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1. Einleitung

1. Einleitung

Homologe Rekombinationsprozesse sind flr eukaryontische Organismen nicht nur
wichtig zur Schaffung einer genetischen Vielfalt und zur Sicherung der korrekten Segregation
der Chromosomen wahrend der Meiose, sondern auch zur Reparatur von DNA-Schaden
wahrend des mitotischen Lebenszyklus  (Kucherlapati und  Smith, 1988).
Rekombinationsreparatur kann bei spontan entstandenen DNA-Schéaden erforderlich werden
oder bei durch exogene Noxen induzierten, z.B. ionisierende Strahlung. In mitotisch
wachsenden Zellen sind Rekombinationsprozesse regelmafig an die DNA-Replikation
geknipft um einen Bypass unreparierter Lasionen zu erlauben und um Doppelstrangbriiche
zu reparieren, die an den Replikationsgabeln entstehen, wenn diese einen Einzelstrangbruch
passieren (Cox, 1997; 2000; Haber, 1999). Aufgrund dieser lebensnotwendigen Funktion von
Rekombinationsprozessen wahrend des normalen Lebenszyklus der Zellen, verursacht ein
Ausfall der zentralen Enzymfunktion hohe Mortalitét in E. coli ohne RecA (Roca und Cox,
1990), einen frihen embryonal lethalen Phanotyp von nullizygoten Mausen fur Rad571 (Lim
und Hasty, 1996; Tsuzuki et al, 1996), oder resultierten in einer extremen Sensivitat
gegenuber ionisierender Strahlung und Methyl-Methan-Sulfonat (MMS), wie es in S.
cerevisiae-Zellen, die eine Mutation in Rad571 tragen, beobachtet wurde (Game und
Mortimer, 1974; Shinohara et al., 1992).

11 Die Mechanismen der Reparatur von Doppelstrangbriichen

Bei Defekt lediglich eines der beiden DNA-Strange, kann jeweils der andere noch als
Vorlage fUr die Reparatursynthese dienen, nicht aber, wenn an derselben Stelle beide DNA-
Strange beschadigt sind, z.B. im Falle eines DNA-Doppelstrangbruches. Wenn die
doppelstrangige DNA also einen kompletten Bruch erleidet, versagen alle anderen DNA-
Reparaturmechanismen, da bei keinem der beiden Strange mehr von seiner Vollstandigkeit
ausgegangen werden kann (fehlende Nukleotide aufgrund der Wirkung von Nukleasen in
Nachbarschaft des urspringlichen DNA-Bruches). Die konservative homologe

Rekombination ist nun der letztmogliche exakte Reparaturmechanismus.

Innerhalb der letzten Jahre nahm das Verstandnis zur Rekombinations-DNA-
Reparatur schlagartig zu, sowohl zum molekularen Mechanismus als auch zu den
genetischen Determinanten. Mutationen in Genen, welche die Rekombination kontrollieren,
fihren nicht nur zu einer fehlerhaften DNA-Doppelstrangbruchreparatur und
Hypersensitivierung gegenlber ionisierender Strahlung, sondern auch zu genomischer

Instabilitat, Entwicklungsstérungen und Karzinogenese (Bishop und Schiestl; 2001; Van Gent

1



1. Einleitung

et al., 2001). Besonders aufregend war die Beobachtung, dass verschiedene Krebs-
Suszeptibilitdts-Syndrome von Mutationen in rekombinations-assoziierten Genen herrihrten,
einschlieBlich Ataxia Telangiectasia (ATM), Nijmegen Breakage Syndrom (NBS17), AT-Like
Disorder (Mre11), Fanconi Anemia (FANC-Gene), Werner's Syndrom (WRN) und bestimmte
familidre Brustkrebs-Syndrome (BRCA1/2) (Bishop und Schiestl; 2001; Van Gent et al.,
2001). In einer Vielzahl von an der Rekombination beteiligten Genen wurden sporadisch
auftauchende Mutationen gefunden, nicht nur in Tumoren, sondern auch in normalem
Gewebe, einschliellich BRCA1, Rad54, Rad52 und XRCC3 (Pierce et al., 2001; Thompson
und Schild, 2001). Bislang ist weitgehend unbekannt, was die funktionelle Bedeutung dieser
Veranderungen ist. Es besteht ein aullerordentliches Interesse an der Aufklarung der
komplizierten Proteinnetzwerke, in welchen diese und andere Genprodukte kooperieren.
Dieses Wissen wird zweifelsfrei letztendlich signifikante Implikationen fir die Krebs-
pravention und -behandlung bringen.

Es gibt zwei Hauptwege zur Reparatur von Doppelstrangbrichen, das Non-
Homologous End-Joining (NHEJ) und die homologe Rekombination, welche unterschieden
werden kann in konservative homologe Rekombination (HR) und Single-Strand-Annealing
(SSA) (Karran, 2000) (s. Abb. 2). Die Reparaturwege NHEJ und SSA filihren haufig zu
fehlerhafter Reparatur, weshalb sie auch als illegitim bzw. nicht-konservativ bezeichnet
werden. Demgegenuber stellt die konservative homologe Rekombination den letztmdglichen
exakten Mechanismus zur Reparatur von Doppelstrangbriichen dar. Diese drei bekannten
Reparaturmechanismen sind von der Hefe bis zu den Saugetieren hoch konserviert.
Nachdem gezeigt wurde, dass Rad52 Doppelstrangbruchenden bindet, vor nukleolytischen
Angriffen schitzt und die Ligation unterstitzt, wurde gemutmalfdt, dass HR und NHEJ um die
Doppelstrangbruchenden konkurrieren (Van den Bosch et al., 2002). Bindung der
Doppelstrangbruchenden durch Rad52 wirde demnach zur Reparatur durch HR flhren,
wohingegen Bindung von Ku70 die Reparatur durch NHEJ initieren wirde. Studien in
Vertebraten indizierten allerdings, dass die relativen Aktivitdten der beiden Reparaturwege
zellzyklus-abhangig sind. NHEJ findet an Doppelstrangbriichen hauptsachlich in der G1- bis
frdhen S-Phase statt, wohingegen HR vor allem in der spaten S- und G2-Phase des
Zellzyklus agiert (Takata et al., 1998). Darlber hinaus findet die HR bevorzugt zwischen
Schwesterchromatiden statt, welche nur in der spaten S/G2-Phase des Zellzyklus prasent
sind (Johnson und Jasin, 2000). In Ubereinstimmung zu diesen Beobachtungen steht eine
Studie, die kirzlich zeigte, dass spontan induzierte Rad52-Foci in S. cerevisiae meist in
S/G2-Phasezellen und nur selten in G1-Zellen beobachtet wurden (Lisby et al., 2001).
Welcher der Reparaturwege nun bevorzugt wird, hangt nicht nur von der Zellzyklusphase,
sondern auch von dem jeweiligen Organismus, der Art der DNA-Enden, dem
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Entwicklungsstadium und mdglicherweise noch weiteren unbekannten Faktoren ab. Eine
Verbindung innerhalb der Einzelnen zeigt sich an der gleichzeitigen Beteiligung von
Rekombinationsproteinen in mehreren der drei Reparaturwege (s. Abb. 1). Eine kurzlich
veroffentlichte Studie von Richardson und Jasin (Richardson und Jasin, 2000) gibt sogar
Anlal zu der Annahme, dass sich die homologe Reparatur und NHEJ nicht komplett
separieren lassen. Vielmehr scheinen haufig gemischte Ereignisse aufzutreten, die mit
Genkonversion beginnen und durch NHEJ vervollstandigt werden.

nicht-hemolog homoleg

Abb. 1: Proteine der Doppelstrangbruchreparatur. Der linke Kreis enthalt die am NHEJ beteiligten
Proteine, wahrend diesen die Teilnehmer der homologie-vermittelten Rekombination (HR) im grof3en
Kreis auf der rechten Seite gegenibergestellt wurden. Die am SSA beteiligten Gen-Produkte wurde
als Subpopulation der HR beriicksichtigt. Mégliche Uberlappungen mit Proteinen der humanen
transkriptions-gekoppelten Reparatur (TCR — Transcription-Coupled Repair) und der Mismatch-
Reparatur (MMR) wurden durch die gestrichelten Kreise angedeutet, wobei darauf hingewiesen
werden muB, dass es zur Zeit keine direkten Beweise fiir eine Teilnahme von hMSH2 oder hMSH3 am
humanen SSA gibt. Diese Abbildung wurde modifiziert nach Karran (Karran, 2000).

111 Die homologie-vermittelte Rekombination, konservative HR und
SSA

Es wurden zwei Reparaturwege beschrieben, Rad51-abhangige Stranginvasion oder
Rad51-unabhangiges SSA. Beide Prozesse erfordern die Aktivitat des Rad52-Gen-
Produktes. In Rad52-Mutanten wurden extreme Rekombinations- und Reparaturdefekte
beobachtet, die Einflhrung eines einzelnen Doppelstrangbruches kann in ihnen den Zelltod
verursachen (Paques und Haber, 1999). Die Reparatur eines Doppelstrangbruchs durch
homologe Rekombination erfordert ein unbeschadigtes Template-Molekiil, welches eine
homologe DNA-Sequenz tragt. Ein solches Template kann bereitgestellt werden vom

Schwesterchromatid, dem homologen  Chromosom oder einer angrenzenden
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Wiederholungssequenz auf demselben Chromosom (bei SSA). In Mammaliazellen scheint
der relative Beitrag der homologie-vermittelten chromosomalen Doppelstrangbruchreparatur
30-50% zu betragen, wobei diese Aktivitdt in replizierenden Zellen noch weiter ansteigt,
wenn Schwesterchromatide als das bevorzugte homologe Template zur Verfligung stehen
(Johnson und Jasin, 2000).

Wahrend des Prozesses der homologen Rekombinationsreparatur kommt es zur
Rekrutierung dieses homologen Templates. Dieses orientiert sich an den der Bruchstelle
benachbarten DNA-Strangen. Zur Durchfiihrung einer effizienten konservativen homologen
Rekombinationsreparatur mussen diese mindestens 200 Bp lange Sequenzhomologien
aufweisen (Rubnitz und Subramani, 1984; Elliott et al., 1998). Daflr ist dieser Reparaturweg
(konservative HR) der einzig fehlerfreie  Mechanismus zur Reparatur von
Doppelstrangbriichen. Durch Stranginvasion erfolgt die Initiation der homologen
Rekombination, zu der die Genkonversion, Cross-Over und die strang-induzierte Replikation
(BIR - Break-Induced Replication) gehdren. Sie verlafdt sich auf die Strangtransferase Rad51
und andere Mitglieder der Rad52-Epistase-Gruppe [Mitglieder von S.cerevisiae: Rad50,
Rad51, Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, Mre11, XRS2 und RDH54/TID1 (Lambert et
al., 1999; Paques und Haber, 1999)]. Mdglicherweise ist das RFAI-Gen, welches fir die
groRte Untereinheit des heterotrimeren DNA bindenden Protein-Komplexes RPA kodiert, ein
weiteres Mitglied der Gruppe (Firmenich et al., 1995; Smith und Rothstein, 1995).

