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DNA-Replikation

Dem Anfang auf der Spur — die Suche
nach DNA-Replikationsurspringen
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Timely and accurate duplication of DNA prior to cell division is a pre-
requisite for propagation of the genetic material to both daughter
cells. DNA synthesis initiates at discrete sites, termed replication ori-
gins, and proceeds in a bidirectional manner until all genomic DNA is
replicated. Despite the fundamental nature of these events, a uniform
method that identifies origins of replication in a comprehensive man-
ner is still missing. Here, we present currently available and discuss
new approaches to map replication origins in mammalian genomes.
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B DNA-Replikation ist ein essenzieller Pro-
zess, der sicherstellt, dass jede Zelle nach der
Zellteilung eine exakte und vollstandige
Kopie des Erbmaterials an die beiden Toch-
terzellen weitergibt. Zur Verdopplung der
DNA muss die Doppelhelix lokal aufgeldst
werden. An den beiden Einzelstrangen kon-
nen dann Replikationsmaschinen - auch
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A Abb. 1: Lizenzierung und Aktivierung von DNA-Replikationsurspriingen. A, Die Lizensierung von
Replikationsurspriingen findet in der G1-Phase des Zellzyklus statt. Nach der Bindung von ORC
durch CDC6 werden liber das CDT1-Chaperon zwei inaktive MCM2-7-Hexamere an den Ursprung
rekrutiert. B, Nach dem Eintritt in die S-Phase binden die Initiationsfaktoren CDC45 und GINS
zuerst frith feuernde Replikationsurspriinge und erzeugen eine bidirektionale Replikationsblase.
Die Aktivierung von Urspriingen folgt einem zeitlichen Programm, bei dem andere Urspriinge erst
spat feuern oder inaktiv sind und nur passiv repliziert werden.

mit dem Zellzyklus und Energiestatus der
Zelle zu koordinieren. Eine wichtige Voraus-
setzung fiir die DNA-Replikation ist, dass sie
eine sehr geringe Fehlerquote bei hoher Effi-
zienz aufzeigt, um die Anhdufung geneti-
scher Veranderungen und damit potenziell
schadliche Folgen fiir den Organismus zu
verhindern.

Solange das gesamte Genom vor der Zell-
teilung dupliziert wird, konnte man anneh-
men, dass der genaue Ort der Replikations-
startstellen keine Rolle spielt. Es wurde
jedoch gezeigt, dass viele Organismen be-
vorzugte Genomregionen als Urspriinge
verwenden [1, 2, 3]. Dass Zellen diese
Ursprungsorte regulieren, ergibt sich aus der
Notwendigkeit, die DNA-Replikation mit
anderen Prozessen auf der gemeinsamen
Chromatinmatrize zu koordinieren, wie z. B.
Transkription oder DNA-Reparatur. Dabei
verwenden eukaryotische Zellen abhéangig
von der GroBe ihres Genoms mehrere hun-
dert bis zehntausende von Replikations-
urspriingen, um die Vervielfaltigung ihrer
groBen linearen Chromosomen in dem kur-
zen Zeitfenster der S-Phase zu ermoglichen.
Die Initiation der DNA-Replikation tiber diese
groBe Anzahl von Urspriingen muss daher
raumlich und zeitlich prazise koordiniert
werden.

Replikationsinitiation

Dieser Prozess ist zeitlich auf zwei Zellzyk-
lusstadien verteilt: Wahrend der G1-Phase
werden Urspriinge zuerst vom hexameren
origin recognition complex (ORC) erkannt.
AnschlieBend fiihrt der helicase-loader CDC6
zusammen mit dem CDT1-Chaperon zur
Rekrutierung von zwei inaktiven mini-
chromosome maintenance(MCM2-7)-Hexame-
ren an die DNA. Damit ist das origin licensing
abgeschlossen und alle moglichen Urspriinge
als pre-replication complex (Pre-RC) fiir das
Feuern in der folgenden S-Phase vorbereitet
(Abb. 1A).

