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Was heiflt wachsen? ist eine Frage, die jedes Kind
schnell beantwortet: ,,wenn ich so grofl werde wie Vater.“ Es
liegt Wahrheit in dieser Antwort, aber dieses Wenige darf der

Wissenschaft nicht geniigen.

Matthias Jacob Schleiden, Beitrdge zur Phytogenesis

Dieses Zeug hat den Charakter eines Baumes, der sich
unaufhorlich verzweigt, austreibt und weiterwichst, wihrend
ich gerade den Stamm zu finden versuche und die Stelle, an

der er aus dem Boden wichst.

Harry Mulisch, Die Entdeckung des Himmels
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1 Einleitung

Wachstum und Teilung der Zellen sind fiir alle Lebewesen physiologische Prozesse von
fundamentaler Bedeutung. Als Konsequenz hieraus ist die Deregulation dieser Vorginge
eminent gefdhrlich. Wird das zelluldre Gleichgewicht gestort, so drohen im Falle fehl-
geleiteter oder mangelnder Proliferation Entwicklungsstdrungen. Andererseits kann iiber-
mifBige Expansion bestimmter Zellen zu pathologischen Erscheinungen wie Neoplasien
filhren. Aus diesen Griinden ist ein verbessertes Verstandnis der Regulation von Wachstum
und Zellteilung fiir die Zellbiologie von zentraler Wichtigkeit. Welche Komponenten sind

funktionell daran beteiligt, und wie werden sie gesteuert?

1.1 Die Entwicklung der Zellbiologie

Die friihe Entwicklung der Erforschung der Zellen lief zunédchst weitestgehend mit der
Fortentwicklung der Linsenschleiferei und Mikroskope in den groflen Seefahrernationen
parallel (Jahn, 2003, S.7). Am Anfang stand dabei die Beschreibung der im Mikroskop
oder der Lupe gesehenen Strukturen im Vordergrund.

Der Begriff der ,Zelle’ (cellula) selbst wurde bereits 1665 von Robert Hooke geprigt. In
der Micrographia, ,,dem ersten Werk der Cytologie* (Mayr, 2000, S.22), beschreibt er die
unter einem Mikroskop beobachteten (toten) Zellen bzw. deren Wénde in Korkschnitten.
Hooke und seine Zeitgenossen — hervorzuheben sind hier besonders der Englédnder
Nehemia Grew, der Italiener Marcello Malpighi und Antoni van Leeuwenhoek aus Holland
— hatten jedoch noch kein Verstindnis vom tatsdchlichen Wesen der Zelle. Zellen wurden
am Ende des 17. Jahrhunderts vor allem als luftgefiillte Hohlrdume oder Speicher fiir
iberschiissige Fliissigkeit angesehen. Weiterhin wurden sie nicht als Grundeinheiten aller
Lebewesen begriffen. Dies hing im Wesentlichen damit zusammen, dass verschiedene
Gewebe und insbesondere die Gefdal3e nicht als aus Zellen aufgebaute Organisationseinhei-
ten erkannt wurden.

Das theoretische Fundament, auf dem unser heutiges Verstindnis der Zellen, ihres
Wachstums und ihrer Teilung aufbaut, wurde im 19. Jahrhundert gelegt. Ende der 1830er
Jahre beschrieben Matthias Jacob Schleiden und Theodor Schwann in zwei epochalen Ar-
beiten die Universalitidt des Aufbaus aller Pflanzen und Tiere aus Zellen (Schleiden, 1838;
Schwann, 1839). Die Zelle war somit zur Grundeinheit der Lebewesen geworden und die

»Zellentheorie® geboren. Allerdings irrten beide, was die Entstehung neuer Zellen



1 Einleitung Seite 2

anbelangt. Beide schlugen — offenbar inspiriert von der Mineral-Kristallisation (Jahn,
2003, S.28 f.) — eine Bildung der Tochterzelle innerhalb oder gar auB3erhalb der Mutterzelle
vor: Zunichst kristallisiere der Nucleolus. Um ihn herum lagere sich anschliefend der
Nucleus ab, um den sich wiederum die neue Zelle bilde. Davon abgesehen bleibt es jedoch
Schleidens und Schwanns Verdienst, dem Zellkern eine besondere ,,morphogenetische*
Bedeutung bei der Entstehung neuer Zellen zugemessen zu haben.

Die Zellentheorie wirkte sich allgemein sehr stimulierend auf die Forschergemeinde aus,
diente sie doch als Grundlage fiir weitere Untersuchungen und Theorien. Wéhrend die
Hypothese der Zelle als kleinste Einheit aller Lebewesen positiv aufgenommen und rasch
verbreitet wurde, erfolgte schon nach wenigen Jahren die vollige Revision der Zellbil-
dungstheorie zugunsten einer Zellteilungstheorie. Einen bedeutenden Beitrag hierzu leiste-
te Robert Remak mit der Beschreibung der Zellteilungsstadien von Blutkdrperchen der
Hithnerembryonen (1841) und der Abhandlung Ueber extracellulare Entstehung thieri-
scher Zellen und iiber Vermehrung derselben durch Theilung (1852), in der er die Zell-
vermehrung durch Teilung zum allgemeinen Prinzip bei tierischen Zellen erhebt (Harris,
1999, S.130). Remaks Arbeiten haben Rudolf Virchow sehr beeinflusst. Dieser kam
ebenso zu dem Schluss, dass Zellen sich durch Zellteilung vermehren. Er prégte hierfiir
den plakativen Satz ,,Omnis cellula e cellula® (Jede Zelle aus einer Zelle, 1855), der ,,auf
ewig mit seinem Namen verbunden bleiben wird* (Harris, 1999, S.135). AuBBerdem wandte
Virchow die Zellentheorie konsequent auch auf die mikroskopische Untersuchung kranker
Gewebe an und erntete dafiir in seiner Cellularpathologie (1858) den Ruhm, der zumindest
zum Teil auch Remak gebiihrte. Doch beide hatten noch keine Vorstellung vom
tatsdchlichen Mechanismus der Zellteilung und propagierten filschlicherweise das Modell
der direkten Teilung von Zelle, Zellkern und Nucleolus. Remak hielt mitotische Zellen gar
fiir ,,verschrumpfte Kerne* — also vermutlich anormale Zustinde oder Artefakte (Harris,
1999, S.142).

Carl Négeli und Wilhelm Hofmeister beschrieben — zundchst weitgehend unbeachtet —
bereits 1844 bzw. 1848 verschiedene Stadien der Zellteilung, doch erst Walther Flemming
etablierte diesen Prozess am Ende der 1870er Jahre, erkannte die Lingsteilung der
Chromosomen (,,indirekte Zellteilung*) und priagte den Begriff ,,Mitose*. Eduard Strasbur-
ger erklérte sie zum allgemeinen Prinzip bei Pflanzen und Tieren. Dass der Zellkern unver-
zichtbar ist und moglicherweise die Erbmerkmale trdgt, vermutete Ernst Haeckel schon

1866, der endgiiltige Beweis dafiir gelang jedoch erst Theodor Boveri (1888-1903).
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Mit der Entdeckung des Nucleins durch Friedrich Miescher (1869) und der Wieder-
entdeckung von Gregor Mendels Vererbungsgesetzen am Anfang des 20. Jahrhunderts
wurde die Richtung fiir die weitere Entwicklung der Zellbiologie vorgegeben. Die Fragen
blieben aber — wenngleich ,miniaturisiert’” — immer noch dieselben: Welche Faktoren

beeinflussen Zellteilung und Zellwachstum?

1.2 Das proliferationsassoziierte Ki-67-Protein

Neben der zellbiologischen, funktionalen Untersuchung der Proliferationsregulation bekam
auch die diagnostische Analyse proliferierender Zellen mit dem verstarkten Auftreten von
Krebserkrankungen immer groflere Bedeutung. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde in
Betracht gezogen, dass abnorme Mitosen bzw. Chromosomenformen als mdgliches Krite-
rium der pathologisch-anatomischen Diagnostik von Tumoren dienen kénnten (Ubersicht
bei Levine, 1931; Grundmann, 1971). 1925 teilte Greenough Mammatumoren nach zellu-
lirem Aufbau, Grad an Hyperchromasie und Zahl an Mitosen in drei Malignitédtsgruppen
ein, die noch heute Verwendung finden (grading). Auch zellkinetische Untersuchungen
wurden bei der diagnostischen Einschdtzung maligner und benigner Gewebsverdanderungen
zunehmend wichtiger (Ubersicht bei Oehlert, 1978). So kann die Bestimmung des Anteils
proliferierender Zellen in einem Pridparat — neben der oben angefiihrten Auszéhlung der
Mitosen — zum Beispiel iiber die Messung der Inkorporierung von Basenanaloga in
neusynthetisierte DNA erfolgen.

Die hier geschilderten Methoden haben jedoch den gravierenden Nachteil, dass sie jeweils
nur Zellen in einer Zyklusphase erfassen — im ersten Fall in der Mitose, im zweiten in der
S-Phase (Howard und Pelc, 1953). Ein idealer Parameter wiirde dagegen proliferierende
Zellen in allen aktiven Phasen — in Gj-, S-, G,-Phase und Mitose — im Gegensatz zu
ruhenden Zellen (Gy) abbilden. Diese Population sich aktiv vermehrender Zellen wird als
Wachstumsfraktion bezeichnet.

Im Jahr 1983 beschrieben Gerdes ef al. erstmals den Antikorper Ki-67', der ein Epitop er-

kennt, das nur in den Kernen proliferierender Zellen auftritt und die oben aufgestellten

! Insbesondere in der dlteren Literatur werden die Begriffe ,,Ki-67“ und ,,pKi-67* hiufig in verwirrender
Weise synonym fiir das Ki-67-Protein benutzt. Dies hidngt damit zusammen, dass urspriinglich der
Antikdrper Ki-67 als Proliferationsmarker von primérem Interesse war, wahrend das durch den Antikorper
erkannte Protein (und dessen Funktion) erst spéter in den Fokus der Forschung riickte, dann aber zunéchst
gleichfalls mit dem Namen des Antikdrpers belegt wurde. In dieser Arbeit wird im Zusammenhang mit dem
Protein nur von ,,pKi-67 oder ,,Ki-67-Protein® gesprochen, wihrend der Prototyp-Antikdrper gegen diese
Struktur mit ,,Ki-67° bezeichnet wird.
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Bedingungen fiir einen Proliferationsmarker erfiillt (Gerdes et al., 1984a und 1984b). Wie
sich in der Folge herausstellte, eignet sich dieser Antikdrper nicht nur zur urspriinglich
avisierten Bestimmung der Wachstumsfraktion einer Zellpopulation von Hodgkin-Lym-
phomen sondern auch von einer Vielzahl anderer Tumorarten (Ubersicht bei Scholzen und
Gerdes, 2000; Brown und Gatter, 2002). Mittlerweile hat sich Ki-67 zu einem Standard-
marker in der Routinediagnostik entwickelt. Die Medline, die elektronische Publi-
kationsliste der National Institutes of Health, listet mehr als 9000 Publikationen auf, die
Untersuchungen an pKi-67 oder mit Ki-67 bzw. dquivalenten Antikoérpern zum Gegen-
stand haben. Bei der iiberwiegenden Mehrheit handelt es sich dabei um Artikel, die sich
mit der Tumordiagnostik befassen; nur wenige untersuchen das erkannte Antigen und

dessen zellbiologische Bedeutung.

Beginn der Translation Stoppcodon

|

O e mER R 1/i
I U1 U L 0 ol 1 L]
/ e
Exon 7 Exon 13

Abbildung 1: Die Struktur des pKi-67-kodierenden Gens auf Chromosom 10 (10q25-ter). Ge-
zeigt sind die 15 Exons inklusive des alternativ gespleif3ten Exon 7 und des riesigen Exon 13 mit
den 16 Ki-67 repeats. Weiterhin ist der fiir das Protein kodierende Bereich gekennzeichnet. Ab-
bildung nach Duchrow et al. (1996).

Wie durch Untersuchung einer cDNA-Bank ermittelt werden konnte, erkennt Ki-67 ein
Epitop in einem spédter pKi-67 (oder Ki-67-Protein) genannten Protein mit einzigartigem
Aufbau und hohem Anteil an basischen Aminoséureresten (Gerdes et al., 1991; Schliiter et
al., 1993). Das pKi-67-Gen umfasst insgesamt 15 Exons und kodiert fiir eine lange
Protein-Isoform eines berechneten Molekulargewichts von 359 kDa und eine kurze Iso-
form von 320 kDa (siche Abbildung 1). Letztere ist um das alternativ gespleifite Exon 7 re-
duziert (Schliiter et al, 1993). Das Ki-67-Protein zeigt — abgesehen von kurzen
Sequenzmotiven wie etwa 200 potentiellen Phosphorylierungsstellen, acht bipartite
nuclear targeting sites, zwei nuclear targeting sites und einer ATP/GTP-Bindungsstelle —
lediglich in dem durch die Exons 2-4 kodierten Bereich Ahnlichkeit mit anderen Proteinen.
In dieser Region befindet sich eine sogenannte FHA-Domine oder forkhead-associated
domain (Hofmann und Bucher, 1995). Biochemische Untersuchungen ergaben, dass FHA-

Dominen, die aus vielen nucledren Proteinen bekannt sind, Phosphoproteine erkennen und
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so Wechselwirkungen zwischen Proteinen vermitteln (Durocher et al., 1999). Interessan-
terweise konnten inzwischen zwei Proteine in yeast two hybrid screenings gefunden
werden, die mit der FHA-Doméne von pKi-67 interagieren. Hklp2 (human kinesin-like
protein 2) ist homolog zu Xklp2, welches fiir den korrekten Ablauf der Mitose im
Krallenfrosch Xenopus benétigt wird (Sueishi ef al., 2000). Das potentiell RNA-bindende
NIFK (nucleolar protein interacting with the FHA domain of pKi-67) bindet ebenfalls an
pKi-67, jedoch ist dessen zelluldre Funktion nicht bekannt (Takagi et al., 1999; Li et al.,
2004).

Das strukturell markanteste Merkmal des pKi-67-Gens ist das riesige zentrale Exon 13
(siche Abbildung 1), das 16 Wiederholungen der homologen, 366 bp langen Ki-67 repeats
enthilt. Jedes dieser repetitiven Elemente enthdlt ein hochkonserviertes, 22 bp langes
Ki-67-Motiv (Schliiter et al., 1993). Bezogen auf die cDNA macht Exon 13 mit 6845 bp
mehr als zwei Drittel der Gesamtlidnge aus.

Die Funktion des Ki-67-Proteins konnte vor allem wegen nicht erkennbarer Homologien
zu anderen Proteinen und des hohen Molekulargewichts, welches verschiedene Studien
erschwerte, bis heute nicht aufgekldrt werden. Weiterhin erwies sich als hinderlich, dass
das Protein offenbar fest in die nucleire Matrix eingebunden ist und sich nur unter
bestimmten Bedingungen daraus l6sen ldsst (MacCallum und Hall, 1999). Somit sind
biochemische Analysen wie die Koimmunprizipitation mit anderen Proteinen bisher
weitgehend unmoglich gewesen.

Neben der vermuteten Involvierung in den Ablauf des Zellzyklus, die durch die beobach-
tete exklusive Expression in proliferierenden Zellen nahe liegt, konnten weitere Hinweise
auf mogliche Funktionen gewonnen werden. So konnte etwa nach dem Einbringen von
Antisense-Oligonucleotiden gegen die pKi-67-mRNA gezeigt werden, dass die zelluldre
DNA-Synthese reduziert, der Zellzyklus verlangsamt, die Zellproliferation verringert
(Schliiter et al., 1993; Maeshima et al., 1996; Duchrow et al., 2001) und das Wachstum
von Tumoren verlangsamt wird (Kausch et al., 2003 und 2004).

In der Abfolge der Zellzyklusphasen farben Antikdrper gegen pKi-67 distinkte Bereiche
des Zellkerns: Wiéhrend das Protein zu Beginn der G;-Phase — neben einer diffusen Fér-
bung des Nucleoplasmas — vor allem auf die sich bildenden Nucleoli sowie diskrete kleine
Punkte im gesamten Kern verteilt ist, befindet es sich im weiteren Verlauf der Interphase
hauptséchlich am Rand der Nucleoli (Braun et al., 1988; Verheijen et al., 1989a; van
Dierendonck et al., 1991; Kill, 1996). Die Intensitit der Ki-67-Farbung nimmt insbesonde-

re wihrend der G- und S-Phase deutlich zu. Wie mit durchflusscytometrischen Methoden
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bestimmt werden konnte, iibersteigt diese Zunahme noch die Neusynthese an DNA (Bruno
et al., 1991). Zu Beginn der Mitose findet eine dramatische Umverteilung statt: Nachdem
sich die Nucleoli aufgeldst haben und die DNA kondensiert wurde, findet man das gesamte
Ki-67-Protein im Netzwerk der perichromosomalen Schicht (Verheijen et al., 1989D).
Manche Autoren berichten von einem Riickgang der Ki-67-Farbung in postmitotischen
Zellen (Lopez et al., 1991) bzw. nicht nachweisbarer Farbung zu Beginn der S-Phase (van
Dierendonck et al., 1991). Diese Beobachtung ist mdglicherweise durch eine Hypothese
von du Manoir et al. (1991) erkliarbar. Demnach gibt es fiir postmitotische Zellen drei
verschiedene Muster fiir pKi-67 (abnehmende, ansteigende oder stabile Expression), die
jeweils mit einem individuell unterschiedlichen Proliferationsstatus der Zelle korrelieren.
Abgesehen von dieser rein deskriptiven Analyse der pKi-67-Lokalisation in der Zelle
konnten weitergehende Studien zeigen, dass das granulidre Muster des Proteins in der frii-
hen G;-Phase mit Satelliten-DNA, heterochromatischen Blocks, sowie Telomer und Cen-
tromer von zwei untersuchten Chromosomen kolokalisiert. Die Kolokalisation nimmt zwar
im Verlauf der Neubildung der Nucleoli ab, jedoch bleiben alle Centromere und Kurzarm-
regionen der akrozentrischen Chromosomen mit pKi-67 assoziiert (Bridger et al., 1998).
Die innernucleoldre Lokalisation des Proteins in Interphase-Zellen ist nach wie vor Gegen-
stand der Diskussion. Wahrend Verheijen et al. (1989a) pKi-67 urspriinglich elektronenmi-
kroskopisch auf den ,,nucleoldren Cortex* sowie das dense fibrillar compartment (DFC)
des Nucleolus beschrinkt beschrieben, postuliert Kill (1996) eine weitgehend fibrillarin-
freie DFC-Region, in der sich das Ki-67-Protein befinden soll; auch MacCallum und Hall
(2000a) sehen pKi-67 im DFC. Vielleicht sind die unterschiedlichen Befunde damit zu
erkldren, dass die Bestimmung der pKi-67-Lokalisation von verschiedenen experimen-
tellen Parametern abhéngig ist. Unter anderem spielt bei Immunfarbungen die Fixierungs-
methode eine gravierende Rolle. So ist die Intensitdt der Farbung beispielsweise abhédngig
von der lonenstirke (Bruno et al., 1992) und der Konzentration an Calcium-Ionen (Shi et
al., 1999) in der Fixierungslosung. Des Weiteren konnten Lopez et al. (1994) nachweisen,
dass die Farbung sowohl mit Ki-67 als auch mit dem pKi-67-spezifischen Antikdrper
MIB-1 (Cattoretti et al., 1992; Key et al., 1993) in Gegenwart von undegradierter DNA
verstirkt ist. Offenbar moduliert DNA die Konformation des Proteins in einer Weise, die
das Epitop der beiden Antikorper (es liegt jeweils im Exon 13) zugénglicher macht.

Dies ist insbesondere interessant, wenn man diese Daten in der Zusammenschau mit den
Ergebnissen von MacCallum und Hall (1999 und 2000b) betrachtet. In zwei Artikeln be-

schreiben sie die Fahigkeit des C-Terminus' von pKi-67, DNA in Form eines Cellulose-
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Addukts zu binden. Das Protein besitzt eine grofere Affinitét fiir superspiralisierte DNA
im Vergleich mit doppelstringiger und einzelstrangiger DNA; aullerdem bindet es préfe-
rentiell an AT-reiche Sequenzen. Es konnten jedoch keine Konsensussequenzen fiir die
Bindung ermittelt werden. Umgekehrt ist die Bindungsaffinitit einer phosphorylierten
Form von pKi-67, die wihrend der Mitose auftritt, geringer.

Die phosphorylierte Form des Ki-67-Proteins konnte auch von Endl und Gerdes (2000)
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus stellten sie fest, dass die Phosphorylierung zellzy-
klusabhdngig durch den CyclinB/cdc2-Komplex katalysiert wird. Die Phosphorylierung
von pKi-67 geht offenbar in der Prophase vonstatten, wahrend die Dephosphorylierung in
der Anaphase erfolgt.

Der C-Terminus von pKi-67 bindet auler DNA noch Mitglieder der HP1-Familie (hetero-
chromatin protein 1). Hierbei handelt es sich um Proteine, die in die epigenetische Kon-
trolle von Genaktivititen involviert und mit methyliertem Lysin 9 in Histon H3, einer
Markierung fiir transkriptionsreprimiertes Chromatin, assoziiert sind (Jones et al., 2000;
Lachner et al., 2001). Es konnte iliber das yeast two hybrid-System, liber pull down-
Versuche und konfokale Mikroskopie ermittelt werden, dass alle drei Isoformen, HP1la,
HPI1B und HP1y, zweifelsfrei mit dem Ki-67-Protein interagieren bzw. teilweise mit ihm
kolokalisieren (Scholzen et al., 2002). Interessanterweise wird das endogene pKi-67 in
HPI1-transfizierten Zellen komplett umverteilt. Statt der vor allem auf den nucleolidren
Rand konzentrierten Verteilung findet man es vollstindig in den nucleoplasmatischen

Flecken, die auch HP1 enthalten.

Wenngleich wir verschiedene Anhaltspunkte fiir mégliche Funktionen einzelner Doménen
haben, deren Weiterverfolgung sich als lohnend erweisen konnte, gibt uns das Ki-67-
Protein weiterhin Rétsel auf. Mittlerweile konnten in verschiedenen Spezies relativ konser-
vierte homologe Proteine nachgewiesen werden. Beispielsweise wurden fiir die Maus
(Starborg et al., 1996) und das Langschnauzen-Kaninchenkénguruh Potorous tridactylus
(Takagi et al., 1999) entsprechende Proteine beschrieben und deren Gene sequenziert. Im
Pufferfisch Fugu rubripes existiert ein Gen mit gewisser Homologie, und Immunfarbungen
von Ratten-, Kaninchen-, Rinder-, Hunde- und Schaf-Zellen deuten ebenso auf eine
Priasenz von pKi-67 in diesen Spezies hin (Falini ef al., 1989). Eine vergleichende Analyse
des Chromosoms 10 des Menschen und des Schimpansen ergab ungewo6hnlich viele Unter-
schiede in einzelnen Basen des Ki-67-Gens (Deloukas et al., 2004). Nach Interpretation

der Autoren deutet dies auf eine schnelle Evolution des menschlichen Gens hin.
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Die bisher gewonnenen Erkenntnisse iiber biochemische Eigenschaften, rdumliche Vertei-
lung in der Zelle sowie zeitliche Umlagerung im Laufe des Zellzyklus' lassen verschiedene
Schliisse tiber eine oder mehrere mogliche Funktionen des Proteins zu. Da in Zellen einge-
brachte Antisense-Oligonucleotide (Schliiter et al., 1993) bzw. mikroinjizierte pKi-67-
spezifische Antikorper (Starborg et al, 1996) den Zellzyklus verlangsamen und die
Zellproliferation verringern, ist davon auszugehen, dass eine bedeutende Involvierung in
diese Vorgidnge besteht. Andererseits wurde pKi-67 lange Zeit als nicht fiir das Leben der
Zelle essentielles Protein angesehen, da auch ruhende oder ausdifferenzierte Zellen
lebensfihig sind. Weiterhin wurde die Vermutung geduBert, pKi-67 konne rein strukturelle
Aufgaben bei der Aufrechterhaltung der Struktur hoéherer Ordnung der DNA erfiillen
(Sawhney und Hall, 1992) oder mit anderen Proteinen der perichromosomalen Schicht als
»Schutz* der Chromosomen wiahrend der Mitose dienen (Yasuda und Maul, 1990;
Hernandez-Verdun und Gautier, 1994). Eine Rolle im strukturellen Aufbau der Nucleoli ist
zwar nicht unmoglich, allerdings sprechen dagegen der spdte Einbau in die sich neu-
bildenden Nucleoli in der G;-Phase (Savino et al., 1999) sowie der Befund von Kill
(1996), dass sich der Nucleolus unter bestimmten wenn auch unphysiologischen
Bedingungen ohne pKi-67 aufbauen kann.

Die besonders fiir die friihe G;-Phase, aber auch den Rest der Interphase nachgewiesene
Kolokalisation des extranucleoldren Ki-67-Proteins mit regulatorischen Komponenten des
Heterochromatins (Scholzen et al., 2002) sowie in der Regel inaktiven genetischen Regi-
onen (Centromere, Telomere und Satelliten-DNA; Bridger et al., 1998) konnte eine Rolle
in der Regulation der Chromatinstruktur oder -aktivitdt andeuten.

Interessant ist auch eine Hypothese von MacCallum und Hall (2000a), die pKi-67 eine
Aufgabe bei der rRNA-Prozessierung oder dem Aufbau der ribosomalen Untereinheiten
zuschreibt. Demnach kdnnte das Ki-67-Protein die Produktion von Ribosomen als eine Art
,Effizienzfaktor in Zeiten grofen Bedarfs steigern. Wenngleich hierfiir noch keine
umfassenden experimentellen Befunde vorliegen, so ist dies angesichts der Kolokalisation
mit vielen an der rRNA-Prozessierung beteiligten Proteinen wie Nucleolin oder p120 in
bestimmten Bereichen der Nucleoli nicht unmoglich. Die Funktion des Ki-67-Proteins ist

allerdings weiterhin ungeklért.
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1.3 Im Nucleolus werden die ribosomalen Untereinheiten synthetisiert

Die anféngliche Erforschung der Nucleoli — insbesondere ihr Auftreten in unterschiedlicher
Zahl und das Verschwinden vor sowie die Neubildung nach der Zellteilung — wurde vor
allem durch die stark lichtbrechenden Eigenschaften im Vergleich zum umgebenden
Nucleo- und Cytoplasma begiinstigt. Erstmals beschrieb Rudolph Wagner 1835 den
Nucleolus in Oocyten-Nuclei verschiedener Spezies und bezeichnete ihn als Keimfleck
oder macula germinativa (Franke, 1988). Dass es sich hierbei nicht nur um einen
Sonderfall in Keimzellen handelt, wurde schon im Folgejahr immer klarer: Dem zur
Schule Jan Evangelista Purkynés gehdrenden Gabriel Gustav Valentin gelang die erste
zweifelsfreie Identifizierung von Nucleoli in verschiedenen somatischen Zellen. Im ersten
Band des Repertorium fiir Anatomie und Physiologie (1836) schildert er seine Beobach-
tungen — er benennt den Nucleolus als zweiten Nucleus — wie folgt (zitiert nach Harris,

1999, S.192):

... —in jeder Zelle ohne Ausnahme befindet sich ein etwas dunklerer und compakter
Nucleus von runder oder lidnglich runder Form. Er nimmt grosstentheils die Mitte
einer jeden Zelle ein, besteht aus einem feinkornigen Wesen, enthélt aber in seinem
Inneren ein genau rundes Korperchen, welches auf diese Weise in ihm selbst

wiederum eine Art von zweitem Nucleus bildet.