1.1.1.1 Biochemie der konservativen HR

In E. coli ist RecA alleine ausreichend, um ATP-abhangige homologe Paarung und
Strangaustausch Uber eine Distanz von 6 kB durchzufihren (Roca und Cox, 1990;
Kowalczykowski, 1991; Radding, 1991; West, 1992). Das eukaryontische Gegenstick zu
RecA, das Rad51-Protein, wurde biochemisch sowohl von Hefe (Sung und Robberson,
1995) als auch vom Menschen charakterisiert (Baumann et al., 1996; Gupta et al., 1997,
1999a,b; Baumann und West, 1999). Genau wie RecA bindet auch humanes Rad51
(hRad51) an einzel- und doppelstrangige DNAs (ssDNA und dsDNA), baut sich kooperativ
zu helikalen Nukleoproteinfilamenten zusammen, paart ssDNA mit homologer dsDNA und
katalysiert ~Strangaustausch. Desweiteren hydrolysiet hRad51 ATP und fuhrt
Strangaustausch durch, allerdings 10fach weniger effektiv als RecA, so dass die Lange der
gebildeten Heteroduplex-DNA auf 1,3 kb limitiert ist (Baumann und West, 1999). In
Abwesenheit von ATP ist Rad51 nicht in der Lage, stabile Verbindungsmolekiile zu
generieren, wahrend es noch kooperativ und hochaffin an DNA bindet und komplementare
DNA-Strange zu renaturieren vermag (Baumann et al., 1996; Gupta et al., 1997; Kelly De
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Zutter und Knight, 1999). Umgekehrt zur Polaritat der bakteriellen Rekombinase, scheint
hRad51 den Transfer bevorzugt am 5°-Ende der linearen Duplex zu starten (Sung und
Robberson, 1995; Baumann et al., 1996; Baumann und West, 1997; 1999). Seine
eingeschrankte Fahigkeit, ausgedehnte Strangaustdusche durchfihren zu kdénnen,
kompensiert Rad51 durch Zusammenarbeit mit dem Einzelstrang-DNA-Binde-Protein,
welches in Eukaryonten bekannt ist als Replikations-Protein A (RPA), und mit anderen
Mitgliedern der Rad52-Epistase-Gruppe (Kanaar und Hoeijmakers, 1998). RPA scheint
Sekundarstrukturen von der ssDNA zu entfernen. Rad52 interagiert mit resektierten
Doppelstrangbriichen (Van Dyck et al., 1999) und mit hRad51 (Shen et al., 1996), um
dessen Kooperativitdt zu erhdhen, an Doppelstrangbriiche zu binden. Rad54 scheint die
Konformation von dsDNA zu verandern und mit Rad51 wechselzuwirken, auf eine Art,
welche die Separierung von DNA-Strangen und konsequenterweise die Rad51-abhangige
Heteroduplex-Bildung erleichtert (Petukhova et al., 1999). Die Produkte der zwei in
Hochrisikofamilien am haufigsten veranderten Brustkrebs-Suszeptibilitats-Gene, BRCA1 und
BRCAZ2, bilden einen biochemischen Komplex mit hRad51 (Scully et al., 1997; Chen et al.,
1998a; Marmorstein et al., 1998). BRCA1 scheint in der Zellzykluskontrolle als
transkriptioneller ~ Transaktivator zu  fungieren. Zudem sorgt es fir eine
Doppelstrangbruchreparatur Gber den Weg der homologen Rekombination, wobei mutagene
End-Joining-Ereignisse vermieden werden (Moynahan et al., 1999 und darin enthaltene
Referenzen). Die Funktion von BRCA2 wurde in der Zwischenzeit ebenfalls aufgegklart,
nachdem dessen dreidimensionale Struktur entschlisselt wurde, die sich gegenlber
anderen DNA-bindenden Proteinen als sehr ahnlich herausstellte (Yang et al., 2002). Schon
friher konnte gezeigt werden, dass BRCA2 und Rad51 physikalisch miteinander
wechselwirken (Mizuta et al., 1997; Sharan et al., 1997; Wong et al., 1997; Chen et al.,
1998a) und nach DNA-Schadigung als nukledre Foci an Orten der DNA-Reparatur
kolokalisieren (Chen et al., 1998b; 1999). Aber erst kirzlich konnte beobachtet werden, dass
BRCA2 DNA in Strangbruchnahe bindet und die Rad51-vermittelte Rekombination in vitro
stimuliert, d.h. es nimmt direkt an der Reparatur von Doppelstrangbriichen Uber den einzig
fehlerfreien Mechanismus, die konservative homologe Rekombination, teil (Yang et al.,
2002). Interessanterweise kann der embryonal lethale Phanotyp von Mausen, die Trager
einer homozygoten Mutation in Rad57, in BRCA1 oder in BRCAZ2 sind, durch eine Mutation
im fur den Tumorsuppressor p53 kodierenden Gen teilweise unterdriickt werden (Lim und
Hasty, 1996; Hakem et al., 1997; Ludwig et al., 1997). Zu diesen genetischen Verbindungen
zwischen p53 und der DNA-Rekombination kommen Berichte Uber die Existenz von
physikalischen Wechselwirkungen zwischen p53 und hRad51 (Sturzbecher et al., 1996),
zwischen p53 und BRCA1 (Ouchi et al., 1998; Zhang et al., 1998), zwischen p53 und BRCA2
(Marmorstein et al., 1998) und zwischen p53 und RPA (zusammengefal3t in Wold, 1997).
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1.1.1.2 Biochemie der nicht-konservativen HR, SSA

Rad52-vermitteltes SSA ist ein Prozess, der eingeleitet wird, wenn ein DNA-
Doppelstrangbruch zwischen zwei Wiederholungssequenzen, welche in derselben Richtung
orientiert sind, entsteht. Die Homologien, welche mindestens 60-90 Bp betragen sollten
(Wilson et al., 1999), werden zur Ausrichtung der DNA-Strange bendétigt, die es zu verbinden
git. Dem DNA-Bruch direkt benachbarte einzelstrangige Regionen werden durch
exonukleolytischen Abbau der 5°-Enden geschaffen. Hierbei gibt es Hinweise darauf, dass
die Proteine Rad50, Mre11 und Xrs2/Nbs1 (die an der HR beteiligten Proteine wurden in
Hefe charakterisiert: z.B. Xrs2; wobei sich in Saugern die entsprechenden funktionellen
Homologe finden: Nbs1, Xrs2-Homolog; zum Teil sind die Namen der Homologe identisch,
wie z.B. fir Rad50 und Mre11) das Prozessieren der Doppelstrangbruchenden Gbernehmen
(Bressan et al., 1999; Paques und Haber, 1999). Das Mre11-Protein alleine oder im Komplex
mit Rad50 und Xrs2/Nbs1 besitzt multiple enzymatische Aktivitdten, u.a. eine magnesium-
abhangige 3’->5"-dsDNA-Exonuklease und ssDNA-Endo- und Exonukleaseaktivitat (Furuse
et al., 1998; Usui et al., 1998; Moreau et al., 1999). Die in vitro Beobachtung der 3->5"-
Exonukleaseaktivitat von Mre11 steht allerdings einer 5°->3"-Resektion in vivo gegentber
(Usui et al., 1998). Es ist schwierig dies in Einklang zu bekommen, Resektion durch andere,
bisher unbekannte Exonukleasen kann nicht ausgeschlossen werden. Die neu geschaffenen
einzelstrangigen 3’-Uberhénge dienen in jedem Fall der Suche nach kurzen homologen
Regionen. Wenn das Schwesterchromatid verfligbar ist, werden die einzelstrangigen Enden
in dieses eindringen und eine Reparatur Uber den HR-Reaktionsweg initiieren. Alternativ
hybridisieren die homologen einzelstrangigen DNA-Uberhénge, wobei nicht komplementare
Sequenzen zurechtgeschnitten, mogliche Licken aufgefillt und die Enden ligiert werden.

Dadurch kann SSA zu Deletionen fihren.

Kdrzlich wurde gezeigt, dass humane und Hefe-Rad52-Proteine spezifisch an
Doppelstrangbriiche und teilweise resektierte Doppelstrangbriiche binden, um sie vor
nukleolytischem Abbau zu schitzen und um Wechselwirkungen zwischen den beiden Enden
zu erleichtern (Van Dyck et al., 1999; Kim et al., 2000; Parson et al., 2000). Dartberhinaus
wurde gezeigt, dass Rad52 DNA-Hybridisierungs-Reaktionen in vitro unterstitzt (Mortensen
et al., 1996; Reddy et al.,1997; Shinohara et al., 1998; Sugiyama et al., 1998). Seine
dreidimensionale Struktur wurde bereits als heptamerer Rad52-Ring aufgeklart (Stasiak et
al., 2000). Zudem konnte das Rad52-vermittelte SSA bereits im Elektronenmikroskop
sichtbar gemacht werden, wobei sowohl Rad52-Ringe gebunden an einzelstrangige DNA-
Enden beobachtet werden konnten, als auch zwei DNA-Molekile, die durch eine Rad52-
Briicke zusammengehalten wurden (Van Dyck et al., 2001).
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1.1.2 Biochemie des Non-Homologous End-Joining

Non-Homologous End-Joining (NHEJ) von zwei doppelstrangigen DNA-Enden
erfordert kein unbeschadigtes Template und keine ausgedehnten Homologien zwischen den
rekombinierenden Enden. Prinzipiell benétigt dieser Mechanismus zu seiner Durchfiihrung
keine Homologien, kann aber manchmal flankierende Mikrohomologien von gerade einmal 2-
6 Bp Lange nutzen (Willers et al., 2002). Beim NHEJ erfolgt ein Wiederverbinden der Enden,
welche bereits teilweise degradiert sein kdnnen. In vielen Fallen beinhaltet das End-Joining
Sequenzveranderungen durch kurze Deletionen, Insertionen oder Inversionen, d.h. der

Reparaturprozel selbst ist fehlerhaft.

Der Mechanismus des NHEJ wurde ausgiebig in Nagetierzellen studiert und hangt
von den aufeinander abgestimmten Aktivitdten der LigaselV, XRCC4, Ku70, Ku80, DNA-
PKcs und den erst kurzlich identifizierten Faktoren, Artemis und Nej1/Lif2, ab (Featherstone
und Jackson, 1999; Lewis und Resnick, 2000; Frank-Vaillant und Marcand, 2001; Moshous
et al, 2001; Ooi et al., 2001; Valencia et al., 2001). NHEJ erfolgt wie SSA Rad51-
unabhangig (Hinds et al., 1990; Lambert et al., 1999).
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Abb. 2: Mechanismen der Reparatur von Doppelstrangbriichen, schematisch. Die Enden eines
Doppelstrangbruches werden entweder durch den Ku-Heterodimer/DNA-PK.s-Komplex oder durch
Rad52 gebunden. Beim NHEJ wird die Reparatur durch DNA-Ligase IV und XRCC4 beendet.
Demgegenilber wird bei Rad51-vermittelter Stranginvasion des intakten Schwester- oder homologen
Chromatids die Reparatur durch homologe Rekombination initiiert. Resektion und Hybridisierung von
Mikrohomologien veranlassen eine Reparatur durch SSA, wobei der Ligation ein Abschneiden nicht-
homologer ssDNA -Enden vorausgeht. Das Schema basiert auf Karran, 2000.
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11.3 Nachweismethoden der HR

Zur Untersuchung der homologen Rekombination bedient man sich kinstlicher
Testsysteme, welche darauf aufbauen, dass selbst bei einfachen genetischen Systemen
Rekombination immer nur dann stattfinden kann, wenn mindestens zwei homologe DNA-
Regionen in einer Zelle vorhanden sind, wie im Falle des SV40-Rekombinations-
Testsystems (Wiesmdller et al., 1996) und des auf EGFP-Rekonstitution basierenden
Systems mit einer ganzen Reihe von episomal und chromosomal integrierten Substraten
zum Studium der durch [-Scel-Meganuklease induzierten Doppelstrangbruchreparatur
(Akylz et al., 2002).

1.1.3.1 Das SV40-Rekombinations-Testsystem

Das DNA-Doppelstrangvirus SV40 gehort zur Gruppe der Papovaviren und besteht
aus einem ikosaedrischen Kapsid, welches sich aus drei Proteinen (VP1, VP2 und VP3)
zusammensetzt und ein zirkuldres doppelstrangiges DNA-Molekul aus 5243 Bp umhdillt,
welches zellularem Chromatin &hnelt, da es mit Histonen (der Wirtszelle) die typische
Nukleosomenstruktur bildet und deshalb auch als ,Minichromosom® bezeichnet wird (Voet,
1995). Das Genom kodiert fur verschiedene Proteine, die in verschiedenen Phasen der
Infektion exprimiert werden, weshalb man sie in frilhe und spate Gene unterteilt, welche in
entgegengesetzter Richtung angeordnet sind, ausgehend von der Kontrollregion, die die
Transkriptionsstartstellen und den Replikationsursprung (ORI) enthédlt. Die SV40-
Tumorantigene groRes Tumorantigen (T-Ag), kleines Tumorantigen (t-Ag) und 17kDa-
Tumorantigen (17kT) sind alternative SpleiRprodukte der friihen Genregion, wahrend die
spaten Gene fur die Hullproteine kodieren. Der Rhesusaffe (Macacca mulatta) ist der
natlrliche Wirt des SV40, dessen Nierenzellen das Virus infiziert und dort persistiert. In der
Zellkultur lassen sich auch Zellen der Afrikanischen Grinen Meerkatze (Ceropithecus
aethiops) infizieren (Sweet und Sweet, 1960). Da das Virus zur Replikation der viralen DNA
zellulare Faktoren bendtigt, fuhrt die Expression der frihen viralen Gene die Zellen in die S-
Phase. Im Gegensatz zur zelluldren DNA-Synthese kommt es bei der viralen DNA-
Replikation zu mehreren Replikationsrunden. Es schlief3t sich die Expression der spaten
Gene an, die zur Synthese der Hullproteine fihrt (Wiley et al., 1993; Zuo et al., 1997). Die
SV40-Minichromosomen werden in die Kapside verpackt und durch Lyse der Wirtszellen
freigesetzt.

SV40 stellt ein geeignetes System zur Untersuchung von Proteinfunktionen in der
homologen Rekombination in vivo dar. Das mit Wirtszellhistonen assoziierte SV40-Genom

kann auf physiologischem Wege, durch Infektion, in die Zellen eingebracht werden und flhrt
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so nicht wie nackte DNA (Transfektion), zu einem DNA-schadens-induzierten Anstieg der
p53-Menge in der Zelle (Renzing und Lane, 1995; Siegel et al., 1995). Aufgrund seiner
geringen GrolRe bietet das SV40-Genom desweiteren den Vorteil der leichten
Manipulierbarkeit und die Mdglichkeit der Einflhrung von Indikatormutationen. So wurde
durch Frau Prof. Dr. Wiesmuiller ein Testsystem fur die quantitative Erfassung homologer
Rekombinationsraten zwischen SV40-Chromosomen etabliert, welches auf der Koinfektion
von Affennierenzellen mit zwei SV40-Virionen basiert, welche Punktmutationen in einem flr
die Hullproteine kodierenden Gen, VP1, an zwei verschiedenen Stellen tragen (Wiesmdller et
al., 1996). Diese Punktmutationen fiihren jeweils zur Expression eines temperatursensitiven
VP1-Proteins (Ng et al., 1985) und lassen sich nicht in frans komplementieren. So kénnen
Viren lediglich bei der permissiven Temperatur von 32°C produziert werden, nicht jedoch bei
der restriktiven Temperatur von 39°C, bei der das VP1-Protein in einer Konformation vorliegt,
die keine Bildung von Viruspartikeln erlaubt. Nach Koinfektion von Affennierenzellen kénnen
die beiden Mutantenviren durch homologe Rekombination zur Rekonstitution von SV40-
Wildtyp flhren. Durch die Expression des Wildtyp-VP7 kdnnen nun bei der restriktiven
Temperatur von 39°C wieder infektése Wildtypviruspartikel gebildet werden, die im sog.
Plaque-Assay bei der restriktiven Temperatur nachgewiesen werden konnen. Dieser
Virusnachweis beruht darauf, dass SV40-Wildtypviren Affennierenzellen der Griinen
Meerkatze (CV1) lysieren. Aufgrund ihrer Mobilitatseinschrankung durch eine
Softagarbeschichtung kénnen die so freigesetzten Viren lediglich die direkt angrenzenden
Zellen infizieren, wodurch nach 14 Tagen ein stecknadelkopfgroes Loch (Plaque) im

Zellrasen entsteht.

