwendete Anregungsfilter

Farbstoff Anregungswellenlange | Emissionswellenlange | Hersteller
[nm] [nm]

DAPI 365 445/50 Zeiss

AlexaFluor488 | 500/20 535/30 Zeiss

AlexaFluor594 | 560/40 639/75 Zeiss

2.5.3. Bildbearbeitung
Die Bildbearbeitung, wie z.B. Konvertierung, Kontrastverstarkung etc. wurde mit

den Programmen AxioVision LE 4.2 (Carl Zeiss Vision), Adobe Photoshop

(Adobe Systems) und ImagedJ (NIH, open source software) durchgefuhrt.
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2.5.4. Quantifizierung der Zellzahl

Far die Quantifizierung der Zellzahl sowie zur Bestimmung des mitotischen Index
wurde die Software Imaged (NIH, open source software) verwendet. Dazu
wurden zunachst Bilder mit dem 20x Objektiv am Fluoreszenzmikroskop zum
einen im DAPI-Kanal und zum anderen im H3P-Kanal angefertigt. Die DAPI-
Signale wurden mit Hilfe der Software quantifiziert. Die H3P-Signale wurden
manuell quantifiziert. Der mitotische Index ist der Quotient aus der Anzahl der
H3P-Signale und der Anzahl der DAPI-Signale.

2.5.5. Quantifizierung von Phanotypen

Fir die Quantifizierung bestimmter Phanotypen, wie z.B. der
Zentrosomenanzahl oder Zentrosomenform, wurden jeweils 200 mitotische
Zellen pro Versuchsansatz ausgewertet. Fur die Statistik wurden jeweils
Mittelwerte aus den Ergebnissen der Doppel- bzw. Dreifachansatze (EGFP)

gebildet und eine Standartabweichung berechnet.

2.5.6. Berechnung der Signifikanz

Um die Aussagekraft der Ergebnisse zu bewerten, wurden Signifikanztests
angewendet.
Um die Signifikanz von Verteilung zu bewerten wurde der Chi’>-Test nach

folgender Formel angewendet:

r h; = absolute Haufigkeiten der betrachteten Ereignisse
X?= % (hi-np)? r = Freiheitsgrade
= np n = Anzahl der Versuche

pi = Wahrscheinlichkeit
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Fir die Signifikanz der Untersuchten Experimente wurde das 0,999-Quantil der

Chi®-Verteilung (99,9%iges Signifikanzniveau) gewéhlt.

Fir die Statistiken des mitotischen Index und des Vorhandenseins von MTOCs

wurde die zweifache Standardabweichung als Signifikanzniveau gewabhilt.

2.6. Pufferliste

Tabelle 8: Homogenisierungspuffer (DNA-Isolierung)

Saccharose 0,2M
Tris-Base 0,1M
EDTA pH 8,2 | 50mM
SDS 0,5%
NaCl 0,1M

Tabelle 9: 6x DNA loading buffer

Bromphenolblau | 0,25%

Xyclencyanol FF | 0,25%

Glycerol 30%

Tabelle 10: PBS 10x (pH 7,4)

NaCl 1,37M

KH2PO4 | 14,7mM

NazHPO4 | 78,1mM

KClI 26,8mM
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Tabelle 11: TAE 10x pH 8,5

Tris-Base 0,4M

EDTA 0,01M

Essigsaure | 0,2M

Tabelle 12: TE 10x

Tris-HCl pH 7,5 | 100mM

EDTA 10mM

Tabelle 13: PBS-T

PBS 1x

TritonX 100 | 0,003%

Tabelle 14: Propidiumiodid-Farbelosung (in PBS)

DNase-free RNase A (Applichem, A3832) | 200ug/ml
Propidiumiodid (Invitrogen) 20ug/ml
TritonX100 0,1%

Tabelle 15: Lysis Puffer

Tris pH7,5 50mM
NaCl 125mM
Glycerol 5%
NP-40 0,2%
MgCl, 1,5mM
Dithiothreitol 1mM
NaF 25mM
NazVO4 1mM
Ethylendiamintetraessigsaure 1mM
PIM
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Tabelle 16: TEV-Spaltungs-Puffer

Tris-Cl pH8.0 | 10mM
NaCl 150mM
NP-40 0,1%
EDTA 0,5mM
DTT 1mM

Tabelle 17: Calmodulin-Bindungs-Puffer

B-Mercaptoethanol | 10mM
Tris-Cl pH8.0 10mM
NaCl 150mM
Mg-Acetat 1TmM
Imidazol 1mM
CaCl, 2mM
NP-40 0,1%

Tabelle 18: Calmodulin-Elutions-Puffer

B-Mercaptoethanol | 10mM
Tris-Cl pH8.0 10mM
NaCl 150mM
Mg-Acetat 1mM
Imidazol 1mM
EGTA 2mM
NP-40 0,1%
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Tabelle 19: Polyacrylamid-Gel

Trenngel | Sammelgel

(Tabelle 22) |  (Tabelle 21)
H.O 3,5ml 3ml
30% Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1; Serva) | 4,15 ml 0,6 ml
Trenn- bzw. Sammelgel-Puffer 4,6 ml 1,3 ml
Temed (Invitrogen) 10 pl 4 ul
10% APS (Applichem) 83 i 58 i

Tabelle 20: SDS-PAGE-Laufpuffer 10x

Tris-Base | 250mM

Glycin 2,5M

SDS 1%

Tabelle 21: Sammelgel-Puffer pH 6,8

Tris | 0,5M

SDS | 0,4%

Tabelle 22: Trenngel-Puffer pH 8,8

Tris | 1,5M

SDS | 0,4%

Tabelle 23: Laemmli-Ladepuffer 2x

SDS 4%
Glycerol 20%
B-Mercaptoethanol 10%
Bromphenolblau (Applichem) | 0,004%
Tris pH 6,8 0,125M
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Tabelle 24: Western Blot-Transfer-Puffer

Tris-HCI 4,55¢g
Glycin 21,69
Methanol 300ml
ddH20 add to 1,5l

Tabelle 25: Ponceau S-Loésung

Ponceau S (Sigma) | 0,1%

Essigsaure 5%

Tabelle 26: Mowiol

Glycerol 69
Mowiol 4-88 (Calbiochem) | 2,4g
ddH20 6ml
0,2M Tris-HCI 12ml

Tabelle 27: Coomassie-Farbeldsung

Methanol 50%
Essigsaure 10%
Comassie brilliant Blau R250 (Serva) | 0,1%

Tabelle 28: Coomassie-Entfarbelésung High

Methanol 50%

Essigsaure | 10%

in H20
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Tabelle 29: Coomassie-Entfarbelésung Low

