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Die Informationen fiir den Aufbau eines Organismus, seine Differenzierung und die Aufrechterhaltung von

individuellen Funktionen ist auf einem oder wenigen DNA-Molekiilen niedergelegt. Die Vermehrung der DNA, die DNA-
Replikation, und die Zellteilung sind im Lebenszyklus einer Zelle in wohlgeordneten und streng kontrollierten
Zellzyklusphasen voneinander getrennt. Die DNA-Replikation wird tiber komplexe Multienzymsysteme reguliert und
katalysiert. Kontrollmechanismen sorgen dafiir, dass die Fehlerrate bei der DNA-Replikation sehr niedrig gehalten wird.
Spontan oder durch physikalische oder chemische Noxen verursachte DNA-Schadigungen werden durch effiziente
Reparatursysteme behoben. Die genauen Kenntnisse dieser Vorgange haben es auch erleichtert, mit molekularbiologischen
Methoden die Diagnose von genetischen Verdnderungen der DNA schneller und spezifischer durchzufiihren. Durch
Entwicklung spezifischer Hemmstoffe einzelner Schritte der DNA-Replikation kann die Replikation von Mikroorganismen, aber

auch von Tumorzellen effizient gehemmt werden.

7.1 1 Der Zellzyklus

Bei der Zellteilung laufen bestimmte Vorgédnge in einer
Zelle in einer geordneten Reihenfolge ab, wobei die
Zelle zunichst ihren Inhalt verdoppelt um sich dann in
zwei identische Tochterzellen zu teilen. Bei Vielzellern
finden das ganze Leben hindurch Zellteilungen statt.
Auch beim Menschen miissen abgestorbene Zellen
durch neue ersetzt werden. Es gibt aber auch menschli-
che Zellen, wie Nerven- oder Muskelzellen, die sich
tiberhaupt nicht teilen, andere Zellen, wie die Leberzel-
len, teilen sich einmal pro Jahr, wieder andere, wie
Darmepithelzellen oder Vorlduferzellen der Blutzellen,
teilen sich hdufiger als einmal pro Tag. Storungen im
Zellzyklus bilden hiufig die Grundlage fiir das Zustan-
dekommen von bosartigen Erkrankungen wie Krebs.
Daher ist das Wissen um die molekularen Mechanis-
men der Zellzyklusregulation ein wichtiger Schliissel
zur Behandlung von solchen Erkrankungen.

’ 7.1.1 ’ Der zeitliche Ablauf des Zellzyklus

Bei der Erzeugung zweier identischer Tochterzellen
muss die gesamte genetische Information der DNA
sorgfiltig repliziert und ganz genau auf die Tocherzel-
len verteilt werden, so dass jede Zelle bei der Teilung
eine Kopie des gesamten Genoms erhilt. Dariiber hi-
naus muss die iibrige Zellmasse verdoppelt werden,
weil sonst aus jeder Zellteilungsrunde kleinere Zellen
hervorgehen wiirden. Dabei muss die Zelle auf duf3ere
Signale wie Wachstumsfaktoren reagieren, die ihr mit-
teilen, wann weitere Zellen gebraucht werden.

Der Zellzyklus umfasst 4 Phasen.

Nach der Zellteilung, der Mitose, tritt die Zelle in die
Interphase ein. Aufgrund fehlender Wachstumsfakto-
ren, fehlender Substrate oder als Antwort auf bestimm-
te Signale geht die Zelle in die G,-Phase (G, engl. gap,
Liicke). Aus dieser Ruhephase kénnen die Zellen auf
Wachstumsfaktorsignale hin wieder in den Zellzyklus
eintreten. Sie befinden sich dann in der G;-Phase, die
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durch ein Zellwachstum und die Synthese von Protei-
nen charakterisiert ist, die fiir die DNA-Replikation be-
notigt werden (®Abb. 7.1).

In der nichsten Phase, der S-Phase, wird die DNA
repliziert, so dass die Zelle am Ende dieser Phase tetra-
ploid ist. In der anschlieBenden G,-Phase stellt die Zel-
le sicher, dass die DNA-Replikation erfolgreich abge-
schlossen wurde. Zudem bereitet sie sich auf die néchs-
te Zellteilung, die Mitose (M-Phase) vor. Bei einer
schnellwachsenden Sdugerzelle dauert ein Zellzyklus
etwa 24 Stunden, davon entfallen auf die G,-Phase 12 h,
die S-Phase 6 h, die G,-Phase 6 h und auf die Mitose
30 min.