Doch erst in den 30er und 40er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde dieses Wissen durch
biochemische und cytogenetische Analysen erweitert. In den 60er Jahren machte die
Funktionsuntersuchung des Nucleolus mit der Entwicklung molekulargenetischer Me-
thoden einen weiteren Sprung. Zunichst konnte das nucleoldre Vorkommen einer zur RNA
aus den Ribosomen (rRNA) komplementdren DNA (rDNA) und spiter von rRNA selbst
gezeigt werden (Birnstiel et al., 1963; McConkey und Hopkins, 1964; Ritossa und Spiegel-
man, 1965). Bald stand fest, dass in den Nucleoli die ribosomale RNA gebildet und die
beiden ribosomalen Untereinheiten zusammengesetzt werden.

In der Folge konnte der genaue Ablauf dieses Vorganges weiter beleuchtet werden. Heute
unterscheidet man morphologisch drei nucleoldre Kompartimente, die aufgrund elektro-
nenmikroskopischer Untersuchungen definiert wurden. Dabei handelt es sich um die
fibrillar centres (FC), welche von der dense fibrillar component (DFC) umgeben sind.
Beide bilden die fibrillire Komponente und sind wiederum in die granular compo-

nent (GC) eingebettet (siche Abbildung 2). Dieser Aufbau spiegelt die Abfolge der
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Reifungsstadien der rRNA und der ribosomalen Untereinheiten wider. Da verschiedene
nucleoldre Proteine auf einzelne dieser Kompartimente beschrinkt sind, geht man davon
aus, dass deren rdumliche Trennung funktionell verschiedene Bereiche schafft, die in der
rRNA-Reifung eine distinkte Rolle spielen (Kill, 1996). Die Meinungen iiber den
tatsdchlichen Transkriptionsort der rRNA-Gene sind geteilt. Neuere Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Transkription im AuBlenbereich der FC erfolgt und die Primértran-
skripte sehr schnell in die DFC transportiert werden (Cheutin ef al., 2002); andere Autoren
sehen diesen Prozess allerdings an der Grenze zwischen FC und DFC oder direkt in der
DFC (Ubersicht bei Hernandez-Verdun et al., 2002). Weitgehende Ubereinstimmung
herrscht in Bezug auf die Reifung der Primirtranskripte, also deren Spaltung in kleinere
Fragmente und der Modifikation zahlreicher Basen der rRNAs (Ubersicht bei Leary und
Huang, 2001; Hernandez-Verdun und Louvet, 2004): Die frithen Prozesse laufen in der
DFC ab, wihrend die spite Reifung in der GC erfolgt. Dort findet dann auch der Aufbau
der ribosomalen Untereinheiten aus ribosomalen RNAs und ribosomalen Proteinen statt.
Die vollstindigen Untereinheiten werden aus dem Nucleolus und dem Nucleus exportiert

und stehen anschlieBend im Cytoplasma bereit, um Proteine zu synthetisieren.

FC
( Pra-rRNA-Synthese
DFC

frihe rRNA-Prozessierung

O\GC spate rRNA-Prozessierung

Aufbau der ribosomalen Untereinheiten

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Nucleolus-Aufbaus. Der Nucleolus ist strukturell in
drei Komponenten untergliedert, die jeweils bestimmte Aufgaben bei der Produktion der riboso-
malen Untereinheiten ibernehmen (siehe Text). Abbildung modifiziert nach Hernandez-Verdun
und Roussel (2003).

Neben dieser Hauptaufgabe konnten dem Nucleolus in den letzten Jahren noch zahlreiche
weitere Funktionen zugeordnet werden. So spielt der Nucleolus eine Rolle bei der Synthe-
se von nichtribosomalen RNAs. Beispielsweise werden bestimmte mRNAs sowie die Ri-
bonucleinsduren einiger Ribonucleoprotein- (RNP-) Komplexe dort synthetisiert und/oder
prozessiert. Bei Letzteren handelt es sich um RNAs der Telomerase, des Signalerken-
nungspartikels (SRP) und verschiedener katalytisch aktiver kleiner RNAs (Ubersicht bei
Pederson, 1998). Des Weiteren werden im Nucleolus offenbar einige den Zellzyklus regu-
lierende Proteine zuriickgehalten und abgebaut, wenn ihre Aktivitdt unterdriickt werden

soll (Visintin und Amon, 2000).
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Der Nucleolus ist eine ,,membranlose Zellorganelle* (Comai, 1999) von enormer Komple-
xitdt: In Analysen des nucleoldren Proteoms konnten knapp 400 Proteine bestimmt werden,
die sich zumindest zeitweise dort aufhalten (Andersen et al., 2002; Scherl et al., 2002).
30 % Prozent von ihnen sind immer noch uncharakterisiert (Leung ef al., 2003). Somit er-
scheint es moglich, dass noch weitere bisher unbekannte Funktionen mit dem Nucleolus in
Verbindung gebracht werden bzw. unser Bild der rDNA-Transkription sich noch wesent-

lich verfeinert.

1.4 Die Synthese der Ribosomen ist mit der zellularen Proliferation ge-
koppelt

Séugetiere besitzen mehrere Hundert Kopien ihrer rRNA-Gene. Beim Menschen liegen die
fiir 28 S-, 18 S- und 5,8 S-RNA kodierenden Sequenzen gruppiert auf den kurzen Armen
der akrozentrischen Chromosomen vor und werden einschlieBlich zweier externer und
zweier interner Spacer von der RNA Polymerase I (Pol I) als etwa 13 kb langes Primir-
transkript (Pra-rRNA, s.o.) abgeschrieben (siehe Abbildung 3). Zusammen mit dem soge-
nannten intergenischen Spacer (IGS) bilden sie 43 kb lange Einheiten, die tandemartig in
Clustern auf den kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen angeordnet sind
(Henderson et al., 1972). Diese Bereiche wurden schon relativ friih identifiziert und als
nucleolar organizer regions (NORs) bezeichnet, da sie als ,,Kristallisationskeim* fiir den

Neuaufbau der Nucleoli nach der Mitose dienen (Ochs et al., 1985).

18S 58S 28 S
\ \ \

Ly A A A
5'ETS ITS1 ITS2 3'ETS

| ] | ] | ] | ] | |
| I | I | I | I | |
0 10 20 30 40 43 kb

Abbildung 3: Anordnung der humanen rRNA-Gene. Dargestellt sind der transkribierte Bereich
(Kasten) mit dem rRNA-kodierenden Bereich (schwarz) und den Spacerregionen (weil}) sowie
der untranskribierte intergenische Spacer (IGS, Linie). ETS: external transcribed spacer, ITS:
internal transcribed spacer.

Die Zellteilung erfordert nicht nur eine Duplikation des Genoms, sondern vielmehr eine
Verdoppelung der gesamten Zellbestandteile. Daher haben proliferierende Zellen eine hohe
Proteinsyntheserate und somit auch einen gro3en Bedarf an Ribosomen, die diese Proteine
synthetisieren. In aktiven Zellen kann die Produktion an rRNA aus diesem Grund bis zu

80 % der totalen RNA-Synthese ausmachen (Jacob und Ghosh, 1999).
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Die Korrelation von Zellproliferation, Protein- und rRNA-Synthese konnte vielfach
nachgewiesen werden (Ubersicht bei Ruggero und Pandolfi, 2003). Beispiclsweise wird
die rRNA-Synthese bei Entzug von essentiellen Aminosduren reduziert (Grummt et al.,
1976), in Gegenwart von Wachstumsfaktoren wie Insulin dagegen verstirkt (Ubersicht bei
Hannan et al., 1998b). Proliferativ aktive Tumorzellen zeigen oftmals hochaktive Nucleoli,
wihrend differenzierte Zellen nur sehr wenig bis gar keine rRNA mehr synthetisieren.
AuBlerdem scheinen im Falle mancher Neoplasien solche Zellen selektiert zu werden, in
denen Suppressoren der rRNA-Synthese deaktiviert sind (Ruggero und Pandolfi, 2003)
oder die vervielfachte rDNA-Loci besitzen (MacLeod et al., 2000; Fonatsch et al., 2001).
Zwar wird der Bedarf an Ribosomen auch durch die Gesamtzahl transkriptionsaktiver
rRNA-Gene gesteuert, doch erreicht deren Anteil selbst in Phasen hochster Proliferation
maximal 60 % (Conconi et al., 1989). Es wird angenommen, dass die Regulation der
Genaktivitdt tatsdchlich zu einem groBlen Teil liber die Beeinflussung der Bildung des
Initiationskomplexes mit Pol I am Promotor zustande kommt (Hernandez-Verdun und
Roussel, 2003). Eine strikte Regulation der rRNA-Synthese ist in jedem Fall unbedingt
notwenig, da sie zum einen den Anforderungen des zelluliren Wachstums und der
Zellproliferation gerecht werden muss, zum anderen aber auch immense Mengen an

Energie und Ressourcen verbraucht.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

In den vergangenen 20 Jahren wurden zahlreiche Antikdrper gegen das nucleolire Ki-67-
Protein hergestellt, die zu weit verbreiteten Hilfsmitteln bei der diagnostischen Aufklarung
proliferativer Vorgénge geworden sind. Die meisten dieser Antikdrper (z. B. Ki-67 und
MIB-1) erkennen das repetitive Ki-67-Motiv, das durch Exon 13 kodiert wird und sich als
sehr immunogen erwiesen hat.

Der durch die Exons 8-10 kodierte Bereich ist (wie die N-terminale FHA-Doméne und Ab-
schnitte aus den Ki-67 repeats) zwischen verschiedenen Spezies hochkonserviert (siche
Anhang). Dies deutet auf eine wichtige Funktion dieser Region innerhalb des gesamten Ki-
67-Proteins hin. Daher sollte ein entsprechendes Proteinfragment produziert und darauf
aufbauend monoklonale Antikorper dagegen hergestellt werden. Diese Antikdrper sollten
unter anderem in Immunlokalisations-, Mikroinjektions- und Funktionsstudien zur
weiteren Charakterisierung von pKi-67 verwendet werden.

Im Folgenden sollte dabei insbesondere ein Chromatin-Immunprézipitationsassay etabliert
werden, der eine Beantwortung der Frage ermoglicht, inwieweit pKi-67 nicht nur allge-
mein mit DNA wechselwirken kann (MacCallum und Hall, 1999 und 2000b), sondern auch
spezifisch mit Chromatin assoziiert ist. Hierfiir sollten ebenfalls die neuen Antikoérper

eingesetzt werden.

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten dazu beitragen, die
Funktionsanalyse des Ki-67-Proteins voranzutreiben.

Die enge Kopplung zwischen der Expression des Ki-67-Proteins und der zelluldren
Proliferation deutet eine Involvierung in einen fiir Zellteilung oder -wachstum wichtigen
Prozess hin. Ein besseres Verstindnis der Funktion von pKi-67 ist daher — auch aufgrund
der Bedeutung fiir die Tumordiagnostik — nicht nur aus zellbiologischer sondern sicherlich

auch aus medizinischer Sicht interessant.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Feinchemikalien

Ampicillin

Bacto-Agar
Bromphenolblau
Coomassie Brilliant Blue
Dabco

Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs

DTT

EDTA

FITC

Fischgelatine

Glucose

L-Glutamin
Hefe-Extrakt
Kanamycin
Lachshoden-DNA
Natriumdesoxycholat
NBT/BCIP-Reagenz
Penicillin/Streptomycin
Ponceau S

Protease-Inhibitor (Complete Mini, EDTA-free)
Protein G Sepharose 4 Fast Flow

RNA (aus Bickerhefe)
TEMED

Toto-3-jodid

Trypton

Xylencyanol

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Difco (Detroit/MI, USA)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Bio-Rad (Hercules/CA, USA)
Sigma (Miinchen, Dtl.)

Serva (Heidelberg, Dtl.)
Amersham (Piscataway/NJ, USA)
Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

PAA (Colbe, Dtl.)

Difco (Detroit/MI, USA)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Promega (Madison/WI, USA)
PAA (Colbe, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Roche (Mannheim, Dtl.)
Amersham (Uppsala, Schweden)
Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)
Molecular Probes (Eugene/OR, USA)
Difco (Detroit/MI, USA)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Weitere Chemikalien wurden — soweit nicht anders vermerkt — von Merck (Darmstadt,
Dtl.) bezogen.

2.1.2 Puffer, Medien und Losungen

Fiir molekularbiologische Arbeiten verwendete Losungen wurden in der Regel 30 Minuten
bei 121 °C und 1 bar Uberdruck in reiner Wasserdampfatmosphire autoklaviert oder steril-
filtriert. Medien fiir die Bakterienkultivierung wurden 20 Minuten autoklaviert; Kulturme-
dien fiir Sdugerzellen wurden sterilfiltriert.

Alle Reagenzien wurden — soweit nicht anders angegeben — bei Raumtemperatur gelagert.
Die Losungen wurden mit Wasser zu Injektionszwecken (,,Aqua ad iniejectabilia®) von B.
Braun (Melsungen, Dtl.) angesetzt.
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2.1.2.1 Losungen fiir die Chromatin-Immunpriizipitation

1 % Fixierlosung zur Quervernetzung

20/2 TE-Puffer

ChIP-Verdiinnungspuffer

Elutionspuffer

Hochsalzwaschpuffer

Lithiumchlorid-Waschpuffer

Niedrigsalzwaschpuffer

PBS fiir ChIP

1 % (w/v) Formaldehyd (aus 37 % (w/v) Form-
aldehyd in DMEM, Nr. D5671 (Sigma, Miinchen,
Dtl.));

frisch angesetzt.

2 mM EDTA,
20 mM Tris/HCI (pH 8);
Lagerung bei 4 °C.

0,01 % (w/v) SDS,

1,1 % (v/v) Triton X-100,

1,2 mM EDTA,

16,7 mM Tris/HCI (pH 8),

167 mM NacCl;

kurz vor Verwendung wurde in je 10 ml Puffer
eine Proteaseinhibitortablette (Complete Mini,
EDTA-free) aufgeldst;

Lagerung bei 4 °C.

0,1 M NaHCO:s,
1 % SDS;
frisch angesetzt.

0,1 % (w/v) SDS,

1 % (v/v) Triton X-100,
2 mM EDTA,

20 mM Tris/HCI (pH 8),
500 mM NaCl;
Lagerung bei 4 °C.

0,25 M LiCl,

1 % (v/v) NP-40,

1 % (w/v) Natriumdesoxycholat,
1 mM EDTA,

10 mM Tris/HCI (pH 8);
Lagerung bei 4 °C.

0,1 % (w/v) SDS,

1 % (v/v) Triton X-100,
2 mM EDTA,

20 mM Tris/HCI (pH 8),
150 mM NacCl;
Lagerung bei 4 °C.

150 mM Nac(l,

8 mM Na,HPOy,

2 mM KH,POy;

pH 7,5 mit HCI eingestellt;
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SDS-Lysepuffer

kurz vor Verwendung wurde in je 10 ml Puffer
eine Proteaseinhibitortablette (Complete Mini,
EDTA-free) aufgeldst;

Lagerung bei 4 °C.

1 % (w/v) SDS,

10 mM EDTA,

50 mM Tris/HCI (pH 8);

kurz vor Verwendung wurde in je 10 ml Puffer
eine Proteaseinhibitortablette (Complete Mini,
EDTA-free) aufgeldst.

2.1.2.2 Puffer fiir die Proteinaufreinigung (frisch angesetzt)

Puffer A

Puffer B

Puffer C

Puffer D

Puffer E

100 mM NaH,POy,,

10 mM Tris/HCI,

6 M Guanidium/HCI;
pH 8 mit HCI eingestellt.

100 mM NaH,PO,,

10 mM Tris/HCI,

8 M Harnstoff;

pH 8 mit HCI eingestellt.

100 mM NaH,POy,,

10 mM Tris/HCI,

8 M Harnstoff;

pH 6,3 mit HCI eingestellt.

100 mM NaH,PO,,

10 mM Tris/HCI,

8 M Harnstoff;

pH 5,9 mit HCI eingestellt.

100 mM NaH,POy,,

10 mM Tris/HCI,

8 M Harnstoff;

pH 4,5 mit HCI eingestellt.

2.1.2.3 Nihrmedien und Zellkulturreagenzien

DMEM, komplett

Einfriermedium fiir Sdugerzellen

Rohmedium, fliissig, Nr. D5671 (Sigma, Miin-
chen, Dtl.), Zusitze: 10 % (v/v) FCS, 100 U/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 4 mM L-
Glutamin, 0,5 % Glucose;

Lagerung bei 4 °C.

10 % (v/v) DMSO in FCS;
frisch angesetzt.
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Einfriermedium fir Bakterien

FCS

LB-Medium

LB/Amp-Medium

LB/Amp/Kan-Medium

LB/Kan-Medium

LB/Amp-Agar-Platten

LB/Kan-Agar-Platten

RPMI-1640, komplett

SOC-Medium

Trypsin/EDTA (10 x)

15 % (v/v) Glycerin in Kulturmedium;
frisch angesetzt.

Biochrom (Berlin, Dtl.);
30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert;
Lagerung bei 4 °C.

1 % (w/v) Trypton,

0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt,
1 % (w/v) NaCl;

pH 7.5 eingestellt;
Lagerung bei 4 °C.

100 pg/ml Ampicillin in LB-Medium;
Zugabe des Antibiotikums kurz vor Verwendung.

100 pug/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin
in LB-Medium; Zugabe der Antibiotika kurz vor
Verwendung.

30 pg/ml Kanamycin in LB-Medium;
Zugabe des Antibiotikums kurz vor Verwendung.

LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto-Agar autokla-
vieren und vor der Zugabe von Ampicillin (End-
konzentration: 100 pg/ml) bis auf etwa 50 °C ab-
kiihlen lassen;

Lagerung bei 4 °C.

LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto-Agar autokla-
vieren und vor der Zugabe von Kanamycin (End-
konzentration: 25 pg/ml) bis auf etwa 50 °C ab-
kiihlen lassen;

Lagerung bei 4 °C.

Rohmedium, fliissig, Nr. R0883 (Sigma, Miin-
chen, Dtl.), Zusitze: 20 % (v/v) FCS, 100 U/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 2 mM L-
Glutamin, 0,5 % (w/v) Glucose;

Lagerung bei 4 °C.

Invitrogen (Carlsbad/CA, USA);
Lagerung bei 4 °C.

Fertigprodukt von PAA (Coélbe, Dtl.), enthilt:
0,5 % (w/v) Trypsin,

0,2 % (w/v) EDTA;

Lagerung bei -20 °C, verdiinnt bei 4 °C.
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2.1.2.4 Sonstige Puffer und Losungen

1 kb DNA-Leiter

10 x TAE

100 bp DNA-Leiter

Invitrogen (Carlsbad/CA, USA); GroBenstandard
fiir die Agarose-Gelelektrophorese;
Lagerung bei 4 °C.

0,4 M Tris/HCI,
20 mM EDTA,;
pH 8,0 mit Essigsdure eingestellt.

Invitrogen (Carlsbad/CA, USA); GroBenstandard
fiir die Agarose-Gelelektrophorese;
Lagerung bei 4 °C.

40 % Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (1:29)

AP 9,5-Puffer

Citratpuffer

Coomassie-Losung

Dabco-Losung

DNA-Beladungspuffer mit BPB (10x)

DNA-Beladungspuffer mit XC (10x)

Sigma (Miinchen, Dtl.);
Lagerung bei 4 °C.

1 M Tris/HCI (pH 9,5),
1 M NaCl,
50 mM MgCl..

1 % (v/v) NP-40,

100 mM Na-Citrat;

pH 7,5 eingestellt;

vor Verwendung DTT (Endkonzentration: 1mM)
und Proteaseinhibitor (Complete Mini, EDTA-
free) zugegeben.

0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue,
45 % (v/v) Methanol,
10 % (v/v) Essigsiure.

0,25 % (w/v) Diazabicyclo[2.2.2]octan,
15 mM NaCl,

0,8 mM NazHPO4,

0,2 mM KH2PO4,

in 90 % (v/v) Glycerin;

pH 8,6 mit HCI eingestellt.

50 % (v/v) Glycerin,
1 % (w/v) Bromphenolblau,
10 x TAE-Puffer.

50 % (v/v) Glycerin,
5 % (w/v) Xylencyanol,
10 x TAE-Puffer.

Elektrophoresepuffer fiir Tris/Glycin-Gele

25 mM Tris,
192 mM Glycin,
0,1 % (w/v) SDS.
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Entfarber fiir Coomassie-Farbung

IP-Puffer

Konservierungslosung

,,Lower Tris*“-Puffer

,»Low Molecular Weight Marker

Natriumcarbonatpuffer

PBS

Ponceau S-Losung

10 % (v/v) Essigséure,
20 % (v/v) Methanol.

Puffer nach Kaeser und Iggo (2002);

1 % (v/v) NP-40,

350 mM Nac(l,

100 mg/ml per Ultraschall fragmentierte Lachs-
hoden-DNA.

20 % (v/v) Methanol,
2 % (v/v) Glycerin.

0,4 % SDS,
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8).

Bio-Rad (Hercules/CA, USA); GroBenstandard
fiir die SDS-PAGE;
Lagerung bei -20 °C.

160 mM N32CO3,
333 mM NaHCO:s.

150 mM NacCl,

8 mM Na,HPO,,

2 mM KH,POy;

pH 7,5 mit HCI eingestellt.

0,2 % (w/v) Ponceau S,
0,2 % (v/v) Essigséure.

,,Precision Plus Protein Standard All Blue*

Bio-Rad (Hercules/CA, USA); GroBenstandard
fir die SDS-PAGE;
Lagerung bei -20 °C.

»Prestained SDS-PAGE Standard, High Range*

SDS-Probenpuffer

TBS (pH 7,5)

Bio-Rad (Hercules/CA, USA); GroBenstandard
fiir die SDS-PAGE;
Lagerung bei -20 °C.

25 mM Tris/HCI,

50 mM DTT,

10 % (v/v) Glycerin,

2 % (w/v) SDS,

ca. 0,02 % (w/v) BPB,

pH 6,8.

150 mM NaCl,

10 mM Tris/HCI (pH 7.5).

Fiir TBS-Puffer anderer pH-Werte wurden dem-
entsprechend gepufferte Tris/HCI-Losungen ver-
wendet.
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TBS/BSA 10 % (w/v) BSA in TBS (pH 7,5);

filtriert und anschlieBend bei -20 °C gelagert.
TBST 0,1 M Tris/HCI (pH 8),
150 mM NacCl,
0,05 % (v/v) Tween 20.
TE 1 mM EDTA,
10 mM Tris/HCI (pH 8).
Transferpuffer 20 mM Tris,
15 mM Glycin,
20 % (v/v) Methanol;
pH 8,3 eingestellt.
»upper Tris“-Puffer 0,4 % (v/v) SDS,
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8).

2.1.3 Oligonucleotide

Die verwendeten Oligonucleotide wurden von Sigma (Miinchen, Dtl.) und Qiagen (Hilden,
Dtl.) bezogen.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Primerpaare

Verwendete Amplifi-
Bezeichnung Sequenz Annealing- katldnge
Temperatur (in bp)
(in °C)
Primer fiir die Klonierung der Exons 8-10 von pKi-67
HsaEx8sS ATATGTCGACAATGAGAGTGAGGGAATACCTTTG
HsaEx10asH ATATAAGCTTCTTTGGAGTAGCAGGTCTTCTTTG 55 629
Sequenzierprimer fiir den Vektor pOQE-31
pQE-3 GTTCTGAGGTCATTACTGG 52 777
pQE-5 CGGATAACAATTTCACACAG
Primer gegen Abschnitte des humanen rDNA-Clusters nach O'Sullivan et al., 2002
HO s GGTATATCTTTCGCTCCGAG 50 80
HO as GACGACAGGTCGCCAGAGGA
H4 s CGACGACCCATTCGAACGTCT 50 103
H4 as CTCTCCGGAATCGAACCCTGA
H13s ACCTGGCGCTAAACCATTCGT 50 115
H13 as GGACAAACCCTTGTGTCGAGG
H18 s GTTGACGTACAGGGTGGACTG 50 125
H18 as GGAAGTTGTCTTCACGCCTGA
H23/27 s CCTTCCACGAGAGTGAGAAGC 50 111
H23/27 as TCGACCTCCCGAAATCGTACA
H42 s AGAGGGGCTGCGTTTTCGGCC 60 94
H42 as CGAGACAGATCCGGCTGGCAG
Kontrollprimer fiir die Chromatin-Immunprdzipitation
H4 Struk F CATCACCAAGCCTGCCATTCGG 55 162
H4 Struk Rev CACATCCATGGCTGTGACGGTC
LINE-3 GCAGGCCTGGTGGTGAC 51 101
LINE-5 CAGAATTTCATATCCAGCCA
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2.1.4 Vektoren

pCR-Script Amp SK(+) (Stratagene, La Jolla/CA, USA)

pQE-31 (Qiagen, Hilden, Dtl.)
2.1.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase (AP)
Cloned Pfu DNA Polymerase
Proteinase K

RNase A

Boehringer (Mannheim, Dtl.)
Stratagene (La Jolla/CA, USA)
Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sigma (Miinchen, Dtl.)

Sall, HindIII (Restriktionsendonucleasen) Invitrogen (Carlsbad/CA, USA)

Superscript II (Reverse Transkriptase)

Srfl (Restriktionsendonuclease)
T4 DNA Ligase
Taq DNA Polymerase

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primdrantikorper

anti-BrdU-Antikorper

anti-Dimethyl-Histon H3 (Lysin 9)

anti-HP1a

anti-MCM3

anti-Nucleolin

Invitrogen (Carlsbad/CA, USA)
Stratagene (La Jolla/CA, USA)
Stratagene (La Jolla/CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad/CA, USA)

Monoklonaler Ratte-Antikorper, Subklasse 1gG2
(ab6326 von Abcam, Cambridge, UK), der kreuz-
reaktiv mit 5-Fluoruridin ist. Konzentration:
1 mg/ml in 50 % Glycerin/PBS mit 0,02 % Natri-
umazid, verwendete Verdiinnung fiir die Immun-
fluoreszenz: 1:200.

Aufgereinigter IgG-Kaninchen-Antikdrper,
#07-212, Charge # 23424, Upstate Biotechno-
logy (Lake Placid/NY, USA), Konzentration:
0,1 -0,5 pg/ml laut Vertrieb (Biomol, Hamburg,
Dtl.).

Antikorper gegen das heterochromatin protein
la, #2HP-2G9-AS, Euromedex (Souffelweyers-
heim, Frankreich), fiir die Immunfluoreszenz mit-
tels ,,Zenon Labeling®“-Kit mit ,,Alexa Fluor 488*
gekoppelt (siehe 2.2.2.5.1), effektiv verwendete
Verdiinnung in der Immunfluoreszenz: 1:75.

Monoklonaler IgG1-Antikdrper gegen das Mini-
chromosome maintenance protein 3, Herstellung
siche Endl ez al. (2001).

Aufgereinigter 1gG1-Antikorper aus Maus-Aszi-
tes-Fliissigkeit, Klon 4E2, MBL (Nagoya, Japan),
Konzentration: 1 mg/ml. Verwendete Verdiin-
nung flir die Immunfluoreszenz: 10 pg/ml.
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anti-p80-Coilin (5P10 - )

anti-RNA Polymerase |

anti-UBF (62)

BO-7

MIB-1

RGS-Hise

TuBB-9

TuBB-9-FITC

2.1.6.2 Sekundiirantikorper

Monoklonaler IgG2a-Maus-Antikérper (Hybri-
domiiberstand) gegen das humane Coilin
(Almeida et al., 1998), zur Verfiigung gestellt
von Prof. Dr. Dr. Maria Carmo-Fonseca (Univer-
sitdt Lissabon, Portugal), verwendete Verdiin-
nung fiir die Immunfluoreszenz: 1:100.