Methanol 10%

Essigsaure | 10%

in H20

Tabelle 30: Paraformaldehyd-Lésung

Paraformaldehyd

4%

in PBS
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3. Ergebnisse

3.1. Darstellung der normalen Zellzyklusphasen in Drosophila
SL2-Zellen

Um den Einfluss der Experimente auf die SL2-Zellen beobachten zu kdnnen,
wurden zunachst die mitotischen Phasen in normalen exponentiell wachsenden
Zellen charakterisiert. Um die gewunschten Zellorganellen darzustellen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen mit verschiedenen Antikorpern (siehe 2.1.)
durchgefuhrt. Dafur wurde H3P gewahlt fur mitotische Chromosomen, DAPI flr
DNA-Farbung, DM1A flir die Farbung von a-Tubulin, einem Untereinheit der
Mikrotubuli, und GTU88 fiir die Farbung von y-Tubulin, einem Hauptbestandteil
des Zentrosoms. Die mitotischen Phasen der Wildtyp-SL2-Zellen sind in
Abbildung 5 und Abbildung 6 dargestellt.
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Uberlagerung

Interphase

'Y Prophase
-
Y
Metaphase
V'

Anaphase

Telophase

Abbildung 5: Immunfluoreszenzmikroskopie der Zentrosomen in den mitotischen Phasen
in SL2-Zellen

Uberlagerung: griin: GTU8S; rot: H3P; blau: DAPI
weille Pfeile: Zentrosomen; Malstab: 5um
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In Abbildung 5 ist die Immunfluoreszenzfarbung von Wildtyp-SL2-Zellen zu
sehen. Dafur wurden die Zellen mit einem Antikorper gegen H3P gefarbt, um die
mitotischen Zellen unterscheiden zu kdnnen. Zum anderen wurden die Zellen mit
einem Antikorper gegen y-Tubulin gefarbt, um die Zentrosomen anzufarben.

Die in Abbildung 5 gezeigten Bilder stellen die charakteristischen Merkmale der
einzelnen Mitosephasen dar. So kann man in der Interphase noch keine H3P-
Markierung erkennen. Dafur sind oft mehrere Zentrosomen sichtbar. In der
Prophase zeigt sich die H3P-Markierung des nun phosphorylierten Chromatins
und es sind zwei Zentrosomen zu erkennen. Fur die Metaphase ist die
charakteristische Anordnung der Chromosomen in der Metaphaseplatte zu
sehen. Fur die Anaphase zeigt sich die typische Wanderung der Chromosomen
zu den Zellpolen, welche durch die Zentrosomen markiert werden. In der
Telophase lasst das H3P-Signal mit der Dekondensation der Chromosomen

wieder nach.
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DM1A Uberlagerung

...merphase
..F>rophase
-u.l\/letaphase

Anaphase

Telophase

Abbildung 6: Immunfluoreszenzmikroskopie der Mikrotubuli in den mitotischen Phasen in
SL2-Zellen

Uberlagerung: griin: DM1A,; rot: H3P; blau: DAPI
Mafstab: 5um
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Die Immunfluoreszenzfarbung von Wildtyp-SL2-Zellen in Abbildung 6, mit
Antikorpern gegen H3P, DAPI und DM1A, zeigt die charakteristische Formation
der Spindel wahrend der verschiedenen Mitosephasen. In der Interphase ist das
Zytoskelett zu erkennen, dass sich Uber die gesamte Zelle erstreckt. In der
Prophase sind die MTOCs zu sehen, die die Startpunkte der Spindelorganisation
bilden und mit den Zentrosomen korrelieren.

In der Metaphase haben sich die Mikrotubuli zur mitotischen Spindel organisiert
und verbinden sich mit den Kinetochoren der Chromosomen, welche dann in der
Anaphase voneinander getrennt und zu den Spindelpolen gezogen werden. In
der Telophase I0st sich die mitotische Spindel wieder auf und die Zellen beginnt
sich zu teilen. Charakteristisch ist die Bildung von Mid-Bodies an der

Teilungsfurche (s. Abbildung 6, Telophase).

3.2. Untersuchung auf Zellzyklusdefekte

Die Untersuchung auf Zellzyklusdefekte erfolgte zum einen durch die
Immunfluoreszenzmikroskopie der RNAi-behandelten Zellen. Um die mitotischen
Zellen auswerten zu konnen, wurden die Zellen mit H3P, einem Marker flr
mitotische Chromosomen, und DAPI, einem DNA-Marker, identifiziert. Zudem
wurden die Zellen mit GTU88 (y-Tubulin) oder DM1A (y-Tubulin) doppelmarkiert.
Zum anderen erfolgte die Analyse der RNAi-behandelten Zellen durch FACS,
wobei die Zellen auf ihren DNA-Gehalt hin untersucht werden.

Als Negativ-Kontrollen wurde EGFP-RNAI und eine Kontrolle ohne RNA-Zugabe
(Mock) eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurde eine y-Tubulin-RNAi durchgefuhrt.

3.2.1 Untersuchung des mitotischen Index

Um den Einfluss der ORC-Proteine auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurde
zunachst der mitotische Index bestimmt. Dafur wurden die RNAi-behandelten
SL2-Zellen mittels Immunfluoreszenz ausgewertet. Es wurde der Quotient aus

der Anzahl der mitotischen Zellen (H3P-Markierung) und der Gesamtzellzahl
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(DAPI-Markierung) gebildet. Somit kann man ersehen, ob sich der Anteil der
mitotischen Zellen verandert. Fur die Berechnung wurden mehr als 3500 Zellen

pro Versuchsansatz ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellit.

mitotischer Index

1,2 -

.

08 -
06 |

04 -

mitotische Zellen [%]

0,2 -

010 I I I I I I I I 1
EGFP mock gt Orc1 Orc2 Orc3 Orc4d Orc5 Orcb

Abbildung 7: mitotischer Index nach Orc-RNAi in SL2-Zellen

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)
mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAi; Balken: Standardabweichung

Abbildung 7 zeigt die Entwicklung der mitotischen Indizes nach der RNAI. Der
mitotische Index der EGFP-Kontrolle betragt 0,61%. Man kann erkennen, dass
der mitotische Index fur die unbehandelte Kontrolle (Mock) verringert ist (ca.
0,5%). Die Indizes fur y-Tubulin und Orc1 liegen bei ca. 1%. Fur Orc6 liegt der
mitotische Index bei 0,9%. Die Anderungen dieser vier Indizes sind signifikant
gegenuber der EGFP-Kontrolle. Auch die mitotischen Indizes der anderen Orc-
RNAis zeigen leichte Abweichungen vom Kontrollwert. Diese sind allerdings

nicht signifikant.
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3.2.2. Die Verteilung der mitotischen Phasen

Der Effekt der Orc-RNAi auf die Verteilung der mitotischen Phasen wurde durch
Immunfluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Daflr wurden mindestens 200
mitotische Zellen pro Versuchsansatz gezahlt und die jeweilige mitotische Phase
bestimmt, in der sich die Zellen befanden. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse
prozentual dargestellt.