‘ 7.1.2 ‘ Die Regulation des Zellzyklus

Der Zellzyklus wird genau kontrolliert. Damit wird
verhindert, dass die nidchste Zellzyklusphase begonnen
wird, bevor die vorhergehende Phase beendet ist. Es
macht keinen Sinn, die DNA-Synthese einzuleiten,
wenn nicht geniigend Nucleotide und Enzyme fiir die-
sen Prozess vorhanden sind. Es hitte fiir die Zelle eben-
falls katastrophale Folgen, wenn die Mitose eingeleitet

Mitose

G;-Phase <=—== G-Phase

G,-Kontrollpunkt

+ GroRe der Zelle
+ Vollstandigkeit der
DNA-Replikation

G;-Kontrollpunkt

+ GroBe der Zelle

« Integritat der DNA

+ Verfiigbarkeit von
Substraten fiir die Protein-
und Nucleinsduresynthese

Abb.7.1. Die einzelnen Phasen des Zellzyklus mit zwei Restriktionspunk-
ten. (Einzelheiten s.Text)



wiirde, obwohl die DNA-Synthese noch nicht vollstin-
dig abgeschlossen ist. Fiir diese Kontrolle hat die Zelle
sog. Restriktionspunkte eingerichtet, an denen eine
Uberpriifung stattfindet, bevor der nichste Schritt er-
folgt (®Abb.7.1). Die Entscheidung, einen Restrik-
tionspunkt zu passieren, wird durch externe Faktoren
sowie von einem inneren Uhrwerk der Zelle bestimmt.
Dieses innere Uhrwerk besteht aus den Cyclinen und
den Cyclin-abhéngigen Proteinkinasen. Der Verlust der
Abhingigkeit der Zellzyklusprogression durch externe
Wachstumsfaktoren und der Verlust der Zellzyklus-
kontrolle an den Restriktionspunkten der Zelle ist das
Charakteristikum von Tumorzellen. Die Aktivititen
der Cyclin-abhingigen Proteinkinasen (cdks, engl. cy-
clin dependent kinases) werden iiber verschiedene
Faktoren und Prozesse reguliert.

CyclinA

A
s

@Gl S G2 M

p21 cpl
p27 kip1
p57kip1

CyclinB
cdkl Mitose
Gq-Phase <—== G-Phase
CyclinE
a2~
E()jlﬁlzm ! CyclinD
]_ cdk4/cdké &
p21 cipl
P27 kip1
p57 kip1

16INK4A
15INK4B
18INK4C
p19INK4D

N

Regulation iiber die Synthese und Abbau 1
von Cyclinen.

Cycline stellen eine Gruppe von strukturell verwand-
ten Proteinen dar, deren Gehalt in der Zelle in Abhin-
gigkeit von den Zellzyklusphasen oszilliert. Cycline
bestimmen den Zeitpunkt der Aktivierung der Cyclin-
abhingigen Proteinkinasen und deren Substratspe-
zifitdten, sie sind die regulatorischen Untereinheiten
der Proteinkinasen. Thr Gehalt in der Zelle wird tiber
die Synthese und iiber den Abbau reguliert
(®Abb.7.2). Cycline binden an die Cyclin-abhingigen
Proteinkinasen und regulieren dadurch deren enzy-
matische Aktivitdt. Ein Cyclin-Molekiil kann an unter-
schiedliche cdks binden und dadurch funktionelle Ki-
nasen bilden.

p21 cipl
p27 kip1
P57 kip1

Abb.7.2. Oben: Zeitlich regulierte Expression von Cyclinen
wahrend des Zellzyklus. Unten: Assoziation von Cyclinen mit
cdks wahrend des Zellzyklus und ihre Inhibitoren. Einzelne
Cycline kdnnen mit verschiedenen cdks und cdks kénnen mit
verschiedenen Cyclinen komplexieren

7.1 DerZellzyklus | 211
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Die Aktivitat der cdks wird durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung requliert

Cdks bilden eine Familie von Proteinen, die eine hohe
Konservierung der Aminosduresequenz in den funk-
tionellen Doménen besitzen. Am Beispiel des cdkl
kann man zeigen, dass es inhibierende und stimulie-
rende Phosphorylierungen der cdks gibt. Eine Phos-
phorylierung von cdkl an der Aminosdure Threonin
161 durch eine cdk-aktivierende Kinase (CAK, Cyclin
H/cdk7/Matl) ist eine absolut notwendige Vorausset-
zung fiir die Kinaseaktivitdt von cdks. Die weel-, mik1-
und mytl-Kinasen phosphorylieren cdkl an Threonin
14 und Tyrosin 15. Diese Aminosduren liegen im akti-
ven Zentrum der cdks und die Phosphorylierung an
beiden Aminosduren fiihrt zu einer Inaktivierung der
cdks. Wenn die Zelle zur Zellteilung bereit ist, wird
cdkl durch die Proteinphosphatase cdc25C dephos-
phoryliert, wodurch das cdkl im Komplex mit Cyclin
B1 seine volle Aktivitét erhilt und die Zelle wird zum
Eintritt in die Mitosephase stimuliert (®Abb. 7.3).

Cyclin abhédngige Proteinkinasen werden
iiber Inhibitoren reguliert.

Es gibt zur Zeit zwei bekannte Familien von Inhibitorfa-
milien. Zum einen die p21%P-Familie, die verschiedene
Cyclin-abhingige Proteinkinasen inhibieren konnen,
zum anderen die Familie der p16™¥*2-yerwandten Inhi-
bitoren, zu denen zusitzlich die Proteine p18™¥4C und
plO™NKD gehgren. Diese Inhibitorfamilie beschrinkt
ihre Hemmung im wesentlichen auf die G, spezifischen
Cyclin/cdk4/cdk6-Komplexe (®Abb.7.2b).