Kaninchen-Serum gegen die grofite Untereinheit
der RNA Polymerase I (RPA 116), zur Verfi-
gung gestellt von Prof. Dr. Ingrid Grummt
(DKFZ, Heidelberg, Dtl.).

Kaninchen-Serum gegen den upstream binding
factor, UBF (Bolivar et al., 1999), zur Verfligung
gestellt von Prof. Dr. Manuel M. Valdivia (Uni-
versitdt Cadiz, Spanien), Verdiinnung fiir die
Immunfluoreszenz: 1:500 bis 1:1000.

Monoklonaler Maus-Antikorper (IgGl) gegen
IL-2 (Brandt et al., 1986), zur Verfiigung gestellt
von PD Dr. Ernst Brandt (FZB, Borstel, Dtl.),
Konzentration: 8 mg/ml in PBS, verwendete
Konzentration fiir den Western Blot: 10 pg/ml.

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das Ki-67-
Motiv aus Exon 13 von pKi-67, Herstellung nach
Cattoretti et al. (1992) und Key et al. (1993),
Konzentration: 9,3 mg/ml in PBS, verwendete
Konzentration fir die Immunfluoreszenz:
2 ug/ml, verwendete Konzentration fiir den
Western Blot: 1,5 pg/ml.

Maus-Antikorper gegen ein Hexahistidin-Peptid
(Qiagen, Hilden, Dtl.), Konzentration: 0,2 mg/ml,
Verdiinnung fiir den Western Blot: 1:1500.

Monoklonaler Maus-Antikorper (Subklasse IgGl1,
k-L-Kette) gegen Exon 9 von pKi-67, Herstellung
siche 3.1, Konzentration: 5 mg/ml in PBS, ver-
wendete Konzentration fiir Western Blot und Im-
munfluoreszenz: 40 pg/ml.

Mit dem Farbstoff Fluorescein-Isothiocyanat
markierter TuBB-9, Konzentration: 3 mg/ml,
Verdiinnung fiir die Immunfluoreszenz: 1:50.

»Alexa Fluor 488“-gekoppelter Ziege-anti-Maus-IgG (H+L)

Sekundérantikorper fiir die indirekte Immunfluo-
reszenz von Molecular Probes (Eugene/OR,
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USA), nicht kreuzreaktiv mit Rind-IgG, Ziege-
IgG, Kaninchen-IgG, Ratte-IgG, humanem IgG
und humanem Serum, Konzentration: 2 mg/ml in
0,1 M Natriumphosphat, 0,1 M NaCl (pH 7,5) mit
5 mM Natriumazid, verwendete Verdiinnungen:
1:300 bis 1:1000.

»Alexa Fluor 488“-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-IgG (H+L)

Sekundirantikorper flir die indirekte Immunfluo-
reszenz von Molecular Probes (Eugene/OR,
USA), nicht kreuzreaktiv mit Rind-IgG, Ziege-
IgG, Maus-IgG, Ratte-IgG und humanem IgG,
Konzentration: 2 mg/ml in 0,1 M Natriumphos-
phat, 0,1 M NaCl (pH 7,5) mit 5 mM Natrium-
azid, verwendete Verdiinnungen: 1:300 bis
1:1000.

»Alexa Fluor 546“-gekoppelter Ziege-anti-Maus-IgG (H+L)

Sekundérantikorper fiir die indirekte Immunfluo-
reszenz von Molecular Probes (Eugene/OR,
USA), nicht kreuzreaktiv mit Rind-IgG, Ziege-
IgG, Kaninchen-IgG, Ratte-IgG, humanem IgG
und humanem Serum, Konzentration: 2 mg/ml in
0,1 M Natriumphosphat, 0,1 M NaCl (pH 7,5) mit
5 mM Natriumazid, verwendete Verdiinnungen:
1:300 bis 1:1000.

»Alexa Fluor 546“-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-IgG (H+L)

Sekundérantikorper fiir die indirekte Immunfluo-
reszenz von Molecular Probes (Eugene/OR,
USA), nicht kreuzreaktiv mit Rind-IgG, Ziege-
IgG, Maus-IgG, Ratte-IgG und humanem IgG,
Konzentration: 2 mg/ml in 0,1 M Natriumphos-
phat, 0,1 M NaCl (pH 7,5) mit 5 mM Natrium-
azid, verwendete Verdiinnungen: 1:300 bis
1:1000.

»Alexa Fluor 546“-gekoppelter Ziege-anti-Ratte-IgG (H+L)

Sekundérantikorper fiir die indirekte Immunfluo-
reszenz von Molecular Probes (Eugene/OR,
USA), nicht kreuzreaktiv mit Maus-IgG, Maus-
Serum und humanem Serum, Konzentration:
2 mg/ml in 0,1 M Natriumphosphat, 0,1 M NaCl
(pH 7,5) mit 5 mM Natriumazid, verwendete
Verdiinnungen: 1:300 bis 1:1000.

AP-konjugiertes F(ab'),-Fragment Ziege-anti-Maus-IgG (H+L)
0,6 mg/ml in 10 mM Tris/HCI, 0,25 M NacCl
(pH 8) mit 0,05 % Natriumazid (Dianova, Ham-
burg, Dtl.), verwendete Verdiinnung: 1:10000.
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2.1.6.3 Normalseren

Kaninchen-Normalserum

Maus-Normalserum

Ziege-Normalserum

Praimmunserum 12/12/97 (Eurogentec, Seraing,
Belgien).

Proteinkonzentration 50 mg/ml in 10 mM Natri-
umphosphat, 0,25 M NaCl (pH 7,6) mit 0,05 %
Natriumazid (Dianova, Hamburg, Dtl.).

Proteinkonzentration 60 mg/ml in 10 mM Natri-
umphosphat, 0,25 M NaCl (pH 7,6) mit 0,05 %
Natriumazid (Dianova, Hamburg, Dtl.).

2.1.7 Aufreinigung von Nucleinsiuren

Die aufgefiihrten Kits wurden von Qiagen (Hilden, Dtl.) bezogen.

Plasmid Midi Kit

QiaEx II Gel Extraction Kit

QiaPrepSpin Miniprep Kit

QiaQuick PCR Purification Kit

RNeasy Mini Kit

Praparation von Plasmiden aus Bakterien im
mittleren Mal3stab

Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Praparation von Plasmiden aus Bakterien im
kleinen Mafstab

Aufreinigung von DNA aus Losungen

Préaparation von RNA aus Kulturzellen

2.1.8 Echtzeit-Quantifizierung von DNA

FastStart DNA Master SYBR Green I Kit (Roche, Mannheim, Dtl.)

2.1.9 Markierung von Antikorpern

Die aufgefiihrten Kits wurden von Molecular Probes (Eugene/OR, USA) bezogen.

Protein Labeling Kit

Zenon Mouse IgG Labeling Kit
2.1.10 Proteinexpressionssystem

QiaExpressionist Kit (Qiagen)

Markierung gréferer Antikérpermengen

Markierung kleinerer Antikérpermengen

Expression von ,,His-Tag"“-Fusionsproteinen



2 Material und Methoden

Seite 25

2.1.11 Zelllinien

2.1.11.1 Siugetierzellen

HDLM-2 (DSMZ-Nr.: ACC-17)

HeLa S3 (ATCC-Nr.: CCL-2.2)

HEp-2 (ATCC-Nr.: CCL-23)

L-428 (DSMZ-Nr.: ACC 197)

Humane Hodgkin-Lymphom-Zelle mit aullerge-
wohnlichen Chromosomenaberrationen (Mac-
Leod et al., 2000). Bis auf Chromosom 10 weisen
alle Chromosomen Verdnderungen auf. Interes-
santerweise sind dabei besonders die Abschnitte
der akrozentrischen Chromosomen multipliziert,
die die Gene fiir die ribosomale RNA tragen.
Suspensionskulturen dieser Zelllinie sind bei ei-
ner Zelldichte von 0,5—2'106 Zellen/ml in kom-
plettem RPMI-Medium bei 37 °C und 5 % (v/v)
CO; zu kultivieren. Die Teilung erfolgt einmal
wochentlich unter Zugabe von neuem Medium im
Verhiltnis von 1:2.

Adhérent wachsende humane Cervixkarzinomli-
nie (Puck et al., 1956), die aufgrund ihrer Zell-
morphologie besonders gut zum Studium des
Kerns und des Nucleolus geeignet ist. HeLLa S3-
Zellen besitzen durchschnittlich einen hypotri-
ploiden Chromosomensatz.

Die Kultivierung erfolgt in komplettem DMEM-
Medium bei 37 °C und 7,5 % (v/v) CO,. Zur Sub-
kultivierung wurden die Zellen zweimal wochent-
lich im Verhéltnis 1:10 — 1:15 geteilt.

Adhédrent wachsende humane Zelllinie, die ur-
spriinglich fiir eine Epidermalkarzinom-Zelle ge-
halten, dann aber als Sublinie von HeLa S3
(Moore et al., 1955) charakterisiert wurde.
HEp-2-Zellen zeigen im Vergleich zu HeLa-
Zellen eine noch hohere Lichtbrechung des Zell-
kerns und wurden daher in der vorliegenden Ar-
beit fiir Mikroinjektionsstudien verwendet.

Die Kultivierung erfolgt in komplettem DMEM-
Medium bei 37 °C und 7,5 % (v/v) CO,. Zur Sub-
kultivierung wurden die Zellen zweimal wochent-
lich im Verhéltnis 1:10 geteilt.

Humane Hodgkin-Lymphom-Zelle, deren Mor-
phologie und Muster an Oberflichenmarkern
Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen gleicht
(Schaadt ef al., 1979 und 1980).
Suspensionskulturen dieser Zelllinie sind in kom-
plettem RPMI-Medium bei 37 °C und 5 % (v/v)
CO; zu kultivieren. Die Teilung erfolgt zweimal
wochentlich unter Zugabe von neuem Medium im
Verhiltnis von 1:10.
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2.1.11.2 Bakterienstimme

Escherichia coli DH5a (Stratagene, La Jolla/CA, USA)
Verwendet zur Plasmid-Vermehrung, Genotyp: F
®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl
endAl hsdR17(ry, mk+) phoA supE44 \ thi-1
gvrA96 relAl.

Escherichia coli DH5aF'1Q (Stratagene, La Jolla/CA, USA)
Verwendet zur Proteinexpression, Genotyp: F’
80dlacZAM15  A(lacZY A-argF)U169  recAl
endAl hsdR17(r ™) phoA supE44N" thi-1
2rA96 relAl/F proAB’ laclqZAM15 zzf::Tn5
[KmR].

Escherichia coli XL10-Gold Kan" (Stratagene, La Jolla/CA, USA)
Kompetente Zellen, verwendet zur Plasmid-Ver-
mehrung ausgehend von Srfl-gespaltenem pCR-
Script, Genotyp: Tet" A(mcrd)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 reldl lac Hte [F’ proAB lacl'Z AMI5
Tnl0 (Tet") Tn5 Kan' Amy].
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von Nucleinsiiuren

2.2.1.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Kleinere DNA-Mengen wurden unter Verwendung des ,,QiaPrepSpin Miniprep*-Kits aus
2 ml einer Ubernachtkultur gewonnen. Die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des Her-
stellers. Die isolierte Plasmid-DNA wurde in ca. 50 pl Wasser aufgenommen und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Groflere DNA-Mengen wurden unter Verwendung des ,,Plasmid Midi“-Kits aus 100 ml
einer Ubernachtkultur gewonnen. Die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Die isolierte Plasmid-DNA wurde in ca. 50 pl Wasser aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.1.1.2 Isolierung von RNA aus Sidugetierzellen

Zur Isolierung von RNA wurden 5-6-10° Zellen mit Trypsin/EDTA von der Kulturschale
geldst und nach dem Protokoll des ,,RNeasy Mini“-Kits verarbeitet. Die gewonnene RNA
wurde mit 30 pul Wasser eluiert.

2.2.1.2 Reverse Transkription (RT) von RNA

Fiir die Reverse Transkription von RNA wurden 3 pg frisch isolierte Gesamt-RNA mit
1 pg Oligo-dT;g-Primer in 10 ul Wasser verdiinnt, 10 Minuten bei 70 °C inkubiert und
dann auf Eis abgekiihlt (Annealing). Anschliefend wurden nach Angaben des Herstellers
(Invitrogen) RNase-Inhibitor, RT-Puffer, DTT, dNTPs und 200 U Reverse Transkriptase
Superscript II hinzugegeben und eine Stunde bei 42 °C inkubiert. Schlielich wurde das
Enzym fiir 3 Minuten bei 95 °C deaktiviert, der Ansatz 1:10 verdiinnt und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.1.3.1 Priparative PCR

PCR-Reaktionen wurden in den Gerdten GeneAmp 2400 und GeneAmp 9600 (Perkin El-
mer, Boston/MA, USA) durchgefiihrt. Die verwendeten Primer, die jeweiligen Annealing-
Temperaturen (T,) und die Groe der Amplifikate sind tabellarisch unter 2.1.3 zu finden.
Die Zahl der Zyklen (x) richtete sich nach der Effizienz der Reaktion und der Qualitét des
Templates.

Zusitzlich zu den Proben wurde ein Kontrollansatz ohne Template zur Uberpriifung auf
Kontaminationen angesetzt.

Die DNA-Amplifikation zu préparativen Zwecken (Klonierung) wurde nach folgendem
Protokoll durchgefiihrt:
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Programm:
5 Minuten 94 °C

1 Minute 94 °C
1 Minute T, x Zyklen
1 Minute 72 °C

15 Minuten 72 °C
anschliefend 4 °C

Zusammensetzung der Reaktionsansitze (100 ul):

5’-Primer: 1 uM
3’-Primer: 1 uM
dNTPs: jeweils 0,2 mM
Pfu Polymerase: 25U

Reaktionspuffer fiir Pfu Polymerase

+ 1-10 ng Template

2.2.1.3.2 Semiquantitative und qualitativ analytische PCR

Mit PCR-Ansétzen zur Analyse (qualitativ und semiquantitativ) wurde genauso verfahren
wie mit den Ansétzen zu priparativen Zwecken. Allerdings wurden hier 1,25 U Tag-DNA-
Polymerase (sowie dazugehdriger Puffer) verwendet und im Reaktionsansatz (hier 50 ul)
zusétzlich eine MgCl,-Konzentration von 2 mM eingestellt.

2.2.1.3.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Zur Quantifizierung von rDNA-Fragmenten in ChIP-Proben wurde der Light Cyclerl.0
(Roche, Mannheim, Dtl.) zusammen mit dem ,,FastStart DNA Master SYBR Green I*-Kit
verwendet. Um die Spezifitdt der Reaktion zu optimieren, wurden die jeweiligen Liufe als
sogenannte ,,Touch-down“-PCR ausgefiihrt.

Im folgenden Schema sind der prinzipielle Ablauf einer solchen PCR und die Zusammen-
setzung des Reaktionsansatzes dargestellt. Auch hier wurde jeweils eine Kontrolle ohne
Template zur Uberpriifung auf Kontamination der verwendeten Reagenzien angesetzt. Zu-
dem wurde im Anschluss an jeden PCR-Lauf eine Schmelzkurve der Proben zwischen 63
und 95 °C aufgenommen, die Auskunft {iber die Identitéit der Amplifikate gibt. Ausgehend
vom jeweiligen Schmelzpunkt des Amplifikats wurde die Temperatur zur Messung der
Fluoreszenz (Ty) bestimmt. Die Annealing-Temperatur wurde in zehn Zyklen in 0,5 °C-
Schritten auf die in Tabelle 1 (siche 2.1.3) angegebenen Werte abgesenkt.

Programm:
10 Minuten 95 °C

10 Sekunden 95 °C
10 Sekunden T,
10 Sekunden 72 °C
1 Sekunde Ty
15 Minuten 72 °C

x Zyklen
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Zusammensetzung der Reaktionsansitze (10 ul):

5’-Primer: 0,6 pl (Endkonzentration: 1,2 uM)
3’- Primer: 0,6 ul (Endkonzentration: 1,2 uM)
MgCl,: 1,2 ul (4 mM)

SYBR-Mix: 1 ul

Wasser: 4,6 ul

+ 2 pl Template

Die Auswertung der Messwerte erfolgte unter Zuhilfenahme der Software LightCycler Run
5.3.2 und LightCycler3 Front Version 3.5.17 (Idaho Technology, Salt Lake City/UT,
USA).

2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsiiuren

Die Nucleinsdure-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der Optischen Dich-
te (OD) bei 260 nm mit dem Spektralphotometer Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden).

Eine Optische Dichte ODy¢p von 1 entspricht einer DNA-Konzentration an doppelstrangi-
ger DNA von 50 pg/ml. Eine ODy¢ von 1 entspricht einer Konzentration an RNA von
40 pg/ml.

Zur Abschdtzung der Verunreinigung der Losung mit Proteinen wurde die Absorption bei
280 nm gemessen und der Quotient OD,60/OD,g gebildet. Dieser liegt fiir reine DNA bei
1,8; fiir RNA liegt er bei 2,0.

2.2.1.5 Hpydrolyse von DNA durch Restriktionsendonucleasen (nach Fuchs und
Blakesley, 1983)

Es wurden in der Regel 250 ng bis 1 ng geloste DNA mit 4-10 U einer Restriktionsendo-
nuclease in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer fiir 1-2 Stunden bei 37 °C hydroly-
siert.

2.2.1.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Zur Dephosphorylierung des 5'-Endes von linearisierter Vektor-DNA wurde der Reakti-
onsansatz bei 37 °C fiir 45 Minuten mit 1 U Alkalischer Phosphatase inkubiert. Die Inakti-
vierung des Enzyms erfolgte unter Zugabe von EDTA-Losung eines pH-Werts von 8 (End-
konzentration: 25 mM) durch zehnminiitige Inkubation bei 65 °C.

2.2.1.7 Agarosegelelektrophorese (nach McDonell et al., 1977)

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde in Agarosegelen auf Basis von TAE-Puffer
durchgefiihrt. Die Gele enthielten 0,4 pg/ml Ethidiumbromid zur Sichtbarmachung der
DNA auf einem UV-Transilluminator (INTAS, Goéttingen, Dtl.). Die Proben wurden mit
10 % (v/v) DNA-Probenpuffer (10x) versetzt, aufgetragen und bei 5 V/cm in einem
horizontalen Elektrophoresesystem (Bio-Rad, Miinchen, Dtl.) aufgetrennt. Als GroBen-
standards wurden ,,100 bp Leiter* und ,,1 kb Leiter* benutzt.
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2.2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten (nach Maniatis et al., 1989)

Die Ligation von 50-100 ng dephosphoryliertem Vektor und 10-50 ng Insert erfolgte in ei-
nem 10 pl-Ansatz (mit 0,5 mM ATP und Reaktionspuffer) durch 4 U T4 Ligase als Uber-
nachtreaktion bei 4 °C (fiir blunt end-Klonierungen) bzw. 1 Stunde bei Raumtemperatur
(fiir sticky end-Klonierungen). AnschlieBend wurde das Enzym fiir 10 Minuten bei 65 °C
deaktiviert.

Im Falle von Klonierungen in pCR-Script wurden zu dem vom Hersteller (Invitrogen) ge-
lieferten, mit SrfI-Endonuclease linearisierten Vektor 5 U Srfl-Endonuclease in den Li-
gationsansatz gegeben.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Fiir die Lyse wurden Zellen geerntet und in PBS aufgenommen. Nach der Bestimmung der
Zellzahl wurden sie in der Dichte 2-10” Zellen/ml in SDS-Probenpuffer aufgenommen und
5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Zelllysate wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (nach Laemmli, 1970)

Zur Auftrennung von Protein-Gemischen wurde die denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) mit diskontinuierlichem Tris/Glycin-Puffersystem verwendet.
Grundlage des Sammelgels
ist ein Tris-Puffer niedrigen

pH-Werts (,,Upper Tris®, Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacryl-

. amid-Gele

siche 2.1.2.4), Grundlage
des Trenngels ein Tris-Puf- S el T |

_ _ ammelgel: renngel:
fer hTOhen 911 Vge{t; i”LO 3.3 % (wiv) 5-15 % (wiv)
wer 111s -, S1€ e 1.2.4). ) Polyacrylamid Polyacrylamid
Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Trenngele mit ei- 40 % Acrylamid/ 8,35 % 12,38 - 37,16 %
nem Polyacrylamidgehalt Bisacrylamid (1:29) (V/v) (v/v)
zwischen 5 und 15 % be- Lower Tris*-Puff 24.8% (v/
nutzt. Die Zusammenset- »-owWer s -ruer . 8% (Vi)
zung ist im Einzelnen in _Upper Tris*“-Puffer 26,1 % (v/v) )
Tabelle 2 wiedergegeben.
Die Auftrennung der Pro- Ammoniumperoxodisulfat 0,42 % (W/v) 0,82 % (W/v)
ben erfolgte bei 10-15 mA ) .
(Sammelgel) bZW. 20_ TEMED 0,42 % (V/V) 0,08 % (V/V)

25 mA (Trenngel) und wur-

de in einem vertikalen System (Bio-Rad, Miinchen, Dtl.) durchgefiihrt.

Die Detektion der aufgetrennten Proteine erfolgte durch Coomassie-Fiarbung des Gels
(siehe 2.2.2.3) oder durch spezifische Antikdrper nach Western Blotting (sieche 2.2.2.4) des
Gels.
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2.2.2.3 Coomassie-Fiirbung von Polyacrylamid-Gelen

Der Nachweis von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen erfolgte durch 20-miniitige
Inkubation in Coomassie-Losung und anschlieBend — iiber Nacht — in Entfarber-Losung.
Die Gele wurden dann wiederum {iiber Nacht in Konservierungslosung inkubiert und zur
Trocknung in Cellophanfolie (Bio-Rad, Miinchen, Dtl.) eingespannt.

2.2.2.4 Western Blot und immunologische Detektion von Proteinen

SDS-Polacrylamid-Gele wurden iiber Nacht bei einer Stromstérke von 50 mA in einer mit
Transferpuffer gefiillten Mini Protean II-Blotapparatur (Bio-Rad, Miinchen, Dtl.) auf
,Protran“-Nitrocellulose-Membranen (Schleicher & Schuell, Dassel, Dtl.) geblottet. Der
Proteintransfer wurde durch Inkubation mit Ponceau S-Losung iiberpriift. AnschlieBend
wurde der Farbstoff mit destilliertem Wasser von der Membran gewaschen und fiir eine
Stunde in 4 % Fischgelatine (in TBST) inkubiert. Danach wurde fiir eine Stunde mit Pri-
mérantikorper (Verdiinnung in 0,5 % Fischgelatine/TBST) und nach dreimaligem Waschen
mit 0,5 % Fischgelatine/TBST eine Stunde mit einem AP-gekoppelten Ziege-anti-Maus-
Sekundirantikorper (1:10000 verdiinnt) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit TBST
und einmaligem Waschen mit AP 9,5-Puffer wurde gebundener Antikdrper mit
NBT/BCIP-Reagenz (363 pg/ml bzw. 181,5 pg/ml in AP 9,5-Puffer) nachgewiesen. Zum
Stoppen der Reaktion wurde das Reagenz abgegossen und der Blot mit destilliertem
Wasser gespiilt.

2.2.2.5 Markierung von Antikorpern mit Fluoreszenzfarbstoffen

2.2.2.5.1 Markierung von Antikoérpern im Mikrogramm-Malistab mit dem ,.Zenon Mouse
IgG Labeling“-Kit von Molecular Probes

Mit Hilfe des ,,Zenon Labeling“-Kits wurden kleine Antikérpermengen (1-5 pg) mit
»Alexa Fluor 488“-gekoppelten F,,-Fragmenten markiert und direkt fiir die Immunfluores-
zenz eingesetzt. Bei der Durchfiihrung wurden die Hinweise des Herstellers befolgt.

2.2.2.5.2 Markierung von Antikorpern im Milliscramm-Malstab mit dem ..Protein
Labeling*“-Kit von Molecular Probes

Mit dem ,,Protein Labeling*-Kit wurden Antikdrper mit den Farbstoffen ,,Alexa Fluor 488
und ,,Alexa Fluor 546 direktmarkiert. Dazu wurde 1 mg Antikorper eingesetzt und im
Weiteren nach den Angaben des Herstellers verfahren.

2.2.2.5.3 Markierung von Antikorpern im Milligramm-Mal3stab mit Fluorescein-Isothio-

cyanat (FITC)

100 pl Antikorper-Losung (1 mg Antikdrper/ml in Natriumcarbonat-Puffer) wurden mit
5 pul FITC-Lésung (1mg FITC/ml in DMSO) versetzt und auf einem Rollinkubator fiir
2 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte die Verdiin-
nung dieser Losung mit 400 ul TBS (pH 7,4) und die Auftragung auf eine mit 3 ml TBS
(pH 8,2) dquilibrierte NAP-5 Sephadex-Gelfiltrationssdule (Amersham, Uppsala, Schwe-
den). Der FITC-gekoppelte Antikorper wurde mit 1 ml TBS (pH 8,2) eluiert und in einem
Microcon YM-30-Konzentrator (Millipore, Bedford/MA, USA) durch 20-miniitige



2 Material und Methoden Seite 32

Zentrifugation bei 400 g eingeengt. Das Antikorper-FITC-Konjugat wurde danach mit
100 pl TBS (pH 8,2) wihrend einer Inkubation von 15 Minuten bei 4 °C von der Membran
des Konzentrators gelost und anschlieBend in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefdl3
iberfiihrt.

2.2.2.6 Nachweis der Proteinlokalisation durch Immunfluoreszenzmarkierung

Adhérente Zellen fiir Immunfluoreszenz-Farbungen wurden entweder auf ,,Superfrost
Plus‘““-Glasobjekttrigern (R. Langenbrinck, Emmendingen, Dtl.) oder im Fall der Mikroin-
jektionsstudien auf Glasbodenschédlchen (MatTek, Ashland/MA, USA) kultiviert. Suspen-
sionszellen wurden als Cytozentrifugenpréiparate vorbereitet und Gefrierschnitte humaner
Tonsillen auf Glasobjekttriager iiberfiihrt.

Zuerst wurden die Priparate einmal mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte fiir jeweils
10 Minuten eine Inkubation mit frisch angesetztem 2 %igen Formalin (in PBS) und 0,25 %
Triton X-100 (in PBS). Nach zweimaligem Waschen mit TBS (pH 7,5) wurde 30 Minuten
mit Primédrantikorper (in 10 % BSA/TBS) inkubiert. Die verwendeten Antikdrper-Konzen-
trationen und -Verdiinnungen sind unter 2.1.6.1 verzeichnet.

Sollte die Verteilung eines weiteren Proteins studiert werden, so wurde nach zweimaligem
Waschen mit TBS (pH 7,5) 30 Minuten mit einem zweiten Primérantikorper (in 10 %
BSA/TBS) inkubiert.