1.1.3.2 Das auf EGFP-Rekonstitution basierende Testsystem
nach Akyiiz et al., 2002

Der Groliteil unseres gegenwartigen Wissens zu genetischen
Rekombinationsereignissen stammt aus Studien in Backerhefe, S. cerevisiae, und anderen
Pilzen einschliel3lich S. pombe. Zur Identifizierung von Rekombinationsereignissen in Hefe
wurden meist Nahrungsmarker benutzt. Es wurde eine grofle Vielfalt an Systemen
entwickelt, um intra- und intergenetische Rekombination in S. cerevisiae und S. pombe. zu
studieren (Fox und Smith, 1998; Osman und Subramani, 1998; Paques und Haber, 1999).
Im Gegensatz zu Hefe ist die homologe Rekombination in somatischen Zellen von
Eukaryonten ein sehr seltenes Ereignis. Fur die Analyse von Rekombinationsereignissen an
definierten chromosomalen Loci in Mammaliazellen und D. melanogaster hat sich der
Einsatz von orts-spezifischen Endonukleasen erfolgreich bewahrt (Jasin, 1996).
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Es ist gut etabliert, dass Doppelstrangbriiche rekombinogen sind. Die Bildung von
Doppelstrangbrichen in vegetativ wachsenden Zellen durch orts-spezifische Endonukleasen
fuhrt zu drastisch ansteigenden Rekombinationsraten. Darlberhinaus verhindert eine
Deletion der meiose-spezifischen Endonuklease SPO1717 in S. cerevisiae oder sein Homolog
in S. pombe (Rec12+) die Entstehung meiotischer Doppelstrangbriiche und verhindert
dadurch die meiotische Rekombination (Cao et al, 1990; Cervantes et al., 2000).
Doppelstrangbriche sind extrem rekombinogen, wie an embryonalen Stammzellen von
Mausen und Hefe durch Manipulation festgestellt wurde. Ein weitverbreitetes System zur
orts-spezifischen Doppelstrangbruchinduktion in S. cerevisiae basiert auf der HO-
Endonuklease, welche eine Zielsequenz von 22 Bp erkennt und normalerweise nur an einer
Stelle im Gesamtgenom von S. cerevisiae schneidet (dem sog. Mating-Type-Lokus) (Paques
und Haber, 1999). Konstrukte, in welchen das HO-Gen mit einem induzierbaren Promotor
fusioniert wurde, erlauben die HO-Expression einfach aufgrund des geeigneten Mediums.
Eine andere, in Mammaliarekombinations-Assays haufig benutzte, Endonuklease ist FScel.
Dieses Enzym wurde erstmals in Mitochondrien der Hefe identifiziert und erkennt eine
Sequenz von 18 Nukleotiden (Plessis et al., 1992), welche im Mammaliagenom nicht
vorkommt. Zum Nachweis der Reparatur spezifischer Doppelstrangbriiche wird die +Scel-
Erkennungssequenz innerhalb eines Selektionsgens (z.B. Neomycin), gen-randstandig oder
an einer definierter Stelle im Genom plaziert. Die Moglichkeit der Einflihrung von
Doppelstrangbriichen an definierten Stellen kann sehr nitzlich sein bei der Erforschung der
Mechanismen der Doppelstrangbruchreparatur. In Kombination mit Doppelstrangbruch-
reparatur defizientem Hintergrund, kann die Einflhrung von orts-spezifischen
Doppelstrangbriichen  zur  Erforschung der Rolle  bestimmter Gene  der

Doppelstrangbruchreparatur ausgenutzt werden.
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Abb. 3: Prinzip des auf EGFP-Rekonstitution entwickelten Testsystems. Die Rekombinationssubstrate
wurden in gleicher Orientierung auf dem retroviralen Vektor p5N-M kloniert. Nach Initierung der
Rekombination durch die Expression von I-Scel und Restriktion an der I-Scel-Erkennungssequenz im
Rekombinationsakzeptor(AEGFP) kommt es zur Rekonstitution des WtEGFP-Gens durch homologe
Rekombination und im Ergebnis fluoreszieren Zellen grin. Die Rekombinationsraten werden
errechnet, indem die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen mit Hilfe des FACScan bestimmt werden.

1.2 Der Tumorsuppressor p53 —,,Wachter des Genoms*

Die Notwendigkeit der Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitdt fur die
Vermeidung von Krebs wird besonders deutlich am Beispiel des Tumorsuppressorproteins
p53, welches in 50-60% aller Krebsarten durch Mutation bzw. Deletetion der beiden Allele
ausgeschaltet ist (Lane, 1992). P53 wurde bereits frih als Element der Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitdt erkannt, da in Zellen, in denen der Tumorsuppressor p53
ausgeschaltet wurde, chromosomale Aberrationen gehauft auftreten (Vogelstein et al.,
1993).

DNA-Schaden und hierbei insbesondere DNA-Doppelstrangbriiche flihren zur
Akkumulation und zur Aktivierung von p53 als transkriptioneller Transaktivator (Siegel et al.,

1995; Lutzker und Levine, 1996). Je nach Ausmall des DNA-Schadens wird dadurch
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entweder ein Wachstumsstop in der Zellzyklusphase G1, also vor der Verdopplung des
Genoms durch DNA-Replikation, eingeleitet oder das zelleigene Selbstmordprogramm, die
Apoptose, wird induziert (Jacks und Weinberg, 1996). Hierbei fuhrt die Aktivierung von p53
zur transkriptionellen Aktivierung von p53-Zielgenen, wie z.B. von p21"*"“?" (E|-Deiry et al.,
1993), dessen Genprodukt als Inhibitor von zellzyklusstadien-spezifischen zyklin-abhangigen
Kinasen G1-Arrest auslést. So wird der Zelle genlgend Zeit gegeben, die entstandenen
Schaden zu beheben, bevor diese durch DNA-Replikation manifestiert wirden. Bei
irreparabler DNA-Schadigung 16st p53 in bestimmten Zelltypen Uber die Vermittlung von pro-
apoptotischen p53-Zielgenen wie z.B. Bax, den aktiven Zelltod, die Apoptose, aus (Gottlieb
und Oren, 1996; Levine, 1997).

Einige Berichte zeigten jedoch, dass die Transaktivatorfunktion von p53 seine
Tumorsuppressorfunktion nicht vollstéandig erklaren kann. Darauf deutete die Beobachtung,
dass der Ausfall des p53-Gens in p53-Null-Mausen zu einer massiven Tumorinzidenz flhrte,
so dass die meisten p53-Null-Mause nach wenigen Monaten an multiplen Tumoren starben
(Levine, 1997). Demgegentber zeigen Knockout -Mause, denen das zentrale p53-Zielgen
p21"eCPT fehlt, im Vergleich zu normalen Mausen keine erhdhte Anfélligkeit fiir Tumoren
(Deng et al., 1995). Auch die Reprimierung der p53-abhangigen Apoptose durch den
Inhibitor PFTa (Pifithrin o) flhrte zu keiner Steigerung der Tumorinzidenz (Komarov et al.,
1999). In der Tat wurde wahrend der letzten Jahre aus mehreren Laboratorien kerichtet,
dass p53 Uber seine wachstums-regulatorische Funktion hinaus, biochemische Aktivitaten
auslbt, welche auf eine aktive Teilnahme bei Replikations- oder/und Reparaturprozessen
hindeuten (zusammengefal’t in Janus et al., 1999a). So kann p53 kurze DNA-Einzelstrange
rehybridisieren (Oberosler et al., 1993; Bakalkin et al., 1994, Brain und Jenkins, 1994) und
DNA-Schaden artige Ubergénge zwischen einzel- und doppelstrangiger DNA erkennen (Lee
et al., 1995; Reed et al., 1995; Levine, 1997). Es besitzt eine Exonukleaseaktivitat, durch die
es DNA-Einzelstrange vom 3" zum 5°-Ende hin abbauen kann (Mummenbrauer et al., 1996).
Zudem bindet p53 zahlreiche Faktoren der DNA-Replikation und Reparatur, so das
Einzelstrangbindeprotein RPA, die Helikasen XPB und XPD, welche Funktionen bei der
Nukleotid-Exzisionsreparatur austben, die zentrale Strangtransferase hRad51 (Stirzbecher
et al., 1996), welche ein Homolog des bakteriellen RecA-Proteins darstellt, und die Rad51-
Bindeproteine BRCA1 (Ouchi et al., 1998, Zhang et al., 1998) und BLM (Wang et al., 2001).
Verschiedene Studien deuten auf eine Rolle von p53 bei der Nukleotid-Exzisionreparatur
(NER) moglicherweise uber Wechselwirkungen mit der Helikaseuntereinheit des dualen
Transkriptions-/ NER-Faktors TFIIH (Smith et al., 1995; Wang et al., 1995; Leveillard et al.,
1996; Mirzayans et al., 1996; Ford und Hanawalt, 1997). Doch seitdem beobachtet wurde,
dass p53 das Gen des NER-Faktors p48 anschaltet, scheint eine direkte, molekulare
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Wechselwirkung als NER-stimulierender Mechanismus eher unwahrscheinlich (McKay et al.,
1999).

Der gegenwartige Wissensstand zum Tumorsuppressor p53 bezlglich der
funktionellen Domanen, der posttranslationalen Modifikationen und Wechselwirkungen mit
anderen Proteinen ist in Abb. 4 zusammengefalit.

(DMA-PR) CHK1

CAK HIF'I{?
i mcm{z 3aK PCAF  p300 s:.mcrr R
posttranslationale ck1 ATR M pis™ arg” 'I'AF .l K COPS CDK  PKE PKC p300 sFACTICKE
e 9@@@@@ ® OREBO0n®
2 e :d_,. e g o -\-\-\':\.\_:\-"'\- - h._.._,_‘q_:,“\ L \
konservierte
Regionen
i 1 | | |
50 100 150 200 250 300 350 FE3 AS
funktionelle I 022527 [71.356)
Domanen Tran saktivi ereng saquenzsparfcche DNA-Bindung Chigomerisierung
Erken nung von Heteroduplices e
3-=5-Exonukleaze MLS1
{63393}
regulatorische Domane
Eir dung ven Fehipsaringen
. aTrerrre— wrarrerer—
Protein- FhL TOFOI TOROE, WRN, SUMD
Wechselwirkungen RPA L -
FHD: TER B SIS oy CHKlI, TFiH: PO

TAF 40, TAF BQ R end 51 Edori CsB

TFHH: g2

5 ] ¥ e —

Pl 5440 T-Antigen RPa, TRIH: XFB

AE1B-53kD BRCAT, RADS

HEx

Abb. 4: Charakterisierung des Tumorsuppressors p53. Die romischen Ziffern kennzeichnen
phylogenetisch konservierte Sequenzen. Phosphorylierungsstellen sind mit P, Acetylierungsstellen mit
Ac und die Sumoylierungsstelle mit Su angegeben. Kurzbezeichnungen sind dem
Abkurzungsverzeichnis bzw. der Beschreibung im nachfolgenden Text zu entnehmen.

Die drei funktionellen Hauptdomanen des Proteins — eine saure N-terminale Domane,
eine zentrale Kern (Core)-Domane und eine basische C-terminale Doméane - zeigen eine
Vielzahl biochemischer Aktivitaten. In der zentralen, hydrophoben Domane, welche die
sequenzspezifische DNA-Bindungsregion (El-Deiry et al., 1992; Bargonetti et al., 1993) und
die 3’->5"-Exonukleaseaktivitdt (Mummenbrauer et al., 1996) beherbergt, wurden die
meisten Mutationen in menschlichen Tumoren nachgewiesen (Hollstein et al., 1991; Levine
et al., 1991) (s. Abb. 5). Besonders haufig wurden Mutationen an den Aminosauren 175, 248
und 273, den sog. Hotspots, beobachtet (Deppert et al., 1994; Donehower & Bradley, 1993).
Uber die Core-Doméne kann p53 mit dem groRen SV40 T-Antigen (T-Ag) interagieren, was
einst zu seiner Entdeckung fluhrte (Lane und Crawford, 1979). Neuere Beobachtungen
fuhrten zu der Erkenntnis, dass diese Region mit dem PML (promyelozytare Leukamie)-
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Protein wechselwirkt, was offensichtlich fir die Stabilisierung des p53-Proteins von
Bedeutung ist (Ryan et al, 2001). PML, ein Ringfingerprotein, kommt ubiqutér in
Saugerzellen vor und bildet mit anderen Proteinen Komplexe, de sog. Nuclear Bodies, zu
denen es auch p53 rekrutiert (Ferbeyre et al., 2000; Fogal et al., 2000). Es wirkt als negativer
Wachstumsregulator, der in der Lage ist, einen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus,
Seneszenz und Apoptose auszulésen (Strudwick und Borden, 2002). Der Verlust des PML
fihrt in der Zelle zur Beeintrachtigung der p53-Stabilisierung und stellt somit einen p53

regulatorisch vorgeschalteten Faktor dar (Ryan et al., 2001).