Die subzelluldre Lokalisation der Cyclin-
abhédngigen Proteinkinase reguliert ihre Aktivitat.

Alle Cycline haben in ihrer Aminosduresequenz ein
Kernlokalisationssignal, mit dessen Hilfe sie in den
Zellkern transportiert werden. Den cdks fehlt ein sol-
ches Kernlokalisationssignal, so dass man davon aus-
geht, dass sie mit den Cyclinen in den Zellkern trans-
portiert werden. Im Zellkern befinden sich wichtige
Substrate, deren Aktivititen iiber eine Phosphorylie-
rung reguliert werden (®Abb. 7.3).

| 7.1.3 | Substrate der Cyclin-abhangigen
Proteinkinasen

In der G,-Phase und am Beginn der M-Phase sind nuk-
ledre Lamine und Mikrotubuli-assoziierte Proteine
wichtige Substrate der Cyclin-abhidngigen Proteinkina-
sen. In der G,-Phase des Zellzyklus ist das Wachstums-
suppressorprotein Rb (Retinoblastom-Protein) ein
zentrales Substrat. Das Rb-Protein ist im Ruhezustand
der Zelle hypophosphoryliert. In der Mitte der G;-Pha-
se wird das Rb-Protein durch Cyclin D/cdk4 oder

| 7 Replikation und Gentechnik

Cyclin D/cdké phosphoryliert, was zu der Freisetzung
des im hypophosphorylierten Zustand gebundenen
Transkriptionsfaktors E2F fiithrt. E2F bindet zusam-
men mit einem weiteren Faktor DP1 an Promotorre-
gionen (S.247 ff.) der DNA, wodurch die Transkription
derjenigen Gene erfolgt, deren Produkte fiir den weite-
ren Verlauf der G;- und S-Phase benétigt werden.

Das Retinoblastomprotein ist in mehr als 60 % aller
beim Menschen auftretenden Tumoren deletiert oder
zur funktionellen Inaktivitdt verdndert. In solchen Fal-
len entzieht sich die Zelle der oben beschriebenen Re-
gulation der G;-Phase durch Cyclin-abhéngige Protein-
kinasen.

‘ 7.1.4‘ Wirkung exogener Faktoren
auf den Zellzyklus

Es ist seit langer Zeit bekannt, dass Sdugetierzellen in
Zellkultur nur dann proliferieren, wenn dem Kultur-
medium Serum zugesetzt wird. Serum enthélt eine Rei-
he von mitogen wirkenden Wachstumsfaktoren (®Ta-
belle 7.1). In Abwesenheit dieser Faktoren gehen Zellen
in die Go-Phase des Zellzyklus iiber oder sterben durch
Apoptose (S.213). Im letzten Jahrzehnt ist unser Wis-
sen iiber die Signalweiterleitung von Zelloberflichen-
rezeptoren bis zu den nukledren Transkriptionsfakto-
ren sehr stark gewachsen. Dabei stellt der am besten
untersuchte MAP (engl. mitogen activated protein) Ki-
naseweg einen Schliisselmechanismus dar, iiber den
Wachstumsfaktorsignale an der Zellmembran intrazel-
luldr weitergeleitet und umgesetzt werden.

Intrazelluldre Signalkaskade» ®Abb.7.4 stellt die heu-
tigen Vorstellungen iiber einen von mehreren Signal-
transduktionswegen der mitogenen Wachstumsfakto-
ren vor. Nach Bindung des Liganden werden spezifi-
sche Tyrosylreste der jeweiligen Rezeptoren phospho-

Cytosol
Kern
CyclinB CyclinB CyclinB
cdki _>®Cd ki ®Cdk1
® (Mitose)

L oK

CyclinB . \
®cdk1 CycclglmB
\\ (Gy)

Cyclin B

®cdeZ)

Abb.7.3. Regulation der Cyclin-abhdngigen Proteinkinasen durch Phos-
phorylierung und unterschiedliche subzelluldre Lokalisation



Tabelle 7.1. Wachstumsfaktoren im Serum (Auswahl)

N

Faktor Funktion

Plittchen-Wachstumsfaktor(PDGF)

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren
(IGF-I und IGF-II)