Nach erneutem zweimaligen Waschen mit TBS (pH 7,5) erfolgte eine 30-miniitige Inku-
bation mit Sekundirantikérpern entsprechender Spezifitit. Hierbei kamen mit den Fluores-
zenzfarbstoffen ,,Alexa Fluor 488 und ,,Alexa Fluor 546 gekoppelte Ziege-anti-Maus-,
Ziege-anti-Ratte- und Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper von Molecular Probes zum Ein-
satz. Davon wurden Verdiinnungen zwischen 1:300 und 1:1000 benutzt. Danach wurde
nochmals mit TBS (pH 7,5) gewaschen und 20 Minuten mit dem Nucleinsdurefarbstoff
Toto-3-jodid (2 uM verdiinnt in 10 % BSA/TBS) gefirbt. Als nichstes wurden die
Priparate fiir 10 Minuten mit 2 % Formalin (in PBS) nachfixiert und mit Dabco-Ldsung
tiberschichtet. Die Objekttrager wurden abschlieBend mit einem Deckgldschen versehen.
Alle Inkubationen erfolgten in einer ,,feuchten Kammer* und, wenn lichtempfindliche
Farbstoffe benutzt wurden, in abgedunkelten Radumen.

In einigen Féllen wurde im Anschluss an eine indirekte Farbung (mit Primér- und entspre-
chendem Sekundirantikdrper) mit einem zweiten, dieses mal direktmarkierten Priméranti-
korper derselben Spezies gefdrbt. Um eine Reaktion des Sekundérantikdrpers mit dem di-
rektmarkierten Primérantikdrper zu verhindern, wurde zwischen beiden Fiarbungen fiir 30
Minuten mit 1 % Normalserum (in 10 % BSA/TBS) inkubiert.

Die Prédparate wurden mit einem konfokalen Mikroskop der Firma Leica (Modell DM
IRBE/TCS SP) untersucht. Dabei wurden die eingesetzten Farbstoffe jeweils separat ange-
regt und bei den spezifischen Emissionswellenldngen separat aufgenommen. Die Bearbei-
tung der erstellten Aufnahmen erfolgte unter Verwendung der Software Adobe Photoshop
(Version 6.0).

Aufnahmen von Antikdrpern, die mit ,,Alexa Fluor 488 gekoppelt wurden, sind im Ergeb-
nisteil dieser Arbeit griin dargestellt, mit ,,Alexa Fluor 546* gekoppelte Antikorper dage-
gen rot. In der Bildunterschrift ist jeweils angegeben, ob ein direktmarkierter Antikorper
eingesetzt wurde oder eine indirekte Farbung unter Einsatz eines entsprechend markierten
Sekundirantikorpers erfolgte.

Wurde abweichend hiervon ein FITC-markierter oder durch den ,,Zenon Labeling*-Kit mit
»Alexa Fluor 488 gekoppelter Antikorper verwendet, so ist dies gesondert ausgewiesen.
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2.2.2.7 Immunprizipitation

Fiir jede Immunprizipitation wurden 4-10° HeLa S3-Zellen eingesetzt. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurden sie mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturflasche geldst
und unter gelegentlichem Schiitteln 20 Minuten in 3 ml Citratpuffer auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurde die Suspension fiir 10 Minuten bei 3500 g zentrifugiert, der Uberstand
isoliert und mit 10 pg Antikorper 4 Stunden bei 4 °C auf einem Rollinkubator inkubiert. Es
wurden dann 50 pl Protein-G-Sepharose (angesetzt in IP-

Puffer) zur Ubernachtinkubation (unter Rollen) hinzuge- A Bed

setzt. Am Folgetag wurde einmal mit Citratpuffer gewa- %

schen und das gebundene Protein sequentiell zweimal ——=e0-

10 Minuten mit 20/2 TE-Puffer (mit 2 % SDS) bei 37 °C Quervernetzung
von der Sepharose eluiert. Der Uberstand wurde isoliert, + o

Fragmentierung

mit SDS-Probenpuffer versetzt, 5 Minuten bei 95 °C dena-

turiert und auf einem SDS-Gel analysiert. %ﬁ . Qﬁ%
ey
2.2.2.8 Chromatin-Immunpriizipitation (ChIP) * e
Die Durchfilhrung der ChIP orientiert sich im e ‘&,Qw/
Wesentlichen an dem von Upstate (Lake Placid/NY, USA) L b—

fiir den H3/K9-Dimethyl-Antikorper bereitgestellten Pro-
tokoll (siche auch El-Osta et al, 2002). Sie ist in * :ﬁ;‘_’g"’"“da"

X . uantifizierung
Abbildung 4 kurz schematisch dargestellt.

Fir die ChIP wurden jeweils 8-10° HeLa S3-Zellen in
zwei Zellkulturflaschen (80 cm?) ausgesit und fiir drei
Tage kultiviert. Zur Quervernetzung von Proteinen mit
Nucleinséduren erfolgte eine Inkubation der Zellen mit 1 %
Formaldehyd in 15ml serumfreiem Rohmedium fiir
10 Minuten. Die Reaktion wurde durch Herunterwaschen — py A-Sequenz C bindet. Mo-
des Formaldehyds mit eiskaltem PBS (mit Proteaseinhibi- ifiziert nach Marzio et al.,
tor) gestoppt. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem  1998.

Zellschaber vom Boden der Kulturflasche gelost, fiir 5 Mi-

nuten bei 4 °C und 300 g zen-
trifugiert und in SDS-Lyse-
puffer (mit Proteaseinhibitor)
aufgenommen.

Zum Fragmentieren der DNA
wurde ein mit einer Mikro-
spitze ausgeriisteter Ultra-
schall-Desintegrator (Modell
Sonifier 250 mit Regeleinheit
TM 2, Branson, Danbury/CT,
USA) benutzt. Hiermit wurde
die Zellsuspension (auf Eis
gekiihlt) sechs mal fiir 10 Se-
kunden in zweiminiitigen In-
tervallen beschallt. In zwei
Zentrifugationsschritten ~— —
1000 g bzw. 16000 g, jeweils

"ABCD

Abbildung 4: ChiP-Verlaufs-
schema fir ein Protein (aus-
geflllter Kreis), das an die

Abbildung 5: Die zur ChIP
eingesetzte Chromatin-L6-
sung enthalt vorwiegend
DNA-Fragmente zwischen
300 und 1300 bp. Die Gro-
Renbestimmung  erfolgte
nach Verdau von RNA mit
RNase A. 100 bp-Leiter
(M) in bp.
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fiir 10 Minuten bei 4 °C — wurde unldsliches Material abgetrennt; der Uberstand, welcher
das geloste Chromatin enthilt, wurde weiter verwendet. Die darin enthaltenen DNA-Frag-
mente haben vorwiegend Liangen von 300 bis 1300 bp (siche Abbildung 5).

Je ChIP-Ansatz wurden 100 pl der Chromatin-Ldsung eingesetzt, was einer urspriinglichen
Zellzahl von 4-6-10° Zellen entspricht. Die Losung wurde 1:10 mit ChIP-Verdiinnungs-
puffer verdiinnt und mit 60 pl 1:4 vorverdiinnter Protein G-Sepharose (in PBS mit 0,1 %
BSA und 100 pg/ml Béckerhefe-RNA) behandelt. Dies dient dem Abfangen unspezifisch
an Protein G-Sepharose bindender DNA. Die Sepharose wurde nach zwei Stunden wieder
abzentrifugiert (5 Minuten bei 2000 g und 4 °C). Der Uberstand wurde weiterverwendet
und {iber Nacht bei 4 °C auf einem Rollinkubator mit Antikorper (siehe Tabelle 3) inku-
biert.

Die Prézipitation der DNA-Protein-Antikorper-Komplexe erfolgte durch einstiindige Inku-
bation bei 4 °C auf einem Rollinkubator mit 60 pl 1:4 vorverdiinnter Protein G-Sepharose
(in PBS mit 0,1 % BSA und 100 pg/ml Béckerhefe-RNA). Um unspezifisch gebundene
DNA von der Sepharose zu entfernen, wurde einmal mit Niedrigsalzwaschpuffer, einmal
mit Hochsalzwaschpuffer, einmal mit Lithium-
chlorid-Waschpuffer und zum Abschluss
zweimal mit 20/2 TE-Puffer gewaschen. Ver-
wendet wurden dabei jeweils 750 ul Puffer,

Tabelle 3: Fir die ChIP verwendete
Antikdrper

gewaschen wurde fiir 3 bis 5 Minuten auf dem [ Antikérper

Rollinkubator (4 °C), und die Zentrifugation |BO-7 15 ug

erfolgte bei 100 g fiir eine Minute (4 °C). Die | MIB-1 15 ug

spezifisch gebundenen Komplexe wurden |TuBB-9 15 pg

schlieBlich sequentiell mit 2 x 100 pl frisch an- [ @-RNA Polymerase I 15l
. . . .. a-UBF 1,5 pl

gesetztem Elutionspuffer in einem Schiittel- .

: . Kaninchen-Serum 1,5 ul

inkubator, Modell Thermomixer comfort, o-Dimethyl-Histon H3 (Lysin9) 1,5 ul

(Eppendorf, Hamburg, Dtl.) bei 1000 Upm,
und Raumtemperatur fiir 15 Minuten eluiert.
Das vereinigte Eluat (200 pl) wurde zur endgiiltigen Entfernung der Protein G-Sepharose
bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten bei 16000 g zentrifugiert; 150 pl des Uberstandes
wurden abgenommen und nochmals unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. 100 pul
des daraus resultierenden Uberstandes wurden weiterverwendet. Die Aufldsung der Quer-
vernetzung erfolgte unter Zugabe von 4 ul 5 M Natriumchlorid-Lésung durch eine vier-
stiindige Inkubation bei 65 °C auf dem Schiittelinkubator (500 Upm). Der Protein-Anteil
der Probe wurde danach mit Proteinase K verdaut. Hierzu wurde der ChIP-Ansatz durch
Zugabe von 2 ul 0,5 M EDTA und 4 pul 1 M Tris/HCI (pH 6,5) umgepuffert und mit 1 pl
Proteinase K (10 mg/ml) versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 45 °C auf dem
Schiittelinkubator erfolgte die Aufreinigung der DNA-Fragmente {iber eine ,,QiaQuick*-
Aufreinigungssdule geméf Protokoll des Herstellers (Qiagen). Die Elution wurde mit 50 pl
des mitgelieferten Elutionspuffers durchgefiihrt.

Die Untersuchung der gewonnenen DNA-Fragmente erfolgte mittels quantitativer PCR.
Die Proben fiir die polyklonalen Kaninchenseren wurden zuvor 1:50 vorverdiinnt. Zur
Quantifizierung der prézipitierten DNA wurde ein Ansatz verarbeitet, der weder mit Anti-
kdrper noch mit Protein G-Sepharose und Elutionspuffer behandelt wurde (Input).

Der Input wurde in vier Verdiinnungsstufen eingesetzt. Die daraus mittels linearer Regres-
sion berechnete Standardkurve wurde zur Quantifizierung der anderen Proben verwendet
und die Standardabweichung (ausgehend von einer Stichprobe) ermittelt.
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2.2.2.9 Aufreinigung von Fusionsproteinen mit Hexahistidin-Peptid an Ni**-Agarose

Die Aufreinigung des Proteins aus dem isolierten Bakterienpellet durch IMAC
(immobilized metal ion affinity chromatography) wurde gemdll Protokoll des ,,Qia-
Expressionist“-Kits durchgefiihrt. Die dafiir erforderlichen Puffer A - E wurden frisch
angesetzt (Zusammensetzung siche 2.1.2).

Fiir die denaturierende Aufarbeitung wurde das Zellpellet zunéchst im guanidiniumchlorid-
haltigen Puffer A aufgelost. AnschlieBend wurden 8 ml 50 %ige Ni* -NTA-Agarose (in
Puffer A gewaschen und equilibriert) hinzugegeben und unter Riihren fiir 45 Minuten inku-
biert. Dann wurde die Suspension aus Zellfragmenten, Agarose und Puffer A in eine
bereitgestellte Sdule gefiillt und — nachdem der Puffer vollstindig eingelaufen war — mit
80 ml Puffer A und 40 ml Puffer B gewaschen. AbschlieBend wurde solange mit Puffer C
gewaschen, bis die Absorption (A,g9) des Durchlaufs unter 0,01 lag.

Die Elution erfolgte im sauren Bereich mit 20 ml Puffer D und 20 ml Puffer E. Der Durch-
lauf wurde in 5 ml-Fraktionen aufgefangen und spektralphotometrisch (Azso) sowie auch
proteinbiochemisch (Western Blot, Untersuchung mit RGS-Hisg-Antikdrper) analysiert.
Die proteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt und iiber Nacht gegen 100 mM Tris
(pH 8,5) dialysiert. SchlieBlich wurde das Dialysat mit dem Zentrifugalkonzentrator Vi-
vaspin20 (Ausschlussvolumen 10 kDa) von Vivascience (Hannover, Dtl.) eingeengt und
die Konzentration der Losung durch eine Verdiinnungsreihe auf einem Polyacrylamid-Gel
bestimmt (Coomassie-Farbung).

Bis zur Verwendung erfolgte die Lagerung des Proteins unter Zugabe von 10 % (v/v)
Glycerin bei -70 °C.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von Siiugetierzellen

Sdugetierzellen wurden in der Regel in T25-Kulturflaschen in 7 ml Kulturmedium im
Brutschrank kultiviert (siche dazu 2.1.2.3).

Zur Subkultivierung wurden die Zellen vom Medium befreit, mit PBS gewaschen und in
frischem Medium aufgenommen. Adhirente Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-Lsung
vom Flaschenboden gelost.

2.2.3.2 Kultivierung von transformierten E. coli-Zellen

Die Anzucht von E. coli-Zellen in einer Ubernachtkultur erfolgte im Schiittelinkubator bei
37 °C iiber Nacht in 3,5 ml LB-Medium. Die dafiir benétigten Zellen wurden mit einer
Impfose oder einer Pipettenspitze von Agar-Platten entnommen.

Um Bakterien fiir eine Plasmid-Préparation in groerem Mafstab zu kultivieren, wurden
100 ml Medium mit ca. 1 ml der Vorkultur angeimpft und unter den gleichen Bedingungen
wie die Vorkultur selbst iiber Nacht inkubiert. Je nach Resistenz der zu préparierenden
Plasmide wurde eine Konzentration von 100 pug/ml Ampicillin bzw. 30 ug/ml Kanamycin
eingestellt.

Fiir die Proteinexpression in transformierten E. coli-Bakterien des Stammes DH5aF'IQ
wurden 500 ml LB-Medium mit einer Vorkultur inokuliert (Verdiinnung: 1:20 — 1:50). Die
Expression wurde nach 30 Minuten fiir 4 Stunden mit 1 mM IPTG induziert. Danach wa-
ren die Bakterien bis zu einer optischen Dichte (ODggp) von 0,5 bis 0,7 gewachsen. Dann
wurden sie bei 4000 g abzentrifugiert, das Medium dekantiert und das Pellet bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.2.3.3 Bestimmung von Zellzahlen

Zellzahlen von Siugetierzellen wurden unter Verwendung einer 0,0025 mm’-Neubauer-
Zéhlkammer (Assistent, Sondheim, Dtl.) ermittelt.

2.2.3.4 Einfrieren, Lagerung und Auftauen von Sdugetierzellen

Zum Einfrieren wurden etwa 10’ Zellen isoliert, in 1 ml eisgekiihltem Einfriermedium
aufgenommen und in vorgekiihlte Einfrierr6hrchen iiberfithrt. Danach wurden die Zellen
zundchst fiir 16 Stunden bei —70 °C eingefroren und anschliefend in fliissigem Stickstoff
gelagert.

Die Zellen wurden langsam durch Zugabe von gekiihltem Medium aufgetaut und an-
schlieBend in einer Verdiinnungsreihe auf einer 48-well-Platte ausgesit. Die dufleren Ver-
tiefungen der Platte wurden mit PBS gefiillt.

2.2.3.5 Einfrieren, Lagerung und Auftauen von Bakterien

Transformierte Bakterien wurden in Form von Glycerinkulturen konserviert. Dazu wurde
Bakterienkultur mit 15 % (v/v) Glycerin versetzt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -70 °C gelagert.

Zum Auftauen wurde die Glycerinkultur ziigig im Wasserbad (37 °C) erwarmt und in fri-
schem, vorgewirmten Medium aufgenommen.

2.2.3.6 Herstellung von Cytozentrifugenprdparaten

Cytozentrifugenpriparate wurden mit der Cytospin 3-Zentrifuge (Shandon, Pittsburgh/PA,
USA) hergestellt. Die zu priparierenden Zellen wurden geerntet und in sterilfiltriertem
PBS/10 % BSA aufgenommen. Dabei wurde eine Zelldichte von 5-10°/ml eingestellt. Je
Praparat wurden 100 pl Zellsuspension bei 800 Upm (75 g) fiir 4 Minuten auf einen Ob-
jekttrager zentrifugiert.

AnschlieBend wurden die Zellen vier Stunden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und dann
entweder direkt weiterverwendet oder bei -70 °C eingefroren.

2.2.3.7 Mikromanipulation von HEp-2-Zellen

Fiir Mikroinjektionsstudien wurden jeweils 3-4-10° HEp-2-Zellen auf ein Glasboden-
Schilchen mit 35 mm Durchmesser (MatTek, Ashland/MA, USA) ausgesdt und iiber
Nacht kultiviert.

Die Versuche wurden mit der Mikroinjektionsanlage (Modell Micromanipulator 5171 und
Transjector 5246) von Eppendorf (Hamburg, Dtl.) unter Verwendung von Glasinjektions-
spitzen (Femtotips II von Eppendorf, Hamburg, Dtl.) durchgefiihrt. Je Schilchen wurden
50 Zellen mit Antikdrperlosung (2 mg/ml in PBS) bei einem Kompensationsdruck von
etwa 60 hPa injiziert.
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2.2.4 Gentechnische Methoden

2.2.4.1 Transformation kompetenter E. coli-Zellen (Stimme XL10-Gold-Kan und
DH5aF'IQ)

Die bei —70 °C gelagerten kompetenten Zellen wurden langsam im Eisbad aufgetaut und
schlieBlich fiir 10 Minuten mit 4 % (v/v) B-Mercaptoethanol versetzt, wihrend die DNA,
mit der transformiert werden sollte, 5 Minuten bei 65 °C inkubiert wurde.

Anschliefend wurden je Ansatz 40 pl Bakteriensuspension vorgelegt, mit 2 ul DNA (z. B.
Ligationsansatz) gemischt und zur DNA-Anlagerung 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur
Aufnahme der DNA in die kompetenten Zellen wurde ein Hitzeschock fiir 30 Sekunden
(Stamm XL 10-Gold-Kan) bzw. 2 Minuten (Stamm DHS5aF'IQ) bei 42 °C durchgefiihrt.
Nach kurzem Abkiihlen des Ansatzes auf Eis wurden 0,45 ml auf 37 °C vorgewirmtes
SOC-Medium hinzugegeben und weitere 60 Minuten bei 37 °C schiittelnd inkubiert.
Danach wurde das komplette Volumen an Zellsuspension auf mehrere LB-Agar-Platten
mit gewlinschtem Antibiotikum plattiert, die zur Blau/WeiB3-Selektion mit 100 pl
2 % (w/v) X-Gal und 10 pl 0,1 M IPTG vorinkubiert wurden. Die Platten wurden {iber
Nacht bei 37 °C kultiviert.

Zusitzlich zu jeder Transformation wurde eine Vektorkontrolle (Ansatz ohne Insert-DNA)
angesetzt.

Die Transformationen wurden durch Restriktionsspaltungen, spezifische PCR, partielle Se-
quenzierung mit dem A.L.F. DNA Sequencer (Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden) oder
Gesamtsequenzierung bei GATC Biotech (Konstanz, Dtl.) gepriift.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung neuer monoklonaler Antikorper gegen das Ki-67-
Protein

Die zelluldre Funktion des Ki-67-Proteins ist bisher groBtenteils unverstanden. Ausgehend
von vorherigen experimentellen Befunden sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Antikorper gegen eine zum Teil hochkonservierte Proteinregion hergestellt werden, die in

der Folge als Untersuchungswerkzeug fiir neue Funktionsanalysen dienen kdnnen.

HsaEx8sS
—HsaEx10asH

pKi-67-cONA [ [ [[lll 13 L -
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/ \
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/ \
\
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\
\
\

Sall/ Hindlll N Hindlll

Bono10  —

Klonierung in pCR-Script

pCR-Script-Ex8-10

l Restriktion (Sall/Hindlll)

Sall Hindlll  Hindlll  Hindlll

oo S —

Klonierung des ,,S/H-Fragments” in pQE-31
Klonierung des ,H/H-Fragments® in pQE-31-S/H

pQE-31-Ex8-10

Abbildung 6: Schema der Klonierung der Exons 8-10 in pQE-31. Die Exons 8-10 aus der pKi-67-
cDNA wurden mit zwei Primern amplifiziert, die am Ende Restriktionsschnittstellen fir Sall und
Hindlll einfGhren. Zunachst wurde das PCR-Produkt in pCR-Script kloniert. Die anschlieliende
Umklonierung in pQE-31 erfolgte in zwei Schritten: pCR-Script wurde mit Sall und Hindlll ge-
spalten. Die resultierenden Fragmente wurden aufgetrennt und sequentiell in pQE-31 kloniert.

Hierfir sollte zunichst die cDNA des von den Exons 8-10 kodierten Bereichs kloniert und

als ,,His-Tag“-Fusionsprotein in E. coli exprimiert werden. Mit dem aufgereinigten Protein
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sollten dann Méuse immunisiert werden, um unter Anwendung der Hybridomtechnik spe-

zifische Antikorper gewinnen zu kdnnen.

3.1.1 Klonierung der cDNA von Exon 8-10 des Ki-67-Proteins in einen E. coli-

Expressionsvektor

Fiir die Klonierung der cDNA der Exons 8-10 wurde RNA aus HeLa-Zellen gewonnen und
revers transkribiert. Unter Verwendung der beiden Primer HsaEx8sS und HsaEx10asH
konnte in einer PCR mit Pfu DNA Polymerase ein den Exons 8-10 entsprechendes cDNA-
Fragment amplifiziert werden. Dabei wurden zur Erleichterung der nachfolgenden Klo-
nierung die jeweiligen Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonucleasen Sa/l und
HindIll eingefiihrt (siche Abbildung 6). Das PCR-Produkt wurde blunt end in den mit Srfl
linearisierten Klonierungsvektor pCR-Script kloniert und die Richtigkeit der Sequenzen
durch eine DNA-Sequenzierung tiberpriift.

Aufgrund einer endogenen HindIII-Schnittstelle musste die folgende Umklonierung in den
Expressionsvektor pQE-31 in zwei Schritten durchgefiihrt werden. Dazu wurde der Vektor
pCR-Script-Ex8-10 mit den Restriktionsenzymen Sa/l und HindIll geschnitten. Die Frag-
mente wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und isoliert: erstens eine 246 bp lange
DNA, die Exon 8 sowie einen Teil von Exon 9 umfasst und zwischen den
Erkennungssequenzen von Sa/l und HindlIII liegt (,,S/H-Fragment®), zweitens der 367 bp
lange in 3'-Richtung liegende Abschnitt, der den Rest von Exon 9 sowie Exon 10 umfasst
und zwischen den beiden HindIII-Stellen liegt (,,H/H-Fragment®).

Das S/H-Fragment wurde in den Expressionsvektor pQE-31 kloniert; in das daraus
resultierende Konstrukt pQE-31-S/H wurde das H/H-Fragment insertiert (Produkt: pQE-
31-Ex8-10). Die richtige Orientierung der Fragmente wurde mittels Hydrolyse durch

Restriktionsenzyme belegt.

3.1.2 Expression des ,,His-Tag*“-Fusionsproteins in E. coli und Aufreinigung des Fu-

sionspeptids an Ni2+-NTA-Agarose (IMAC)

Das durch den Vektor pQE-31-Ex8-10 kodierte ,,His-Tag*“-Fusionsprotein (Gesamtsequenz
siche Anhang) wurde in E. coli-Bakterien (Stamm DHS50F'IQ) exprimiert und mittels
IMAC (immobilized metal ion affinity chromatography) an Ni*’-NTA-Agarose aufgerei-

nigt. Die Charakterisierung des Produkts erfolgte durch einen Western Blot (siche
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Abbildung 7). Konzentrationsbestimmungen ergaben, dass aus einem Liter Kultur durch-

schnittlich etwa 0,6 mg Protein gewonnen werden konnten.

66 ==
45— Abbildung 7: Der fir das Hexahistidin-Peptid spezifische An-
— tikorper RGS-Anti-Hisg erkennt das ,His-Tag“-Fusionsprotein.
30— Aufgereinigtes Protein wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt
und geblottet. Der Antikdrper detektiert ein Hauptprodukt
20, 1= eines scheinbaren Molekulargewichts von 34 kDa und ein

Nebenprodukt von 24 kDa. GréRenmarkierungen in kDa.
14, 4w

3.1.3 Herstellung und Charakterisierung monoklonaler Antikorper gegen das

Fusionsprotein

Unter Verwendung des aufgereinigten Fusionsproteins konnten mittels Hybridomtechnik
monoklonale Antikorper gewonnen werden. Diese Arbeiten wurden in der Laborgruppe
Tumorbiologie (FZB, Borstel, Dtl.) von Frau Bettina Baron-Liihr und Herrn Dr. Thomas
Scholzen nach einem Standardprotokoll (Key ef al., 1993) durchgefiihrt.

Ausgewihlte Hybridomzelllinien wurden bis zur klonalen Reinheit subkultiviert und deren
Kulturiiberstinde auf Antikorperspezifitit getestet. Dies geschah im Wesentlichen durch
Untersuchung des Farbemusters auf Gefrierschnitten humaner Tonsillen im Vergleich mit
MIB-1, dem Standard-Antikorper gegen das Ki-67-Protein.

Mit diesem Auswahlverfahren konnten mehrere Zellklone identifiziert werden, die Anti-
korper gegen das Ki-67-Protein sezernieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der gegen die

durch Exon 9 kodierte Region gerichtete

Antikorper TuBB-9 (kurz fiir: Tumorbio- MIB-1 TuBB-9 (Kontrolle)
logie Borstel) verwendet und weiter cha- m | B
rakterisiert. e B
Die Sperzifitit des Antikorpers TuBB-9 250 — g.g
v 8w @0

wurde im Western Blot eines HelLa-Zell-

lysats untersucht. Wie in Abbildung 8 dar- Abbildung 8: MIB-1 und TuBB-9 erkennen die
pKi-67-spezifische Doppelbande bei 315/350 kDa.
gestellt, erkannten sowohl MIB-1 als auch  Analyse im Western Blot von Hela-Zelllysat. Je

) .. . ein Streifen wurde mit den angegebenen bzw. kei-
TuBB-9 die charakteristische pKi-67-  nem Primarantikérper inkubiert. GréRenmarkie-

Doppelbande  bei ca. 315350 kDa "UN9inkba.
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(Gerlach et al., 1998) sowie eine unterschiedliche Anzahl schwicherer Banden, die ver-
mutlich durch proteolytische Spaltprodukte hervorgerufen werden. Dagegen war auf Blots,
die nur mit Sekundérantikorper inkubiert wurden, keinerlei Reaktivitdt erkennbar. Dies
zeigt, dass mit dem neuen Antikorper TuBB-9 pKi-67 im Blot detektiert werden kann.

Des Weiteren wurde liberpriift, inwieweit TuBB-9 auch natives Ki-67-Protein zu erkennen
vermag. Hierfiir wurde eine Immunprézipitation aus HeLa-Zelllysat mit den Antikérpern
BO-7 (Isotypkontrolle), MIB-1 und TuBB-9 durchgefiihrt. Der Proteinnachweis auf dem
anschlieBenden Blot erfolgte unter Verwendung von MIB-1. Wie in Abbildung 9 gezeigt
ist, lieB sich natives Ki-67-Protein mit dem Antikorper TuBB-9 ebenso wie mit dem Stan-
dardantikorper MIB-1 préazipitieren, wihrend mit dem fiir IL-2 spezifischen Antikérper

BO-7 erwartungsgemél keine mit MIB-1 darstellbaren Proteine prazipitiert wurden.