Verteilung mitotischer Phasen

80 -

70 - @ EGFP
g 60 - E mock
s O gt
E 50 - O Orc1
= 40 ~ B Orc2
; 30 @ Orc3
E 20 - B Orc4
< O Orc5

10 7 B Orc6

0 |

Prophase Metaphase Anaphase Telophase

Abbildung 8: Verteilung der mitotischen Phasen nach Orc-RNA.i

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)
Mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAI; Balken: Standardabweichung

In Abbildung 8 ist zu erkennen, dass die Verteilung der mitotischen Phasen der
beiden Negativ-Kontrollen, EGFP und Mock, sehr ahnlich ist. Beide zeigen ca.
33% der mitotischen Zellen in der Prophase. Ca. 43% der mitotischen Zellen
befinden sich in der Metaphase, ca. 6% der Zellen in der Anaphase und 17% der
mitotischen Zellen befinden sich in der Telophase. Man kann sehen, dass die
Verteilung der mitotischen Phasen der Positiv-Kontrolle, y-Tubulin, eindeutig von
der der Negativ-Kontrollen abweicht. Es sind deutliche Verringerungen der
Zellen in Pro- sowie Telophase (11% bzw. 6%) zu sehen. Dafur ist der Anteil der

in Metaphase-befindlichen Zellen stark erhoht (ca. 78%). Diese Verteilung weicht
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signifikant von der der Negativ-Kontrollen ab. Die Verteilungen der mitotischen
Phasen der Orc-RNAi-Experimente zeigen keine signifikanten Abweichungen

von der Verteilung der Kontrolle.

3.2.3. FACS-Analyse

Um weitere Funktionen der ORC-Proteine auf den Zellzyklus zu untersuchen,
wurde eine FACS-Analyse durchgefuhrt. Dabei wurde die DNA der RNAi-
behandelten Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Propidiumiodid) angefarbt
und die Fluoreszenzintensitat mit dem FACS gemessen. Durch diese Methode
kann der DNA-Gehalt jeder Zelle einer Population bestimmt werden und somit

eine Verteilung der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase bestimmt werden.

600 EGFP_1
%G1: 22.1
%S: 30.7
%G2: 31.1

400

# Cells

200

0 T T T f T

0 200 400 600 800 1000
FL2-H: FL2-Height

Abbildung 9: FACS-Zellzyklus-Analyse von EGFP_1-RNAi

nach Dean-Jett-Fox-Modell
%G1: prozentualer Anteil der Zellen in G1-Phase; %S: prozentualer Anteil der
Zellen in S-Phase; %G2: prozentualer Anteil der Zellen in G2-Phase

In Abbildung 9 ist die Zellzyklus-Analyse fir den ersten Ansatz der EGFP-RNAI-
Kontrolle (EGFP_1) mittels FACS zu sehen. Die Analyse erfolgte nach dem
Dean-Jett-Fox-Modell. Es ist ein starker G1-Peak bei einer Fluoreszenz-Intensitat
von ca. 150 zu sehen. Der G,/M-Peak liegt bei einer Intensitat von ca. 300 und
ist nicht ganz so hoch wie der G1-Peak. Zwischen den beiden Maxima sind die in

der S-Phase befindlichen Zellen zu sehen. Die prozentualen Angaben zeigen
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jeweils den Anteil der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase. Fur diese Probe
befanden sich 22,1% der Zellen in der G4-Phase, 30,7% in der Synthese-Phase
und 31,1% in der Gy/M-Phase. Diese Kontrolle wurde fur die weiteren Ansatze
als Vergleichswert herangezogen und ist in der folgenden Abbildung 10 als roter
Graph dargestellt.
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Abbildung 10: FACS-Zellzyklus-Analyse aller RNAi-Proben

x-Achse: FL2-H:FL2-Height; y-Achse: Anteil der Zellen in [%]

%G1: prozentualer Anteil der Zellen in G;-Phase; %S: prozentualer Anteil der
Zellen in S-Phase; %G2: prozentualer Anteil der Zellen in G,-Phase (nach Dean-
Jett-Fox Modell)

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)

Mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAI
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In Abbildung 10 sind die Zellzyklus-Analysen aller RNAi-Ansatze jeweils im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle EGFP_1 dargestellt. Die Zellzyklus-Verteilungen
der meisten Versuchsansatze sind der Negativ-Kontrolle sehr dhnlich. Es zeigen
sich jedoch Abweichungen fur beide Ansatze von Orc1. Es ist zu erkennen, dass
der G4-Peak fur die Orc1-RNAi niedriger ist als fur EGFP_1 und sich 10%
weniger Zellen in der G4-Phase befinden. Dafur ist der G,/M-Peak stark erhoht
und es befinden sich Uber 10% mehr Zellen in der G,/M-Phase. Der Anteil der in
S-Phase befindlichen Zellen ist in etwa gleich.

Auch fur beide Orc6-Ansatze lasst sich eine leichte Erhéhung des Gy/M-Peaks

erkennen und der Anteil der in dieser Phase befindlichen Zellen steigt um 5-7%.

3.3. Untersuchung auf zentrosomale Defekte

Um die Rolle der ORC-Proteine flir die Zentrosomen zu untersuchen, wurden die
Zellen mit  Antikbrpern  gegen H3P und GTU88  fur  die

Immunfluoreszenzmikroskopie markiert und ausgewertet.

3.3.1. Zentrosomenanzahl

Fir die Untersuchung der Auswirkungen der Reduzierung der Orc-Proteinmenge
auf die Zentrosomenanzahl wurden mindestens 200 mitotische Zellen pro
Versuchsansatz ausgewertet und deren Zentrosomen gezahlt. Die Zellen
wurden in folgende Phanotypen eingeteilt: Zellen mit zwei Zentrosomen, einem
Zentrosom, keinem Zentrosom oder mehr als zwei Zentrosomen. Die

Phanotypen sind in Abbildung 11 gezeigt.
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H3P GTUS8S8 Uberlagerung

zwei Mock-RNAI

Zentrosomen

ein Zentrosom y-Tubulin-
RNA.I

kein Zentrosom
y-Tubulin-
RNAI

mehr als zwei

Zentrosomen Orc6-RNAI

Abbildung 11: Kategorien der Zentrosomenanzahl-Phanotypen

Uberlagerung: griin: GTUS8S; rot: H3P; blau: DAPI
Malistab: 5um

Die Ergebnisse der Untersuchung der Auswirkungen der RNAi auf die

Zentrosomenanzahl sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Verteilung der Zentrosomenanzahl pro Zelle nach Orc-RNA.i

y-Achse: Anzahl der Zentrosomen

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)

Mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAI (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAi; Balken: Standardabweichung

In Abbildung 12 ist zu erkennen, welchen Einfluss die RNAi auf die
Zentrosomenanzahl hat. Die beiden Negativ-Kontrollen, EGFP und Mock, zeigen
ca. 55% der Zellen mit zwei Zentrosomen. Ca. 6% der mitotischen Zellen
besitzen nur ein Zentrosom und ca. 2% der Zellen besitzen keines. Dafur weisen
ca. 40% der Zellen der Negativ-Kontrollen mehr als zwei Zentrosomen auf. Die
Positiv-Kontrolle y-Tubulin zeigt eine deutliche Abnahme der Zellen mit zwei
Zentrosomen auf ca. 25% und der Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen auf ca.
26%. Daflr steigt der Anteil der Zellen mit nur einem (ca. 35%) oder keinem
Zentrosom (13%) an. Die Abweichungen der Verteilung der Zentrosomenanzahl
fur y-Tubulin sind signifikant gegenuber den Negativ-Kontrollen. Fir Orc1, Orc2,
Orc3, Orc4 und Orc6 lassen sich keine signifikanten Abweichungen in der
Verteilung der Zentrosomenanzahl erkennen. Allerdings zeigt Orc5 eine
Zunahme der Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen auf ca. 51% und dafur
leichte Abnahmen in allen drei anderen Kategorien. Diese Abweichungen von

der Verteilung der Kontrollen sind signifikant.
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3.3.2. Zentrosomenform

FUr die Untersuchung des Einfluss der Orc-RNAi auf die Zentrosomenform
wurden mindestens 200 mitotische Zellen pro Versuchsansatz ausgewertet. Die
Zentrosomen wurden in folgende Phanotypen eingeteilt: intakt, ungleich grofR,

zerrupft, grofd und klein. Die Phanotypen sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Kategorien der Zentrosomenform-Phanotypen

Uberlagerung: griin: GTU8S; rot: H3P; blau: DAPI
MaRstab: 5um
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Die Ergebnisse flr die Untersuchung des Einfluss der RNAi auf die

Zentrosomenform sind in Abbildung 14 prozentual dargestellt.
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Abbildung 14: Verteilung der Zentrosomenformen nach Orc-RNAi

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAIi (Negativ-Kontrolle)
Mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAi; Balken: Standardabweichung

In Abbildung 14 ist die Entwicklung der Zentrosomenform nach RNAi-
Behandlung zu sehen. Abweichend von den Negativ-Kontrollen kann man nach
y-Tubulin-RNAi einen starken Anstieg der Zellen mit kleinen Zentrosomen
erkennen (von ca. 9 auf 41%). Auch der Anteil der Zellen mit zerrupften
Zentrosomen zeigt eine leichte Erhdhung. Nach Orc1-RNAi lasst sich ein starker
Anstieg der Zellen mit groRen Zentrosomen erkennen (von ca. 6 auf 25%). Die
Verteilung der Zentrosomenformen fur y-Tubulin- und Orc1-RNAi weichen
signifikant von denen der Negativ-Kontrollen ab. Nach Abbau von Orc5 kann ein
Anstieg der Zellen mit ungleich groflen Zentrosomen beobachtet werden (von
ca. 28 auf 37%). Allerdings ist die Abweichung nicht signifikant von der
Normalverteilung. Auch fur die anderen Orc-RNAis kann keine signifikante

Abweichung von den Kontrollen gezeigt werden.
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3.4. Untersuchung auf Defekte der Mikrotubuli

Um mogliche Effekte der Orc-RNAi auf die Mikrotubuli-Nukleation zu
untersuchen, wurde die SL2-Zellen mit Antikérpern gegen H3P und DM1A

markiert und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Es wurden zum einen die

Astralmikrotubuli und zum anderen die MTOCs untersucht.

3.4.1. Untersuchung der Astralmikrotubuli

Fiur die Untersuchung der Funktion der ORC-Proteine auf die Entwicklung der

Astralmikrotubuli wurden mindestens 200 Metaphase-Zellen pro Versuchsansatz

ausgewertet. Dafur wurden die Zellen in folgende Phanotypen eingeteilt: biastral,

anastral und monoastral. Die Phanotypen sind in Abbildung 15 dargestellit.

H3P DM1A Uberlagerung

biastral (" EGFP-RNAI

anastral
Orc4-RNAI

monoastral Orc4-RNAiI

Abbildung 15: Kategorien der Astralmikrotubuli-Phénotypen

Uberlagerung: griin: DM1A,; rot: H3P; blau: DAPI
MaRstab: 5um
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Die Ergebnisse fir die Untersuchung der Orc-RNAi auf die Entwicklung der

Astralmikrotubuli sind in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Verteilung von Astralmikrotubuli-Phédnotypen nach Orc-RNAi

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)
Mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAi; Balken: Standardabweichung

In Abbildung 16 ist die Verteilung der Phanotypen der Astralmikrotubuli nach den
verschiedenen RNAi-Behandlungen dargestellt. Man kann erkennen, dass ca.
90% der Zellen der Negativ-Kontrollen biastrale Spindeln aufweisen. Ca. 2% der
Spindeln sind anastral und 4-7% der Spindeln sind monoastral. Die Positiv-
Kontrolle, y-Tubulin, weicht signifikant von der Verteilung der Negativ-Kontrollen
ab. Nur 80% der Zellen besitzen eine biastrale Spindel. 5% der Zellen sind
anastral und 12% der Zellen weisen eine monoastrale Spindel auf. Die
Verteilungen flir die Orc-RNAis zeigen keine signifikanten Abweichungen von

den Verteilungen der Negativ-Kontrollen.
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3.4.2. Untersuchung auf das Vorhandensein von MTOCs

Fir die Untersuchung des Einfluss der RNAI auf das Vorhandensein von MTOCs
wurden mindestens 200 Prophase-Zellen pro Versuchsansatz mikroskopisch
ausgewertet. Dabei wurden die Zellen in folgende Kategorien eingeteilt: MTOCs
und keine MTOCs. Die Phanotypen sind in Abbildung 17 dargestellt.