Die saure, Nterminale Doméane wird auch als Transaktivatordomane beschrieben.
Sie rekrutiert Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie, wie TFIIH und TBP-
assoziierte Faktoren, wodurch die Expression bestimmter Zielgene aktiviert wird (Prives und
Hall, 1999). Der N-Terminus ist desweiteren an der Regulierung der Aktivitat und Stabilitat
des p53-Proteins beteiligt. Das Protein MDM2, welches selbst durch p53-vermittelte
Transaktivierung exprimiert wird, blockiert durch Bindung des N-Terminus von p53 dessen
Transaktivatorfunktion (Brown et al., 1993; Chen et al.,, 1993), ein Mechanismus, der auch
als negativer Feedback-Loop bezeichnet wird. MDM2 verhindert nicht nur den Kontakt von
p53 zur Transkriptionsmaschinerie, sondern initiiert auch dessen Degradation Uber das
Ubiquitin-Proteasomen-System (Wu et al., 1993; Nakamura et al., 2000). Bindet dagegen
p19 ARF (das Produkt des Tumorsuppressorgens ARF) an MDM2, fihrt dies zur
Stabilisierung von p53 (Ryan et al.,, 2001). Die Phosphorylierung von Ser15, Thr18 und
Ser20 fuhrt ebenfalls zu einer Stabilisierung und einer Erhéhung der p53-Konzentration, weil
diese die Wechselwirkung von p53 mit MDM2 unterbinden (Shieh et al., 1999; 2000; Chehab
et al., 2000; Hirao et al., 2000; Sakaguchi et al., 2000).

Der basische C-Terminus Ubt vorwiegend regulatorische Funktionen aus (Prives und
Hall, 1999). Besonders bedeutsam fir die p53-Funktion ist die hier gelegene
Oligomerisierungsdomane, welche die Tetramerisierung des Proteins erlaubt und neben der
sequenzspezifischen Bindung fur die Auslbung der Transaktivatorfunktion essentiell ist
(Sturzbecher et al., 1992; Prive und Hall, 1999). Die Tetramerisierung wird stabilisiert Uber
Phosphorylierung an Ser392 durch CK2 und destabilisiert durch Cdk2/ZyklinB und
Cdk2/ZyklinA (Liang und Clarke, 2001). Zur Stabilisierung tragt auch die Acetylierung von C-
terminalen Lysinresten durch Histon-Acetyltransferasen wie p300/CBP und pCAF bei (Ryan
et al., 2001). Desweiteren liegen in der C-terminalen Doméane drei Kernlokalisationssignale
(NLS) und ein Kernexportsignal (NES) (Shaulsky et al., 1990; Liang und Clarke, 2001). Der
aulersten C-Terminus kann unspezifisch DNA (auch einzelstrangige) und RNA binden
(Steinmeyer und Deppert, 1988; Bakalkin et al., 1995) und regulatorisch auf die
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sequenzspezifische DNA-Bindung und Exonukleaseaktivitat von p53 EinfluR nehmen (Hupp
et al., 1993; Janus et al., 1999b).

Mutationshiufigh siten

PA3-Hodan

Abb. 5: Mutationshaufigkeiten von p53 in humanen Tumoren. Der graphischen Darstellung sind die
Mutationshaufigkeiten einzelner Aminosduren von p53 bei Krebspatienten zu entnehmen. Auffallig ist
die Lokalisierung der Akkumulation der Mutationen einschlieBlich der sog. Hotspots, welche sich auf
die zentrale Doméane und insbesondere die darin enthaltenen phylogenetisch stark konservierten
Regionen konzentriert. Die Darstellung wurde der aktuellen Datenbank von T. Soussi, Mai 2003
entnommen.

Die homologe Rekombination kann zu gefahrlichen Genom-Rearrangements flihren,
wenn nicht perfekt homologe Regionen beteiligt sind. Fehlerhafte Austauschereignisse
verursachen Deletionen, Duplikationen, Verklrzungen und Ausweitungen von
Wiederholungssequenzen (zusammengefallt in Belmaaza und Chartrand, 1994), welche zur
Entwicklung von Tumoren flhren kénnen. Es wurde gezeigt, dass die Aktivitat des
Mismatch-Reparatursystems Rekombination zwischen divergierenden Sequenzen inhibiert
(zusammengefal’t in Modrich und Lahue, 1996). In friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Dr. Wiesmiiller zeigte sich, dass p53 ein Schlisselfaktor eines &hnlichen
Kontrollprozesses ist, welcher die Genauigkeit der Rekombination gewahrleistet
(Dudenhdffer et al., 1998). Danach kann p53 die homologe Rekombination in Primatenzellen
besonders stark inhibieren, wenn A/G- und C/T-Fehlpaarungen an den nach
Strangaustausch generierten Heteroduplicies entstehen. Zudem zeigt p53 in vitro hohe
Bindungsaffinitaten fur 3-strangige Rekombinationsintermediate, besonders wenn diese die
beschriebenen Fehlpaarungen enthalten. Fur die Funktion von p53 bei der Kontrolle der

Rekombination ist sowohl die zentrale DNA-Bindungsdomane (Vogelstein und Kinzler, 1993;
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Cho et al., 1994; Mummenbrauer et al., 1996; Dudenhoffer et al., 1999; Janus et al., 1999b)
als auch die cterminale Oligomerisierungsdomane essentiell (Stlrzbecher et al., 1992;
Wang et al., 1993, 1994; Watermann et al, 1995). Der extreme C-Terminus, welcher
unspezifische DNA-Bindung, Rehybridisierung und Strangtransferaktivitaten ausfihrt, ist fur
die Rekombinationssuppression und die Bindung an 3-stréangige Verbindungs-DNA durch
p53 entbehrlich, vermittelt aber die Stimulierung der Basalaktivitdt durch
Basenfehlpaarungen.

Spontane Doppelstrangbriiche kénnen durch Metabolisierung der DNA entstehen und
treten daher mit einer hohen Haufigkeit auf. Darlber hinaus verursachen auch kosmische
Strahlung und freie Radikale Doppelstrangbriiche. 1000 bis 10.000 p53-
Tumorsuppressormolekiile sind in menschlichen Zellen standig verfligbar (Oren et al., 1981;
Patschinsky und Deppert, 1990), um bei der Reparatur spontan auftretender DNA-Briiche
durch Rekombinationsprozesse mitzuwirken. Hierbei scheint p53 keinen enzymatischen
Bestandteil der Reparaturmaschinerie selbst darzustellen, sondern fiir die Qualitatskontrolle
der Ausbesserungsarbeiten verantwortlich zu sein. Diese Qualitatskontrolle des
letztmdglichen korrekten Reparaturmechanismus, den die Zelle flr Doppelstrangbriiche zur
Verfligung hat, ist enorm wichtig, da ohne diesen Mechanismus nicht oder fehlerhaft

reparierte DNA bei der nachsten Zellteilung weitergegeben wiirde.

1.3 Die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1)

Vor uber 2 Milliarden Jahren, brachten anaerobe Einzeller Eukaryonten hervor, u.a.
durch Inkorporierung eines Vorgangers des Mitochondriums in ihr Zytoplasma. Trotz des
Triumphes Uber diesen symbiontischen Schritt beherbergen Mitochondrien ein Repertoire an
Molekulen, welche Zellsuizid, die sog. Apoptose, auslésen. Diese Molekule mogen fur das
Uberleben des mitochondrialen Vorfahren, des Protomitochondrions essentiell gewesen sein
(James und Green, 2002). Die Identitat und Aktivierungsmechanismen dieser, den Zelltod
induzierenden Mitspieler, kennenzulernen, ist eine dringende Herausforderung fur die
Biologen und sollte die Entdeckung neuer therapeutischer Moglichkeiten fur die Behandlung
verschiedener humaner Erkrankungen hervor bringen (Nicholson, 2000; Reed, 2001). In
diesem Zusammenhang steht eine der jlungsten Entdeckungen: Die Freisetzung des
wirkungsvollen mitochondrialen Zytotoxins AlF, welches zum apoptotischen Zelltod flhrt,
ausgeldst durch die Aktivierung des nukledren Enzyms Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase-1
(PARP-1) (Yu et al., 2002).

Die Entdeckung, dass es moglich ist, den Zelltod durch Inhibitoren der PARP-1 oder
durch Deletion des Parp-1-Gens zu unterdrlicken, loste ein explosionsartiges Interesse am
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Prozess der Poly(ADP-Ribosy)lierung aus. Insbesondere der Befund, dass die
Unterdrickung von PARP-1 vor Ischemia, Entztindung, Diabetes und septischem Schock in
Tiermodellen dieser Krankheiten schutzen kann, erregte groles Aufsehen (Simbulan-
Rosenthal et al., 1998; Scovassi und Poirier, 1999; Chiarugi, 2002).

Das humane PARP-1-Protein (Abb. 6) erstreckt sich Uber 1014 AS und besitzt drei
funktionelle Hauptdoménen: eine Nterminale DNA-Bindungsdoméane (DBD) mit zwei Zink-
Fingern (FI und FIl), welche als molekularer Strangbruchsensor agieren und auch mit
Proteinpartnern interagieren; eine zentrale Automodifikationsdomane, welche die Auto-
Poly(ADP-Ribosylierungs)-Stellen enthalt (Uchida et al., 1993), tber welche die PARP-DNA-
Interaktionen reguliert werden, diese enthalt auch ein BRCT-Motiv fir Protein-Protein-
Wechselwirkungen, und eine C-terminale katalytische Domane, welche die Strangbruch
abhangige Poly(ADP-Ribose)-Synthese einleitet (zusammengefal’t in de Murcia und
Menissier-de Murcia, 1994). Die katalytische Domane enthalt eine Donor-Stelle (Bindung von
NAD") und eine Akzeptor-Stelle (Polymerbindung). Die Enzymstruktur ist der von bakteriellen
ADP-ribosylierenden  Toxinen (z.B. Diphterietoxin, welche den eukaryontischen
Elongationsfaktor eEF2 inaktiviert) verwandt, unterscheidet sich aber von diesen durch eine
zusatzliche a-Helix, welche die Bindung an geschadigte DNA ermdglicht (Ruf et al., 1996;
1998). Desweiteren enthalt die PARP-1 ein bipartielles nukledres Lokalisationssignal (NLS),

welches durch eine Caspase 3-Schnittstelle unterbrochen ist.
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Abb. 6: PARP-1, Struktur und Poly(ADP-Ribosylierungs)-Partner. Die schematische Darstellung gibt
einen Uberblick zu den funktionellen Domanen der PARP-1, sowie den Proteinen, mit denen das

PARP-1-Protein interagiert. Detailierte Beschreibung siehe Text.
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PARP-1 wird im Nukleus stark exprimiert mit ungefahr einem Molekul pro 1000 Bp.
PARP-1 katalysiert die Transformation von [-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD®) in

Nikotinamid und Poly(ADP-Ribose). Unter homeostatischen Bedingungen nimmt PARP-1 an
der Genomreparatur, DNA-Replikation und der Regulierung der Transkription teil (D’Amours
et al, 1999). Als Antwort auf Stress, der toxisch fur das Genom ist, steigt die PARP-1-
Aktivitat stark an, was offenbar wichtig fur die Aufrechterhaltung der genomischen Integritat
ist (Shall und Murcia, 2000). Massive PARP-1-Aktivierung kann zur Erschépfung des Pools
an NAD" und ATP in der Zelle fiihren, was letzlich eine Energieentleerung und den Tod der
Zelle durch Nekrose nach sich zieht (Ha und Snyder, 2000). PARP-1 bindet schnell und
unspezifisch an ssDNA- und dsDNA-Briiche [aber auch andere DNA-Arten, wie Kreuz-
Strukturen (Sastry und Kun, 1990), Matrix-Attachment-Sequenzen (Galande und Kohwi-
Shigematsu, 1999), zentromere Alpha-Satellitten-DNA (Earle et al., 2000), Enhancer wie
TEF-1 (Butler und Ordahl, 1999), sowie Promotoren z.B. von der induzierbaren NO-
Synthase], wobei durch diese DNA-Schadensbindung die katalytische Aktivitat der PARP-1
um mehr als zwei GréRenordnungen ansteigen kann (Althaus und Richter, 1987; Oei et al.,
1997; de Murcia et al., 1998; D"’Amours et al., 1999; Shall und de Murcia, 2000; Herceg und
Wang, 2001). Daraufhin katalysiert das Enzym die kovalente Bindung von Poly(ADP-
Ribose)-Ketten an Zielproteine. Mehr als 30 nukleare Proteine wurden bisher als Poly(ADP-
Ribose)-Akzeptoren identifiziert, u.a. Histone, Topoisomerase | und Il, DNA-PKcs, p53 und
PARP-1 via seine Automodifikationsdomane selber (Le Rhun et al., 1998). Erst kirzlich
wurden Poly(ADP-Ribose)-Bindungsdoméanen in den folgenden Proteinen nachgewiesen:
p21WAFTCPT - MSH6, DNA-Ligase Ill, XRCC1, DNA-Polymerase ¢, Ku70, NF-kB, iNOS,
caspase-aktivierte DNase und Telomerase (Pleschke et al., 2000). Zudem wurde innerhalb
dieser Proteine eine Uberlappung des Poly(ADP-Ribose)-Bindungsmotiv mit fiinf wichtigen
funktionellen Doménen festgestellt, die verantwortlich sind fir (i) Protein-Protein-
Wechselwirkungen, (ii) DNA-Bindung, (iii) nukleare Lokalisation, (iv) nuklearer Export und (v)
Proteindegradation. Somit scheint die PARP-1 und ihre zunehmend wachsende Familie die
Domanenfunktionen speziell von Signalnetzwerkproteinen via Poly(ADP-Ribosylierung) zu
regulieren. Noch vor Kurzem wurden Poly(ADP-Ribosylierungs)-Prozesse generell der
PARP-1 (friher PARP) zugeschrieben bis sich herausstellte, dass Pflanzen mehr als ein
PARP-Protein haben. Zwei Pflanzen-PARPs wurden 1998 kloniert und identifiziert, als
PARP-1 und PARP-2 identifiziert (Babiychuk et al., 1998). Diese Entdeckungen flhrten im
folgenden zur Identifizierung mehrerer neuer PARP-Gene in S&ugern (PARP-3;
Vparp/PARP-4, Tankyrase/PARP-5, Tankyrase2, PARP-6, PARP-7).
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Da Poly(ADP-Ribosylierugs)-Reaktionen im Kern eine derart bedeutende Rolle
zukommt, soll abschlieRend der Metabolismus der Poly(ADP-Ribose) in vivo naher
beleuchtet werden. Die Synthese von Poly(ADP-Ribose) erfordert drei verschiedene
Enzymaktivitaten [Initiation oder Mono(ADP-Ribosylierung) des Substrates, Elongation des
Polymers und Verzweigung], welche alle durch die PARP-1 ausgefiihrt werden kénnen und
welche durch ihre anabole Aktivitat fur die Poly(ADP-Ribosylierung) in lebenden Zellen
hauptverantwortlich ist (Althaus und Richter, 1987; Shieh et al., 1998).