BO-7 ~ MIB-1 TuBB-9
i - + ~ +- .
—
ﬁ ‘
223 —
-‘“‘
135 — e

12 —

Abbildung 9: MIB-1 und TuBB-9 prazipitieren pKi-67 aus HeLa-Zelllysat. Die verwendeten Anti-

korper sind angegeben. Nachweis von pKi-67 auf dem Blot mit MIB-1. ,+“ : Elution der IP-Kom-

plexe von der Protein G-Sepharose mit Elutionspuffer. ,-“ : Protein G-Sepharose wurde statt mit

Elutionspuffer mit der gleichen Menge Citratpuffer gewaschen. Grofienmarkierungen in kDa.
Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Antikérper TuBB-9 sowohl denaturiertes
pKi-67 auf dem Western Blot nachweisen als auch natives Protein aus einem Zelllysat
binden kann, sollte — wieder im Vergleich mit MIB-1 — untersucht werden, inwieweit er
sich eignet, die Fraktion an proliferierenden Zellen im immuncytologischen Nachweis zu
bestimmen. Eine hierzu gut geeignete Technik ist die Farbung von formaldehydfixierten
Gefrierschnitten humaner Tonsillen, da diese (neben Bereichen geringerer proliferativer
Aktivitit) Keimzentren enthalten, in denen B-Zellen proliferieren.

In Abbildung 10 ist ein solcher Schnitt gezeigt, der mit den Antikérpern MIB-1 und

TuBB-9 gefirbt und daraufhin mit konfokaler Laserrastermikroskopie dokumentiert
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wurde. Zur Sichtbarmachung der Zellkerne erfolgte eine Gegenfarbung mit dem Nuclein-
sdure-Farbstoff Toto-3-jodid. Beide Antikorper farbten dieselben Zellen im Keimzentrum

im oberen Teil des gezeigten Tonsillenschnittes, wahrend die Zellen der so genannten

Mantelzone weitgehend ungefirbt blieben (siche Nucleinsdure-Farbung).

Abbildung 10: TuBB-9 (indirekter Nachweis, griin) und MIB-1 (direktmarkiert, rot) farben dieselbe
Zellpopulation in einem Gefrierschnitt einer humanen Tonsille. Die groRkernigen, pKi-67-positiven
Zellen (oberer Bereich des Bildausschnitts) befinden sich im proliferativ aktiven Keimzentrum,
wahrend die Population kleinkerniger Zellen in der Mantelzone (unterer Bildausschnitt) weniger
stark proliferiert. Farbung gegen Nucleinsauren mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.
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3.2 Untersuchungen zu Lokalisation und Funktion des Ki-67-Proteins
mit den Antikorpern MIB-1 und TuBB-9

3.2.1 Die intrazellulire Lokalisation des Ki-67-Proteins — Vergleichende Analyse

mit den Antikorpern MIB-1 und TuBB-9

Ein Ansatz zur Untersuchung der zelluldiren Funktion eines Proteins stellt die Einordnung
in einen Funktionszusammenhang durch die Bestimmung der Lokalisation innerhalb der
Zelle dar. Daher sollte — nachdem gezeigt werden konnte, dass MIB-1 und TuBB-9 die-

selbe Zellpopulation eines Gefrierschnitts einer humanen Tonsille firben — die intra-

zelluldre Farbung beider Antikdrper verglichen werden.

Abbildung 11: Die Doppelfarbung von HelLa-Zellen (Interphase) mit TuBB-9 (indirekter Nachweis,
grin) und MIB-1 (direktmarkiert, rot) zeigt ein unterschiedliches Muster: MIB-1 farbt hauptsachlich
den Nucleolusrand, TuBB-9 dagegen innernucleolare Punkte. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau),
Balken: 10 ym.
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Immuncytologische Experimente mit TuBB-9 deckten eine unerwartete Verteilung des
Ki-67-Proteins in HelLa-Zellen auf, die sich erheblich von der mit MIB-1 bestimmten
unterschied. Interessanterweise lieBen sich dabei fiir TuBB-9 in Interphase-Zellen zwei
distinkte Farbemuster beobachten (siche Abbildungen 11 und 12). Die am héufigsten
vorkommende Verteilung ist in Abbildung 11 dargestellt: MIB-1 zeigte die typische vor
allem im Randbereich der Nucleoli zu findende Férbung, die noch einige strukturierte Aus-
laufer in weiter innenliegende Bereiche besa3. Die Nucleoli selbst waren — wahrscheinlich
aufgrund ihres hohen RNA-Gehalts — als auffillige Strukturen im Zellkern klar durch die
Toto-3-Féarbung identifizierbar. Im Gegensatz zu MIB-1 farbte TuBB-9 kleine, aber deut-
lich abgegrenzte innernucleolére
Punkte. Sie befanden sich bevor-
zugt in den Regionen, in denen die
MIB-1-Farbung im Inneren des
Nucleolus nur schwach war. Die
Toto-3-Farbung zeigte an diesen
Punkten eine niedrige Intensitit,
was auf eine niedrige Nucleinsdu-
re-Dichte schlieen ldsst. Zudem
war aber mit TuBB-9 auch an den-
jenigen Orten eine diffuse Far-

bung nachweisbar, an denen

MIB-1 am stidrksten farbte, also

insbesondere am Nucleolusrand  Abbildung 12: In einem Teil der Zellen farbt TuBB-9
. . grol3e, runde, nucleoplasmatische (Pfeile) oder nucleo-
(siche Uberlagerung). lusassoziierte Punkte (Pfeilkdpfe). Doppelfarbung von
HelLa-Zellen (Interphase) mit den Antikérpern TuBB-9
(indirekter Nachweis, grin) und MIB-1 (direktmarkiert,
rot). Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.

Das oben erwihnte zweite Férbe-
muster, welches in 10 bis 15 %
der HeLa-Zellen bevorzugt in Randbereichen von Zellverbédnden auftrat, ist in Abbildung
12 dargestellt. Die TuBB-9-Farbung zeigte hier ein vollig veridndertes Bild: Die gesamte
Féarbung war auf wenige intensiv gefarbte, groBe Punkte konzentriert. Diese waren zum
Teil mit den Nucleoli assoziiert (Pfeilkdpfe) oder aber unabhdngig von ihnen im
Nucleoplasma zu finden (Pfeile). Interessanterweise war die Intensitit der Toto-3-Férbung
in den letztgenannten Bereichen immer niedrig. Die Nucleoli erschienen in nahezu allen
Zellen mit diesen nucleoplasmatischen Punkten auflergewo6hnlich gerundet und die MIB-1-

Lokalisation war sehr stark auf den dufersten Rand konzentriert.
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Abbildung 13: In HelLa-Zellen liegt in der frilhen G;-Phase eine partielle Kolokalisation zwischen
TuBB-9 (indirekter Nachweis, griin) und MIB-1 (direktmarkiert, rot) vor (Pfeilkdpfe), wahrend die
Muster in der Anaphase unterschiedlich sind: TuBB-9 farbt vorwiegend abgegrenzte Punkte
(Pfeile), MIB-1 die perichromosomale Schicht. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.

Dariiber hinausgehend wurde die Verteilung des Ki-67-Proteins wéhrend der Mitose und
der friihen G-Phase studiert. In einer unsynchronisierten Kultur befindet sich stindig ein
Anteil von etwa 10 % der Zellen in der Mitose. In Abbildung 13 ist eine mitotische HeLa-
Zelle (Anaphase, rechts unten) neben einer Zelle in der friihen G;-Phase gezeigt (links
oben). Die Anaphase lie} sich durch das kondensierte Chromatin und die gegeniiberlie-
gende Anordnung der Chromosomen identifizieren (sieche Nucleinsdure-Farbung). Dage-
gen erschien die Toto-3-Farbung der Zelle in der frithen G,-Phase aufgrund der wesentlich
geringeren Chromatin-Kondensation schwécher. Die Nucleoli waren noch nicht wieder
ausgebildet; sie werden erst im Laufe der G;-Phase aus den hier mit Pfeilkdpfen gekenn-

zeichneten pre-nucleolar bodies (PNBs) aufgebaut (Dundr et al., 2000). In der frithen G;-
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Phase findet man das Ki-67-Protein zum Teil in kleinen Flecken, die unter anderem mit
heterochromatischen Regionen kolokalisieren (Bridger et al., 1998). Daneben befand sich
aber offenbar ein Teil des Proteins in den PNBs, wie die Farbung mit den Antikorpern
TuBB-9 und MIB-1 zeigte (Pfeilkopfe). Ein Teil der TuBB-9-Férbung war in den
innernucleoldren Punkten (wie bereits in der in Abbildung 11 gezeigten Zelle zu erkennen)
zu finden, die auch hier von einer diffusen Farbung umgeben waren. Letztere kolokaliserte
wiederum mit dem durch MIB-1 gefiarbten Bereich. Die mitotische Zelle zeigte wie auch
die Interphase-Zelle aus Abbildung 11 eine fast komplette Divergenz der Farbemuster.
Wiéhrend MIB-1 — wie in der Literatur vielfach beschrieben — die perichromosomale
Schicht anférbte, war die TuBB-9-Féarbung in einzelnen, klar umgrenzten Punkten (Pfeile)
zu finden, die sich relativ zur Teilungsebene oftmals gegeniiber lagen. Die Féarbung der

perichromosomalen Schicht durch TuBB-9 war nur schwach ausgeprigt.

Abbildung 14: Die Doppelfarbung eines HDLM-2-Cytozentrifugenpraparats mit TuBB-9 (indirek-
ter Nachweis, grun) und MIB-1 (direktmarkiert, rot) zeigt ein im Vergleich zu HelLa-Zellen ahn-
liches Muster. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.

Diese Befunde lieBen sich durch Untersuchungen an anderen Zelllinien bestétigen. Die
humane Hodgkin-Lymphom-Zelllinie HDLM-2 zeigte eine gegeniiber HeLa-Zellen unter-
schiedliche Kernfarbung mit einer diffuseren Struktur und weitaus weniger ausgeprigten,
zum Teil an der Kernhiille lokalisierten Nucleoli (siche Abbildung 14). Die MIB-1-Fir-
bung war schwicher und nicht so sehr auf den Rand konzentriert, aber gleichfalls in den

Nucleoli zu finden. Wie in HeLa-Zellen zeigte TuBB-9 ein Muster von gleichmaBig iiber



3 Ergebnisse Seite 47

den Nucleolus verteilten innernucleoldren Punkten. Letzteres ldsst sich auch fiir die Dop-
pelfairbung von L-428-Zellen konstatieren, welche ebenfalls von einem Hodgkin-Lym-
phom abstammen (siche Abbildung 15). Diese Abbildung zeigt wiederum, dass die inner-
nucleoldren Punkte zwar nicht streng regelmiBig verteilt waren und nicht dieselbe GrofB3e

hatten, aber doch jeweils einen anndhernd gleichen Abstand voneinander besal3en.

Abbildung 15: Die Doppelfarbung eines L-428-Cytozentrifugenpraparats (Interphase) mit
TuBB-9 (indirekter Nachweis, grin) und MIB-1 (direktmarkiert, rot) zeigt ein im Vergleich zu
HelLa-Zellen dhnliches Muster. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.

Die in diesem Abschnitt dargestellten Befunde zeigen, dass die Féarbung von TuBB-9 ein
deutlich anderes Muster im Zellkern aufwies als die des ebenfalls gegen pKi-67 gerichteten
Antikorpers MIB-1. Eine ausgeprdgte Kolokalisation beider Muster war im Verlauf des

Zellzyklus’ nur in der frithen G-Phase zu erkennen.
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3.2.2 Die intrazellulire Lokalisation des Ki-67-Proteins — Kolokalisation mit

anderen nucleiren Strukturen

Im Folgenden sollte die Verteilung des Ki-67-Proteins im Vergleich mit anderen nucleéren
Proteinen studiert werden. Dazu wurde zunéchst eine Doppelfarbung von HeLa-Zellen mit
MIB-1 und einem anti-Nucleolin-Antikérper durchgefiihrt. Von Nucleolin, einem multi-
funktionellen Protein, wird unter anderem vermutet, dass es an der friihen Prozessierung
der rRNA-Primirtranskripte beteiligt ist (Ginisty et al., 1999; Pifiol-Roma, 1999;
Srivastava und Pollard, 1999). Wie in Abbildung 16 zu erkennen ist, zeigten beide Muster
einen hohen Grad an Ubereinstimmung am Rand der Nucleoli. Dariiber hinaus firbte

besonders MIB-1 einen strukturierten Bereich im Inneren (vgl. auch Abbildung 11).

Nucleolin

Abbildung 16: Die Doppelfarbung von HelLa-Zellen (Interphase) mit MIB-1 (direktmarkiert, grin)
und einem anti-Nucleolin-Antikdrper (indirekter Nachweis, rot) zeigt eine Kolokalisation am Rand
der Nucleoli. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.
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In der Mitose kolokalisierte die Nucleolin-Farbung an der perichromosomalen Schicht mit

MIB-1 (nicht gezeigt).

Abbildung 17: TuBB-9-und anti-UBF-Farbung kolokalisieren in HeLa-Zellen (Interphase) in inner-
nucleolaren Punkten. TuBB-9 (griin) und anti-UBF-Antikorper (rot) wurden indirekt nachgewiesen.
Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 pm.

Da das im vorigen Abschnitt gezeigte Muster der durch TuBB-9 angefarbten inner-
nucleoldren Punkte den Verdacht nahegelegt hatte, dass pKi-67 mit Komponenten des
rDNA-Transkriptionsapparats kolokalisieren kdnnte, wurde auf diese bei Doppelfarbungen
mit Antikérpern gegen andere nucleoldre Proteine besonderes Augenmerk gelegt. Zunéchst
wurde die Verteilung von dem durch TuBB-9 detektierten Ki-67-Protein mit der von UBF
(upstream binding factor), einem an der Transkriptionsinitiation beteiligten Protein
(Goenechea et al., 1992; Zatsepina et al., 1996; Klein und Grummt, 1999), verglichen. In
Interphase-Zellen (siehe Abbildung 17) zeigte UBF innerhalb des Nucleolus — abgesehen
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von einer diffusen, durchgehenden Féarbung — dasselbe innernucleoldre punktformige
Muster wie TuBB-9. Wenngleich sich diese Punkte in ihrer Intensitdt zwischen TuBB-9
und UBF unterschieden, so war festzustellen, dass beide genau die Areale ausfiillten, die in
der Toto-3-Féarbung als Orte niedriger Nucleinsduredichte erschienen. Auch in Zellen, in
denen das Muster mit den groBen nucleoplasmatischen Punkten in der TuBB-9-Farbung
auftrat, lag eine fast vollstindige Kolokalisation beider Farbungen vor (siehe Pfeilkopfe in
Abbildung 18). Besonders interessant erscheint die Feinstruktur des Punktes, die in beiden

Fallen identisch war.

TuBB-9

Abbildung 18: Die Farbung gegen UBF (indirekter Nachweis, rot) gleicht der von TuBB-9 (in-
direkter Nachweis, griin) auch in HelLa-Zellen mit grof3en nucleoplasmatischen Punkten (Pfeil-
kopfe). Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 uym.
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Abbildung 19: Die Doppelfarbung einer HeLa-Zelle mit TuBB-9 und einem anti-UBF-Antikérper
zeigt eine klare Kolokalisation wahrend der Mitose (Anaphase). Die Pfeilképfe markieren die
UBF-Foci (aktive NORs). TuBB-9 (gruin) und anti-UBF-Antikorper (rot) wurden indirekt nachge-
wiesen. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.

Die Verteilung der beiden Proteine wurde des Weiteren in mitotischen Zellen untersucht
(siche Abbildung 19). Wie schon in den Interphase-Zellen waren auch hier zum grof3en
Teil identische Fiarbemuster zu erkennen. Von UBF ist bekannt, dass es wéahrend der
Mitose an die aktiven NORs (nucleolar organizer regions) bindet (Chan et al., 1991).
Diese enthalten die wéhrend der Interphase aktiv abgelesenen rDNA-Cluster und dienen
nach Abschluss der Zellteilung als ,Plattform’ fiir den Neuaufbau der Nucleoli. Offenbar
band auch durch TuBB-9 detektiertes pKi-67 an diese Regionen. Wie schon im vorigen
Abschnitt gezeigt (vgl. Abbildung 13), war nur ein kleiner Teil des mit TuBB-9 nachweis-

baren Proteins an die perichromosomale Schicht gebunden.
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Das durch TuBB-9 erkannte Ki-67-Protein und UBF kolokalisierten bis zum Ende der
Anaphase fast vollstdndig. Mit Beginn der Telophase unterschieden sich die Farbungen da-
gegen partiell (siehe Abbildung 20, Zelle rechts oben). UBF blieb hauptsdchlich mit den

NORs assoziiert, breitete sich von dort in der friihen G;-Phase (Zelle links unten) langsam

aus und bildete das typische innernucleoldre Punktmuster.

Abbildung 20: TuBB-9 und anti-UBF-Antikorper farben zum Teil unterschiedliche Bereiche von
HelLa-Zellen in friiher G;- (Zelle links unten) und Telophase (Zelle rechts oben). TuBB-9 (griin)
und anti-UBF-Antikdrper (rot) wurden indirekt nachgewiesen. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau),
Balken: 10 pym.
Dagegen nahm die Intensitit der durch TuBB-9 gefirbten mitotischen Punkte (aktive
NORs) in der Telophase ab. Ein Teil des durch diesen Antikérper erkannten Ki-67-Prote-

ins zeigte ein unregelmafiges Fleckenmuster am dekondensierenden Chromatin. In der G;-

Phase bildeten sich die fiir den Rest der Interphase typischen innernucleolédren Punkte aus
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(Zelle links unten), zusétzlich war jedoch eine fleckige Struktur erkennbar, welche mit der

MIB-1-Féarbung kolokaliserte (vgl. Abbildung 13) und von Bridger et al. (1998) mit

heterochromatischen Regionen in Verbindung gebracht wurde.

Abbildung 21: Die innernucleoldre TuBB-9-Farbung (indirekter Nachweis, griin) kolokalisiert mit
der im Nucleolus synthetisierten RNA. Zum Nachweis der RNA-Synthese wurden HelLa-Zellen
fir zehn Minuten mit 8 pM 5-Fluoruridin (5-FU) pulsmarkiert. Der Nachweis der in dieser Zeit
gebildeten RNA erfolgte durch einen mit 5-FU kreuzreagierenden Antikérper gegen BrdU (indi-
rekter Nachweis, rot). Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.

Ausgehend vom Befund zur Kolokalisation von pKi-67 mit UBF, einem wichtigen
Bestandteil der rDNA-Transkriptionsmaschinerie, sollte im Folgenden geklart werden, in-
wieweit die innernucleoldren Punkte in der TuBB-9-Féarbung auch mit aktiver Bildung von
rRNA in Zusammenhang stehen. Fiir den Nachweis naszierender RNA in vivo wurden
Zellen direkt vor der Fixierung fiir die Immunfarbung zehn Minuten mit 8 uM 5-Fluor-

uridin (5-FU) pulsmarkiert. Dieses Basenanalogon wird intrazelluldr phosphoryliert und
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anschlieend in neu synthetisierte RNA inkorporiert. Der immuncytologische Nachweis
der Substanz erfolgte in diesem Versuch durch einen anti-BrdU-Antikorper mit Kreuzreak-
tivitdt gegen 5-FU (Boisvert et al., 2000).

Wie in Abbildung 21 zu erkennen ist, farbte dieser Antikdrper sowohl Transkripte im
Nucleolus als auch im Nucleoplasma. Bei den kleineren nucleoplasmatischen Punkten
handelt es sich um Transkripte der RNA Polymerasen II und III (Pol II und III), wihrend
die groBeren Punkte in den Nucleoli rRNA-Transkripte der schneller transkribierenden
RNA Polymerase I (Pol I) darstellen. Wie im Vergleich der beiden Farbungen sowie in der
Uberlagerung klar erkennbar ist, konnte beinahe jedem innernucleoliren Punkt in der
TuBB-9-Féarbung ein Punkt in der 5-FU-Farbung zugeordnet werden. Letztere gingen in
threr Grofe meist leicht iiber den Umfang der TuBB-9 Punkte hinaus, wenngleich Position
und Intensitdt nicht immer vollig libereinstimmten.

Es scheint, dass TuBB-9 eine Fraktion von pKi-67 nachweisen konnte, die sich am
gleichen Ort befand, an dem die rDNA-Transkriptionsmaschinerie residierte und die rDNA
selbst transkribiert wurde. Im Gegensatz hierzu war die aktive Transkription von rRNA in
den Zellen mit nucleoplasmatischem TuBB-9-Muster interessanterweise oftmals reduziert,
allerdings nicht vollkommen abgestellt (siche Abbildung 22). Wie schon zuvor gezeigt
(vgl. Abbildung 12), hatten die Nucleoli in diesen Zellen hiufig eine untypisch runde

Form.

TuBB-9

Abbildung 22: In HeLa-Zellen, in denen die TuBB-9-Farbung (indirekter Nachweis, griin) auf
nucleoplasmatische Punkte konzentriert ist, zeigt sich oftmals eine verringerte rRNA-Synthese
(indirekter Nachweis, rot) sowie runde Nucleoli. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.
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TuBB-9 p80-Coilin

Abbildung 23: In einer doppelt gefarbten HelLa-Zelle mit nucleoplasmatischen Punkten kolokali-
sieren TuBB-9 (FITC-markiert, grin) und Coilin (indirekter Nachweis, rot). Gegenfarbung mit
Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.

Die groflen, TuBB-9- und UBF-positiven nucleoplasmatischen Punkte (vgl. Abbildung 12
und 18) konnten mit einer bereits beschriebenen subzelluldren Struktur, den Cajal bodies
(CB; friiher: coiled bodies), in Verbindung gebracht werden. Die CBs sind nucledre
Kompartimente, deren Funktion letztlich nicht vollstindig aufgeklart ist. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass sie beim Aufbau der Transkriptosomen, welche Transkription und
Reifung von rRNA und mRNA Kkatalysieren, eine Rolle spielen (Ubersicht bei Gall, 2000).
CBs werden durch die Anwesenheit des Markerproteins p80-Coilin definiert. In Abbildung
23 ist dargestellt, wie sich Coilin in einer Zelle verteilte, die in der TuBB-9- und anti-UBF-
Féarbung die groflen nucleoplasmatischen Punkte zeigte. Erstaunlicherweise bildete Coilin

hier eine Art Ring mit Verdickungen um das diffus gefarbte Zentrum. Die Innenseite des
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Coilin-Rings kolokalisierte mit dem Ki-67-Protein (TuBB-9-Féarbung), welches im
gesamten Zentrum vorhanden war. UBF kolokalisierte in der gleichen Weise mit Coilin
(nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu trat keine Kolokalisation in Zellen auf, in denen UBF und durch
TuBB-9 nachgewiesenes Ki-67-Protein innernucleoldre Punkte zeigte: Der anti-Coilin-
Antikorper farbte hier kleinere Punkte im Nucleoplasma mit einem Durchmesser von etwa
0,5-1 pm (siehe Abbildung 24). Neben den hier gezeigten Mustern der TuBB-9-Verteilung
konnten Zellen, die Zwischenstufen zwischen der rein nucleoplasmatischen und der
innernucleoldren Farbung aufwiesen, beobachtet werden. Teilweise waren die CBs dabei

auch mit den Nucleoli assoziiert (vgl. Abbildung 12).

p80-Coilin

Abbildung 24: Coilin (indirekter Nachweis, rot) ist in HeLa-Zellen mit innernucleolarer TuBB-9-
Farbung (FITC-markiert, griin) in kleineren Punkten (Pfeilkdpfe) im Nucleoplasma lokalisiert.
Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.
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3.23

22 h (a)

22 h (b)

Mikroinjektion von MIB-1 und TuBB-9 in HEp-2-Zellen

MIB-1(inj.)

Des Weiteren sollten die Auswirkungen der Mikroinjektion
von MIB-1 und TuBB-9 in HEp-2-Zellen untersucht werden.
Fiir die hier dargestellten Versuche wurde der jeweilige Anti-
korper in das Cytoplasma injiziert und mittels indirekter Im-
munfluoreszenz nach Inkubationszeiten zwischen zehn Mi-
nuten und 72 Stunden nachgewiesen. Die Aufnahmen repré-
sentativer Zellen sind in Abbildung 25 (fiir MIB-1) und
Abbildung 26 (fiir TuBB-9) dargestellt.

MIB-1 wies direkt nach der Injektion in das Cytoplasma der
Zelle eine diffuse Verteilung im gesamten Volumen dieses
Kompartiments auf. Nach etwa zehn Minuten begann die
Féarbung, sich auf einzelne granuldre Komplexe zu konzen-
trieren, die liberwiegend an der Kernhiille zu finden waren
(siche Abbildung 25, 10°, Pfeilkopfe). Im weiteren Verlauf
waren diese Komplexe bevorzugt mit der Kernhiille assozi-
tert, wihrend die diffuse cytoplasmatische Farbung zuriick-
ging (siche Abbildung 25, 2 h). Nach ldngerer Inkubation
wurde eine leichte Kernfiarbung durch MIB-1 erkennbar (sie-
he Abbildung 25, 5 h), die dem in Abbildung 11 gezeigten
Muster am Rand der Nucleoli entspricht. Ahnliche Ergebnis-
se wurden bereits in einer Arbeit von Heyden (1997) be-
schrieben und als Cotransport des Antikorpers zusammen mit
dem neusynthetisierten Ki-67-Protein in den Zellkern gedeu-
tet. Ein vollstdndiger Import des Antikorpers in den Zellkern
wurde jedoch erst nach einer lidngerer Inkubationsdauer

beobachtet (siche Abbildung 25, 22 h (a) und (b)).

Abbildung 25: Mikroinjizierter MIB-1 verteilt sich zundchst diffus im
Cytoplasma von HEp-2-Zellen und ist nach langeren Inkubations-
zeiten an der Kernhtille zu finden. Nach finf Stunden wird eine nuc-
leolare Farbung erkennbar. Nach 22 Stunden verteilt sich MIB-1
nicht am gesamten Nucleolusrand, sondern dort nur in einzelnen
Punkten. Auflerdem sind mit der Kernhille assoziierte Flecken
(22 h (a), Pfeilkopfe) sowie zahlreiche nucleoplasmatische Punkte
(22 h (b), Pfeile) erkennbar. Indirekter Nachweis des injizierten Anti-
korpers (grin) nach angegebener Zeit. Gegenfarbung mit Toto-3
(blau), Balken: 10 pm.
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Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass ein Teil des injizierten MIB-1 erst wihrend

der Mitose und dem damit verbundenen Zusammenbruch der Kernhiille in den Zellkern

TuBB-9 (inj.)