Poo G

(®) Grbz

Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren \

|
GinD)
&
o0 /

p27 kip1
Zellzykluskontrolle

p21 Cip1

Zusammenbau

Abb.7.4. Steuerung des Zellzyklus durch extrazelluldre Wachstumsfakto-
ren. Die Bindung von Wachstumsfaktoren an die entsprechenden Rezep-
toren fiihrt iber bestimmte Adaptorproteine zu einer Aktivierung einer
Proteinkinase-Kaskade. Diese Signalweiterleitung resultiert schlieBlich in
der Aktivierung von Proteinen der ERK-Familie, die tiber verschiedene Me-
chanismen auf den Zellzyklus einwirken. GRB2 ist ein Adapterprotein mit
SH2-Doménen, SOS katalysiert den Austausch von GDP mit GTP am zur Fa-
milie der kleinen G-Proteine gehdrigen Ras-Protein. Dieses aktiviert die
Raf-Kinase, was in einer Kaskade zur Aktivierung der MAP-Kinase fiihrt

ryliert und dienen dann als Bindungsstellen fiir eine
Reihe von Adaptorproteinen. Diese verfiigen hierzu
iiber eine sog. SH2-Domdne (engl. src homology do-
main), die urspriinglich in der viralen src-Kinase
(S8.320) entdeckt wurde. Fiir die Induktion der fiir die
mitogene Antwort verantwortlichen Gene ist dabei die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) von beson-
derer Bedeutung. Sie wird durch eine Phosphorylie-
rungskaskade, analog der beim Glykogenabbau
(S.415ff.) verwendeten, aktiviert, wobei das primére
Ereignis die Aktivierung der Raf-Kinase durch ein als
Ras bezeichnetes G-Protein ist. Ras ist seinerseits {iber

Dient als sog. Kompetenzfaktor, d. h. fithrt dazu, dal Zellen fiir andere Wachstums-
faktoren sensitiv werden.

Dienen als Progressionsfaktoren, d. h. stimulieren Proliferation von Zellen, die durch
PDGF kompetent gemacht wurden.

Dienen als Proliferations- und Differenzierungsfaktoren.

die Adaptorproteine SOS und Grb 2 mit den Rezeptor-

tyrosinkinasen verkntipft.

Ein multifunktionelles Zwischenprodukt in dieser
Kaskade stellt das ERK1- (engl. extracellular signal-re-
gulated kinase-) Protein dar.

» ERKI1 wirkt direkt auf die Expression des Cyclin D1,
indem es Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und ETS
aktiviert, die an den Cyclin D1 Promotor binden.

» ERKI1 wirkt dariiber hinaus auf den Zusammenbau
der Cyclin-abhéngigen Proteinkinasen ein.

» ERKI1 foérdert den Abbau von Proteinen der p21-Fa-
milie der Inhibitoren von Cyclin-abhéngigen Pro-
teinkinasen.

Aufler den genannten aktivierenden Faktoren kann der
Zellzyklus durch extrazelluldre Faktoren auch ge-
hemmt werden. Besonders gut ist dies fiir den transfor-
mierenden Wachstumsfaktor 8 1 (TGF [31) belegt. Die-
ser blockiert den Ubergang zwischen der G;- und S-
Phase dadurch, dass er ein Inhibitorprotein (Kip1) ak-
tiviert, welches das Cyclin E aus seiner Bindung an
cdk2 verdringt.

‘ 7.1.5 ‘ Apoptose oder
der programmierte Zelltod

Bei vielzelligen Organismen ist die Differenzierung der
verschiedenen Gewebe und Organe wihrend der
Wachstumsphase sowie die Aufrechterhaltung kon-
stanter Organgroflen und die Involution von Organen
unter den verschiedensten physiologischen und patho-
logischen Bedingungen nicht nur vom ungestorten Ab-
lauf der Zellproliferation und -differenzierung abhin-
gig, sondern auch davon, dass Zellen unter entspre-
chenden Bedingungen eliminiert werden konnen
(®Tabelle 7.2). So kommt es wihrend der Embryonal-
entwicklung von Sdugetieren zur Zerstérung funk-
tionsloser Neurone oder zur Eliminierung autoreak-
tiver T-Lymphocyten (S.1128). Beim Erwachsenen fin-
det sich die Entfernung von Zellen speziell bei den Or-
ganen, die einer reversiblen Expansion unterliegen.
Beispiele hierfiir sind das Epithel der Brustdriise oder
der Prostata. Wahrscheinlich ist die Entfernung und
Abtétung nicht gebrauchter Zellen ein in allen Gewe-
ben des Organismus vorkommender Vorgang, der z.B.

7.1 Der Zellzyklus |
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Tabelle 7.2. Organe, in denen eine physiologische Apoptose stattfindet
(Auswahl)

Organ Ausloser

Lactierende Milchdriise Prolactinabfall
Prostata Mangel an Androgenen
Leber Hunger

Lymphocyten Glucocorticoide
Neuronen Mangel an NGF

auch fiir das Schicksal virusbefallener Zellen oder
mancher Tumorzellen von grofler Bedeutung ist.

Apoptose und Nekrose sind klar unterscheidbar.