Das konstitutive Vorkommen von (ADP-Ribose)-Polymeren ist in unstimulierten Zellen
sehr gering (Ferro und Oppenheimer, 1978; Benjamin und Gill, 1980; Wielckens et al., 1983;
Kreimeyer et al., 1984). In Abwesenheit eines DNA-Schadens wurde die Mehrheit der ADP-
Ribose-Einheiten an Akzeptorproteinen als Mono- oder Oligo(ADP-Ribose) gefunden (Ferro
und Oppenheimer, 1978; Benjamin und Gill, 1980). Diese unterscheiden sich qualitativ von
nach DNA-Schaden synthetisierten polymeren ADP-Ribosen (Alvarez-Gonzales und
Jacobson, 1987), welche zudem deutlich langsamer degradiert werden (Halbwertzeit von 7,7
h verglichen mit <1min) (Wielckens et al., 1983; Kreimeyer et al., 1984; Alvarez-Gonzales
und Althaus, 1989). In Gegenwart von DNA-Strangbriichen wird die PARP-1-Aktivitat (durch
Bindung an Strangbriiche) 10-500fach stimuliert (Wielckens et al., 1983; Alvarez-Gonzales
und Althaus, 1989; Simonin et al, 1993), wahrend das =zellulare NAD *-Niveau
korrespondierend sinkt (Singh et al., 1985). In lebenden Zellen ist die Poly(ADP-Ribose)-
Synthese direkt proportional zur Anzahl der Einzel- bzw. Doppelstrangbriiche, die in der
genomischen DNA auftauchen (Althaus und Richter, 1987). Sowohl konstitutive als auch
aktivierte Raten der (ADP-Ribose)-Polymere sind Funktionen der NAD*-Konzentration der
Zelle (Ferro und Olivera, 1982; Coppola et al., 1995).

Die Degradation der (ADP-Ribose)-Polymere erfolgt in vivo schnell durch die
Poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolase (PARG) mit ihrer Exo- (Miwa et al, 1974) und
Endoglycosidase-Aktivitat (Ikejima und Gill, 1988). Der Katabolismus der Poly(ADP-Ribose)
ist eine Funktion seiner eigenen zelluldaren Konzentration (Alvarez-Gonzales und Althaus,
1989), wobei beobachtet wurde, dass eine effiziente Aktivierung der PARG in vivo eine
Mindestkonzentration von (ADP-Ribose)-Polymeren von >5uM erfordert (Alvarez-Gonzales
und Althaus, 1989). Dieser Aktionsmodus der PARG mag die in vivo sehr kurze
Halbwertszeit der Polymere wahrend des Vorliegens eines DNA-Schadens (<1min)
gegenuber der wesentlich langeren der (konstitutiven) Polymere in unstimulierten Zellen
erklaren (Wielckens et al., 1982; Alvarez-Gonzales und Althaus, 1989; Malanga und Althaus,
1994). Zudem werden verzweigte und kurze Polymere langsamer degradiert als lange und
lineare (Hatakeyama et al, 1996; Malanga und Althaus, 1994). Diese Bevorzugung
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bestimmter Typen von (ADP-Ribose)-Ketten kdnnte auch die biphasische Degradation der
Polymere in vivo und die Existenz zweier unterschiedlicher Polymer-Populationen (mit
verschiedenen Halbwertszeiten) nach DNA-Schadigung erklaren. Wielckens et al.
(Wielckens et al., 1982) bestimmte die Halbwertszeit der langlebigen Polymer-Population mit

ungefahr 6 min in Zellen, die durch Dimethyl-Sulfat geschadigt wurden.

Zur Ablosung der letzten (ADP-Ribose)-Einheit vom Akzeptor-Protein bedarf es
eines weiteren Enzyms, der (ADP-Ribosyl)-Protein-Lyase (Okayama et al., 1978; Oka et al.,
1984). Dies scheint der wichtigste regulatorische Schritt im Polymer-Katabolismus zu sein
(Wielckens et al., 1982). Es wurde beobachtet, dass nach DNA-Schadigung (Chemikalien)
die Menge an Mono(ADP-Ribose)-Addukten im Nukleus um das 9fache stiegt, wahrend sie
im Zytoplasma unverandert blieb (Hilz et al., 1982). Die Halbwertszeit dieser Mono(ADP-
Ribose)-Addukte ist mit 810 min sogar langer als die der (ADP-Ribose)-Ketten (<1-6 min)
und ihre Existenz ist offensichtlich abhangig vom Vorhandensein von DNA-Strangbriichen.
Freie Mono(ADP-Ribose)-Einheiten werden katabolisiert zu AMP und Ribose-5-Phosphat
durch (ADP-Ribose)-Pyrophosphatasen (Miro et al., 1989; Fernandez et al., 1996) oder
kénnen auch Mono(ADP-Ribose)-Proteinaddukte durch nicht-enzymatische Mechanismen

(Glycosylierung oder Glycoxidation) bilden (Cervantes-Laurean et al., 1993; 1996).

14 Problemstellung

Instabilitdten im genetischen Material der Korperzellen kdnnen zur Entwicklung
hyperproliferativer Zellpopulationen bis hin zum Tumor und zur Metastasierung fihren, wenn
im Verlauf dieses Mehrstufenprozesses Onkogene aktiviert oder Tumorsuppressoren
inaktiviert werden. Da die zellulare DNA permanent den Angriffen von ionisierender und UV-
Strahlung, Sauerstoffradikalen, chemischen Mutagenen und Viren ausgesetzt ist, missen
komplexe Uberwachungs- und Reparatursysteme die Integritit des Genoms
aufrechterhalten. Nach dem Auftauchen von Schaden im Genom (bt das Protein p53
multiple Funktionen als Regulator von Wachstum, Apoptose und DNA-Reparatur aus, welche
in der Summe seine universelle Rolle als Tumorsuppressor erklaren. 1000 bis 10.000 p53-
Molekile sind in menschlichen Zellen stéandig verfliigbar, um bei der Reparatur spontan
auftretender DNA-Briiche durch Rekombinationsprozesse mitzuwirken. Hierbei scheint p53
keinen enzymatischen Bestandteil der Reparaturmaschinerie selbst darzustellen, sondern fiir
die Qualitatskontrolle der Ausbesserungsarbeiten verantwortlich zu sein. Darlberhinaus
konnte gezeigt werden, dass p53 homologe Rekombinationsprozesse unabhangig von

seiner Transaktivierungs- und Wachstumskontrollfunktion reguliert.
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141 Analyse der Interaktionen zwischen hRad51 und p53 bei

Teilprozessen der Rekombination

Der Prozel3 der homologen Rekombination an DNA-Substraten mit Einzel- oder
Doppelstrangbrtichen verlauft Gber mehrere Stufen (Erzeugung von ungepaarten Bereichen,
homologe Paarung und  Strangaustausch, Branch-Migration,  Auflésung des
Rekombinationsintermediates) unter Beteiligung zahlreicher Enzymaktivitaten (DNA-
Helikasen oder Exonukleasen, DNA-Paarungs- und Strangtransferfaktoren, Einzelstrang-
Bindeproteine, Holliday-Junction spezifische Helikasen und Endonukleasen, Ligasen und
Polymerasen). Zu Beginn dieser Arbeit existierten Hinweise dafir, dass der
Tumorsuppressor p53 auf der Stufe des DNA-Strangtransfers Genauigkeitskontrolle an neu
gebildeten Heteroduplices in Abhangigkeit bestimmter Basen-Fehlpaarungs-Typen ausubt.
Auf dieser Stufe fuhrt hRad51 die zentrale Funktion der DNA-Strangtransferase aus. So war
es naheliegend, eine funktionelle Wechselwirkung zwischen p53 und hRad51 beim

eigentlichen Strangaustauschprozef’ zu vermuten.

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, unter Anwendung biochemischer
Analyseverfahren zu zeigen, dass p53 und die Rekombinase Rad51 an rekombinativen
DNA-Strukturen physikalisch und funktionell miteinander wechselwirken. In diese
Untersuchungen sollte die bei Krebspatienten am zweithaufigsten beobachtete p53-Mutante
p53(273H) einbezogen werden, wodurch zur Klarung der Ursachen des DNA-
Reparaturdefektes dieser Mutante und demzufolge auch seiner kanzerogenen Wirkung

beigetragen werden sollte.

Es wurde angestrebt, die Hypothese zu Uberprifen, ob p53 gerade entstehende
Heteroduplices auf Anwesenheit von Basen-Fehlpaarungen durchsucht, in engem Kontakt
zur initialen Strangtransferase hRad51. Dafiir mufite durch Anwendung geeigneter
Testsysteme geklart werden, ob p53 den Strangtransfer durch Rad51 beeinflufdt.
Desweiteren war geplant, eine mdgliche Verbindung zwischen p53-abhangiger Regulation
von Rekombinationsprozessen und exonukleolytischem Angriff der DNA zu analysieren. Mit
Hilfe von Wtp53- oder mutantem p53(273H)-Protein sollte in Anwesenheit von hRad51 die
Nukleaseaktivitdt wahrend Strangtransferreaktionen und die Komplexbildung an DNA-

Rekombinationsintermediaten untersucht werden.

Um den Mechanismus der regulierenden Wirkung von p53 bei der homologen
Rekombination weiter aufzuklaren, sollten nicht nur die rekombinations-relevanten

biochemischen Aktivitdten der Mutante p53(273H), sondern auch die einer
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Oligomerisierungsmutante im Vergleich zu denen von Wtp53 untersucht werden. Hierzu war
vorgesehen, die Proteine in Insektenzellen nach Infektion mit rekombinanten Baculoviren
Uberzuexprimieren und sie anschlieBend chromatographisch aufzureinigen und fir die

enzymologischen Tests einzusetzen.

1.4.2 Studien zur Potentiellen Kooperation zwischen PARP-1 und p53

bei der Kontrolle von DNA-Austauschprozessen

Der durch DNA-Schaden initiierte Signaltransduktionsweg beinhaltet schadens-
induzierbare Kinasen, Acetylasen und mdglicherweise auch die Poly(ADP-Phosphoribosyl)-
Transferase-1 (PARP-1). Bislang ist nichts darlber bekannt, ob p53-vermittelte
Rekombinationskontrolle von diesem Signalweg gesteuert wird. Deswegen wurde geplant,
den EinfluR des DNA-Strangbruchsensors PARP-1 auf die rekombinations-regulatorischen
Funktionen von p53 zu analysieren.

Um mdgliche Steuerprozesse der p53-abhangigen Rekombinationskontrolle durch
PARP aufzudecken, sollte PARP-1 funktionell in Zellen mit unterschiedlichem p53-Status
aktiviert und inaktiviert werden. PARP-1 ist in Saugerzellen an der Aufrechterhaltung der
Genomstabilitat beteiligt, weshalb PARP-1 konditional an- und ausgeschaltet werden sollte,
um unvorhergesehene Anderungen des genetischen Hintergrundes durch konstitutive
Expression zu vermeiden. Fir die Inaktivierung wurde eine dominant negative Variante des
PARP-Proteins angewandt, namlich die DNA-Binde-Domane, welche nicht mehr zur Poly-
ADP-Ribosylierung befahigt ist und der Wildtyp Form von PARP-1 den Zugang zu DNA-
Briichen versperrt.

Zur Aufklarung der Bedeutung der Detektion von DNA-Strangbriichen und der
Weiterleitung Uber das Enzym PARP-1 fur die Kontrolle von DNA-Austauschprozessen durch
p53 in gezielt veranderten zellularen Systemen stehen Rekombinations-Testsysteme zur
Verfigung, welche Rekombinationsmessungen basierend auf SV40-Viren bzw.