22 h (a)

22 h (b)

—

eindringen konnte. Nach vollstindiger Lokalisation des Anti-
korpers in den Kernen waren prinzipiell zwei Verteilungs-
muster zu beobachten, wobei hédufig auch Zwischenstufen
angetroffen werden konnten. Zum einen zeigte der mikroinji-
zierte Antikorper eine Verteilung, die der MIB-1-Farbung
nicht-injizierter Zellen gleicht (vgl. Abbildung 11). Zum an-
deren trat in 30 bis 40 % der Zellen ein ungewdhnliches
Muster auf, das eine Konzentration des Antikorpers in
Punkten und kleineren Flecken im gesamten Zellkern zeigte
(siche Abbildung 25, 22 h). Diese Strukturen waren oftmals
mit der Kernhiille (sieche Abbildung 25, 22 h (a), Pfeilkopfe)
und dem Rand der Nucleoli (siche Abbildung 25, 22 h (b),
Pfeile) assoziiert und dhnelten zum Teil der MIB-1-Féarbung
in der frithen G;-Phase. Dennoch befanden sich diese Zellen
nicht in der frilhen G;-Phase, da im Allgemeinen ein voll-
stindig aufgebauter Nucleolus vorhanden war (siche
Abbildung 25, 22 h (a), Nucleinsdurefirbung), was sowohl
durch Phasenkontrastmikroskopie als auch durch eine
Nucleolin-Féarbung bestitigt werden konnte (nicht gezeigt).

TuBB-9 zeigte nach der Mikroinjektion ebenso wie MIB-1
eine diffuse Verteilung im Cytoplasma (siche Abbildung 26,
10°). Allerdings wurde im Gegensatz zur Mikroinjektion mit
MIB-1 offenbar zunichst fast kein Antikorper in den Zell-
kern importiert (siche Abbildung 26, 10°, 2 h und 5 h). Auch
die fiir mikroinjiziertes MIB-1 charakteristischen Komplexe
waren nur selten erkennbar (sieche Abbildung 26, 2 h und 5 h,

Abbildung 26: Mikroinjizierter TuBB-9 verteilt sich zunachst diffus
im Cytoplasma von HEp-2-Zellen (10°, 2 h und 5 h). Nach 22 Stun-
den findet man den Antikdrper im Zellkern am Nucleolusrand und
in nucleoplasmatischen Punkten (22 h (a), Pfeilkdpfe). In manchen
Zellen erkennt TuBB-9 auch die innernucleolaren Punkte (22 h (b),
Pfeile). Ein Teil des Antikorpers bleibt diffus in der gesamten Zelle
verteilt. Indirekter Nachweis des injizierten Antikorpers (griin) nach
angegebener Zeit. Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken:
10 um.
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Pfeilkopfe). Nach ldngerer Inkubation (sieche Abbildung 26, 22 h (a) und (b)) befand sich
der injizierte Antikorper jedoch im Zellkern, was vermutlich auf eine Bindung des Anti-
gens wihrend der Mitose zuriickzufiihren war. TuBB-9 farbte hier hauptsidchlich Punkte an
der Kernhiille (siche Abbildung 26, 22 h (a), Pfeilkdpfe) sowie den Nucleolusrand. In
einem Teil der injizierten Zellen war eine Farbung der innernucleoldren Punkte (siche
Abbildung 26, 22 h (b), Pfeile) zu erkennen, die wahrscheinlich denen in nicht-injizierten
Zellen entspricht (vgl. Abbildung 11). Oftmals blieb noch Antikdrper diffus in der
gesamten Zelle verteilt. Auch bei ldngerer Inkubation (bis zu 72 Stunden) wurden sowohl

fiir TuBB-9 als auch fiir MIB-1 dhnliche Verteilungen wie nach 22 h beobachtet.

Abbildung 27: In das Cytoplasma von HEp-2-Zellen mikroinjizierter Antikbrper gegen MCM3
verandert das Farbemuster von MIB-1 nicht. Indirekter Nachweis des injizierten Antikérpers (rot)
nach 23 Stunden in HEp-2-Zellen. Zusatzliche Farbung mit direktmarkiertem MIB-1 (grun).
Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.

Die Mikroinjektion von gleichen Mengen der Isotypkontrollantikdrper gegen das nucleére
Protein MCM3 (Mini-chromosome maintenance protein 3) bzw. BO-7 (gegen IL-2 gerich-
tet) ergab keine Umverteilung des Ki-67-Proteins, wie durch Farbung mit MIB-1 gezeigt
werden konnte (dargestellt nur fiir den anti-MCM3-Antikorper in Abbildung 27).

Im Folgenden sollte geklart werden, ob nur die an den injizierten Antikérper gebundene
Fraktion oder das gesamte zelluldre Ki-67-Protein von der Relokalisation betroffen ist. Da-
zu wurde injizierter Antikdrper immuncytologisch wie zuvor mit einem farbstoffmarkier-
ten Sekunddrantikorper nachgewiesen. Dieselben Zellen wurden zusétzlich mit dem glei-
chen Antikorper, jedoch mit einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff direktmarkiert, gefarbt,

um das gesamte fiir den Antikorper zugéngliche Protein sichtbar zu machen.
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MIB-1 (inj.)

TuBB-9 (inj.)

TuBB-9

Abbildung 28: Das gesam-
te von MIB-1 erkennbare
Ki-67-Protein ist nach Mi-
kroinjektion von MIB-1 in
HEp-2-Zellen  umverteilt.
Indirekter Nachweis des
injizierten MIB-1  (grin)
nach 72 Stunden. Zusatzli-
che Farbung mit direktmar-
kiertem MIB-1 (rot). Ge-
genfarbung mit  Toto-3
(blau), Balken: 10 uym.

Abbildung 29: Eine Frak-
tion des zellularen Ki-67-
Proteins ist auch nach der
Mikroinjektion von TuBB-9
in den innernucleolaren
Punkten lokalisiert. Indi-
rekte Detektion des inji-
zierten TuBB-9 (rot) nach
elf Stunden. Zusétzliche
Farbung mit FITC-markier-
tem TuBB-9 (grin). Ge-
genfarbung mit Toto-3
(blau), Balken: 10 um.
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Wie in Abbildung 28 dargestellt, farbte der direktmarkierte MIB-1 praktisch im gleichen
Muster wie der injizierte Antikorper, was auf eine vollstindige Relokalisation der von
MIB-1 erkannten Fraktion des Ki-67-Proteins hindeutete.

Im Falle der Injektion von TuBB-9 zeigte sich ein anderes Bild (siche Abbildung 29).
Wihrend sich der injizierte Antikérper auf Flecken im Nucleoplasma (Pfeil) sowie den
Nucleolusrand (Pfeilkopf) konzentrierte und die innernucleoldren Punkte nur schwach
farbte, erkannte der nicht-injizierte, direktmarkierte Antikorper hauptsidchlich die mit den
Komponenten der rDNA-Transkriptionsmaschinerie korrespondierenden innernucleoliren

Punkte.

Abbildung 30: Die MIB-1-Farbung am Rand der Nucleoli bleibt nach Mikroinjektion von TuBB-9
in HEp-2-Zellen weitgehend unverandert, allerdings steigt die Anzahl nucleoplasmatischer
Flecken gegenulber nicht-injizierten Zellen. Indirekter Nachweis des injizierten Antikorpers (rot)
nach 23 Stunden. Zusatzliche Farbung mit direktmarkiertem MIB-1 (griin). Gegenfarbung mit
Toto-3 (blau), Balken: 10 pm.

AnschlieBend sollte untersucht werden, inwieweit die Mikroinjektion des einen das
Farbemuster des anderen Antikdrpers beeinflusst. Dazu wurde das TuBB-9-Farbemuster
mit einem direktmarkierten Antikorper nach MIB-1-Injektion bzw. das MIB-1-Farbemus-
ter nach TuBB-9-Injektion bestimmt. Wie in Abbildung 30 gezeigt, erkannte MIB-1 auch
nach TuBB-9-Injektion ein weitgehend unverdndertes Muster der pKi-67-Verteilung mit
préferentieller Farbung des Nucleolusrands. Auffillig war jedoch die erhohte Zahl der
nucleoplasmatischen Flecken gegeniiber der unten im Bild gezeigten nicht-injizierten
Zelle. Im umgekehrten Versuch konnte festgestellt werden, dass die Mikroinjektion von

MIB-1 offenbar keinen Einfluss auf das Farbemuster von TuBB-9, welcher auch hier die
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innernucleoldren Punkte farbt, hatte (siche Abbildung 31).

Das veridnderte Verteilungsmuster des Ki-67-Proteins nach Mikroinjektion von spezifi-
schen Antikdrpern zeigte Ahnlichkeit zur zelluliren Verteilung von HP1-Proteinen
(heterochromatin protein 1), die im Zellkern zum Teil mit pKi-67 kolokalisieren (Scholzen
et al., 2002). HP1a gilt als Marker fiir Heterochromatin und lokalisiert préaferentiell in
nucleoplasmatischen Flecken, aber auch in groBBeren zusammenhéngenden Regionen an der
Kernhiille und im perinucleoldren Bereich. Zur Untersuchung, inwieweit das Ki-67-Protein
in Bereiche hoher HP1a-Konzentration umverteilt wird, wurden MIB-1- bzw. TuBB-9-

injizierte Zellen mit einem Antikorper gegen HP 1o geférbt.

Abbildung 31: Die TuBB-9-Farbung in den innernucleolaren Punkten bleibt nach Mikroinjektion
von MIB-1 in HEp-2-Zellen unverandert. Indirekter Nachweis des injizierten Antikdrpers (rot)
nach 23 Stunden. Zusatzliche Farbung mit direktmarkiertem TuBB-9 (griin). Gegenfarbung mit
Toto-3 (blau), Balken: 10 pm.

Wie in Abbildung 32 dargestellt, war in MIB-1-injizierten Zellen eine Konzentration des
durch diesen Antikorper detektierten Ki-67-Proteins auf solche Regionen zu erkennen, die
auch von dem Antikorper gegen das HP1o-Protein gefarbt wurden. Beide Antikorper er-
kannten hier Strukturen am Nucleolusrand (Pfeilkopfe), Flecken im Nucleoplasma (Pfeile)
und an der Kernhiille. Es muss allerdings bemerkt werden, dass die HPla-Fiarbung —
vermutlich aufgrund der Verwendung eines mit dem ,,Zenon Labeling“-Kit markierten
Antikorpers im Gegensatz zu einem indirekten Nachweis mittels markierter Sekundér-
antikorper — ein erhohtes diffuses Signal im Nucleoplasma aufwies und die typischen

heterochromatischen Flecken weniger ausgepriagt und schwerer zu differenzieren waren.
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MIB-1 (inj.)

¢ A g

4
L

Abbildung 32: In HEp-2-Zellen mikroinjizierter MIB-1 kolokalisiert im perinucleoldren Bereich
(Pfeile) sowie an der Kernhulle (Pfeilkdpfe) teilweise mit HP1a-positiven Flecken. Indirekter
Nachweis des injizierten Antikorpers (rot) nach 21 Stunden. Zusatzliche Farbung mit einem
anti-HP1a-Antikdrper (grin), der unter Verwendung des ,Zenon Labeling“-Kits mit ,Alexa Fluor
488 markiert wurde. Gegenfarbung mit Toto-3, Balken: 10 pm.

Ein dhnliche Verteilung wurde nach der Mikroinjektion von TuBB-9 beobachtet (siche
Abbildung 33). Das durch diesen Antikorper detektierte Ki-67-Protein war teilweise in
heterochromatische Flecken (Pfeile) oder an die Kernhiille relokalisiert. Eine Koloka-
lisation bestand ebenfalls in den Randbereichen der Nucleoli (Pfeilkdpfe). Dagegen zeigte
der als Isotypkontrolle eingesetzte Antikdrper BO-7 keine priferentielle Kolokalisation mit
HPlo, sondern war diffus im gesamten Cytoplasma und Nucleoplasma verteilt (siche

Abbildung 34). Lediglich die Nucleoli waren von der Farbung ausgenommen.
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TuBB-9 (inj.)

Abbildung 33: In HEp-2-Zellen mikroinjizierter TuBB-9 kolokalisiert im perinucleolaren Bereich
(Pfeile) sowie an der Kernhille (Pfeilkdpfe) teilweise mit HP1a. Indirekter Nachweis des inji-
zierten Antikdrpers (rot) nach 21 Stunden. Zusatzliche Farbung mit einem anti-HP1a-Antikdrper
(grain), der unter Verwendung des ,Zenon Labeling“-Kits mit ,Alexa Fluor 488“ markiert wurde.
Gegenfarbung mit Toto-3, Balken: 10 um.

Weiterhin wurde untersucht, inwiefern die Mikroinjektion von pKi-67-spezifischen Anti-
korpern eine Auswirkung auf die Transkription der ribosomalen RNA-Gene hat. Wie in
Abbildung 35 und 36 gezeigt, kam es weder durch MIB-1- noch durch TuBB-9-Mikro-
injektion zu einer deutlichen Beeinflussung der zelluliren Synthese von RNA. Dies gilt
sowohl fiir die Transkription im Nucleoplasma als auch fiir die rRNA-Synthese im
Nucleolus. Dabei ist allerdings festzustellen, dass die verwendete Methode (5-FU-
Markierung mit anschlieBendem immuncytologischen Nachweis) keine quantitative
Analyse zuldsst und die Variation in der Féarbeintensitdt nicht-injizierter Zellen eine

semiquantitative Abschétzung erschwert.
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B07 (inj.)

Abbildung 34: In HEp-2-Zellen mikroinjizierter BO-7 verteilt sich diffus. Eine bevorzugte Farbung
der HP1a-positiven Foci ist durch diesen Antikérper nicht zu beobachten. Indirekter Nachweis
des injizierten Antikorpers (rot) nach 21 Stunden. Zusétzliche Farbung mit anti-HP1a-Antikbrper
(grain), der unter Verwendung des ,Zenon Labeling“-Kits mit ,Alexa Fluor 488“ markiert wurde.
Gegenfarbung mit Toto-3 (blau), Balken: 10 um.

Durch die in diesem Abschnitt dargestellten Experimente konnte gezeigt werden, dass
mikroinjizierte Antikdrper gegen pKi-67 eine andere zellulidre Verteilung des Proteins nahe
legten, als sie in der Immunfiarbung zur Darstellung brachten. Eine Relokalisation der
Féarbung an den Rand der Nucleoli, das perinucleoldre Chromatin sowie Flecke im Nucleo-
plasma und an der Kernhiille konnte festgestellt werden. Dabei wurde eine partielle
Kolokalisation mit dem Heterochromatin-Marker HPla beobachtet. Eine verdnderte

rDNA-Transkription konnte mit der hier verwendeten Methode nicht ermittelt werden.
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MIB:1 (inj.)

Abbildung 35: Mit MIB-1 mikroinji-
zierte HEp-2-Zellen synthetisieren
ebenso nucleoldare RNA (Pfeile) wie
nicht-injizierte Zellen (Pfeilkdpfe). In-
direkter Nachweis des injizierten An-
tikdrpers (grin) und Detektion der
rRNA-Synthese mit 5-FU (indirekter
Nachweis, rot) 21 Stunden nach
. Mikroinjektion. Gegenfarbung mit

Toto-3 (blau), Balken: 10 ym.

TuBB-9 (inj.)

Abbildung 36: Mit TuBB-9 mikroinji-
zierte HEp-2-Zellen synthetisieren
ebenso nucleoldare RNA (Pfeile) wie
nicht-injizierte Zellen (Pfeilkdpfe). In-
direkter Nachweis des injizierten An-
tikdrpers (grin) und Detektion der
rRNA-Synthese mit 5-FU (indirekter
Nachweis, rot) 21 Stunden nach
Mikroinjektion. Gegenfarbung mit
Toto-3, Balken: 10 um.
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3.2.4 Chromatin-Immunprizipitation mit Antikorpern gegen das Ki-67-Protein und

Komponenten des rDNA-Transkriptionsapparates

MIB-1 und TuBB-9 zeigten in den zuvor dargestellten Immunfarbungsexperimenten in den
meisten Zellzyklusphasen ein unterschiedliches Verteilungsmuster. Dabei wurde festge-
stellt, dass durch TuBB-9 detektiertes pKi-67 mit Komponenten des rDNA-Transkriptions-
apparates kolokalisiert.

Inwieweit pKi-67 auch physikalisch mit dem rDNA-Gencluster assoziiert ist, sollte mit
Hilfe von Chromatin-Immunpréazipitationen (ChIP) untersucht werden. Hierfiir wurden die
beiden pKi-67-spezifischen monoklonalen Maus-Antikorper MIB-1 und TuBB-9 im Ver-
gleich zu zwei polyklonalen Kaninchenseren gegen die rDNA-bindenden Proteine RNA
Polymerase I (Pol I) und UBF verwendet. Die Untersuchung der Assoziation mit tran-
skriptionsinaktivem Chromatin gemal} der ,,Histon-Code“-Hypothese (Jenuwein und Allis,
2001) erfolgte unter Verwendung eines polyklonalen Kaninchen-Antikorpers gegen dime-
thyliertes Lysin 9 des Histons H3 (anti-Dimethyl-H3/K9). Als Negativkontrollen wurden
der monoklonale Maus-IgG1-Antikorper gegen IL-2 (Klon BO-7) und ein Kaninchen-

Normalserum eingesetzt.
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Abbildung 37: Aufbau der humanen rRNA-Gene. A) Dargestellt sind der transkribierte Bereich
(rechteckiger Kasten) mit dem rRNA-kodierenden Bereich (schwarz) und den Spacerregionen
(weil3) sowie der untranskribierte intergenische Spacer (Linie). Die Positionen der in der PCR
verwendeten Primerpaare sind oben angegeben (Pfeile). ETS: external transcribed spacer, ITS:
internal transcribed spacer. B) Schema der tandemartigen Anordnung der rRNA-Gene in den
Clustern auf den akrozentrischen Chromosomen.
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Mit diesen Antikorpern wurden DNA-Fragmente aus quervernetztem, durch Ultraschall
fragmentiertem Chromatin aus HeLa-Zellen prézipitiert, die in vivo mit den entsprechen-
den Proteinen assoziiert waren. Die Quantifizierung dieser DNA-Fragmente erfolgte durch
Echtzeit-PCR. Da der rDNA-Cluster im Fokus dieser Arbeit steht, kamen verschiedene in
diesem Bereich bindende Primerpaare zum Einsatz (siche Abbildung 37). Das Primerpaar
HO bindet im Bereich des core promoter element (CPE), das direkt an der Transkriptions-
initiationsstelle positioniert ist, wihrend H42 eine Sequenz im intergenischen Spacer (IGS,
in Abbildung 37A als Linie dargestellt) erkennt, die knapp 800 bp stromaufwirts des
rDNA-Promotors liegt (Hannan et al., 1998a). Die ungewohnliche Lage des Promotors am
3’-Ende des IGS lésst sich durch die tandemartige Anordnung der rRNA-Gene erkldren.
Hierdurch liegt die 3’-Region des einen repeats direkt am 5’-Ende des néchsten (siche
Abbildung 37B).

Die Bindungsstellen der beiden Primerpaare H4 und H13 liegen im Bereich des Primér-
transkripts (in Abbildung 37A kastenférmig dargestellt), wihrend H18 und H23/27

(welcher an zwei Sequenzen binden kann) in der zentralen Region des IGS primen.
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Abbildung 38: ChIP unter Verwendung der angegebenen Antikdrper. Gezeigt ist die prazipitierte
DNA-Menge relativ zur eingesetzten fir zwei unterschiedliche Zelldichten in der Kultur, wobei
auf die hohere Zelldichte normiert wurde. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert aus
zwei unabhangigen Experimenten, jeweils quantifiziert iber Echtzeit-PCR (mit Standardabwei-
chung). Verwendet wurde dafiir das Primerpaar gegen den Promotorbereich (HO). Anti-UBF
und TuBB-9 prazipitieren einen grofieren Anteil an DNA aus Zellkulturen niedriger Zelldichte als
aus Zellkulturen hoher Zelldichte.

In ersten Experimenten mit den Antikdrpern gegen Pol I und UBF sowie mit TuBB-9
wurde festgestellt, dass alle drei grofBere Mengen an DNA aus dem Bereich des Primértran-

skripts prézipitierten, wenn Chromatin aus einer Zellkultur niedrigerer Dichte eingesetzt
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wurde. In Abbildung 38 ist dies repriasentativ fiir das Primerpaar HO und die Antikorper
TuBB-9 und anti-UBF gezeigt. Eine niedrige Zelldichte entsprach in diesem Fall etwa
40 %iger Konfluenz, wihrend Kulturen hoher Dichte circa 90 % konfluent waren. Der
prozentuale Anteil préazipitierter DNA im Vergleich zu eingesetzter DNA wurde auf die
Werte fiir die hohe Zelldichte normiert. In den folgenden ChIP-Studien erfolgte die
Kultivierung bei niedriger Zelldichte.

In weiterfithrenden Experimenten wurde untersucht, welche Sequenzen die Antikdrper im
Detail prézipitieren (siche Abbildung 39). Der fiir diese Arbeit generierte anti-pKi-67-
Antikorper TuBB-9 prézipitierte fast ausschlieBlich Chromatin-Fragmente aus dem tran-
skribierten und dem promotornahen Bereich. Dabei wurde bevorzugt DNA aus der Region
um den Transkriptionsstartpunkt (Primerpaar HO) isoliert. Aus dem untranskribierten Be-
reich (H18, H23/27) konnten dagegen nur DNA-Anteile in der Groenordnung der Pré-
zipitationen mit dem Isotypkontrollantikdrper BO-7 nachgewiesen werden. Offenbar war
das von TuBB-9 erkannte pKi-67 auch mit Sequenzen assoziiert, die noch stromaufwiérts
des Promotors liegen (Primerpaar H42). Dem entgegen prézipitierte MIB-1 &hnlich hohe
Anteile aus allen Regionen des Clusters, jedoch nur geringfiigig mehr DNA als der
Kontrollantikorper. Der Antikorper gegen Dimethyl-Lysin aus Histon H3 zeigte eine
tendenzielle Bevorzugung des untranskribierten Bereichs. Die fiir anti-Dimethyl-H3/K9 er-
mittelten Werte waren nicht mit der Isotypkontrolle vergleichbar, da vom Vertreiber kein
genauer Wert fiir die Konzentration angegeben werden konnte.

Mit den Kaninchen-Seren gegen UBF und Pol I wurden insgesamt wesentlich hohere
DNA-Anteile isoliert als mit den monoklonalen Maus-Antikorpern (siche Abbildung 39B).
Pol I war zu einem geringen Anteil mit dem durch H42 amplifizierten Segment assoziiert,
wihrend — wie erwartet — grole Mengen an DNA aus dem gesamten transkribierten Be-
reich prazipitiert wurden. Dabei nahm der Anteil an isolierten Chromatin-Fragmenten in
3’-Richtung deutlich zu, wohingegen fast keine Bindung an die untranskribierte DNA
vorlag. UBF band ebenso wie Pol I nur an die transkribierte Region (H4 und H13) und den
erweiterten Promotorbereich (HO und H42), wobei allerdings eine noch stirkere
Bevorzugung von HO vorlag als im Falle der ChIP mit TuBB-9. Die DNA-Prizipitation
durch das Kontrollserum war im Vergleich zu den spezifischen Kaninchen-Seren vernach-

lassigbar gering.
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Abbildung 39: TuBB-9 prazipitiert Chromatin aus dem Bereich des rDNA-Clusters. Gezeigt ist
die prazipitierte DNA-Menge relativ zur eingesetzten. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mit-
telwert aus drei unabhangigen Experimenten, jeweils quantifiziert iber Echtzeit-PCR (mit Stan-
dardabweichung). Verwendet wurden daflr Primer gegen den rDNA-Cluster sowie das LINE.
A) Ergebnisse der monoklonalen Antikérper gegen pKi-67, einer Isotypkontrolle und des Anti-
kérpers gegen Dimethyl-Histon H3/K9. B) Ergebnisse der polyklonalen Seren gegen Proteine
der rDNA-Transkriptionsmaschinerie sowie eines Kaninchen-Normalserums.

Um die Relevanz der Ergebnisse beurteilen zu konnen, wurden Prézipitationen mit
Kontrollantikérpern durchgefiihrt und alle Prézipitate durch eine PCR mit Primerpaaren
gegen sogenannte LINEs (long interspersed nuclear elements) untersucht. Hierbei handelt
es sich um zahlreiche, verstreut im Genom vorkommende Retrotransposon-Elemente

(Smit, 1996), die zwar teilweise in nucleoldrer DNA, nicht aber in den rRNA-Genen zu
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finden sind (Kaplan et al., 1993).
In Abbildung 40 sind die bereinigten Ergebnisse (nach Abzug der mit unspezifischen Anti-
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Abbildung 40: TuBB-9 prazipitiert Chromatin aus dem Bereich des rDNA-Clusters. Gezeigt ist
die prazipitierte DNA-Menge relativ zur eingesetzten DNA abziglich der DNA-Menge, die ein
Kontrollantikérper prazipitiert. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert aus drei unab-
hangigen Experimenten, jeweils quantifiziert Gber Echtzeit-PCR (mit Standardabweichung). Ver-
wendet wurden dafiir Primer gegen den rDNA-Cluster sowie das LINE. A) Ergebnisse der mo-
noklonalen Antikdrper gegen pKi-67 abzuglich der Isotypkontrolle. B) Ergebnisse der polyklona-
len Seren gegen Proteine der rDNA-Transkriptionsmaschinerie abzlglich eines Kaninchen-
Normalserums.

korpern isolierten DNA) dargestellt. Der pKi-67-spezifische Antikoérper MIB-1 zeigte
keine bevorzugte Prézipitation von einem der untersuchten Abschnitte des rDNA-Clusters.
Ein #hnlicher Anteil wurde auch aus den LINEs prézipitiert (siche Abbildung 40A).

Dagegen wurde mit dem zweiten pKi-67-spezifischen Antikorper, TuBB-9, wie oben
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dargelegt, vornehmlich DNA aus dem transkribierten Bereich angereichert. Der durch die
in der untranskribierten Region bindenden Primerpaaren amplifizierte DNA-Anteil lag in
der GroBenordnung des unspezifischen LINE (H23/27) bzw. etwas hoher (H18). Eine
weitere Kontroll-PCR mit DNA-Fragmenten aus dem strukturgenetischen Bereich von
Histon H4 ergab fiir diese Antikorper ebenso einen Wert im Bereich der Isotypkontrolle
(nicht gezeigt).

Wie aus Abbildung 40B nochmals deutlich wird, banden UBF und Pol I ausschlielich an
den transkribierten (H4 und H13) und den erweiterten Promotorbereich (HO und H42) —
jeweils mit charakteristischer Verteilung. Die Assoziation mit LINE-DNA war im

Vergleich dazu vernachldssigbar gering.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine zum Teil hochkonservierte Domine des Ki-67-
Proteins in E. coli-Bakterien exprimiert und dazu verwendet, spezifische monoklonale An-
tikdrper zu generieren. Unter Verwendung des so hergestellten Antikorpers TuBB-9
konnte nachgewiesen werden, dass das von ihm erkannte Epitop ein deutlich anderes
Verteilungsmuster in HeLa-Zellen zeigte, als dies bisher mit anderen pKi-67-spezifischen
Antikorpern festgestellt werden konnte. Das durch TuBB-9 detektierte Ki-67-Protein kolo-
kalisierte sowohl in der Interphase als auch der Mitose mit Komponenten des rDNA-
Transkriptionsapparates. In der Interphase konnten diese Bereiche im Nucleolus der Zelle
als diejenigen identifiziert werden, in denen die Transkription der ribosomalen DNA aktiv
erfolgt. In weiterfilhrenden Experimenten (Chromatin-Immunprizipitation) konnte auch
eine physikalische Interaktion zwischen pKi-67 und rRNA-Genen gezeigt werden. Ahnlich
wie der Transkriptionsfaktor UBF war es dabei im Wesentlichen auf den transkribierten
und den promotornahen Bereich beschrinkt, wobei die grofite Assoziation mit der Region

um den Transkriptionsstartpunkt ermittelt wurde.