Beim Eintritt in die S-Phase werden die
cyclin-dependent kinase (CDK) und die
DBF4-dependent kinase (DDK) aktiviert.
Diese Enzyme vermitteln durch mehrere
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A Abb. 2: Schematische Darstellung aktueller Methoden zur Charakterisierung von Replikationsurpriingen. A, ChIP-seq: Chromatin-Immunoprézipitation
mit anschlieBendem Next Generation Sequencing von ORC und MCM2-7. B, Bubble-Seq: Replikationsblasen werden durch verlangsamtes Laufverhalten
im Agarosegel aufgetrennt und nach Restriktionsverdau zum Erstellen von Sequenzierbibliotheken genutzt. C, SNS-Seq: Die ,neu replizierte DNA“
(short-nascent-strand, SNS) wird als Initiationszwischenprodukt mit einem 5-RNA-Primer synthetisiert. Der Verdau mit Lambda-Exonuklease baut kon-
taminierende DNA-Fragmente ohne einen 5-RNA-Primer ab. D, EdU-/BrdU-Seq: Zellen werden mit den Thymidinanaloga EdU oder BrdU pulsmarkiert
und die markierten DNA-Strange durch anti-BrdU-Antikdrper oder EdU-ClickIT-Reaktion immunprazipitiert und sequenziert. E, OK-Seq: kurze Okazaki-
Fragmente entstehen spezifisch nur am DNA-Folgestrang. Nach einem EdU-Puls kdnnen die kurzen Fragmente aufgetrennt und sequenziert werden.

Phosphorylierungsereignisse von Pre-RC-
Komponenten die Rekrutierung von CDC45
und des GINS-Tetramers zum MCM2-7-
Hexamer, um den inaktiven Komplex in die
aktive CMG-Helikase (CDC45/MCM2-7/
GINS) umzuwandeln. Nach dem Schmelzen
des DNA-Duplex durch die MCM2-7-Helikase
assemblieren DNA-Polymerasen und
zusatzliche Replikationsfaktoren, um den
Ursprung zu aktivieren und eine bidirek-
tionale Replikationsblase zu erzeugen
(Abb. 1B).

Interessanterweise wird nur ein kleiner
Anteil aller potenziellen Replikationsur-
spriinge (20-30 % in somatischen Sdugetier-
zellen) tatsdchlich fiir die Initiation in einer
gegebenen S-Phase ausgewahlt. Die liber-
schiissigen Urspriinge werden flexibel und
scheinbar zufdllig nur in manchen Zellzyklen
genutzt oder dienen als Backup - werden
also nur aktiviert, wenn nahegelegene Repli-
kationsgabeln verlangsamt oder blockiert
werden. Solch ein Replikationsstress kann
durch viele Ereignisse in der Zelle verursacht
werden, u. a. sekundare DNA-Strukturen,
Kompaktierung des Chromatins, Mangel an
essenziellen Replikationsfaktoren oder Kon-
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flikte mit anderen Prozessen, wie der Tran-
skription [4]. Eine der groBen Herausforde-
rungen ist es herauszufinden, anhand wel-
cher Kriterien ein Ursprung gegentiber den
vielen anderen ausgewahlt wird, tatsachlich
zu feuern. Um dieser Plastizitat besser auf
die Spur zu kommen, wire eine umfassende
und genaue Kartierung aller benutzten Repli-
kationsurspriinge im humanen Genom ein
entscheidender Schritt.

Methoden zur Charakterisierung von
Replikationsurpriingen

Uber die letzten Jahre wurden mehrere ortho-
gonale Ansétze entwickelt, um Replikations-
urspriinge in Sdugetiergenomen zu identifi-
zieren (Abb. 2). Die Chromatin-Immunprazi-
pitation, gefolgt von Next Generation Sequen-
cing (ChIP-Seq) von ORC- und MCM2-7-
Untereinheiten nutzt die Bindung dieser
essenziellen Pre-RC-Komponenten an die
Urspriinge [5, 6]. ORC hat jedoch auch ande-
re replikationsunabhédngige Funktionen, bei-
spielsweise die Assoziation in Heterochroma-
tin [7, 8]. Zudem identifizieren solche
Pre-RC-ChIP-Studien alle lizenzierten
Urspriinge im Genom, und nicht spezifisch

die spater zur Initiation ausgewahlten
Urspriinge.