Schon durch in den 50er Jahren durchgefiihrte, meist
morphologische Untersuchungen wurde klar, dass die
oben aufgefiihrten Eliminierungen von Zellen nach ei-
nem genau festgelegten Programm erfolgen, weswegen
man sie auch als programmierten Zelltod oder Apopto-
se bezeichnete. Zu diesem Begriff geh6rt morpholo-
gisch, dass nur einzelne, individuelle Zellen in einem
sonst gesunden Organ abgetdtet werden. Thr Sterben
beginnt mit einer Schrumpfung des Zellkerns, relativ
spat kommt es zum Zerfall der Plasmamembran in vie-
le Vesikel und so zur Auflosung der Zelle. Die DNA der
betroffenen Zellen wird rasch abgebaut und bildet hdu-
fig Bruchstiicke, die den Nucleosomen-assoziierten
DNA-Fragmenten entsprechen. Die getdteten Zellen
bzw. das aus ihnen entstandene Material wird rasch
von benachbarten Makrophagen aufgenommen; es
kommt nicht zu Entziindungsreaktionen oder Antikor-
perbildung. Biochemisch ist die Apoptose ein induzier-
barer, energieabhingiger Vorgang mit gesteigerter

RNA- und Proteinbiosynthese. Dies macht die Apopto-
se klar unterscheidbar von der Zellnekrose, die héiufig
mehrere Zellen eines geschddigten Organs betrifft, bei
der es zur Zellschwellung und zum Verlust der Mem-
branintegritit, aber erst relativ spat zum DNA-Abbau
kommt und bei der regelméflig eine entziindliche und
immunologische Reaktion zu beobachten ist.

Signalkaskaden zur Auslosung der Apoptose
fiihren zur Aktivierung von Caspasen.

Es gibt heute viele Wege, iiber die die Apoptose ausge-
16st wird. @ Abb. 7.5 zeigt den Todesrezeptorweg (engl.
death receptor) und den mitochondrialen Weg.

» Beim mitochondrialen Weg kommt es infolge eines
externen Signals zu einer Aktivierung von Pro-
teinen der bcl-2-Familie und der bax-Subfamilie.
Dies fithrt zur Anheftung dieser Proteine an die
Mitochondrienmembran, was wiederum zu einer
Freisetzung von Cytochrom ¢ (S.537) fiihrt. Cyto-
chrom c bindet an das cytosolische Protein Apaf-1,
das Caspasen aktiviert. Caspasen sind Cysteinpro-
teasen (S.294) mit einer Spezifitdt fir Asparagin-
sdure in einer Polypeptidsequenz. Aktivierte Cas-
pasen spalten ein breites Spektrum von verschiede-
nen Proteinen und verdndern damit deren Funk-
tion.

» Ein anderer Weg der Apoptose lduft iiber einen Li-
ganden/Rezeptorkomplex (Fas/CD95) in der Plas-
mamembran. Nach Bindung des Liganden an den
Rezeptor wird auf der cytosolischen Seite des Re-
zeptors die Bindung eines Adaptermolekiils stimu-
liert, welches wiederum Caspasen rekrutiert. Uber
eine Kaskade von verschiedenen Proteolysereaktio-
nen mit verschiedenen Caspasen kommt es letztlich
zur Apoptose der Zelle.

Fas Zellmembran
bax
bad

FADD D bid
Mitochondrium ;

Caspase 8 .
aktivierte

Caspase 8

T~

Aktivierung von
weiteren Caspasen
z.B.Caspase 3

!

Proteolyse von Substraten

|

DNA-Fragmentierung
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etc.
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Abb.7.5. Mechanismen, die eine Apop-
tose auslosen konnen. Dargestellt ist
eine Induktion der Apoptose liber einen
Liganden/Rezeptor-Weg von der Plas-
mamembran ausgehend und der mito-
chondriale Weg der Apoptoseausldsung.
(Weitere Einzelheiten s.Text)



Fehler in der Apoptose fithren zur Entstehung von
Tumoren und zum Auftreten von Tumorzellen, die ge-
gen eine cytotoxische Therapie resistent sind. Fehler in
der Apoptose spielen aber auch eine Rolle bei der Ent-
stehung von Autoimmunkrankheiten und bei der Ent-
stehung neurodegenerativer Erkrankungen.

Die Beteiligung der gleichen Schliisselmolekiile bei
der Induktion der Apoptose wie auch der Regulation der
Zellproliferation (z. B.p53,S.1167) zeigt,dass intrazellu-
lare Signalwege, je nach den Erfordernissen, die Zelle in
die eine oder andere Richtung dirigieren konnen.

v
m‘tlg KERNAUSSAGEN

Bei vielzelligen Organismen wie dem Menschen finden das
ganze Leben lang Zellteilungen statt. Dabei verdoppelt die Zelle
ihren Inhalt bevor sie sich in zwei identische Tochterzellen teilt.
Zellteilungen werden in streng regulierten und kontrollierten
Phasen des Zellzyklus vorbereitet.

Zur Regulation dieser einzelnen Phasen hat die Zelle ein
endogenes Kontrollsystem, eine innere Uhr, die von Cyclin-
abhangigen Proteinkinasen ausgeiibt wird.

Cyclin-abhangige Proteinkinasen werden reguliert tiber:

» Synthese und Abbau von Cyclinen und Anlagerung der
Cycline an die katalytischen cdk-Untereinheiten;

» Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktion der
cdks;

» Inhibitormolekiile;

» subzelluldre Lokalisation.