Fluoreszenzsignalen ermoglichen.
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2.1 Material

2. Material und Methoden

211 Chemikalien, Biochemikalien und Radiochemikalien

Es wurden handelsubliche Chemikalien in Analysenqualitdt der Firmen Biorad

(Mdnchen), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Minchen) und Sigma (Minchen)

bezogen. Spezielle (Bio-) Chemikalien wurden von folgenden Firmen verwendet:

B-Mercaptoethanol
+-P-ATP
2P_ortho-Phosphat

Acrylamid/Bis Solution (19:1) 40% (w/v)

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Aprotinin (Produktname: Trasylol)
ATP

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast-Extract
Bromphenolblau

BSA

Coomassie Brillant Blue R-250
Coomassie Brillant Blue G-250
DAPI

DEAE-Bio-Gel “A-Gel

DMEM (Isoleucinfrei)
DMEM

DMEM (Isoleucinfrei)
DNA-Langenmarker 1kb+

DNA-Marker A/Hindlll
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Serva, Heidelberg
Hartmann, Braunschweig

Hartmann, Braunschweig
Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Sigma, Munchen

Merck, Darmstadt
Amersham, Braunschweig
Bayer, Leverkusen
Boehringer, Mannheim
Difco Laboratories, USA
Difco Laboratories, USA
Difco Laboratories, USA
Merck, Darmstadt

New England Biolabs, USA
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Biochrom, Berlin

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Biochrom, Berlin

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

MBFFermentas, St.Leon-Rot



dNTPs

DTE

DTT
ECL-L6ésungen
FCS

FuGENE 6

G418 (Geneticin)

Glutamin

Harnstoff

HCI (6N)

HEPES

Hydroxyapatite Bio-Gel ®°HT-Gel:
Hygromycin B

IPTG

Kanamycin

Leupeptin
Magermilchpulver
Nonidet P40

Norit A

Opti-Freeze®

Pefabloc
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin A

Protein A-Sepharose

Protogel (30% Acrylamid/ 0,8%Bisacrylamid)
Protein G-Sepharose

Protogel (30% Acrylamid/0,8%Bisacrylamid)

Puromycin
Refobacin (Gentamicin)
RPMI 1640

SDS-PAGE Proteinstandard
SOC-Medium

2. Material und Methoden

NEB, Frankfurt/M.

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Roche, Mannheim

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
Pierce, USA

Serva, Heidelberg
BioRad, Minchen

Roche, Mannheim
Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Neuform, Herrenberg
Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt

ICN Biomedicals, USA

Biomol, Hamburg

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Biomol, Hamburg

Pharmacia, Freiburg

National Diagnostics, England
Pharmacia, Freiburg

National Diagnostics, England
(Biozym)

Serva, Heidelberg

Ratiopharm, Ulm

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

BioRad, Minchen

Novagen, England

Super-Signal ULTRA chemiluminescent substrate Pierce, lllinois, USA
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Szintillationsflissigkeit Ultima Gold XR
TALON® Metal Affinity Resin

TEMED

Tetracyclin

Trasylol (Aprotinin)

Tris-HCI

Triton X 100

Trypsin-EDTA-L6sung:

Tween-20:
Vectashield®

Viapur Spullésung Steriles Wasser:

21.2

DE 81-Membran
Dialyseschlauche Visking 8/32
Einfrierréhrchen
Elektroporationsklvetten (0,4 cm)
FACS-R6hrchen PS 12-75
Filterpapier Whatman 3MM
Gewebekulturschalen
Glasfaserfilter

Hybond-C Super (Nitrozellulose)
Hybond-N (Nitrocellulose)
Immobilon-P Membran
Klonierungsringe

Mikrofilter Ultrafree MC 10.000 NMWL
Nucleobond AX500-Saulen
Oxford-Pipetten
Phosphoimager-Screen

Protein Assay-Kit (Bradford)
Rontgenfilm Kodak X-OMAT AR
Rontgenfilm Kodak X-OMAT BMR
Spinnerflaschen

Sterivex (Sterilfilter)

Szintillationsflissigkeit Ultima Gold XR
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Packard, Groningen, Holland
Clontech, USA

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Bayer, Leverkusen

Serva, Heidelberg

Fluka, Neu-Ulm

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Fluka, Neu-Ulm

Vector Laboratories, USA

Baxter, Unterschleisheim

Verbrauchs- und sonstige Materialien

Whatman, Maidstone, England
Serva, Heidelberg

Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich
Biorad, Miinchen

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
Schleicher und Schiill, Dassel

Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich
Schleicher und Schiill, Dassel
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig

Millipore,. Eschborn

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Millipore, USA

Machery-Nagel, Dlren
Oxford-Sampler Micropipetting System
Fuji, Japan

Biorad, Minchen

Kodak, USA/ Amersham, Braunschweig
Kodak, USA/ Amersham, Braunschweig
Bellco Glass Inc., Vineland, USA
Millipore, Eschborn

Packard, Groningen, NL



Zentrifugenréhrchen Falcon (15 bzw. 50 ml)

Zentrifugenréhrchen (15 bzw. 30 ml)

21.3 Geriate

Analysenwaage PM460
Bakterienschittler AJ 115

Blotkammer Mini-Trans Blot

Durchflusszytometer Coulter Epics XL-MCL

Durchflusszytometer FACScalibur
Gene Pulser mit Pulse Controller
Geldokumentationsanlage
Epifluoreszenzmikroskop DM-RA

Immersionsdlobjektiv 63x/1,4 oder 40x/1,0

Digitalkamera (Spot Modell 1.3.0)
Gelkammer Modell AE-6450
Gelkammer fir Agarosegele
Gelkammer Protean 2XI Cell
Geltrockner Model 583
Heizblock Techne Dry-block DB2A
Mini-Gel-Apparatur
Nassblotapparatur
pH-Meter PHM 82
Phospholmager
Polyacrylamid-Gelelektrophoresesystem
Power-Supply PAC 300
Power-Supply EPS 2A 200
Rotor Sorvall SLA-3000
Rotor Sorvall SS-34
Spektralphotometer BioSpec-1601E
Szintillationszahler
Thermocycler
Thoma-Zahlkammer
Ultraschall Sonifier B12
Vortex
Zentrifuge 5415 C
Zentrifuge Sorvall RC-5B

26

2. Material und Methoden

Becton Dickinson, USA
Corex, USA

Mettler, GielRen

Ifors, Schweiz

Biorad, Minchen

Beckmann, Minchen

Becton Dickinson, Heidelberg
Biorad, Minchen

Intas, Goéttingen

Leica, Heidelberg

Leica, Heidelberg

Diagnostic Instruments, USA
Atto, Japan

Renner, Dannstadt

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen
Thermo-Dux, Wertheim
Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg
Hoefer Pharmacia Biotech, Freiburg
Radiometer, Danemark

Fuji, Japan

Hoefer Pharmacia Biotech, Freiburg
Biorad, Miinchen

Hoefer, USA

Sorvall, Bad Homburg
Sorvall, Bad Homburg
Shimadzu, Japan

Beckman, Miinchen
MWG-Biotech, Ebersberg
NeoLab, Heidelberg
Branson, Danbury, USA
Merck, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Sorvall, Bad Homburg



21.4 Nahrmedien

DMEM

Erhaltungsmedium DMEM@5(10)/1

Erhaltungsmedium DMEMZ10/1

Erhaltungsmedium RPMIZ12/1

FCS (6stradiolarm)

Einfriermedium

133,8 g/l
3,7 g/l

5-10%
1%

10%
1%

12%
1%
1%

1049
1,29
11

20 ml
25 ml
4 ml
6 ml
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DMEM-Pulver,
NaHCO3,
in Viapurex-H,O, pH 7,0.

FCS,

Penicillin/Streptomycin,
in DMEM-Flissigmedium.

FCS (6stradiolarm),
Refobacin,
in phenolrotfreiem DMEM-

Flissigmedium.

FCS (6stradiolarm),
Penicillin/Streptomycin,
Glutamin,

in phenolrotfreiem RPMI1640-

Flissigmedium.

Norit A (Aktivkohle),

Dextran 35,

FCS,

30 min rdhren lassen,
anschlief’end bei 14000 rpm
abzentrifugieren und Uberstand

sterilfiltrieren.

DMEM (2x),
FCS,

7,5% (wiv) NaHCO,
DMSO.



2. Material und Methoden

21.5 Antikorper

21.51 Primarantikorper

Anti-Aktin

Anti-Bax Ab-1

Anti-hp21 (WAF-1)

DO1

F-I-23

PADb108

PAb421

Monoklonaler Ziege-Antikdrper, erkennt ein Epitop am C-Terminus
von Aktin (Santa Cruz, Heidelberg; Arbeitskonzentration im
~Western“: 1:2500).

Muriner monoklonaler Antikdrper gegen das humane Bax-Protein,
erkennt ein Epitop zwischen den Aminosduren 3 und 16
(BIOCARTA; Arbeitskonzentration im ,Western®: 1.1000).

Muriner monoklonaler Antikérper, der das humane p21""-Protein
erkennt (Calbiochem, Bad Soden; Arbeitskonzentration im
~Western“: 1:200-1:1000).

Muriner monoklonaler Antikdrper gegen das humane p53-Protein,
erkennt ein N-terminales Epitop zwischen den Aminosauren 20 und
25 (Calbiochem, Bad Soden; Vojtesek et al, 1992;
Arbeitskonzentration im ,Western®: 1:1000 - 1: 5000).

Muriner monoklonaler Antikérper gegen das humane PARP-1-
Protein und die PARP-DBD, erkennt ein N-terminales Epitop,
Hybridomauberstand, der freundlicherweise von Prof. Dr. A. Burkle,
Uni Konstanz, zur Verfugung gestellt wurde (Guy G. Poirier,
Quebec, Kanada; Arbeitskonzentration im Western 1:100.

Muriner Antikérper, erkennt SV40 T-Ag-Epitop, SV40 t-Ag und
SV40 17kT (Gurney et al, 1986; Arbeitskonzentration in der
Immunfluoreszenz: 1:2-1:5).

Muriner monoklonaler Antikbrper gegen das humane p53-Protein,
erkennt ein C-terminales Epitop zwischen den Aminosauren 372
und 382 (Harlow et al. 1981; Arbeitskonzentration im ,Western®: 1:
200 - 1: 500).
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21.5.2 Sekundarantikorper

Huhn-Anti-Ziege-Peroxidase Biomol, Hamburg
Arbeitskonzentration im ,Western®: 1:5000

Streptavidin-Cy3-Konjugat Dianova, Hamburg
Arbeitskonzentration in der Immunfluoreszenz: 1:400

Ziege-Anti-Maus-Biotin Dianova, Hamburg

Arbeitskonzentration in der Immunfluoreszenz: 1:100

Ziege-Anti-Maus-Peroxidase Biomol, Hamburg
Arbeitskonzentration im ,Western“: 1:2500 - 1: 10000

21.6 Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz
"Top”-Oligo 5-GACGCTGCCGAATGGATCCGGTTAAAGGGTAAT
TTTAAAATATCTGGGAAGTCCCTTCCACTGCTG-3"
"Central”-Oligo 5-GCAGTGGAAGGGACTTCCCAGATATTTTAAAATT
(Match) ACCCTTAGAAAGCGGTCTGTGAAAAACCCCTA-3’
A/G-"Central’-Oligo |5-GCAGTGGAAGGGACTTACCAGATATTTTAAAATT
(Mismatch) ACCCTTAGAAAGCGGTCTGTGAAAAACCCCTA-3’
"Bottom™Oligo 5-GGGGTTTTTCACAGACCGCTTTCTAAGGGTAA

TTTTAAAGCTGTCTAGAGGATCCGACTATCGA-3’

“Top”™Oligo  (long) |5°-

93mer GACGCTGCCGAATGGATCCGGTTAAAGGGTAATTTTAAA
ATATCTCGAGAGTCCCTTCCACTGCTGTGTTCTAGAAGT
GTTGGTTAACAGCCC-3’

A-G “Central” (long) |5'-

110mer GGGCTGTTAACCAAAACTTCTAGAACACAGCAGTGGAA
GGGACTCTCGAGATATTTTAAAATTACCCTTAGAAATCG
ATCTGTGAAAAACCCCTACCCGGGTTCCTTTTT-3"

“Bottom” (long) | 5°-

81mer AAAAAGGAACCCGGGTAGGGGTTTTTCACAGATCGATTT
CTAAGGGTAATTTTAAAGGTGTCTAGAGGATCCGACTAT
CGA-3’
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Oligo 1 flr 5-

Strangtransfer ACCGCTTTCTAAGGGTAATTTTAAAATATCTGGGAAGTC
CCTTCCACTGCTGTGTTCAGAAGTGTT-3’

Oligo 2 fur 5-

Strangtranfer AACACTTCTGGAACACAGCAGTGGAAGGGACTTCCCAG
ATATTTTAAAATTACCCTAGAAAGCGGT-3"

Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von MWG Biotech bezogen.

21.7 Vektoren

pBlueScriptll KS®?  Ein Plasmidderivat des pBR322 mit einer multiplen Klonierungsstelle
(Stratagene, Heidelberg). Das Plasmid wird im Text als pBS

abgekdrzt.

pCMV-hWitp53 Vektor zur Expression des humanen Wtp53 unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Der Vektor wurde von Dr. K. Roemer,
Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg/Saar, zur Verfligung

gestellt (Roemer & Mueller-Lantzsch, 1996).

pCMV-I-Scel Vektor zur Expression von [-Scel unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. Der Vektor wurde von Frau Dr. Maria Jasin, Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, New York, USA, zur Verfigung
gestellt (Rouet et al., 1994).

pCMVp6 Vektor zur Expression der PARP-DBD (Kupper et al, 1995) mit
vorgeschaltetem CMV-Promotor. Der Vektor wurde von Frau E.

Bendrat, HPI, Hamburg generiert und zur Verfigung gestellt.

pCMVp31 Vektor zur Expression der humanen PARP-1 mit vorgeschaltetem
CMV-Promotor. Der Vektor wurde von Frau E. Bendrat, HPI,

Hamburg generiert und zur Verfigung gestellt.

pEGFP-N1 Vektor zur Expression des EGFP-Gens unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. Eine multiple Klonierungsstelle erlaubt die C-terminale
Markierung von Proteinen mit EGFP (Clontech, Californien, USA).
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pFB530

pGC

pGCp6

pGCp31

pHyg

pM5Neo

pMV-GalER-VP

pSV53her

2. Material und Methoden

cDNA, kodierend fir hRAD51 in einen pET11d Expressionsvektor
kloniert, unter der Kontrolle eines T7®10 Promotors (Benson et al,
1994).