4.1 Herstellung und Charakterisierung des monoklonalen Antikorpers
TuBB-9

Die Herstellung des Antikdrpers TuBB-9 wurde an verschiedenen Punkten kontrolliert. So
konnte die korrekte Klonierung der cDNA iiber Restriktionsanalysen und Sequenzierungen
verifiziert werden. Das in E. coli-Bakterien exprimierte und mittels IMAC aufgetrennte
,His-Tag“-Fusionsprotein wurde auf einem SDS-Polyacrylamidgel untersucht. Dadurch
konnte festgestellt werden, dass das Hauptprodukt ein scheinbares Molekulargewicht von
34 kDa besitzt und ein Nebenprodukt — moglicherweise unvollstindig translatiertes
Fusionsprotein oder ein Abbauprodukt — von 24 kDa auftritt. Das Hauptprodukt erscheint
somit knapp 9 kDa schwerer als zuvor berechnet (vgl. Anhang). Die Ursache hierfiir ist
wahrscheinlich ein Phdnomen, das hiufig bei der Expression DNA-bindender Proteine zu
beobachten ist: Aufgrund eines liberdurchschnittlich hidufigen Auftretens stark basischer
Aminoséurereste — in diesem Fall hat das Fusionsprotein eine berechnete positive Ladung
von iiber 30 bei pH 7 und einen pl von 11,3 — zeigen sie in der SDS-Elektrophorese eine
verringerte Laufgeschwindigkeit (Ubersicht bei Chiou und Wu, 1999).

Der durch Hybridomtechnik gewonnene Antikorper TuBB-9 erkennt zweifelsfrei die
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charakteristische Doppelbande des Ki-67-Proteins in Western Blots von Zelllysaten als
auch das native Protein in der Immunprézipitation. Hierbei muss jedoch bemerkt werden,
dass MIB-1 im Western Blot sensitiver ist als TuBB-9. Dies hdngt wahrscheinlich zum
Teil damit zusammen, dass das fiir MIB-1 beschriebene antigene Epitop innerhalb der
Ki-67-Motive (in Exon 13) in neun Wiederholungen vorliegt (Kubbutat et al., 1994),
wohingegen das von TuBB-9 erkannte Epitop nur einmal je Protein vorhanden ist. Auch in
formaldehydfixierten Prdparaten von humanen Tonsillen firben MIB-1 und TuBB-9
dieselben Zellen.

Alle hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der neue Antikorper TuBB-9 ebenso wie
MIB-1 gegen das Ki-67-Protein gerichtet ist. Warum farben beide Antikorper aber jeweils
unterschiedliche Bereiche innerhalb der Zelle? Verschiedene Griinde konnten hier eine
Rolle spielen. Am wahrscheinlichsten ist, dass MIB-1 und TuBB-9 das Ki-67-Protein in
jeweils unterschiedlichem biologischen Kontext erkennen. Mdoglicherweise farbt TuBB-9
am Nucleolusrand befindliches pKi-67 deswegen nicht (oder weitaus weniger als MIB-1),
weil dort eine Interaktion von der durch Exon 9 kodierten Region mit einem bisher
unbekannten Bindungspartner — sei es ein Protein, eine Nucleinsdure oder eine
niedermolekulare Struktur — vorliegt und so das Epitop fiir den Antikorper maskiert. Diese
Wechselwirkung muss dabei nicht zwingend iiber die durch Exon 9 kodierte Doméne
vermittelt werden. Vielmehr ist es durchaus mdglich, dass eine Bindung in einem
entfernten Bereich des Proteins eine Verdnderung der Gesamtkonformation von pKi-67
bewirkt, die das durch TuBB-9 erkannte Epitop so modifiziert, dass es nicht mehr erkannt
werden kann. Weiterhin konnten bestimmte Proteindoméinen durch intramolekulare
Wechselwirkung maskiert werden. In diesem Zusammenhang hat die von Schmidt et al.
(2002 und 2003) beschriebene Bindung zwischen N-Terminus und dem durch Exon 13
kodierten Bereich von pKi-67 moglicherweise eine Bedeutung. Aber auch diese Bindung
ist wahrscheinlich von bestimmten physiologischen Voraussetzungen abhidngig und somit
in verschiedenen Bereichen des Zellkerns unterschiedlich. Genauso kann man fiir die durch
MIB-1 erkannte pKi-67-Fraktion argumentieren: Das in den durch TuBB-9 angefirbten
innernucleoldren Punkten lokalisierte pKi-67 kann durch MIB-1 nicht detektiert werden,
weil hier die durch Exon 13 kodierte Doméne mit den Ki-67-Motiven durch eine intra-
oder intermolekulare Wechselwirkung blockiert ist.

Im Vergleich hiermit sind die Ergebnisse der Mikroinjektionsstudien mit MIB-1 und
TuBB-9 sehr interessant. Beide Antikdrper binden das Ki-67-Protein jeweils in einer

Weise, die zumindest zum Teil eine Relokalisation induziert. Allerdings unterscheiden sie
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sich in ihrer Fihigkeit, durch Mikroinjektion das Farbemuster des jeweils anderen
Antikorpers zu beeinflussen. Wéhrend die Injektion von MIB-1 das TuBB-9-Muster nicht
verdndert, so induziert die TuBB-9-Injektion zumindest ein vermehrtes Auftreten der nuc-
leoplasmatischen Flecken in der MIB-1-Farbung. Dies bestdrkt die Hypothese, dass beide
Antikorper weitgehend distinkte Populationen von pKi-67-Molekiilen erkennen. Lediglich
TuBB-9 scheint zu einem geringen Teil das durch MIB-1 erkannte Ki-67-Protein zu
binden. Dies zeigt sich ebenfalls in der partiellen Kolokalisation in den Immunfarbungen:
TuBB-9 férbt in der Mitose — neben den charakteristischen UBF-assoziierten Punkten — die
perichromosomale Schicht, wenn auch wesentlich schwicher als MIB-1. In der frithen G;-
Phase ist die Kolokalisation in den nucleoplasmatischen Foci, dem perinucleoldren
Chromatin und den PNBs noch evidenter. Umgekehrt ist es weit schwieriger zu
bestimmen, ob keinerlei MIB-1-Farbung an den Orten vorkommt, an denen sich das durch
TuBB-9 erkannte pKi-67 befindet, da ihre Intensitit am Rand der Nucleoli so stark ist, dass
sich eine schwache, aber spezifische Farbung in der fibrilliren Komponente nur schwer
nachweisen lésst. Fiir mitotische Zellen wurde jedoch von Traut et al. (2002) beschrieben,
dass keine Farbung der NORs durch MIB-1 erfolgt.

Beide Antikorper unterscheiden sich auch in den Mikroinjektionsversuchen beziiglich der
Fahigkeit, das gesamte im Zellkern befindliche Protein der jeweiligen Population umzu-
verteilen. Wihrend MIB-1 offenbar einen sehr groBen Teil oder das gesamte fiir ihn
detektierbare Protein erreicht, ist dies fiir TuBB-9 nicht der Fall. Zwar farbt der injizierte
TuBB-9 den Nucleolusrand und Punkte im Nucleoplasma, doch erkennt der in der an-
schlieBenden Immunfarbung verwendete Antikorper noch die innernucleoldren Punkte.
Zudem erkennt mikroinjizierter TuBB-9 pKi-67 in der Konformation, in der es direkt nach
der Translation vorliegt, moglicherweise gar nicht, da noch fiinf Stunden nach der
Injektion meist keine Kernfiarbung erkennbar ist und der Antikorper sich diffus im
Cytoplasma verteilt. Wahrscheinlich kann TuBB-9 es erst nach der Einwanderung in den
Zellkern wihrend der Mitose binden. Dagegen erkennt MIB-1 sein Epitop offenbar bereits
relativ kurz nach der Mikroinjektion, wie die Bildung zahlreicher Komplexe nach wenigen
Minuten andeutet.

Das Phidnomen der ausschlieSlichen Erkennung nur einer Fraktion eines zelluldren Proteins
durch einen Antikérper wurde bereits unter dem Begriff der ,,Epitop-Maskierung® fiir
verschiedene andere Antikorper und Proteine beschrieben. Beispielsweise erkennen
verschiedene Antikorper gegen das Zinkfinger-Protein ZPR1, das mit der Spinalen

Muskelatrophie in Verbindung gebracht wird, offenbar unterschiedliche Fraktionen des
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Proteins in verschiedenen subnucledren Kompartimenten (Gangwani et al., 2001). Ebenso
bindet der Antikdrper 2G2 nur eine bestimmte Konformation von Actin, die von anderen
Antikdrpern nicht erkannt wird (Gonsior ef al., 1999).

Das Ki-67-Protein scheint — nach diesen Ergebnissen — im gesamten Nucleolus vorzukom-
men, sich dabei allerdings in mindestens zwei distinkte Fraktionen aufzuteilen, die
vermutlich mit unterschiedlichen Bindungspartnern assoziiert sind und moglicherweise

unterschiedliche Funktionen besitzen.

4.2 Mogliche Funktionen des Ki-67-Proteins bei der Transkription und
der Prozessierung von ribosomaler RNA

Die Untersuchung der Firbemuster der pKi-67-spezifischen Antikérper MIB-1 und
TuBB-9 lieB in den verschiedenen Zellzyklusphasen charakteristische Verdnderungen
erkennen. Wihrend die TuBB-9-Féarbung postmitotisch zundchst zum Teil mit der von
MIB-1 kolokalisiert, unterscheiden sich beide ab der spiten G;-Phase fast vollstdndig:
TuBB-9 firbt im weiteren Verlauf der Interphase vor allem innernucleolére Punkte.
Dagegen findet man die MIB-1-Féarbung préferentiell am Nucleolusrand und in geringerem
Ausmal} in einem Teil des Nucleolusinneren. In der Meta- und der Anaphase erkennt
TuBB-9 klar abgegrenzte Punkte auf den kondensierten Chromosomen, MIB-1 dagegen
die perichromosomale Schicht.

Die Kolokalisation der TuBB-9-Fiarbung mit UBF und naszierender rRNA in der Interpha-
se zeigt, dass sich pKi-67 an den Orten der aktiven rDNA-Transkription befindet. Dieser
Befund wird durch die Lokalisation in der Anaphase unterstiitzt: Hier kolokalisiert die
TuBB-9-Férbung ebenfalls mit UBF, einem bekannten Bestandteil der NORs (Chan et al.,
1991). In den NORs sind die rDNA-Cluster auf den einzelnen akrozentrischen Chromoso-
men konzentriert. Ein Teil von ihnen, die sogenannten ,.kompetenten NORs (Roussel et
al., 1996), beherbergt zahlreiche an der rDNA-Transkription beteiligte Proteine wie Pol I,
UBF, SL1 (selectivity factor 1) oder TTF-1 (transcription termination factor I), welche
zwischen Prophase und spéter Anaphase zwar inaktiv sind, aber mit den rRNA-Genen
assoziiert bleiben (Hernandez-Verdun et al., 2002). Hingegen sind Proteine wie Nucleolin,
B23/Nucleophosmin, p120 oder Fibrillarin, die mit der Prozessierung der transkribierten
rRNA in Verbindung gebracht werden, in der Mitose hdufig mit der perichromosomalen
Schicht verbunden. Die Ursachen dieser spezifischen Verteilung sind eng mit dem

Neuaufbau der Nucleoli und einem schnellen Beginn der Produktion neuer Ribosomen
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verbunden: Die direkt an die rDNA gebundenen Komponenten in den NORs beginnen
bereits in der spdten Anaphase mit der erneuten Synthese von rRNA-Primértranskripten
(Gébrane-Younes et al., 1997). Dagegen sammeln sich die in der perichromosomalen
Schicht gebundenen Proteine zunédchst in den PNBs, welche in der G;-Phase schlieflich
um die NORs herum zu den aktiven Nucleoli fusionieren (Dundr et al., 2000). Der
Transkriptionsapparat wird also vor der Prozessierungsmaschinerie zusammengesetzt.

Ein Teil des Ki-67-Proteins ist demnach mit den Orten der rDNA-Synthese verbunden
(TuBB-9-Fraktion). Einen anderen, moglicherweise mit der Prozessierungsmaschinerie
assoziierten Teil findet man in den weiter aulen liegenden Bereichen des Nucleolus
(MIB-1-Fraktion).

Verfolgt man die Reifung der rRNA vom Primértranskript weit im Inneren des Nucleolus
(FC oder DFC) bis zum Einbau in die ribosomalen Untereinheiten in den dulleren Regio-
nen dieser Organelle (GC), so konnte pKi-67 folgende Stationen durchlaufen: Nach den
gewonnenen Ergebnissen aus Immunfiarbung und ChIP ist die von TuBB-9 erkannte
Fraktion moglicherweise direkt an der Synthese der rRNA oder einem sehr frithen Pro-
zessierungsschritt beteiligt und hilt sich daher in der Mitose an den NORs und in der
Interphase in der fibrilliren Komponente (FC oder DFC) des Nucleolus auf. Es ist nicht
unwahrscheinlich, dass es anschlieBend mit einer Art ,,Prozessierungskomplex®, der auch
die rRNA enthilt, in die GC einwandert. Zu diesem Zeitpunkt wird die Konformation des
Ki-67-Proteins in einer Weise verdndert, die eine Erkennung durch MIB-1 ermdéglicht;
gleichzeitig kann TuBB-9 nicht mehr effizient binden. Die innernucleolidre Farbung von
MIB-1 ist meist im Vergleich zum Rand des Nucleolus etwas schwicher. Dies konnte
damit zusammenhéngen, dass das Protein mit dem postulierten Prozessierungskomplex
sehr schnell durch die GC nach auBen wandert. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass die Prozessierung der rRNA schnell vonstatten geht und pro Minute bis
zu 7500 ribosomale Untereinheiten von einer HeLa-Zelle synthetisiert werden (Lewis und
Tollervey, 2000). Die starke Farbung des Nucleolusrands durch MIB-1 kann im Rahmen
der hier aufgestellten Hypothese zwei mogliche Ursachen haben. Zum einen kdnnten hier
die letzten Schritte der Reifung der ribosomalen Untereinheiten stattfinden. Dies erfordert
die Integration der von Pol I transkribierten rRNAs (18 S, 28 S und 5,8 S), der von der
RNA Polymerase III abgelesenen 5 S-RNA und den ribosomalen Proteinen, deren mRNA
von der RNA Polymerase Il transkribiert wird. Es ist sehr gut moglich, dass dieser Schritt
fiir die gesamte Synthese der ribosomalen Untereinheiten geschwindigkeitsbestimmend ist

(Chen und Huang, 2001) und es so zu einer Anreicherung der ribosomalen RNAs und ihrer



4 Diskussion Seite 78

Prozessierungskomplexe am Rand des Nucleolus kommt. Zum anderen konnte diese Zone
allerdings auch als ,,Reservoir* fiir gerade nicht benétigte Proteine der rRNA-Prozessie-
rung oder -Synthese dienen. Eine Beteiligung an den friihen Prozessierungsschritten muss
jedenfalls nicht der Lokalisation im nucleoldren Cortex widersprechen, wie Nucleolin
zeigt: Die Masse an Nucleolin ist in der Randregion zu finden, wédhrend auch eine
Beteiligung dieses Proteins an den frithen Ereignissen der Reifung gefunden wurde
(Ginisty et al., 1999).

In der frithen G-Phase liegt eine erhebliche Kolokalisation der Farbungen von MIB-1 und
TuBB-9 vor. Zudem ist nach dem Aufbau der Nucleoli eine leichte Farbung des nucleo-
laren Rands durch TuBB-9 zu beobachten. Auch die &ufBlere Schicht der mitotischen
Chromosomen wird (besonders in Ana- und Telophase) leicht von TuBB-9 geférbt. Wie ist
dies zu erkldren? Einerseits konnte es sein, dass TuBB-9 einen kleinen Teil der MIB-1-
Fraktion des Ki-67-Proteins erkennt (sieche oben). Andererseits scheinen die Vorginge in
Mitose und frither G;-Phase aufgrund des Fehlens des Nucleolus ein Sonderfall zu sein:
Die TuBB-9-Férbung ist in der frithen G;-Phase im Bereich der innernucleoldren Punkte,
die mit der rDNA-Transkriptionsmaschinerie kolokalisieren, aber auch in den Vorldufern
der Nucleoli — den PNBs — und einzelnen nucleoplasmatischen Flecken zu finden. PNBs
und nucleoplasmatische Flecken sind aber gerade auch die Regionen, die durch MIB-1
gefdrbt werden. Zwei mogliche Erkldrungen bieten sich an. Erstens konnten hier zwei
unterschiedliche Spezies an Prozessierungskomplexen am selben Ort vorliegen: Solche, die
pKi-67 der TuBB-9-Fraktion und solche, die pKi-67 der MIB-1-Fraktion enthalten. Die
Prozessierung der rRNA geht in distinkten Ribonucleoprotein- (RNP-) Komplexen vor
sich, von denen einige bereits beschrieben werden konnten (Hernandez-Verdun und
Roussel, 2003). Wihrend der Mitose sind sie mit der perichromosomalen Schicht assoziiert
(Hernandez-Verdun et al., 2002) und wirken in der frithen G;-Phase am Neuaufbau der
nucleoldren Struktur mit. Die partielle Kolokalisation von MIB-1 und TuBB-9 in dieser
Zellzyklusphase konnte bedeuten, dass die MIB-1-Fraktion — wie oben beschrieben — an
der spiteren Prozessierung mitwirkt, wihrend die TuBB-9-Fraktion an der sehr frithen
Prozessierung beteiligt ist. Daher bleibt ein Teil des durch TuBB-9 erkannten Proteins in
der Mitose mit den RNP-Komplexen an der perichromosomalen Schicht assoziiert,
wihrend ein anderer Teil in den NORs zu finden ist. Eine zweite mogliche Erkldrung fiir
diese Kolokalisation wére eine Erkennung der MIB-1-Fraktion durch TuBB-9 in der
frithen G;-Phase. Die Ursache hierfiir konnte ein Fehlen der Bindungspartner sein, die in

den anderen Zyklusphasen fiir die Maskierung der jeweiligen Epitope verantwortlich sind.
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Die Ergebnisse der Immunfarbungen lieen sich durch Chromatin-Immunprazipitationen
bestitigen und dariiber hinaus noch erweitern. Die Besonderheit der ChIP besteht darin,
dass die chemische Quervernetzung des Chromatins eine raumliche Ndhe von bestimmten
Proteinen und spezifischen DNA-Sequenzen zeigt. Man ermittelt jedoch keine direkte
Bindung eines Proteins an eine Erkennungssequenz wie zum Beispiel im Fall eines DNA
Footprintings. Diese ,,indirekte Kopplung* kann sowohl iiber andere Proteine als auch
Nucleinsduren erfolgen. Durch die Zugehorigkeit zu bestimmten Komplexen kann man
somit Aussagen iiber eine mogliche Proteinfunktion ableiten.

Die besondere Stirke der Methode ist die Untersuchung zum Zeitpunkt der Quervernet-
zung rdumlich benachbarter Proteine und Nucleinsduren in lebenden Zellen. Nach einer
Fragmentierung der DNA durch Ultraschall werden dann Proteine (und daran gebundene
DNA) mit Hilfe spezifischer Antikorper prizipitiert. Dieser Abschnitt des Experiments
orientiert sich prinzipiell an einer klassischen Immunprizipitation zur Isolierung von
Proteinen. Abschliefend 16st die Quervernetzung wieder auf und hydrolysiert den Protein-
Anteil der isolierten, spezifischen Protein-DNA-Addukte. Nach der Aufreinigung steht die
reine DNA fiir verschiedene Analysemethoden wie quantitative PCR, Southern Blot oder
Klonierung zur Verfligung.

Im Rahmen der hier vorgestellten Experimente konnte gezeigt werden, dass sich mit
TuBB-9 DNA-Fragmente isolieren lassen, die aus der erweiterten Promotorregion (H42
und HO) bzw. dem gesamten transkribierten Bereich (HO, H4 und H13) der rRNA-Gene
stammen. Dagegen wird aus dem intergenischen Spacer nur wenig mehr DNA préazipitiert
als aus einer nicht mit der rDNA in Zusammenhang stehenden Sequenz (LINE). Zunéchst
einmal bestdtigt dies die Immunfluoreszenz-Daten: Die TuBB-9-Fraktion von pKi-67
befindet sich am Ort der rDNA-Transkription. Und mehr noch: Es besteht auch eine
physikalische Interaktion zwischen dem Protein und den Genen selbst. Ob diese direkt
oder indirekt ist, kann mit dieser Methode — wie oben dargelegt — nicht bestimmt werden.
Demgegeniiber bindet das von MIB-1 erkannte Ki-67-Protein ohne besondere Priaferenz an
die untersuchten DNA-Sequenzen. Selbst aus den LINEs wird etwa so viel DNA
prazipitiert wie aus allen Bereichen der rRNA-Gene. Der Grund fiir die im Vergleich mit
der durch TuBB-9 isolierten LINE-DNA hohe Anreicherung konnte einerseits darin liegen,
dass die MIB-1-Fraktion des Ki-67-Proteins tatsdchlich auch spezifisch mit diesen
Sequenzen interagiert. Dies kann aufgrund der Daten zur Bindung an Heterochromatin
(Bridger et al., 1998; Scholzen et al., 2002) nicht ausgeschlossen werden. Andererseits

konnte der Befund aber ebenso durch die Bindung einer — im Vergleich zu TuBB-9 —
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grofBeren Menge an Protein oder aber eine zusitzliche, eher allgemeine Assoziation mit
DNA erklérbar sein (Becker, 1993; MacCallum und Hall, 1999 und 2000Db).

ChIP-Studien mit Antikoérpern gegen RNA Polymerase I wurden so detailliert wie im
Rahmen dieser Arbeit bisher nicht durchgefiihrt. Kiirzlich konnten Philimonenko et al.
(2004) zeigen, dass ein anti-Pol I-Antikorper mehr rDNA aus dem 28 S-Gen als aus der
Promotorregion prézipitiert. Die hier gezeigten Ergebnisse gehen jedoch wesentlich weiter:
Erstens zeigen sie die strikte Beschrankung der Pol I auf den transkribierten Bereich. Diese
Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit der allgemein anerkannten Meinung, dass die
Polymerase zusammen mit dem Initiationskomplex in der Promotorregion bindet, das
gesamte Primirtranskript abschreibt und dann von ihrem Template dissoziiert (Ubersicht
bei Grummt, 2003). Lediglich ein geringer Anteil an nicht-transkribierter DNA (H42) wird
prézipitiert. Dies konnte einerseits die Grenzen der Genauigkeit der Methode aufzeigen,
andererseits aber durch eine Theorie zur Transkriptionsinitiation erklérbar sein. Demnach
biegt UBF die Promotorregion in eine Schleife, das sogenannte Enhanceosome (Bazett-
Jones et al., 1994; Moss und Stefanovsky, 1995), wodurch auch etwas entferntere gene-
tische Regionen in die Nédhe des Initiationskomplexes gelangen konnten. Zweitens nimmt
der Anteil an DNA, der durch den Antikorper gegen Pol I prizipitiert wird, zu, je ndher
man dem Ende des transkribierten Bereichs kommt. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass
die durchschnittliche Geschwindigkeit, mit der Polymerase I die DNA abliest, im Verlauf
der Transkription abnimmt. Diese Hypothese passt sehr gut zu Befunden von Jansa et al.
(1998), die die Termination der Transkription als komplexen Prozess beschreiben, in den
mehrere Komponenten involviert sind. Demnach schreibt Pol I die rDNA bis zu einem
Terminatorelement ab, welches eine weitere Transkription durch Bindung des Termina-
tionsfaktors TTF-I sterisch behindert. AnschlieBend bindet ein weiteres Protein, PTRF
(Pol I and transcript release factor), das die Dissoziation des Transkriptionskomplexes
bewirkt. Somit ist es in Anbetracht der in dieser Arbeit vorgelegten ChIP-Ergebnisse wahr-
scheinlich, dass die Termination der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Tran-
skription ist und sich die Polymerase hier zum Ende des Transkripts in gewissem Maf3e
akkumuliert.

Die ChIP mit dem Antikorper gegen UBF steht im Einklang mit fritheren Ergebnissen, die
dieses Protein als an der Initiation beteiligten, am Promotor bindenden Faktor beschreiben
(Hannan et al., 1998a). Dem widersprechend zeigen ChIP-Studien mit denselben auch in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Primern (O'Sullivan ef al., 2002) eine Bindung

sowohl an rDNA aus dem transkribierten als auch aus dem nicht-transkribierten Bereich.
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Abgesehen von Unterschieden in der technischen Durchfithrung der Experimente muss in
diesem Zusammenhang festgehalten werden, dass O’Sullivan et al. prizipitierte und
amplifizierte DNA per Agarosegelelektrophorese semiquantitativ nachgewiesen und nicht
auf eine interne Input-Kontrolle bezogen haben. Eigene Experimente hierzu belegen, dass
dies leicht zu einer Uberschitzung der Menge an Amplifikat fiihren kann (Ergebnisse nicht
gezeigt). Aullerdem haben O’Sullivan ef al. in thre ChIP keine unabhingige Genregion als
Negativkontrolle einbezogen. In den hier dargestellten Experimenten wurde eine Methode
zur Priparation von Chromatin-Fragmenten aus dem gesamten Nucleus verwendet. Nach
O’Sullivan et al. konne so aber keine nucleoldire DNA gewonnen werden, weil diese
aufgrund ihrer Kompaktheit bei der Ultraschall-Fragmentierung nicht in den Uberstand
iibergehe und somit nicht fiir die Immunprézipitation zur Verfiigung stehe. Da hier jedoch
gerade mit den polyklonalen Seren betridchtliche Anteile aus der transkribierten Region
préazipitiert werden konnten und die untersuchten rRNA-Gene nur im Nucleolus
vorkommen, muss dieser Hypothese widersprochen werden. Zudem konnte mit dem
Antikorper gegen dimethyliertes Histon H3 (Lysin 9) Chromatin aus den mittleren
Regionen des intergenischen Spacers (H18 und H23) isoliert werden. Alle Teile der rRNA-
Gene scheinen also mit der hier verwendeten Methode zuganglich zu sein. Abschliefend
sei bemerkt, dass auch die von O’Sullivan et al. veréffentlichten Ergebnisse bei kritischer
Betrachtung — im Rahmen der oben angefiihrten Einschrinkungen — eine Bevorzugung der

promotornahen DNA durch UBF anzeigen.

4.3 Die Lokalisation des Ki-67-Proteins in den Cajal bodies

In Immunfiarbungen mit TuBB-9 zeigt eine Fraktion der Kulturzellen nicht das
innernucleoldre Punktmuster, sondern — ebenso wie UBF — eine Umverteilung des Proteins
in groBere, runde nucleoplasmatische Punkte, bei denen es sich offenbar um Cajal bodies
handelt, da sie das Markerprotein p80-Coilin enthalten. Aullerdem konnte gezeigt werden,
dass die rDNA-Transkription in diesen Zellen beachtlich reduziert ist. In der Regel sind
CBs als kleinere Punkte im Nucleoplasma verteilt. Lediglich in Zellen, die die aktiven
Phasen des Zellzyklus verlassen oder ausdifferenzieren, wurde im Zusammenspiel mit
einer geringeren Transkriptionsaktivitit sowohl eine Verringerung der Anzahl der CBs als
auch ein Ansteigen ihrer Grofe beobachtet (Antoniou ef al., 1993; Boudonck et al., 1998;
Gribbon et al., 2002). Des Weiteren stellten Andrade et al. (1993) fest, dass CBs in der G-

Phase am haufigsten sind, ihre Zahl aber in S- und G;-Phase abnimmt. Moglicherweise
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fusionieren kleine CBs miteinander, um grofere Aggregate zu formen. Nach derzeit
gingigen Vorstellungen sind die CBs am Aufbau von Transkriptosomen und RNPs betei-
ligt (Ubersicht bei Gall, 2000 und 2003). Transkriptosomen enthalten Proteine der jeweili-
gen Transkriptionsmaschinerien der Polymerasen I, IT und III. Auch an der Prozessierung
von rRNA beteiligte Proteine wie Nucleophosmin und Fibrillarin wurden dort gefunden.
Das Auftreten von pKi-67 in CBs steht daher im Einklang mit diesem Modell.