Substrate der Cyclin-abhéngigen Proteinkinasen sind
Strukturproteine der Zelle und Proteine, die mit Transkriptions-
faktoren wechselwirken,oder Transkriptionsfaktoren selbst.
Zellproliferation wird exogen tiber Wachstumsfaktoren
reguliert, die ihre Information tiber eine Signaltransduktions-
kaskade ins Zellinnere bis in den Zellkern weitergeben.

Solche Signalkaskaden beruhen auf multiplen, hintereinander
geschalteten Phosphorylierungsreaktionen, die dariiber hinaus
auch zur Verstarkung des Signals fiihren. Die Apoptose dient der
gezielten Eliminierung von Zellen in einem multizelluldren
Organismus. Sie wird ebenfalls iiber verschiedene
Signalkaskaden in der Zelle reguliert, wobei ein gemeinsamer
Endpunkt aller Wege die Aktivierung von proteolytisch
wirkenden Caspasen ist.

7.2 | Die Replikation der DNA

Die korrekte Replikation der DNA ist das zentrale Er-
eignis im Zellzyklus. Sie ist eine Voraussetzung fiir die
wihrend der M-Phase erfolgende mitotische Teilung
und damit die molekulare Grundlage fiir die Weitergabe
der genetischen Information auf die Tochterzellen. Dass
es sich bei der DNA-Replikation um einen sehr genau
kontrollierten Prozess handeln muss, geht allein aus der
Uberlegung hervor, dass sie erst dann erfolgen kann,

N

wenn die Zelle durch entsprechendes Wachstum und
Biosynthesen der Bausteine die fiir die anschlieflende
Teilung erforderliche Masse erhalten hat. Ferner kann
die Zellteilung in der Mitose erst dann stattfinden, wenn
die gesamte DNA der Zelle vollstdndig repliziert ist.

Urspriinglich wurden die mit der Replikation ver-
kniipften enzymatischen Vorgidnge ausschlieflich an
Bakterienzellen, v.a.an E. coli, untersucht. Da sich diese
Organismen durch eine besonders hohe Replikations-
rate auszeichnen und ihre DNA beliebig mutiert wer-
den kann, sind sie nach wie vor hervorragende Werk-
zeuge fiir diese Untersuchungen. Die Ubertragung der
an Prokaryoten gewonnenen Erkenntnisse auf eukary-
ote Organismen und damit auch auf Sdugetiere ist in
den letzten Jahren erfolgreich gelungen. Dabei hat sich
herausgestellt, dass das Prinzip der Replikation bei
pro- und eukaryoten Organismen identisch ist, dass je-
doch bei den letzteren infolge der gréf3eren Komplexi-
zitdt ihres Genoms kompliziertere Regulationsvorgén-
ge vorliegen.

‘ 7.2.1 ‘ Das Prinzip der semikonservativen
DNA-Replikation

Nachdem gezeigt worden war, dass mit Ausnahme eini-
ger Viren (Kap.10) in allen Organismen die DNA in
Form eines Doppelstrangs aus zwei antiparallel verlau-
fenden Einzelstridngen vorliegt (S.148), stellte sich die
Frage nach dem Mechanismus ihrer Verdopplung. Mat-
thew Meselson und Franklin Stahl zeigten schon 1958
in einem eleganten Experiment, dass die DNA-Replika-
tion semikonservativ erfolgt (®Abb.7.6). Sie verwen-
deten hierzu E. coli-Bakterien, die sie iiber viele Gene-
rationen in einem Medium geziichtet hatten, das das
schwere Stickstoffisotop °N anstatt des normalen Iso-
tops N enthielt. Nach Synchronisierung der E. coli-
Bakterien stellten sie das Medium auf das normale Iso-
top "N um. Die Ausgangs-DNA und die DNA der ers-
ten und zweiten Generation wurde in einem CsCl-
Dichtegradienten zentrifugiert. Wihrend sie zu Beginn
des Experiments natiirlich nur eine DNA-Bande mit
der dem Stickstoffisotop N entsprechenden Dichte
nachweisen konnten, fand sich nach einer Generation
in der isolierten DNA eine Dichte, die genau zwischen
der N- und N-markierten DNA lag. Nach zwei Gene-
rationen fanden sich zwei DNA-Spezies, von denen die
eine die Dichte der normalen “N-markierten DNA auf-
wies, die zweite die intermediédre Dichte. Dieses Ergeb-
nis konnte nur durch die Annahme erklirt werden,
dass es bei der DNA-Replikation zu einer Aufspaltung
der beiden Doppelstriange kommt, von denen dann je-
der als Matrize fiir die Synthese eines neuen Strangs
dient. Damit besteht jeder aus einer Replikation her-
vorgegangene DNA-Doppelstrang aus einem parenta-
len und einem neu synthetisierten Einzelstrang. Spite-
re Untersuchungen haben gezeigt, dass dieser Mecha-
nismus der semikonservativen Replikation nicht auf
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Abb.7.6. Nachweis des semikonservativen Mechanismus der DNA-Repli-
kation. E. coli-Bakterien bauen das schwere Stickstoffisotop "N in die DNA
ein, die dadurch schwerer wird. Ldsst man derartige Bakterien in einem
Medium mit dem normalen Isotop "N weiter wachsen, so zeigt die DNA
nach einer Generation ein intermedidres Gewicht zwischen derjenigen
der N- bzw. N-markierten DNA, in der zweiten Generation jedoch zu
50 % "“N-markierte DNA und DNA der intermediaren Dichte. Die einzelnen
Formen der DNA kdnnen auf einem Dichtegradienten analysiert werden

Bakterienzellen beschrinkt ist, sondern universal fiir
alle Organismen gilt, deren Genom aus doppelstringi-
ger DNA besteht.