Kontrollplasmid mit vorgeschaltetem GC-Promotor. Der GC-Promotor
enthalt Gal4 responsive Elemente (sog. GREs), welche von Gal4-her

in Zellen erkannt werden (Braselmann et al., 1993).

Vektor zur Expression der PARP-DBD (Kupper et al, 1995) mit
vorgeschaltetem GC-Promotor. Der Vektor wurde von Frau E.

Bendrat, HPI, Hamburg generiert und zur Verfligung gestellt.

Vektor zur Expression der humanen PARP-1 mit vorgeschaltetem
GC-Promotor. Der Vektor wurde von Frau E. Bendrat, HPI, Hamburg

generiert und zur Verfugung gestellt.

Vektor zur Expression des Hygromycin-Resistenzgens in

eukaryontischen Zellen (Dudenhdffer et al., 1998).

Vektor zur Expression des Neomycin-Resistenzgens in
eukaryontischen Zellen (Laker et al., 1987).

Retroviraler Vektor zur Expression des 6stradiolabhangigen chimaren
Transkriptionsfaktors GalERVP unter der Kontrolle der 5LTR des

murinen Moloney-Leukamie-Virus (Braselmann et al., 1993).

Vektor zur Expression des humanen wtp53 unter der Kontrolle des
SV40-Promotors. Das produzierte p53-Protein ist mit der
Ostradiolbindedoméne des humanen Ostradiolrezeptors fusioniert
und erlaubt die funktionelle Aktivierung durch Ostradiol (Roemer and
Friedmann, 1993).

Die folgenden Vektoren wurden von Dipl.-Biol. N. Akylz generiert, beschrieben

(Akylz et al., 2002) und zur Verfigung gestellt:

p5SxtrsSV40-HygbPuroCMV-EJ, -HR oder -A Rekombinationssubstrate, die in Kapitel

3.2.5 detailiert beschrieben sind.
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p5bPuroCMV-WIEGFP Positivkontrolle und WtEGFP-Substrat
zur Ermittlung der Transfektionseffizienz
(s. Kapitel 3.2.5).

pSbPuroCMV-HR Negativkontrollplasmid mit Akzeptor
HR-EGFP, ohne Donor.

p5SxtrshSV40-Hyg Negativkontrollplasmid mit Donor
3’EGFP, ohne Akzeptor.

Fir Baculoviren, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden (siehe 2.4.6.3),
standen zwei Konstrukte, generiert von Frau E. Bendrat, zur Verfigung. Diese
Vektorkonstrukte wurden zur Proteinexpression von Witp53 unf p53(273H), jeweils

fusioniert mit 6x Polyhistidinschwanz, designiert.

2138 Bakterienstamme (E. coli)

BLR (DE3) pLysS  F ompT hsdSg (rrkmg) gal decm A (srl-recA) 306:Tn10 (tet®) (DE3)
pLysS (cam®), (Novagen, USA)

E. coli DH 5¢ F’lendA1 hsdR17 (rc-my+) ginV44 thi-1 recA1 gyrA (Nal) relA1 A
(laclZYA-argF)U169 deoR(¢80dlacA(lacZ)M15), (NEB, Frankfurt/M.)
(Hanahan, 1983)

E. coliXL 10 Gold  TetA(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1
recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lacPZAM15Tn10 (Tet®) Amy
Cam'® (Stratagene, Californien, USA)

E. coli SCS 110 rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm
SUpE44A (lac-proAB) [F’ traD36 proAB lac’ZAM15] (Stratagene,

Californien, USA)
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21.9 Viren
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Die hier aufgefiihrten Viren standen flr die vorgestellte Arbeit zur Verfliigung:

WitSV40

SV40-tsVP1(290T)

SV40-tsVP1(196Y)

Baculoviren

Stamm 776; erstes kloniertes SV40-Virus, mit kleiner Plaque-Bildung
(»Small Plaque Strain®). GenBank-Accession-Nummer JO2400,
ATTC-Nummer 45019, 4501 (Fiers et al., 1978).

Virus, der durch in vitro-EinfGhrung der Punkt-mutation A2367C im
SV40-Genom entstanden ist (Wiesmuiller et al., 1996).

Virus, der durch in vitro-Einfuhrung der Punkt-mutation C2084T im
SV40-Genom entstanden ist (Wiesmdiller et al., 1996).

wtp53-, p53(273P)- und p53(248P)-exprimierend (Dudenhdffer et al.,
1999).

2.1.10 Zelllinien

2.1.10.1 Mammaliazellinien

CV1

COS-1

LLC-MK;

SV40-permissive Affennierenzelllinie der afrikanischen grinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops) mit fibroblastendhnlicher
Morphologie und pseudodiploidem Chromosomensatz.
ATTC#CCL70 (Manteuil et al., 1973). Zur Erhaltung wurde
DMEMS5/1 verwendet.

CV1-Zelllinie, die mit einer Mutante von SV40 transformiert
wurde, deren SV40-Replikationsursprung eine 6 bp-Deletion
besitzt.

ATTC#CRL1650 (Gluzman, 1981). Zur Erhaltung wurde
DMEM10/1 verwendet.

Affennierenzellen des Rhesusaffen (Macaca mulatta) (Hull et al.,
1956). Zur Erhaltung wurde DMEMZ10/1 verwendet.
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LLC-MK;,(neo)

LLC-MK(p53her)21

LMV2

MHHR-4

MHA-6

LMV2-p53her-KI8

LMV2-PARP-KI3

LMV2-p53herPARP-KI1

2. Material und Methoden

LLC-MK,-Zelllinie, die stabil mit pM5Neo transfiziert wurde
(Dudenhdffer et al., 1998). Zur Erhaltung wurde DMEMZ10/1

verwendet.

LLC-MK,-Zelllinie, die stabil mit pM5Neo und pSV53her
transfiziet wurde (Boehden, 2003). Zur Erhaltung wurde
DMEMZ10/1 verwendet.

LLC-MK,-Zelllinie, die stabil mit Vektor pMV-GalER-VP

(Braselmann et al., 1993) transfiziert (Dudenhoffer et al., 1999).
Zur Erhaltung wurde DMEMZJ10/1 verwendet.

KMV5-Derivat, das mit dem Rekombinations-vektor
pStrsSV40HygbPuroCMV-HR stabil transfiziert wurde (Akylz et
al., 2002). Zur Erhaltung wurde RPMIJ12/1 verwendet.

KMV5-Derivat, das mit dem Rekombinations-vektor
p5trsSV40HygbPuroCMV-A stabil trans-fiziert wurde (Akylz et
al, 2002). Zur Er-haltung wurde RPMIZ12/1 verwendet.

LMV2-Zelllinie, die stabil mit pSV53her transfiziert sind. Die
Zelllinie wurde von Fr. E. Bendrat etabliert. Zur Erhaltung wurde
DMEMZ10/1 verwendet.

LMV2-Zelllinie, die stabil mit pGC-PARP transfiziert sind. Der
pGC-Vektor ist ein eukaryontischer Expressionsvektor
(Braselmann et al., 1993) und erlaubt hier die Expression des
PARP-Gens unter der Kontrolle des Gal4-Promotors. Die

Zelllinie wurde von Fr. E. Bendrat etabliert. Zur Erhaltung wurde
DMEMZ10/1 verwendet.

LMV2-Zelllinie, die stabil mit pSV53her und pGC-PARP (s.
p31herCI3) transfiziert sind. Die Zelllinie wurden von Fr. E.
Bendrat etabliert. Zur Erhaltung wurde DMEMZ10/1 verwendet.
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2.1.10.2 Insektenzellinien

Sf9 Insektenzelllinie aus Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977)

High Five Insektenzelllinie aus Trichoplusia ni zur Amplifikation von
Baculoviren (Wickham et al., 1992)

2.2 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

2.21 Herstellung transformations-kompetenter Bakterien nach der

Mehrionen-Technik

100 ml Y¥-Broth- Medium wurden mit 0,5 ml einer Bakterienkultur angeimpft und bei
37°C und 180 rpm geschuttelt, bis eine optische Dichte von etwa 0,5 bei einer Wellenlange
von 595 nm erreicht war. Die Bakterien wurden dann in 50 ml Falcon-Réhrchen tberfiihrt
und 2 min auf Eis abgekuihlt. Nach dem Abzentrifugieren (Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Rotor
SLA-3000, 5000 rpm, 10 min, 4°C) wurde das Bakteriensediment in 30 ml eiskaltem TfBI
resuspendiert, 30 - 60 min auf Eis inkubiert, wieder abzentrifugiert, in 5 ml TfBII
aufgenommen und weitere 15 min auf Eis belassen. Die kompetenten Bakterien wurden
anschlieftend aliquotiert (a 100 ul), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.

¥-Broth-Medium: 10 mM MgSO,; 10 mM MgCL in LB-Medium; pH mit KOH auf 7,6

bringen.

TfBI: 100 mM RbCI; 50 mM MnCl,; 10 mM CaCl,; 30 mM Kaliumacetat, 15%
(v/v) Glycerol; pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure einstellen.

TfBII: 10 mM MOPS; 10 mM RbCI; 75 mM CaCl,; 15% (v/v) Glycerol; pH 7,0
einstellen.

222 Transformation von E. coli (Kaiser und Hognes, 1960)

Kompetente E. coli-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und jeweils 100 pl mit 100-
500 ng Plasmid-DNA fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 90 s bei
42°C wurden die Bakterien flr 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium
(ohne Antibiotika) wurde die Bakteriensuspension fir 1 h bei 37°C geschuttelt und
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anschlieRend in verschiedenen Volumina auf Agar mit den entsprechenden Antibiotika
ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl in 11 ddH,O, pH 7.,4.
LB-Agar: 15 g Bacto Agar in 1l LB-Medium (autoklavieren und nach dem Abkuhlen
auf 50°C mit oder ohne Antibiotika ausplattieren).
Antibiotika wurden in folgenden Konzentrationen zugesetzt:
50-100 pg/ml Ampicillin
30 pg/ml Kanamycin
30 pg/ml Streptomycin
12 pg/ml Tetrazyklin.

2.2.3 Einfrieren von Bakterien

Die Bakterienkultur (in LB-Medium) wurde entweder mit Glycerol [Endkonzentration
30-50% (v/v)] oder mit DMSO [Endkonzentration 7% (v/v)] versetzt und bei —80°C
eingefroren und gelagert.

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl in 11 ddH,O, pH 7,4.

224 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fur Mini-Plasmidpraparationen wurden je 5 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium
mit je einer transformierten Bakterienkolonie angeimpft und auf einem Schdttler bei 37 °C
und 180 rpm dber Nacht inkubiert. 1,5 ml dieser Ubernachtkultur wurden in einem
Reaktionsgefal bei 14.000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) fir 1 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet zur Isolierung der Plasmid-DNA mit dem QIAmp-
Mini-DNA-Kit nach Anleitung des Herstellers (QIAGEN) bearbeitet. Die in 10 mM Tris, pH
8,5 oder TE-Puffer aufgenommene Plasmid-DNA wurde durch Restriktion (s. 2.2.7) und

analytische Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.8) untersucht.

Fiir Maxi-Plasmidpréparation wurde eine 250-500 ml Ubernachtkultur in einem 2 |
Kolben bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden bei 5.000 rpm (Sorvall-
Zentrifuge, SLA 3000-Rotor) fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Isolierung der Plasmid-DNA aus dieser Kultur wurde mit Hilfe des QIAGEN-Plasmid-Maxi-
Kit oder GIBCO concert High Purity nach Angaben des Herstellers (QIAGEN bzw. GIBCO)
durchgefihrt. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde durch Restriktion mit verschiedenen
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Endonukleasen (s. 2.2.7) und anschlieBender Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.8)
charakterisiert.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA.
LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl in 11 ddH,O, pH 7 4.
Antibiotika wurden in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

50-100 pg/ml Ampicillin,

30 pg/ml Kanamycin,

30 pg/ml Streptomycin,

12 pg/ml Tetrazyklin.

225 Ethanolprazipitation von DNA

Zur DNA-Fallung wurde ein 2,5 faches Volumen Ethanol (absolut) und /10 Volumen
3 M Natriumacetat, pH 4,6 zum Reaktionsansatz gegeben. Der Ansatz wurde gut
durchmischt und fur mindestens 30 min bei —20 °C inkubiert. AnschlieRend wurde er fur 15
- 30 min bei 4.000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) abzentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Das DNA-Pellet wurde mit eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen, fur 30 min

bei 37 °C getrocknet und in TE aufgenommen.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

2.2.6.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsdurelésungen wurde photometrisch bestimmt und
das Ergebnis durch Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.8) Uberpruft. Die DNA-L6ésung wurde
1:200 mit 10 mM Tris, pH 8,5 oder TE-Puffer verdinnt und die Extinktion dieser
Verdunnung bei 260 nm und 280 nm (ODg und OD,g) gegen 10 mM Tris, pH 8,5 bzw.
TE-Puffer als Referenz bestimmt. Es gilt dabei folgender Richtwert flir dsDNA: ODyg x 0,05
x Verdunnung entspricht der DNA-Konzentration in pg/ul. Ein Quotient von OD,gp zu ODyg
von Uber 1,8 zeigt an, dass die DNA frei von Proteinen ist.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA.
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2.2.6.2 Quantifizierung geringer DNA-Mengen

Mit Hilfe des DNA DipStick Kits (Invitrogen) war es mdglich, DNA-Konzentrationen
zu bestimmen, die zwischen 0,1-10 ng/ul lagen. Diese Methode wurde vor allem zur
Quantifizierung von (radioaktiven) Oligonukleotiden aus den Kapiteln 2.2.9.1 und 2.2.9.3
verwendet und nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.