H3P DM1A Uberlagerung

¥

MTOCs Orc1-RNAI

keine

MTOCs y-Tubulin-
RNAI

Abbildung 17: Kategorien der MTOC-Phanotypen

Uberlagerung: griin: DM1A,; rot: H3P; blau: DAPI
Malistab: 5um

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einfluss der RNAi auf das Vorhandensein

von MTOCs sind in Abbildung 18 prozentual dargestellt.
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MTOCs
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Abbildung 18: Vorhandensein von MTOCs nach Orc-RNA.i

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)
Mock: Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe; gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)
Orc1-6: Orc1-6-RNAI; Balken: Standardabweichung

In Abbildung 18 ist das Vorhandensein von MTOCs nach den verschiedenen
RNAIi-Experimenten dargestellt. Man kann erkennen, dass ca. 83% der
Prophase-Zellen der Negativ-Kontrollen (EGFP, Mock) MTOCs besitzen. Die
Positiv-Kontrolle (y-Tubulin) zeigt nur ca. 28% der Prophase-Zellen mit MTOCs.
Auch nach Orc1-RNAi kann man eine Abnahme der Prophase-Zellen mit MTOCs
auf ca. 70% erkennen. Beide Abweichungen sind signifikant von der Negativ-
Kontrollen (EGFP). Fir die dbrigen Orc-RNAis konnte keine signifikante

Abweichung von der Kontrolle ermittelt werden.

3.5. Untersuchung auf chromosomale Defekte

Die Rolle der verschiedenen ORC-Proteine auf chromosomaler Ebene wurde in
mindestens 200 mitotische Zellen untersucht und ausgewertet. Zum einen
wurden die Zellen auf eine Fehlanordnung der Chromosomen untersucht, zum
anderen wurde ermittelt, ob ein erhdhter DNA-Gehalt in den Zellen zu sehen ist.

Die untersuchten Phanotypen sind in Abbildung 19 dargestellt.
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H3P GTUS8S Uberlagerung
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Abbildung 19: Kategorien der chromosomalen Phanotypen

Uberlagerung: griin: GTU8S; rot: H3P; blau: DAPI
Malstab: 5um

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einfluss der Orc-RNAi auf chromosomaler

Ebene ist in Abbildung 20 prozentual dargestellt.
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Abbildung 20: chromosomale Phanotypen nach Orc-RNAi

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein-RNAi (Negativ-Kontrolle)
Mock: Negativ-Kontrolle ohnne RNA-Zugabe;

gt: y-Tubulin-RNAi (Positiv-Kontrolle)

Orc1-6: Orc1-6-RNAi; Balken: Standardabweichung

In Abbildung 20 ist zu sehen, welchen Einfluss die RNAi der ORC-Proteine auf
die DNA hat. Die Negativ-Kontrollen (EGFP, Mock) weisen ca. 60% Zellen ohne
Defekte auf. Ca. 25% der Zellen weisen Fehlanordnungen der Chromosomen
auf und ca. 13% haben einen erhdhten DNA-Gehalt. Die Positiv-Kontrolle (y-
Tubulin) zeigt ca. 50% normale Zellen. Daflir weisen 45% der Zellen eine
Fehlanordnung der Zentrosomen auf und ca. 4% einen erhohten DNA-Gehalt.
Die Abweichungen fur y-Tubulin von der Verteilung der Kontrollen sind
signifikant. Auch fir Orc1-RNAI kann eine signifikante Anderung der Verteilung
gezeigt werden. Nur noch 45% der Zellen sind unauffallig. Daftr weisen 40% der
Zellen eine chromosomale Fehlanordnung auf und 15% der Zellen haben einen
erhohten DNA-Gehalt. Fur die Ubrigen Orc-RNAis konnten keine signifikanten

Abweichungen von den Kontrollen flir chromosomale Defekte gezeigt werden.
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3.6. Charakterisierung von latheo/Orc3

3.6.1. Expressionsvektoren

FUr die Charakterisierung der lat/Orc3-Untereinheit in Drosophila melanogaster
wurden zunachst Expressions-Vektoren mittels Gateway-Klonierung erstellt, die
das Gen mit einem C-terminalen (lat-CTAP) oder einem N-terminalen TAP-tag
(lat-NTAP) enthielten. Die Vektoren sind in Abbildung 21 und Abbildung 22

dargestellt.
attB2
Hind 111 (10179) ) ~_HindII1 (625)
lat Nterm 7 o /
attB1__ <& ) \
NTAP-tag /1 Expression Clone lat NTAP /pAT153vector backbone
|
_ 11003 bp |
Hind111 (8060) /
metallothionein promotor
W
| G
Hygromycin phosphotransferase >\,
Hird 111 (5624)

Abbildung 21: Schema des lat-NTAP-Expressionsvektors

attB2 CTAP-tag

Hird 111 (10203)
Hird111 (1169)

=

lat Cterm

attB1

Expression Clone lat CTAP
Hird111 (8604) ~—

metallothionein promotor
11024 bp

~
pAT153 vector backbon¢

hygromycin phosphotransferase
Hindl11 (6168)

Abbildung 22: Schema des lat-CTAP-Expressionsvektors
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Die Vektoren wurden zusammen mit dem Vektor pCOBLAST in SL2-Zellen
transfiziert. So konnten stabile Zelllinien sowohl fiir den C-terminalen als auch fir

den N-terminalen Expressions-Vektor hergestellt werden.

3.6.2. Proteinaufreinigung mittels Tandem Affinity Purification

FUr die Proteinaufreinigung mittels TAP wurden pro Ansatz 500ml Zellen der
stabilen Zelllinien lat-CTAP und lat-NTAP als Ausgangsmaterial verwendet.

Um die einzelnen Schritte der Aufreinigung verfolgen zu kénnen und eventuelle
Fehler auszuschlie®en, wurde von jedem Schritt der Aufreinigung eine Probe
genommen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Dieses wurde anschliel3end
mittels Western Blot ausgewertet. Die Ergebnisse der Aufreinigung sind in
Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: TAP-Aufreinigung in

M AB C D E FG H I J Sbt2Zellen

Bild 1: latheo-CTAP; Bild 2: latheo-NTAP;
Bild 3: SL2 (Negativ-Kontrolle)
Bild 1-3 jeweils mit anti-Calmodulin-
Binding Site-Antikérper und 1min
Belichtungszeit

M: PageRuler Prestained Proteine
Ladder Plus

A: Totallysat; B: Lysat nach Inkubation
mit IgG-Beads; C: IgG-Beads vor
TEV-Spaltung;

D: TEV-Eluat; E: IgG-Beads nach TEV-
Spaltung;

F: Uberstand nach Inkubation mit
Calmodulin-Beads; G: Calmodulin-
Beads vor Elution;

H: Eluat 1; I: Eluat 2; J: Calmodulin-
Beads nach Elution

Aund B je 2,5ul; C, E, G und J je 10ul;

D, F, Hund I je 20yl

13
10

70
55

35
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In Abbildung 23 sind die einzelnen Schritte der TAP-Aufreinigung zu sehen. Wie
man in den Spuren H und | (Bild 1 und 2) erkennen kann, konnte sowohl lat-
CTAP als auch lat-NTAP erfolgreich aufgereinigt werden. Es ist jeweils eine
Bande bei ca. 85kD zu sehen, die dem aufgereinigten Protein entspricht
(SollgroRRe: lat-NTAP: 87,3kD; lat-CTAP: 88,75 kD). Zudem kann man eine
groRere Bande bei ca. 100kD in allen Spuren erkennen, die dem TAP-
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Fusionsprotein entspricht (SollgroRe: lat-NTAP: 103,6kD; lat-CTAP: 104,4kD).
Die in Bild 3 gezeigte Negativ-Kontrolle zeigt, wie erwartet keine spezifischen
Banden in der erwarteten Grofle. Die in den Spuren C und E sichtbaren

Bandenmuster sind unspezifische Banden die von den IgG-Beads herrihren.