Die Reduktion der rDNA-Transkription in diesen Zellen ist aufféllig. Eine voriibergehende
Einstellung der Proliferation kann bei HeLa-Zellen jedoch als Erkldrung nahezu aus-
geschlossen werden. Gegen diese Hypothese muss ebenso eingewandt werden, dass die
betreffenden Zellen oftmals in Randbereichen von Zellverbdnden auftreten, also beste Pro-
liferationsbedingungen besitzen. Eine interessante Frage fiir die zukiinftige Funk-
tionsanalyse des Ki-67-Proteins ist die Aufklarung der moglichen zelluldren Unterschiede
zwischen Zellen mit grofen nucleoplasmatischen Punkten und denen mit innernucleolérer

Verteilung in der TuBB-9-Farbung.

4.4 Das Ki-67-Protein und die Regulierung der Genaktivitit

In der Interphase sind in einer proliferierenden Zelle etwa 60 % der rRNA-Gene aktiv.
Dabei handelt es sich um diejenigen, die in der Mitose den — wenngleich inaktiven —
rDNA-Transkriptionsapparat tragen (kompetente NORs; Roussel ef al., 1996). Lange Zeit
war unklar, durch welche Mechanismen die Aktivitit dieser Gene reguliert wird. In den
vergangenen zehn Jahren konnte jedoch ermittelt werden, dass die Regulation hauptsich-
lich iiber die Positionierung von Nucleosomen relativ zum Promotor und die chemische
Modifikation von Histonen erfolgt. In diesem Zusammenhang ist TTF-I interessanterweise
nicht nur an der Termination der Transkription von Pol I beteiligt, sondern bindet zudem
noch an das promotorproximale Terminationselement Ty, das 170 bp stromaufwirts des
Transkriptionsstartpunkts liegt (Léngst et al., 1998). Dadurch kommt es zu einer fiir die
erneute Transkriptionsinitiation gilinstigen Ausrichtung der Chromatinstruktur hdherer
Ordnung: Nucleosomen werden optimal fiir eine erneute Ablesung der Gene positioniert.
Auf der Suche nach Faktoren, die diese Genregulation durch Bindung an TTF-I
unterstiitzen, stieB man auf TIPS (TTF-I interacting protein 5), welches mit der ATPase
SNF2h den nucleolar remodeling complex (NoRC) bildet (Strohner et al, 2001).
Uberraschenderweise konnte der NoRC jedoch nicht mit der Aktivierung von rRNA-
Genen, sondern mit deren Abschaltung durch Rekrutierung von DNA-Methylasen (Dnmtl,
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Dnmt3a und Dnmt3b) und Histon-Deacetylasen (HDACI1 und HDAC4) in den
promotornahen Bereich und einer darauf folgenden Ausbildung von Heterochromatin im
Bereich dieser Gene in Verbindung gebracht werden (Santoro et al., 2002; Strohner et al.,
2004). Der NoRC scheint somit fiir die Etablierung von repressiven epigenetischen
Markierungen und der Festlegung des Aktivitétsstatus’ verantwortlich zu sein (Li et al.,
2005). Die induzierte Heterochromatin-Bildung wurde unter anderem durch die
Assoziation von HP1 mit dem promotornahen Bereich in inaktiven rRNA-Genen gezeigt
(Santoro et al., 2002). Interessanterweise ist HP1 aber auch ein Bindungspartner von
pKi-67 (Scholzen et al., 2002); beide kolokalisieren in heterochromatischen Regionen. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Verteilung des zelluldren
Ki-67-Proteins nach der Mikroinjektion von MIB-1 und TuBB-9 zumindest zum Teil in
solche Regionen verlagert, die positiv fiir HP1a sind. Vermutlich blockiert der injizierte
Antikorper eine Stelle fiir einen nucleoldren Bindungspartner, wodurch das Ki-67-Protein
an einen anderen Ort transloziert wird. Eine andere Erkldrung konnte sein, dass ein
GroBteil von pKi-67 bereits in der frithen G;-Phase mit dem Heterochromatin interagiert
und sich durch den injizierten Antikorper nicht mehr davon 16sen kann. Diese Hypothese
ist im Zusammenhang mit der Beobachtung, dass sich der Zellzyklus nach der
Mikroinjektion von Antikérpern gegen die von Exon 13 kodierte Region verlangsamt
(Starborg et al., 1996; Heyden, 1997), besonders bemerkenswert. Diese Befunde deuten
auf eine Rolle von pKi-67 bei der epigenetischen Regulation der Genaktivititen
wachstumsrelevanter Proteine oder aber der rRNA-Gene.

Strohner et al. (2001) fanden, dass TIPS — ungeachtet der spater festgestellten Involvierung
in die Repression der rDNA-Transkription — in der Immunfluoreszenz-Féarbung mit aktiv
transkribierten rRNA-Genen kolokalisiert. Auch pKi-67 (TuBB-9-Fraktion) kolokalisiert
mit Orten naszierender rRNA, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Somit ist es
nicht unwahrscheinlich, dass auch das Ki-67-Protein bei der Regulation der Aktivitdt der
rRNA-Gene durch epigenetische Markierung und Verdnderung der Chromatinstruktur
hoherer Ordnung von Bedeutung ist. In diesem Zusammenhang ist sehr interessant, dass
mit TIPS bzw. dem NoRC zwar ein Bindungspartner von TTF-I fiir die Repression der
rDNA-Transkription gefunden wurde, allerdings bisher kein Protein bekannt ist, das die
TTF-I-abhiangige Aktivierung der rDNA-Transkription ermoglicht (Németh et al., 2004).
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass auch ruhende Monocyten und nicht-proliferierende
Fibroblasten sehr geringe Mengen an Ki-67-Protein exprimieren (Dr. Thomas Scholzen,

unverdffentlichte Ergebnisse). Der Unterschied in den Expressionsniveaus von pKi-67 in
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ruhenden Zellen im Vergleich mit proliferierenden Zellen ist allerdings immens. Dies
erklart zum Teil auch, warum das Protein bisher nicht in ruhenden Zellen nachgewiesen
werden konnte. Die strikte Regulation legt jedoch nahe, dass die Expression von pKi-67
eng an den Proliferationsstatus gekoppelt ist. Eine solch direkte Verbindung konnte z. B.
fiir UBF nicht beobachtet werden (Glibetic et al., 1995). Moglicherweise {ibernimmt das
Ki-67-Protein eine wichtige Funktion bei der Initiation der rDNA-Transkription und wird
in seiner Expression durch wachstumsrelevante Signale gesteuert. Ein moglicher Ansatz-
punkt fiir die Funktion ist — neben TTF-I (siche oben) — der Transkriptionsinitiationsfaktor
TIF-IA, der eine Schliisselrolle bei der Bildung des Initiationskomplexes fiir die rDNA-
Transkription tibernimmt (Grummt, 2003). Die Aktivitdt von TIF-IA (Abbildung 41) wird
tiber die Phosphorylierung durch mTOR (mammalian target of rapamycin) beeinflusst,
welches wiederum ein wichtiges Zielprotein des durch extrazellulire Wachstumsfaktoren
induzierten Phosphatidylinositid-Transduktionswegs ist (Mayer et al., 2004). Da mTOR
ein Sensor-Protein fiir die intrazelluldre ATP-Konzentration ist, wird angenommen, dass es
die Ribosomensynthese je nach zelluldrem Energieangebot steuert (Dennis et al., 2001).
Das Ki-67-Protein besitzt ebenfalls eine ATP/GTP-Bindungsstelle (Schliiter ez al., 1993).
Es wire daher interessant, zu sehen, inwieweit auch pKi-67 in die Regulation der Bildung
des Initiationskomplexes involviert ist.

Zahlreiche mit dem Zellzyklus assoziierte Proteine konnten mit der Regulation der Synthe-
se der Ribosomen in Verbindung gebracht werden (Abbildung 41). So hemmen die Tumor-
suppressoren RB (Retinoblastom-Protein) und p53 die rDNA-Transkription zellzyklus-
abhingig, indem sie die Wechselwirkung zwischen UBF und SL1 blockieren (Ubersicht
bei Ruggero und Pandolfi, 2003). Da die fiir diese beiden Proteine kodierenden Gene in
einer Vielzahl von Tumoren mutiert sind, ist anzunehmen, dass dies einen der Faktoren fiir
die gesteigerte Proliferation von Krebszellen darstellt. Dariiber hinaus inhibiert der Tumor-
suppressor PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) die Sig-
nalkaskade iiber Phosphatidylinositol-3'-Kinase. Weiterhin werden verschiedene Enzyme,
die die Transkription der rDNA positiv regulieren, in mehreren Tumorarten verstérkt expri-
miert. Die prominentesten Beispiele hierfiir sind ERK (extracellular signal-regulated

kinase), CK II (Casein-Kinase II) und die cyclinabhéngigen Kinasen Cdk2 und 4.
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In diesem Zusammenhang ist es nicht verwunderlich, dass auch das Ki-67-Protein in
Tumorzellen verstdrkt exprimiert wird. Ausgehend von den in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnissen, die eine Involvierung in die Synthese der ribosomalen Untereinheiten nahe
legen, erscheint es dullerst interessant, weiter einzugrenzen, worin seine genaue Aufgabe in

diesem fiir Proliferation und Wachstum notwendigen Prozess besteht.
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Abbildung 41: Regulation der Aktivitdt der RNA Polymerase |. Die Tumorsuppressorproteine RB
(Retinoblastom-Protein) und p53 beeinflussen die Bildung des Pol I-Initiationskomplexes durch
Unterbindung der Wechselwirkung zwischen UBF und SL1. Die Aktivitat von UBF ist aulerdem
vom Phosphorylierungsstatus abhangig. Die cyclinabhédngigen Kinasen Cdk2 und Cdk4 und die
Casein-Kinase Il (CKIl) phosphorylieren UBF zellzyklusabhangig und ermdglichen so eine ver-
starkte Bindung an SL1. Dagegen wird die rRNA-Transkription iber ein Wachstumssignal wie
EGF (epidermal growth factor) durch einen Signaltransduktionsweg tiber MAP-Kinase (mitogen
activated protein kinase) und ERK (extracellular signal-regulated kinase) aktiviert. ERK phos-
phoryliert schlieRlich UBF. Auch Uber den Phosphatidylinositol-3-(P13-)Kinase-Weg kénnen
Wachstumssignale (Blitz-Symbol), die die Bildung des Pol I-Initiationskomplexes beeinflussen,
weitergeleitet werden. Ein zentrales Effektorprotein ist dort die Kinase mTOR (mammalian target
of rapamycin), die unter anderem die S6-Kinase aktiviert. Diese hat wiederum verschiedene
Funktionen: Sie erhdht erstens die Proteintranslation (unter anderem tber die Hyperphosphory-
lierung des ribosomalen Proteins S6) und bewirkt zweitens (Uber einen mehrere Proteine umfas-
senden Transduktionsweg) die Phosphorylierung des wichtigen Initiationsfaktors TIF-IA (Mayer
et al., 2004). Diese Signalkaskade wird unter anderem durch die Phosphatase PTEN (phospha-
tase and tensin homolog deleted on chromosome 10) reguliert. Abbildung modifiziert nach
Ruggero und Pandolfi (2003).

4.5 Résumé

Die Funktion des proliferationsassoziierten Ki-67-Proteins ist mehr als 20 Jahre nach sei-
ner Erstbeschreibung (Gerdes et al., 1983) weitgehend ungeklért. Jedoch konnten in den
letzten Jahren wichtige Fortschritte gemacht werden, die z. B. eine Assoziation mit hetero-
chromatischen Bereichen der Zelle (Bridger ef al., 1998) und dem heterochromatinassozi-

ierten Protein HP1 zeigten (Scholzen et al., 2002). AuBerdem konnte die Fahigkeit zur
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Bindung von DNA nachgewiesen werden (Becker, 1993; MacCallum und Hall, 1999 und
2000b). Verschiedene weitere Bindungspartner wurden ermittelt, allerdings konnten diese
aufgrund ihrer eigenen unklaren Bestimmung wenig zur Funktionsanalyse des Ki-67-
Proteins beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Antikorper hergestellt, die zur Aufkldrung der Funktion
des Ki-67-Proteins beitragen sollten. Unter Verwendung einer dieser Antikorper, TuBB-9,
wurde ein Auftreten von pKi-67 in innernucleoldren Punkten in der Interphase und in
wenigen groBeren Punkten an den kondensierten Chromosomen ermittelt. In der Folge
konnte gezeigt werden, dass sich an diesen Orten auch UBF, ein fiir die rDNA-Transkrip-
tionsinitiation wichtiges Protein befindet und (in der Interphase) neue rRNA entsteht. Die-
se Kolokalisation mit Komponenten der rDNA-Transkriptionsmaschinerie konnte in ChIP-
Studien bestitigt und noch verfeinert werden: Das von TuBB-9 erkannte Ki-67-Protein ist
mit dem transkribierten und promotornahen Bereich der rRNA-Gene, insbesondere der Re-
gion um den Transkriptionsstartpunkt assoziiert. Diese Befunde sprechen eindeutig dafiir,
dass pKi-67 an einem fiir Proliferation und Wachstum essentiellen Prozess — der
Generierung neuer Ribosomen — beteiligt ist. Wo genau dabei der Ansatzpunkt liegt, muss
noch gezeigt werden. Wie oben diskutiert, ist eine Involvierung in die Transkription oder
Prozessierung der rRNA sehr wahrscheinlich; auch eine Rolle bei der Steuerung der Ak-
tivitdt der rRNA-Gene kann nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt gesehen stehen diese
Hypothesen im Einklang mit der strengen Regulation der Expression des Ki-67-Proteins.
Eine mogliche Aufgabe bei einem (epigenetischen) Regulationsprozess ist durchaus in
Ubereinstimmung mit friiher gewonnenen Erkenntnissen iiber die Heterochromatin-Asso-
ziation zu sehen. Auch mit dem neuen Antikdrper TuBB-9 konnten nucleoplasmatische
Punkte nachgewiesen werden, die mit HP1 kolokalisieren und insbesondere in der G-Pha-
se vermehrt auftreten.

Die Involvierung des Ki-67-Proteins in die Produktion der Ribosomen — einen verhéltnis-
méBig alten und im Laufe von Jahrmillionen konservierten Prozess — ist zundchst einmal
tiberraschend: Es wurde bisher nur in Wirbeltierarten gefunden und veréndert sich in evo-
lutionsbiologischem Mafistab offenbar noch schnell (Deloukas et al., 2004). Inwiefern das
Ki-67-Protein moglicherweise eine Aufgabe bei einer fiir hohere Organismen einzigartigen
Feinregulation der rRNA-Synthese iibernimmt und ob es — angesichts eines scheinbaren
Molekulargewichts von iiber 300 kDa — noch weitere Funktionen besitzt, miissen weitere

Studien aufkléren.
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6 AbKkiirzungen

5-FU 5-Fluoruridin

0} anti-

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

BPB Bromphenolblau

BrdU Bromdesoxyuridin

BSA bovine serum albumin

°C Grad Celsius

CB Cajal body (coiled body)

cDNA complementary

cde cell division cycle

Cdk cyclin-dependent kinase

ChIP Chromatin-Immunprézipitation
CIP calf intestine phosphatase

CK1I Casein-Kinase 11

Da Dalton

Dabco Diazabicyclo[2.2.2]octan

DFC dense fibrillar centre

DMEM Dulbecco ‘s modified Eagle ‘s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid

Dnmt DNA-Methyltransferase

dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat
DSMZ Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen
DTT 1,4-Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraacetat
EGF epidermal growth factor

EGFP enhanced green fluorescent protein
ERK extracellular signal-regulated kinase
ETS external transcribed spacer

Fab antikorperbindendes Fragment

FC fibrillar centre

FCS foetal calf serum

FZB Forschungszentrum Borstel

FHA forkhead-associated

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

g Erdbeschleunigung

GC granular component

GTP Guanosintriphosphat

h als Vorsilbe: human

H3 Histon 3

H4 Histon 4

HDAC Histon-Deacetylase

Hklp2 human kinesin-like protein 2

(H+L) heavy + light chain
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HP1

IL

IP

IPTG

Ig

IGS
IMAC
ITS

Kan

kb

LB (-Medium)
LINE
LMW
Lsg.

m

M
MAPK
MCM
MIB
mRNA
mTOR
NBT/BCIP
NIFK
NOR
NoRC
NTA

OD
Oligo-dT
p

p. a.
PAA

PAGE
PBS
PCR

pH
PI3-Kinase
PNB

Pol I

Pol II
Pol III
PTEN

r

r

RB
RPMI
RNA
RNase A
RNP

RT

S6-K

S

heterochromatin protein 1

Interleukin

Immunpréazipitation
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Immunglobulin

intergenic spacer

immobilized metal ion affinity chromatography
internal transcribed spacer

Kanamycin

Kilobase(n)

Luria Bertani (-Medium)

long interspersed nuclear elements

low molecular weight

Losung

als Vorsilbe: Maus-

molar

mitogen-activated protein kinase
mini-chromosome maintenance

Molekulare Immunologie Borstel
messenger RNA

mammalian target of rapamycin
Nitroblau-Tetrazolin/5-Brom-4-chlor-3'-indolyl-phosphat
nucleolar protein interacting with the FHA domain of pKi-67
nucleolar organizer region

nucleolar remodeling complex
nitrilo-triacetic

optische Dichte
Oligodesoxythymidintriphosphat

als Vorsilbe: Protein

pro analysi

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

negativer dekadischer Logarithmus der H;O"-Konzentration
Phosphatidylinositol-3'-Kinase
pre-nucleolar bodies

RNA Polymerase I

RNA Polymerase II

RNA Polymerase I11

phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10
als Vorsilbe: Kaninchen- (rabbit)

als Vorsilbe: ribosomal

Retinoblastom (-Protein)

Rosswell Park Memorial Insitute
ribonucleic acid

Ribonuclease A

ribonucleoprotein

reverse Transkription

S6-Kinase
Svedberg-Einheit/Sedimentationskoeffizient
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SDS
SL1
SNF2h
SRP
TAE
TBS

TE
TEMED
ter
TIF-IA
TIPS
Toto-3
Tris
Tris/HC1
Triton X-100
TTF-1
TuBB

U

UBF
Upm
uv

v/v

w/v

XC
X-Gal
Xklp2

Nucleotidreste:

Aminosaurereste:

sodium dodecyl sulfate

selectivity factor 1

sucrose non-fermenting 2 homolog
signal recognition particle
Tris-Acetat-EDTA (-Puffer)
Tris-buffered saline

Tris-EDTA (-Puffer)
N,N,N‘,N*-Tetramethylenethylendiamin
terminus

transcription initiation factor 14

TTF-I interacting protein 5

Toto-3-jodid
Tris-(hydroxymethyl-)ammoniummethan
Tris-Hydrochlorid

4-(2,2°,4° 4°-Tetramethylbutyl-)phenyldecaethylenglycolether X-100
transcription termination factor [
Tumorbiologie Borstel

Einheit der Enzymaktivitit

upstream binding factor

Umdrehungen pro Minute

ultraviolett

Verhiltnis Volumen/Volumen
Verhiltnis Gewicht/Volumen
Xylencyanol
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid
Xenopus kinesin-like protein 2

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

A Ala Alanin M Met  Methionin
C Cys Cystein N Asn  Asparagin
D Asp Asparaginsdure P Pro  Prolin

E Glu Glutaminsdure Q Gln  Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg  Arginin

G Gly Glycin S Ser  Serin

H  His Histidin T Thr  Threonin
I Ile Isoleucin \Y Val  Valin

K Lys Lysin W Trp  Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr  Tyrosin

AuBerdem wurden neben allgemein iiblichen Abkiirzungen die Einheiten und Vorsatzzei-
chen des Internationalen Einheitensystems (SI) sowie die Elementsymbole des Perioden-
systems (nach [IUPAC) verwendet.
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7 Anhang

7.1 Alignment der durch Exon 8-10 kodierten Aminosiuresequenzen

des Ki-67-Proteins von Mensch, Maus und Langschnauzen-Kanin-

chenkédnguruh

pKi - 67 Mensch
pKi - 67 Maus
Chmadrin

pKi - 67 Mensch
pKi - 67 Maus
Chmadri n

pKi - 67 Mensch
pKi - 67 Maus
Chmadri n

pKi - 67 Mensch
pKi - 67 Maus
Chmadri n

pKi - 67 Mensch
pKi - 67 Maus
Chnadrin

7.2 Aminosauresequenz des ,,His-Tag“-Fusionsproteins (Exon 8-10)

I NESEQIPRKRRRVSFGEHL RPEL FDENL PPNTPEKRGER
IENXSEQYPIYKRRRVSFGBHL RPEL FDENL PPNT PEKRGES
VS E S GRYIKRRRVSFQYHL RPEL FDENL PPNT PYKINGES

Pl V.MITIE- PM [IIEQEPSEKOEGEEI l-E
PRTKRKSLQIESPRAVLKIN| | KEEPCSSCROFSHICINS
EG RRTEFENCPERAVEX PIIRQEHSKL PEKEPEETSLY

E. . VKASSLVISEREPSPRKTPVASRO R CKIIAPAESS
.......... BTEBR. . . .. ... TNEOREEEGRISSGENF
[EGMLHVEDRSL EL[FASPKKI SSASEEDI SGEYLLDENAVC

KSQ_]E\MIIQCEERVATCL(.E Sl SRSDI LQ CSK
Me=T» §PKKACNECENRZKRASI SRSOHER L OV CSKRR
VPVEVQEQETMNTPS. . YSRESEGRESSYE TERREYALGE

SGASEANL EVAKSWADVVKL NKQTOTRKVIK HGPORSYY
SGASEANL EVAKSWADVVKL GYKQT OTHIKVIIK AYPEXOS
SGASEANL IWI¥g SWADVVL QUG OT(EY Y KHER=REY

MRGSHHHHHHTDPHASSVPRVDNESEGIPLKRRRVSFGGHLRPELFDENL 50

PPNTPLKRGEAPTKRKSLVMHTPPVLKKIIKEQPQPSGKQESGSEIHVEV 100

KAQSLVISPPAPSPRKTPVASDQRRRSCKTAPASSSKSQTEVPKRGGRKS 150

GNLPSKRVSISRSQHDILQMICSKRRSGASEANLIVAKSWADVVKLGAKQ 200
TQTKVIKHGPQRSMNKRQRRPATPKKLN*

Stark basische Aminosédurereste sind blau, stark saure rot dargestellt.

40
40

77
73
80

115
95
120

155
135
158

194
174
198



7 Anhang Seite 107

7.3 Biochemische Daten des ,,His-Tag*“-Fusionsproteins (Exon 8-10)

Isoelektrischer Punkt (pI): 11,3
Ladung (bei pH 7): +30,9
Molekulargewicht: 25,3 kDa

Die Berechnung erfolgte mit dem Programm EditSeq 5.07 von DNASTAR Inc.
(Madison/WI, USA).
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Zusammenfassung

Die Expression des Ki-67-Proteins (pKi-67) ist eng an die zelluldre Proliferation gekop-
pelt. Aus diesem Grund werden Antikorper gegen dieses Protein vielfach als Prolifera-
tionsmarker in der Diagnostik verschiedender humaner Neoplasien eingesetzt. Die physio-
logische Rolle von pKi-67 ist bisher jedoch weitgehend unverstanden. Die strenge Re-
gulation der Proteinexpression und eine in Abhéngigkeit von der Zellzyklusphase
wechselnde intrazelluldre Lokalisation weisen allerdings auf die Beteiligung an einem
essentiellen Prozess im Rahmen von Zellwachstum und -teilung hin.

In dieser Arbeit wird die Herstellung und Charakterisierung des monoklonalen Antikérpers
TuBB-9 beschrieben, welcher spezifisch fiir die durch Exon 9 kodierte Region des Ki-67-
Proteins ist. Unter Verwendung dieses Antikdrpers konnte pKi-67 erstmals an Orten inner-
halb der Zelle nachgewiesen werden, die mit frithen Phasen der ribosomalen RNA
(rRNA)-Synthese verkniipft sind. Wéahrend der Interphase findet man die TuBB-9-Farbung
zumeist in innernucleoldren Punkten, die mit UBF, einem Transkriptionsfaktor fiir die
rRNA-Gene, kolokalisieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass das durch TuBB-9
erkannte pKi-67 rdumlich eng mit naszierenden rRNA-Transkripten assoziiert ist. Zellen,
die eine deutlich verringerte rRNA-Synthese aufweisen, zeigen dagegen oftmals ein abwei-
chendes TuBB-9-Farbemuster: Hier sind grofe nucleoplasmatische Punkte erkennbar, in
denen sich neben UBF auch Coilin, das Markerprotein fiir sogenannte Cajal bodies, be-
findet. In der Mitose ist das durch TuBB-9 nachweisbare pKi-67 an den nucleolar or-
ganizer regions (NORs) zu finden, welche die in dieser Zellzyklusphase inaktiven Cluster
der rRNA-Gene enthalten und in der darauffolgenden Interphase am Neuaufbau der Nucle-
oli beteiligt sind. Diese Befunde konnten durch Chromatin-Immunpréizipitationen (ChIP)
erweitert werden. Hierzu wurde die Chromatin-Assoziation von pKi-67 im Vergleich mit
den an der rDNA-Transkription beteiligten Proteinen UBF und RNA Polymerase I (Pol I)
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass RNA Polymerase I (Pol 1) ausschlieBlich mit
dem transkribierten und dem promotornahen Bereich der rRNA-Gene assoziiert ist, jedoch
nicht mit dem untranskribierten intergenischen Spacer. UBF und das durch TuBB-9
erkannte pKi-67 zeigen eine dhnliche Préiferenz, im Gegensatz zu Pol I allerdings mit einer
bevorzugten Bindung an das Chromatin aus der Region um den Transkriptionsstartpunkt.
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass pKi-67 an einem fiir Proliferation und Wachstum
essentiellen Prozess — der Generierung neuer Ribosomen — beteiligt ist.

Einen Hinweis, auf welche Weise pKi-67 in die Regulation der rRNA-Synthese involviert
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sein konnte, geben die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Mikroinjektionsversuche.
Monoklonale Antikorper gegen pKi-67 bewirken eine Relokalisation des Proteins in Re-
gionen, die einen hohen Gehalt an HPla aufweisen. Die drei Isoformen von HP1 sind
wichtige Regulatorproteine bei der Ausbildung von Heterochromatin und binden — wie
bereits zuvor nachgewiesen wurde — an pKi-67. In diesem Zusammenhang erscheint die
Untersuchung, inwieweit auch pKi-67 an einer allgemeinen epigenetischen Regulation von

Genaktivitdten oder der Aktivitdt der rRNA-Gene beteiligt ist, besonders interessant.
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