‘ 7.2.2 ‘ Das Replikon als Grundeinheit
der Replikation

Der Befund, dass die DNA-Replikation semikonserva-
tiv erfolgt, gibt zundchst noch keine Antwort auf die
Frage nach den zugrunde liegenden enzymatischen
Mechanismen. Auch hier waren Untersuchungen an
bakteriellen Systemen, die im Vergleich zu eukaryoten
Zellen wesentlich weniger DNA in nur einem ringfor-
migen bakteriellen Chromosom enthalten, duflerst
hilfreich. Sie zeigten klar, dass die Replikation des bak-
teriellen Chromosoms an einer definierten Stelle des
Chromosoms, dem sog. Replikationsursprung (engl.
origin of replication) beginnt. Die Stelle, an der die neu
synthetisierte DNA sichtbar wird, wird auch als Repli-
kationsgabel bezeichnet. Von dort aus verlduft die bak-
terielle Replikation entlang des ringformigen Chromo-
soms, so dass am Ende zwei ringférmige Doppelstrin-
ge entstanden sind (®Abb.7.7). Als Replikon bezeich-
net man dabei diejenige Einheit der DNA, in der die
einzelnen Schritte der Replikation stattfinden. Jedes
Replikon muss iiber einen Replikationsursprung verfii-
gen. Da bakterielle Chromosomen nur einen Replika-
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Abb.7.7. Replikation des aus einem Replikon bestehenden ringformigen
bakteriellen Chromosoms



tionsursprung enthalten, stellen sie auch nur ein Repli-
kon dar.

Replikationsblasen vergroBern sich bidirektional.

Eine wichtige Frage fiir die DNA-Replikation war dieje-
nige nach der Richtung, in der sich die am Replika-
tionsursprung entstehende Replikationsgabel bewegt.
Prinzipiell ist hier eine unidirektionale und eine bidi-
rektionale Replikation mdoglich, dementsprechend
miissen jeweils eine bzw. zwei funktionelle Replika-
tionsgabeln entstehen. Durch Untersuchung elektro-
nenmikroskopischer Aufnahmen von replizierender
DNA ist diese Frage nicht zu entscheiden. Wenn jedoch
wéhrend der DNA-Replikation radioaktive Desoxyri-
bonucleotide zugegeben werden, werden die synthe-
tisch aktiven Replikationsgabeln markiert: im Falle der
unidirektionalen Replikation nur eine, bei bidirektio-
naler Replikation jedoch beide. Dabei hat sich gezeigt,
dass pro- und eukaryote Chromosomen wéhrend der
S-Phase des Zellzyklus durch bidirektionale Replika-
tion verdoppelt werden.

Bei der Replikation des eukaryoten Genoms treten
multiple Replikationsblasen auf.

Die Replikation der eukaryoten DNA ist auf die S-Pha-
se des Zellzyklus beschrdnkt. Bei Sdugetieren dauert
diese etwa 6 Stunden, in denen die etwa 3 x10° Basen-
paare verdoppelt werden sollen. Auf Grund der maxi-
malen Aktivitdt der fiir die Replikation verantwort-
lichen DNA-Polymerasen (s.u.) ist es von vornherein
ausgeschlossen, dass jedes Chromosom nur ein Repli-
kon darstellt. Es enthdlt vielmehr eine grofle Zahl
unterschiedlicher Replikons, die jeweils zu unter-
schiedlichen Zeiten der S-Phase repliziert werden. Der
Ablauf der DNA-Replikation in Anwesenheit vieler Re-
plikationsblasen ist schematisch in ®Abb.7.8 darge-
stellt. Die Replikation erfolgt in den Replikationsblasen
bidirektional und wird dadurch beendet, dass zwei auf-
einander zulaufende Replikationsblasen miteinander
verschmelzen. Wie aus ®Tabelle 7.3 zu entnehmen ist,
sind die Replikons bei eukaryoten Zellen relativ klein
und replizieren die DNA wesentlich langsamer als die
bakteriellen Replikons. Einer der Griinde hierfiir mag
in dem wesentlich komplexeren Aufbau des eukaryoten
Chromatins (S. 149) liegen.