3.6.3. Proteininteraktion

Um eine Proteininteraktion von lat-NTAP mit weiteren Proteinen nachzuweisen,
wurde das TAP-Eluat durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot
analysiert. Es wurden Antikorper (AK) gegen Aurora A, Polo, Cdk1 und y-Tubulin
getestet um eine mogliche Interaktion nachzuweisen. Das Ergebnis der Western

Blot-Analyse ist in Abbildung 24 dargestelit.

(+) (=) lat-NTAP

CBS
A -— 87,3kD

B — y-Tubulin
53,3kD

Abbildung 24: Proteininteraktion von lat-NTAP

(+): Positivkontrolle SL2-Lysat; (—): Negativkontrolle SL2-TAP-Eluat;
lat-NTAP: lat-NTAP-TAP-Eluat
A: TAP-Kontrolle mit AK anti-Calmodulin-Binding-Site; B: AK anti-y-Tubulin

In Abbildung 24 ist die Western Blot-Analyse fUr die Proteininteraktion von lat-
NTAP dargestellt. In A ist die Kontrolle mit einem anti-Calmodulin-Binding-Site-
AK gezeigt, die, wie erwartet, nur eine Bande im lat-NTAP-TAP-Eluat bei ca.
87kD zeigt. In B wurde ein anti-y-Tubulin-AK verwendet. Es zeigt sich eine starke
Bande in der Positiv-Kontrolle und eine deutliche Bande im lat-NTAP-TAP-Eluat
beide bei ca. 53kD. Die Negativ-Kontrolle zeigt keine Bande.
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3.6.4. Co-Lokalisation

Die in 3.6.3. gezeigte Protein-Proteininteraktion von latheo und y-Tubulin fihrte
zu der Annahme, dass latheo zusammen mit y-Tubulin auch am Zentrosom
lokalisiert sein konnte. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefuhrt. Es wurden Kupfersulfat-induzierte lat-
NTAP-SL2-Zellen mit Antikorpern gegen y-Tubulin und Protein A (pra-immun-
Serum) markiert und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Das Ergebnis ist in
Abbildung 25 dargestellit.

lat NTAP y-Tubulin Uberlagerung

Abbildung 25: Co-Lokalisation von latheo und y-Tubulin

Qberlagerung: rot: pra-immun-Serum; grin: GTUS88; blau: DAPI; gelb:
Uberlagerung von rot und griin; MaRstab: 5um

In Abbildung 25 ist die Doppelmarkierung von lat-NTAP-SL2-Zellen mit y-Tubulin
und dem TAP-tag gezeigt. Wie man erkennen kann, ist eine deutliche Co-

Lokalisation von y-Tubulin und latheo an den Zentrosomen sichtbar.
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4. Diskussion

4.1. Zellzyklusdefekte

Die Untersuchung der Rolle der ORC-Proteine im Zellzyklus zeigte eine
Zunahme der mitotischen Indizes fur Orc1 und Orc6 (Abbildung 7). Eine
Erhdhung des mitotischen Index spricht fur einen Arrest des Zellzyklus in der
Mitose.

Die FACS-Analyse der Proben zeigt eine gute Korrelation zu den Ergebnissen
der Auswertung des mitotischen Index. Denn auch hier kann man einen Einfluss
der Proteine Orc1 und Orc6 auf den Zellzyklus erkennen (Abbildung 10). Fur
Orc1 kann man zum einen eine starke Abnahme der in der Gi-Phase
befindlichen Zellen erkennen, zum anderen steigt die Anzahl der in der G,/M-
Phase befindlichen Zellen stark an. Auch fur Orc6 ist eine leichte Zunahme der in
G2/M-Phase befindlichen Zellen und dafir eine leichte Abnahme der in G4-Phase
befindlichen Zellen zu sehen.

Die Verringerung der Zellen in G4-Phase erklart sich dadurch, dass im Laufe der
Zeit immer mehr Zellen in die S-Phase Ubergehen. Erreichen sie jedoch die
G2/M-Phase werden sie durch die Inaktivierung eines Zellzyklus-Checkpoints
arretiert und der Anteil der in Gyo/M-Phase befindlichen Zellen steigt an. So
vollenden immer weniger Zellen den Zellzyklus und kénnen folglich nicht wieder
in die G1-Phase ubergehen.

In einer aktuellen Studie konnten die Ergebnisse der FACS-Analyse fur den
Orc1-knock-down bestatigt werden (Hemerly et al., 2009). Auch hier zeigte sich
fur humane Zellen ein starker Anstieg der Zellen in Go/M-Phase. Hier wird die
erhohte Anzahl der in Gy/M-Phase befindlichen Zellen durch einen G,-Phase-
Arrest erklart.

Durch die FACS-Analyse kann man den DNA-Gehalt der Zellen bestimmen. Ein
erhohter Anteil an Zellen in der G,/M-Phase lasst jedoch keine Aussagen
darliber zu, in welchem Stadium zwischen G,-Phase und Zytokinese sich die
Zellen befinden. Im Hinblick auf die Ergebnisse der Auswertung des mitotischen
Index ist es aber wahrscheinlich, dass sich vermehrt Zellen in der Mitose
befinden. Wirde man den erhéhten Anteil der G,/M-Zellen z.B. mit einem Arrest

der Zellen durch einen DNA-Damage-Checkpoint erklaren wollen, so wiirde man
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einen verringerten mitotischen Index erwarten, da die Zellen nicht in die Mitose
ubergehen.

Man wurde also vermuten, dass sich die Zellen in einem mitotischen Arrest
befinden. Es gibt zwei Checkpoints die den Ablauf des Zellzyklus wahrend der
Mitose kontrollieren. Der Spindle-Assembly-Checkpoint wirde einen Arrest in der
Metaphase auslosen, wenn nicht alle Chromosomen korrekt an die Spindel
gebunden sind. Der Spindle-Position-Checkpoint hingegen wurde einen Arrest in
der Telophase auslosen, wenn die mitotische Spindel nicht korrekt positioniert
ist.