Andere Verfahren zielen daher auf die
direkte Identifizierung von Zwischenproduk-
ten der DNA-Replikation ab. Bubble-seq stellt
Sequenzierbibliotheken von Restriktions-
enzymfragmenten her, die Urspriinge in
Form von zirkuldren Replikationsblasen ent-
halten. Diese Sekundarstruktur der DNA
verlangsamt die Fragmente in Agarosegelen
und kann somit von der linearen DNA abge-
trennt und isoliert werden [9].

Eine weitere Technik basiert auf der Anrei-
cherung und Sequenzierung von ,neu repli-
zierter DNA* (short-nascent-strand, SNS). SNS
werden symmetrisch vom Ursprung in beide
Richtungen als Initiationszwischenprodukte
mit einem 5"-RNA-Primer synthetisiert und
sind daher geeignet fiir die Identifizierung
aktiver Replikationsurspriinge. Zur Analyse
der SNS wird DNA aus proliferierenden Zel-
len isoliert, denaturiert und entsprechend
der DNA-GroBe fraktioniert. Da durch die
genomische DNA-Isolierung auch eine Viel-
zahl an nicht replizierenden DNA-Bruch-
stlicken entsteht, miissen diese kontaminie-
renden DNA-Fragmente mit Lambda-Exonu-
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A Abb. 3: Schematische Ubersicht der Split-APEX-Methode. A, Zwei inaktive Fragmente AP und
EX rekonstituieren sich zu aktivem APEX2, um Proteine in der Ndhe zu biotinylieren. Die bio-
tinylierten Proteine kénnen durch Streptavidin-Pulldown und MS-Analyse identifiziert werden.
Alternativ wird Chromatin mit Formaldehyd (FA) vernetzt und nach Streptavidin-Pulldown die
DNA-Fragmente sequenziert um die genomischen Ursprungsorte zu identifizieren. B, Verschiede-
ne Proteinkombinationen mit AP und EX erlauben die Analyse verschiedener Intermediate bei der

Lizenzierung oder Initiation/Aktivierung.

klease vor dem Sequenzieren verdaut wer-
den. SNS-Seq-Studien haben umfassende
Karten von Replikationsurspriingen in meh-
reren menschlichen und Mauszelllinien
generiert, mit einer guten Auflosung im
Kilobasen-Bereich [10, 11]. Ein Nachteil von
SNS-Seq ist die geringe Reinigungsausbeute
der SNS (< 10 %) und somit miissen Urspriin-
ge effizient in einem groBen Anteil der Zell-
population feuern, um tiber dem Hintergrund
detektiert zu werden. Die ineffizienteren
flexiblen Urspriinge entziehen sich meist
dieser Analyse.

Alternativen zum SNS-Seq sind Bromdes-
oxyuridin(BrdU)- und 5-ethynyl-2’-deoxy-
uridin(EdU)-Seq. BrdU und EdU sind Thy-
midinanaloga, welche in neu synthetisierte
DNA inkorporiert werden. Durch anti-BrdU-
Immunoprazipitation oder Click-IT-Reaktion
von EdU mit Biotin-Azid konnen diese nas-
zierenden DNA-Fragmente dann spezifisch
isoliert und sequenziert werden [12]. Eine
Variante dieser Methode nutzt einen EdU-
Puls, um dann spezifisch Okazaki-Fragmente
zu isolieren und zu sequenzieren (OK-Seq).
Okazaki-Fragmente sind kurze Abschnitte
(100 bis 200 bp), die spezifisch am DNA-
Folgestrang entstehen [13]. Dadurch ist die
Bestimmung der Direktionalitat, in welcher
Richtung eine Replikationsgabel einen
bestimmten Bereich im Genom repliziert hat
moglich, und erlaubt eine quantitative
Analyse der Replikationsrichtung.