Tabelle 7.3. Pro-und eukaryote Replikons.bp Basenpaare
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Abb.7.8. Replikation der eukaryonten DNA mit Hilfe multipler Replika-
tionsblasen. (Einzelheiten s.Text)

‘ 7.23 ‘ Fiir die Replikation
benotigte Enzymaktivitaten

In Anbetracht der Komplexizitdt der Chromatinstruk-
tur ist es einleuchtend, dass Zellen einen auflerordent-
lich komplizierten Apparat zur Replikation ihrer DNA
benétigen. Vom Konzept her kann man diesen Vorgang
in die drei Stadien

» Initiation,

» Elongation und

» Termination

einteilen (die gleiche Einteilung wird auch fiir Trans-
kription und Proteinbiosynthese (Kapitel 8 und 9) ver-
wendet.

Die Initiation beginnt damit, dass ein Replikations-
ursprung von entsprechenden Proteinkomplexen er-
kannt und damit der Start der DNA-Replikation festge-
legt wird. Damit dieser erfolgen kann, muss an dieser
Stelle der DNA-Doppelstrang in die beiden Einzel-
strange getrennt werden, was einem Schmelzen der
DNA (S.161) entspricht. So lange die neu synthetisier-
ten Strdnge zur Verfiigung stehen, muss verhindert
werden, dass die beiden parentalen Strédnge wieder re-
assoziieren. Fiir die Elongation der DNA wird ein auch
als Replisom bezeichneter Proteinkomplex bendtigt,
der sich am Replikationsursprung zusammenlagert

Organismus Replikons Durchschnittliche Lange Replikations- Beispiel
geschwindigkeit

Bakterium 1 4200 kb 50000 bp/min (E. coli)

Hefe 500 40 kb 3600 bp/min (S. cerevisiae)

Fruchtfliege 3500 40 kb 2600 bp/min (D. melanogaster)

Maus 25000 150 kb 2200 bp/min (M. musculus)

Pflanze 35000 300 kb (V. faba)
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und danach an der Replikationsgabel entlangwandert.
Die Termination der DNA-Replikation erfolgt durch
das Zusammentreffen zweier Replikationsgabeln. Bei
linearen DNA-Molekiilen treten besondere Probleme
auf, die spdter besprochen werden (S.222).

Vor dem Start der DNA-Replikation
ist eine lokale Denaturierung der DNA notwendig.

Bei Prokaryoten liegen wesentlich mehr gesicherte

Kenntnisse iiber die Initiation der DNA-Replikation

vor als in eukaryoten Zellen. Wie aus ®Abb.7.9 her-

vorgeht, sind bei E. coli wenigstens fiinf Proteine fiir
diesen Vorgang notwendig.

» Das DnaA-Protein bindet an spezifische Sequenzen
des Replikationsursprungs und offnet hierbei den
Doppelstrang. Fiir diesen Vorgang wird ATP bené-
tigt.

» Durch das DnaB-Protein wird die DNA nach beiden
Richtungen hin entspiralisiert, so dass bereits zwei
Replikationsgabeln praformiert werden.
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Abb.7.94, b. Initiation der DNA-Replikation bei £. coli. a Fiir die Initia-
tion der Replikation muss zundchst durch eine Helicase (DnaB) zusammen
mit dem Produkt des DnaC-Gens, einer weiteren Helicase, eine lokale Ent-
windung der DNA stattfinden. Die dadurch entstehende Verdrillung des
oberhalb gelegenen DNA-Stiicks wird durch Topoisomerasen (s. b) aufge-
hoben. Einzelstrangbindungsproteine verhindern die Reassoziation der
beiden Einzelstrange, anschlieBend werden mit Hilfe des Dna G-Primase-
komplexes die Primer synthetisiert. b Mechanismus der DNA-Topoiso-

| 7 Replikation und Gentechnik

» Die Reassoziation der beiden Einzelstrdange wird da-
durch verhindert, dass ein als SSB (engl. single
strand binding protein) bezeichnetes Protein an die
einzelstrangige DNA bindet.

» Die durch die Entspiralisierung entstandene Span-
nung des DNA-Doppelstranges wird schliellich
durch die DNA-Topoisomerase II beseitigt.

Aufgrund der vorliegenden Daten muss man anneh-
men, dass die DNA-Replikation durch Regulation der
Initiationsphase gesteuert wird.

Bei Eukaryoten sind die Verhiltnisse wegen der
Komplexizitit des eukaryoten Genoms wesentlich
komplizierter. Bei der Hefe ist ein DNA-Motiv gefun-
den worden, das dieselbe Funktion hat wie der bakte-
rielle Replikationsursprung und welches als ARS (engl.
autonomously replicating sequence) bezeichnet wird.
Dartiber hinaus haben sich auch in Eukaryoten Ein-
zelstrangbindungsproteine nachweisen lassen.
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merase |. Ein Tyrosylrest des Topoisomeraseproteins greift an einer DNA-
Phosphodiester-Bindung an, so dass ein Strangbruch entsteht. Das Tyro-
syl-OH bildet mit dem DNA-Phosphat eine energiereiche Bindung aus. Die
beiden Enden der DNA-Doppelhelix kdnnen nun umeinander rotieren. Da
die Bindungsenergie im Phosphotyrosin des Enzymsubstratkomplexes
gespeichert ist, kann in einer reversiblen Reaktion der Strangbruch ge-
schlossen werden