Die ORC-Proteine zeigen in diesen Versuchen jedoch kaum einen Einfluss auf
die Verteilung der mitotischen Phasen (Abbildung 8). Es ist zwar sowohl flr
Orc1- als auch fur Orc6-RNAi ein Anstieg der in Metaphase befindlichen Zellen
zu sehen, jedoch ist dieser fur beide nicht signifikant.

Um genauer zu untersuchen, ob ein Zellzyklusarrest durch die Inaktivierung des
Spindle-Assembly-Checkpoint oder nur eine Verzogerung der Mitose vorliegt, die
den Anstieg des mitotischen Index erklart, kdnnte man einen simultanen knock-
down der Zellen mit dem jeweiligen ORC-Protein und einer Spindle-Assembly-
Checkpoint-Komponente, wie z.B. Mad2 oder BubR1 durchfihren. Wird der
erhohte mitotische Index durch die Inhibierung des Spindle-Assembly-
Checkpoints verursacht, wirde man durch den Doppel-knock-down eine
Aufhebung des Effektes und somit eine Normalisierung des mitotischen Index
erwarten, da schon der Einzel-knock-down von Mad2 oder BubR1 eine
Verringerung des mitotischen Index herbeifuhrt (Muller et al., 2006). Spielt das
jeweilige ORC-Protein jedoch keine Rolle fur die Inaktivierung des Spindle-
Assembly-Checkpoint, sollte der erhdhte mitotische Index durch den simultanen
knock-down nicht beeintrachtigt sein.

FUr Drosophila-Orc5 und Orc2-Mutanten konnte bereits gezeigt werden, dass
diese einen stark erhdhten mitotischen Index aufweisen und in der Metaphase
arretieren (Pflumm et al., 2001). Diese Ergebnisse konnten jedoch in den hier
gezeigten Orc-RNAiI-Experimenten nicht bestatigt werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse und die von Pflumm et al. (2001) weichen
hinsichtlich der Analysen des mitotischen Index von denen von Hemerly et al.
(2009) ab. Dies lasst sich maoglicherweise durch die Anwendung der

verschiedenen Systeme erklaren. Anscheinend gibt es Unterschiede in der
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Zellzyklusregulation in verschiedenen Systemen, da es sich in den Experimenten
um differenzierte somatische Zellen bzw. Zellen embryonaler Abstammung
handelt (Song, 2005). Das kdnnte dazu fuhren, dass in humanen Krebszelllinien
und embryonalen Drosophila-Zellen unterschiedliche Zellzyklusarreste durch den

selben Effekt ausgeldst werden.

4.2. Der Einfluss auf das Zentrosom

Die Untersuchung der Rolle der ORC-Proteine fur die Zentrosomenfunktion, -
struktur und -regulation ergab eine signifikante Abweichung der Verteilung der
Zentrosomenanzahl fur Orc5. Hierbei kann man einen Anstieg der Anzahl der
mitotischen Zellen sehen, die mehr als zwei Zentrosomen aufweisen (Abbildung
12). Fur die anderen ORC-Untereinheiten konnten keine signifikanten
Abweichungen der Zentrosomenanzahl festgestellt werden.

Neuste Ergebnisse fur die Funktion von Orc1 in humanen Zellen zeigen eine
Erhdhung der Anzahl der Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen (Hemerly et al.,
2009).

Dies konnte in den hier gezeigten Versuchen fur Drosophila-SL2-Zellen jedoch
nicht bestatigt werden. Im Gegenteil, fur die Orc1-RNAi zeigt sich eher eine
Tendenz zu Zellen mit nur einem Zentrosom und eine leichte Abnahme der
Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen (Abbildung 12). Hemerly et al. konnten
auch einen Anstieg der Zellen mit mehreren, aber zusammenhangenden
Zentrosomen fur Orc1 zeigen. Moglicherweise tritt auch eine fehlerhafte
Trennung der Zentrosomen in den SL2-Zellen auf. Allerdings ist es moglich, dass
unterschiedliche Methoden zu scheinbaren Abweichungen der Ergebnisse
fuhren. Die Untersuchung des Einfluss der ORC-Proteine auf die
Zentrosomenform hingegen ergab fur die Orc1-RNAi einen signifikanten Anstieg
der Zellen, die grol’e Zentrosomen aufweisen. Diese kdnnen zum einen durch
Uberduplikation ohne erfolgte Trennung der Zentrosomen entstehen. In diesem
Fall wirde man auch eine erhohte Anzahl an Zentriolen erwarten. Eine weitere
Moglichkeit der Entstehung grofler Zentrosomen ist eine UbermaRige

Rekrutierung perizentriolarer Proteine. In diesem Fall wirde man erwarten, dass
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die Anzahl der Zentriolen pro Zentrosom nicht ansteigt, sondern nur eine
VergroRerung des PCM vorliegt. Die Untersuchung der Zentriolen wurde hier
nicht durchgefuhrt, ist aber eine Mdoglichkeit die Frage zu klaren, ob hier ein
Problem der Zentrosomenteilung oder der Ubermaligen Zentrosomen-Reifung

vorliegt.

4.3. Der Einfluss auf die Mikrotubuli

Neben dem Einfluss der ORC-Proteine auf das Zentrosom wurde auch deren
Einfluss auf die Mikrotubuli untersucht.

Far Orc1 zeigt sich zusatzlich eine signifikante Abnahme der MTOCs in der
Prophase (Abbildung 18). Da die Zentrosomen mit den MTOCs korrelieren,
wilrde dies die leichte Zunahme der Zellen mit nur einem Zentrosom fur Orc1
bestatigen.

Die Untersuchung der Astralmikrotubuli ergab keine Abweichungen fur die Orc-
RNAIi-Versuche. Auch diese Ergebnisse sprechen gegen einen mitotischen
Arrest durch den Spindle-Position-Checkpoint. Dieser wiurde durch eine
fehlerhafte Positionierung der Spindelpole ausgelost werden, wofur die

Astralmikrotubuli zustandig sind (Busson et al., 1998).

4.4. DNA-Defekte

Die Untersuchung des Einfluss der Orc-RNAI auf die DNA ergab eine signifikante
Erh6hung von Zellen mit chromosomalen Fehlanordnungen fur die Orc1-RNA..
Die Chromosomen sind anscheinend nicht mehr in der Lage sich korrekt in der
Metaphaseplatte anzuordnen. Zudem zeigten die Zellen flr Orc1-RNAI deutliche
Erhéhungen des DNA-Gehaltes. Dieser Effekt geht jedoch nicht aus den
statistischen Auswertungen hervor. Das liegt daran, dass Zellen, die sowohl eine
Fehlanordnung der Chromosomen als auch einen erhohten DNA-Gehalt zeigten,

nicht doppelt gezahlt wurden, sondern nur zu einer Kategorie, der der
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,Fehlanordnung®, gezahlt wurden. Somit kann der eigentliche Wert fur die Zellen
mit erhohtem DNA-Gehalt hoher sein, als in der Statistik dargestellt. Um diesen
statistischen Fehler zu vermeiden, musste man zwei gesonderte Auswertungen
der Zellen durchfuhren. Der fur Orc1 gezeigte chromosomale Phanotyp der
Fehlanordnung der Chromosomen wiurde auch fur die Inaktivierung des Spindle-
Assembly-Checkpoints sprechen.