All diese Next-Generation-Sequencing-
Methoden haben in sich selbst zur Ent-
deckung von zehntausenden potenzieller
Replikationsurspriinge in Sdugetiergenomen
gefiihrt. Uberraschenderweise sind die
Ergebnisse aber nicht konsistent und nur ein
Bruchteil an Urspriingen stimmt zwischen
verschiedenen Methoden tiberein. Dies kann
verschiedenste Ursachen haben, z. B. fehlen-
de Auflosung und Sequenzierungstiefe oder
aber auch die Tatsache, dass diese Methoden
unterschiedliche Replikationsereignisse
detektieren. Daher ist die genaue Menge und
Lage der Urspriinge in Sdugetiergenomen
noch immer eine offene Frage [14].
Zusatzlich konnen all diese Methoden nur
die Orte der Replikationsstartstellen iden-
tifizieren, aber nicht die Zusammensetzung
der assoziierten Chromatinstruktur, die viele
weitere Aufschliisse liber die Regulation
dieser funktionellen DNA-Elemente geben
konnte.

Proximity labelling von
Replikationsurspriingen

Wir versuchen im Labor eine alternative
Methode zur Analyse der Lokalisierung und
Verteilung von Replikationsurspriingen im
humanen Genom auf der Basis von proximity
labelling mit APEX2 zu etablieren. APEX2 ist
eine kiinstlich hergestellte Ascorbat-Peroxi-
dase, die nach Zugabe von H,0, Biotin-Phe-
nol als Substrat in ein reaktives Phenoxylra-

dikal umsetzt und dadurch naheliegende
Proteine mit einem Biotinmolekiil markiert.
Im weiteren Verlauf kdénnen biotinylierte
Proteine mit Streptavidin-Beads aufgereinigt
und das resultierende Proxisom durch
Massenspektrometrie (MS) analysiert wer-
den [15]. In der Split-APEX2-Version wird
das APEX2-Protein in zwei inaktive Unter-
einheiten (AP und EX) geteilt, welche an aus-
gewdhlte Zielproteine fusioniert werden.
Sobald die Zielproteine in der Zelle in raum-
liche Nahe kommen, konnen die beiden Frag-
mente zu einem katalytisch aktiven APEX2-
Protein rekonstituiert und Proteine in der
Umgebung biotinyliert werden. Fiir unsere
Fragestellung werden die inaktiven Split-
APEX2-Fragmente an Proteine der Replika-
tionsmaschinerie fusioniert, die spezifisch an
Replikationsurspriingen wiahrend der G1-
oder S-Phase in raumliche Ndhe kommen.

Diese Methode hat mehrere Vorteile
gegeniiber anderen Mapping-Strategien von
Replikationsurspriingen. Zum einen geben
uns die Biotinylierungsereignisse nach ChIP-
Seq nicht nur Aufschluss tiber die Position
und Verteilung der Replikationsurspriinge
im humanen Genom, sondern wir erhalten
durch MS auf molekularer Ebene auch Auf-
schluss iiber die Chromatinumgebung und
assoziierten Faktoren (Abb. 3A). Zum ande-
ren lassen sich die APEX2-Fragmente flexi-
bel an unterschiedliche Zielproteine fusionie-
ren, was uns erlaubt verschiedenste Frage-
stellungen im Replikationsablauf zu beant-
worten. Zum Beispiel eignen sich Protein-
kombinationen von ORC-CDC6 oder ORC-
MCM2-7 fiir die Analyse der Lizensierung
von Replikationsuspriingen, ORC-CDC45
fir die Bildung des CMG-Komplexes oder
MCM2-7-CDC45 oder MCM2-7-GINS fiir die
Aktivierung/Elongation der Replikation
(Abb. 3B).

Die Kombination von Split-APEX2 mit MS
oder ChIP-Seq ist daher ein vielversprechen-
der Ansatz, der eine hohere Auflésung und
mehr Information tiber die beteiligten Fakto-
ren bei der Replikationsinitiation verspricht.
Wir hoffen dadurch ein umfassenderes Bild
zu erhalten, wo welche Urspriinge wie oft
aktiviert werden und welche molekularen
Faktoren hier ausschlaggebend sind, um den
Anfang der DNA-Replikation zu bestimmen.
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