Maoglicherweise wurde der Phanotyp des DNA-Gehaltes auch fehlinterpretiert.
Die FACS-Analysen der Orc-RNAi-Versuche zeigen keinen Anstieg an Zellen mit
einem noch hoéheren DNA-Gehalt als n2, den man normalerweise fur einen
erhohten DNA-Gehalt erwarten wirde. So ist es mdglich, dass eventuelle
Defekte der DNA, z.B. in der Kondensation der Chromosomen, falsch gedeutet
wurden.

In der Literatur wurden chromosomale Phanotypen flr Orc2- und Orc5-Mutanten
gezeigt (Pflumm et al., 2001). Dabei werden nicht nur Fehlanordnungen der
Chromosomen beschrieben, sondern auch eine anormale Kondensation der
Chromosomen. Diese Ergebnisse konnten in den hier vorgestellten Versuchen
nicht bestatigt werden, wirden aber mdglicherweise die Fehlinterpretation des
DNA-Gehalt-Phanotyps bekraftigen.

Die chromosomalen Defekte kdnnte man unter Umstanden mit der Rolle von
ORC in der Replikation der DNA erklaren. Ein knock-down der einzelnen
Proteine koénnte zu einer unvollstandigen Replikation und somit auch zu
Zellzyklusdefekten flhren. Allerdings wirde man hier eher einen Arrest in der
Go-Phase erwarten. Denn dort gibt es noch einmal einen DNA-Damage-
Checkpoint, der die korrekte Replikation der DNA kontrolliert und gegebenenfalls
den Ubergang in die Mitose unterbricht. Zudem wiirde man dann einen
chromosomalen Phanotyp fur den knock-down jeder ORC-Untereinheit erwarten,
da alle am Zusammenbau des pre-RC und somit an der Replikationsinitiation
beteiligt sind.

Es ist jedoch momentan nicht komplett auszuschlieRen, dass nicht alle
Komponenten des ORC erfolgreich depletiert wurden. Da es nicht moglich war,
Antikorper gegen die ORC-Untereinheiten fur Drosophila zu erhalten, konnte
auch kein direkter Nachweis der Effizienz der RNAi-Experimente erbracht
werden. Hier hatte Real-Time-PCR angewendet werden kénnen, um zumindest

den Abbau der RNAs zu bestatigen. Der knock-down der Positiv-Kontrolle y-
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Tubulin hat jedoch sehr gut funktioniert, da diese fir alle ausgewerteten
Phanotypen signifikante Abweichungen von der Negativ-Kontrolle zeigte. Somit
kann man zumindest davon ausgehen, dass das Prinzip des RNAi-Versuches
erfolgreich war.

Ein weiterer Grund fur die unterschiedlichen Phanotypen der Orc-RNAi-Versuche
konnte z.B. die unterschiedliche Lebensdauer der Proteine sein. So konnten
Christensen et al. (2003) zeigen, dass der Orc2-Gehalt in anderen embryonalen

Drosophila Zellen (KC-Zellen) nur langsam verringert wird.

4.5. Charakterisierung von lat/Orc3

In den Versuchen zur Charakterisierung der Orc3-Untereinheit konnte eine
bisher nicht bekannte Interaktion von Orc3 mit y-Tubulin gezeigt werden
(Abbildung 24). Zudem konnte eine Co-Lokalisation der Orc3-Untereinheit mit y-
Tubulin an den Zentrosomen nachgewiesen werden (Abbildung 25).

In der Literatur sind bereits zentrosomale Lokalisationen fur einige ORC-
Untereinheiten bekannt. So konnten diese fur Orc1-5 im Maussystem (Stuermer
et al.,, 2007) gezeigt werden und auch humanes Orc2 konnte bereits an den
Zentrosomen lokalisiert werden (Prasanth et al., 2004).

Diese Ergebnisse sprechen durchaus fur eine zusatzliche Rolle der ORC-
Proteine aufRerhalb der DNA-Replikation.

Auch wenn diese Versuche zur Untersuchung der Rolle des Origin Recognition
Complex in Zellzyklus, Zentrosomenzyklus und Mikrotubuliorganisation keine
direkten Nachweise bringen, dass die hier gezeigten Phanotypen (insbesondere
der Orc1-Phanotyp) durch replikationsunabhangige Ereignisse entstehen, ist es
sehr wahrscheinlich, dass die ORC-Untereinheiten weitere Funktionen im
Bereich des Zentrosomenzyklus haben.

Eine Maglichkeit dies zu untersuchen ware, RNAi-Versuche an Zellen
durchzufihren deren Zellzyklus arretiert ist (z.B. durch Hydroxyurea in der S-

Phase oder Nocodazol in der Mitose), deren Zentrosomenzyklus davon jedoch
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nicht beeintrachtigt ist. Sind dann ahnliche Effekte auf die Zentrosomenstruktur
zu beobachten, kann man von einer replikationsunabhangigen Rolle der Proteine
fur den Zentrosomenzyklus ausgehen.

Dies wurde kurzlich fur humanes Orc1 durchgefihrt (Hemerly et al., 2009),
wodurch eine replikationsunabhangige Funktion flr Orc1 fur die Kontrolle der
Zentrosomen- und Zentriolenanzahl festgestellt werden konnte. Hier wird Orc1
als Inhibitor der Zentrosomen-Reduplikation beschrieben.

Eine weitere Moglichkeit die Rolle der ORC-Proteine in Drosophila zu studieren,
ware ein simultaner knock-down der drei mitotischen Cykline A, B und B3 und
zusatzlich einer ORC-Untereinheit. Der tripple-knock-down der mitotischen
Cykline A, B, B3 in Drosophila Embryonen inhibiert den Eintritt der DNA in die
Mitose. Gleichzeitig lauft der Zentrosomenzyklus jedoch weiter. Auch die
anschliellende Injektion eines APC-Inhibitors hat den Zentrosomenzyklus nicht
beeintrachtigt. (McCleland et al., 2008). Durch einen simultanen knock-down der
drei Cykline und zusatzlich der Orc1-Untereinheit, konnte man den direkten
Einfluss des Orc1-Proteins auf den Zentrosomenzyklus beobachten. So lielke
sich klaren, ob die bisher beobachteten Phanotypen durch den direkten Einfluss
der ORC-Proteine auf den Zentrosomenzyklus entstehen oder Replikations-

Defekte daflur verantwortlich sind.
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