227 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Zur Klonierung, Charakterisierung oder Orientierungsbestimmung eines DNA-
Fragmentes wurde dieses mit ausgewahlten Restriktionsendonukleasen behandelt. Die
Reaktionen wurden in einem Mindestvolumen von 20 pl angesetzt und, soweit vom
Hersteller nicht anders empfohlen, bei 37 °C fir 1 - 2 h inkubiert. Es wurde ein Verhaltnis
von 1 U Enzym pro 1 ug DNA eingesetzt. Fir die Reaktionen wurden die vom Hersteller
mitgelieferten Puffer benutzt und zu jedem Ansatz BSA (Endkonzentration 1x) zugegeben.
Die Enzyme wurden durch Hitze (10 min bei 75 °C oder 20 min bei 65 °C) oder durch
Zugabe von EDTA (Endkonzentration 1x) inaktiviert.

100x BSA-Stocklésung: 10mg/ml BSA.
10x EDTA: 50 mM EDTA.

2.2.8 Auftrennung von DNA in der Agarosegelelektrophorese
(Ausubel, 1992)

Plasmide und Restriktionsansatze wurden auf Agarosegelen aufgetrennt. Als
Elektrophoresepuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Vor dem Auftragen der DNA-Proben
auf das Gel wurden sie mit DNA-Probenpuffer (Endkonzentration 1x) versetzt. Parallel zu
den Proben wurde ein DNA-Marker aufgetrennt. Die Separation erfolgte bei konstant 80 V
und die Detektion der DNA unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm.

TAE-Puffer: 1 mM EDTA, 40 mM Tris/Acetat; pH 8,0.
10x DNA-Probenpuffer: 100 mM EDTA, 50% (v/v) Glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,25% (w/v)

Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol; pH 8.0.
Agarosegele: 0,8-2% (w/v) Agarose in TAE-Puffer, 1 yg/ml Ethidiumbromid.
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2.2.9 Herstellung kiinstlicher DNAs

2.29.1 Herstellung der kiinstlichen 3-Strang-Rekombinationsintermediate

Die Oligonukleotide, die zur Erzeugung der 3-Strang-Substrate eingesetzt wurden,
bilden eine DNA-Struktur, die ein bei der Rekombination auftretendes Intermediat [des
SV40-tsVP1(286S)-Lokus (Dudenhdffer et al., 1998)] imitiert. Die Match-Substrate wurden
aus den drei Oligonukleotiden ,Top®, ,Central® (Match) und ,Bottom* gebildet. Bei Einsatz
des A/G-,Central“(Mismatch)-Oligonukleotids entstand eine A/G-Fehlpaarung innerhalb

des Rekombinationsintermediates (s. Abb. 7 und 20a).

3 *5¢ »1op“0ligo, 32p_markiert

~central“-Oligo

,Bottom“-Oligo

Abb. 7: Kunstlich erzeugtes 3-Strang-DNA-Substrat zur Nachahmung eines
Rekombinationsintermediates.

Fir die Exonuklease-Assays (Kapitel 2.4.7.2) wurden zum Teil kiinstliche 3-Strang-
Substrate mit langeren Oligonukleotiden (aber prinzipiell gleichen Aufbaus wie die soeben
beschriebenen ,kurzen“ 3Strang-Substrate, vgl. a und b in Abb. 20) eingesetzt, ,Top*
(lang), A/G-,Central (lang) und ,Bottom* (lang), welche zudem Erkennungssequenzen fir

Restriktionsendonukleasen enthielten (s. Abb. 20b).

2.29.2 Radioaktive 5-Markierung eines Oligonukleotids durch Kinasierung

(Weaver und Weissmann, 1979)

Das freie 5°-Ende von synthetischen DNA-Oligonukleotiden kann mit T4-
Polynukleotidkinase phosphoryliert werden. Diese Kinasierung wurde durchgefuhrt, um
definiert einen spezifischen Einzelstrang des Rekombinationsintermediates radioaktiv zu

markieren.

Pro Ansatz wurden 80 pmol des Oligonukleotids ,Top“ bzw. ,Top“ (lang) in 1x
Kinase-Puffer mit 40 U T4-Polynukleotidkinase (NEB) und 240 uCi y-**P-ATP 45 min bei
37°C inkubiert. Durch anschlieendes 10-minutiges Erhitzen auf 68°C wurde das Enzym
inaktiviert. Das kinasierte Oligonukleotid wurde von freien Nukleotiden durch Ethanolfallung
befreit. Dazu wurden 0,1 Volumenanteile 3 M Na-Acetat, pH 4,8 und 3 Volumenanteile
absoluten Ethanols hinzugefligt, 30 min oder tber Nacht bei -20°C inkubiert und die DNA
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durch Zentrifugation bei 20.000 x g pelletiert. Nach einmaligem Waschen mit 80%igem
Ethanol wurde das DNA-Pellet mindestens 20 min getrocknet und anschlielend in 28 pl
Hybridisierungspuffer geldst.

Hybridisierungspuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 2 mM DTT (frisch

zusetzen).

2.29.3 Erzeugung der 3-Strang-Substrate durch Hybridisierung

Die in Abb. 20 dargestellten kiinstlich erzeugten 3-Strang-DNA-Substrate (3sDNAs)
ahmen sehr frihe in vivo-Rekombinationsintermediate nach. Das radioaktiv markierte
DNA-Oligonukleotid (,Top“) wurde an ein teilweise komplementares 2. Oligonukleotid
(-Central) hybridisiert und letzteres im noch einzelstrangigen Abschnitt an ein
komplementares 3. Oligonukleotid (,Bottom®) anhybridisiert. Das ,Central“-Oligonukleotid
fungiert als Verbindungsstiick zwischen den beiden DNA-Einzelstrangen und simuliert

somit die zu rekombinierende DNA.

Die Hybridisierungsansatze fur die ,kurzen® Substrate, 3sDNA (Match) und 3sDNA
A/G (Mismatch), sowie ,lange“ 3sDNA A/G (Mismatch) setzten sich folgendermalen

zusammen:

Oligonukleotid 3sDNA 3sDNA A/G | "lange" 3sDNA A/G
(Match) (Mismatch) (Mismatch)

"Top“-Oligo kinasiert (siehe 2.2.9.2) 12 14 7 ul

"Central"-Oligo (Match) (20pmol/pul)

"kurz" 0,7 pl

A/G-"Central"-Oligo (Mismatch) (20pmol/ul)

"kurz" 0,8 ul

"lang" 0,4 pl

"Bottom"-Oligo (20 pmol/ul)

"kurz" 0,7 pl 0,8 ul

"lang" 0,4 ul

Die Oligonukleotidmischungen wurden jeweils 10 min auf 60°C erhitzt, um mdgliche
bestehende Sekundarstrukturen innerhalb der einzelstrangigen DNAs aufzulésen und
anschlie®Bend rasch zum Abkuhlen gebracht, indem der Metalleinsatz des Heizblocks auf
Eis gekuhlt wurde.

40



2. Material und Methoden

2294 Aufreinigung der 3-Strang-Substrate

Die Trennung des 3-Strang-Substrates von restlicher einzel- und doppelstrangiger
DNA erfolgte durch native, kontinuierliche PAGE. Zu den Match und A-G mismatch
Substraten wurden jeweils 5 pl, zu dem kinasierten ,Top,-Oligo-Substrat 7 ul DNA-
Probenpuffer gegeben. Die Proben wurden dann auf ein 6%iges natives kontinuierliches
PAA-Gel (20 x 16 x 0,075 cm; 1:19 Bisacrylamid/Acrylamid in 1x TBE, 30 yl TEMED, 150
Ml 10% APS) aufgetragen und bei einer Spannung von 160 V in 1x TBE-Puffer aufgetrennt.
AnschlieBend wurde die Positionen der Einzel- und 3-Strangbanden durch
Autoradiographie identifiziert (1 bis 20-mindtige Exposition, X-Omat Roéntgenfilm). Die
Match- und Mismatch-3sDNAs sowie die Einzelstrangbande (,Top"-Oligo) wurden mit
einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Plastikreaktionsgefald Gberfihrt, mit einer
Plastikpipettenspitze zermorsert und mit 500 pl Elutionspuffer bedeckt. Die Elution erfolgte
Uber Nacht auf einem Schittler bei 4°C. AnschlieRend wurden die Gelstiickchen durch 5-
minlitige Zentrifugation bei 20.000 x g abzentrifugiert, der Uberstand {iber Glaswolle filtriert
und die DNA mit 0,1 Volumenteilen 3 M Na-Acetat, pH 4,8 und 3 Volumenteilen absolutem
Ethanol gefallt. Die DNA-Pellets wurden zweimal mit kaltem, 80%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in Elutionspuffer gelost (match: 27 pl, mismatch: 30 pl und Einzelstrang
,Top“-0ligo: 15 pl). Zur Quantifizierung der Substratausbeute wurden die Zerfallsereignisse
pro Minute (cpm) mit dem Szintillationszahler gemessen, wobei je 1 ul Substrat-DNA in 2
ml Szintillationslésung gegeben wurden. Die Konzentrationen der aufgereinigten DNAs
wurden mit Hilfe des DNA DipStick Kits (Invitrogen) (s. Kapitel 2.2.6.2) bestimmt.

Elutionspuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA,;
2 mM DTT (frisch zusetzen).

5x DNA-Ladepuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 % (v/v) Glycerol; 0,1 M
EDTA; 1 % (w/v) Bromphenolblau (oder
Xylencyanol).

10x TBE: 0,89 M Tris/HCI, pH 8,0; 0,89 M Borsaure; 25 mM
EDTA.

6%iges Polyacrylamidgel (40 ml): 6 ml 10x RegG-Laufpuffer; 4 ml 40% (w/v)
Polyacrylamid (1:19 Bisacrylamid); 30 ml ddH20;
entgasen und 150 pl 10% (w/v) APS; 30 yl TEMED
zugeben und Gel gielRen.

41



2. Material und Methoden

2.29.5 Praparation der DNAs fiir die Strangtransfer-Assays

Fiar die Strangtransfer-Assays (Kapitel 2.4.7.3) wurden Oligonukleotid 1 und
Oligonukleotid 2 (siehe Kapitel 2.1.6.2) verwendet, welche SV40-Sequenzen des SV40-
tsVP1(286S)-Lokus (Dudenhoffer et al., 1998) beinhalten. Das Oligo 1 (67-mer) wurde mit
v-?P-ATP am 5°-Ende markiert (s. Kapitel 2.2.9.9). **P-markierte und nicht-markierte

Duplex DNAs wurden durch Hybridisierung, wie in Kapitel 2.2.9.3 beschrieben, des
markierten oder nicht-markierten Oligo 1 mit dem komplementaren Oligo 2 (67-mer)
generiert. AnschlieBend erfolgte eine Aufreinigung der Substrate wie unter 2.2.9.4
beschrieben, wobei hierfur allerdings ein 12%iges natives kontinuierliches PAA-Gel
verwendet wurde. Die Konzentrationen der aufgereinigten DNAs wurden mit Hilfe des DNA
DipStick Kits (Invitrogen) (s. Kapitel 2.2.6.2) bestimmt.

12%iges Polyacrylamidgel (40 ml): 4 ml 10x TBE-Laufpuffer; 12 ml 40% (w/v)
Polyacrylamid (1:19 Bisacrylamid); 24 ml ddH20;
entgasen und 150 pl 10% (w/v) APS; 30 yul TEMED

zugeben und Gel gielRen.

23 Molekularbiologische und zellbiologische Methoden

2.31 Insektenzellkultur

2.3.1.1 Erhaltungskultur

Die zur Virusamplifikation verwendeten SF9-Zellen, sowie die zur Proteinexpression
verwendeten High-Five-Zellen wurden als adhdrente Zellkulturen in 175 cm*
Zellkulturflaschen bei 27°C bis zur Konfluenz expandiert und ca. alle 2 Tage nach der
Teilung im Verhaltnis 1:3 passagiert. Die Ablésung der Zellen erfolgte hierbei durch
vorsichtiges Abklopfen. Zur Gewinnung grol3er Proteinmengen wurden Insektenzellen ds
adaptierte Suspensionskultur bei einer Dichte von ca. 1 x 10%ml in Spinnerflaschen
(Bellco) kultiviert. Alle 2 Tage wurden die Suspensionszellen bei einer Dichte von ca. 1,5 x
10%/ml durch Mediumzugabe verdiinnt. Zur Gewahrleistung der optimalen Infizierbarkeit
und Proteinexpression wurden ausschlief3lich logarithmisch wachsende Zellen mit >95%
Viabilitat (nach Trypan-Blau-Farbung) verwendet. Alle Insektenzelllinien wurden in TC-100-
Insektenmedium (Biochrom, Berlin) mit 10% (v/v) FCS und 2% (v/v) 200 mM L-Glutamin
gehalten.
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Trypan-Blau Stocklésung: 10 mM Tris/HCI, pH 7,2; 0,5% (w/v) Trypan-Blau; 0,85%
(w/v) NaCl.

2.3.1.2 Einfrieren von Insektenzellen

High-Five- und Sf9-Insektenzellen wurden als adharente Zellkulturen in 175 cm?®-
Zellkulturflaschen bei 27°C bis zu einer 90-100%igen Konfluenz expandiert. Logarithmisch
wachsende Zellen mit >95% Viabilitdt wurden durch leichtes Abschlagen der Zellen
geerntet und mit einer Dichte von 2 x 10’/ml Einfriermedium in Kryoréhrchen (Nunc)
aliquotiert. Die Zellen wurden zunachst fir 1h bei —20°C und danach fir 24 h bei —80°C

gelagert. Anschliefsend wurden die Zellen in flissigem Stickstoff dauerkonserviert.

Einfriermedium: 90% (v/v) FCS; 10% (v/v) DMSO.

2.3.2 Kultur eukaryontischer Zellen

2.3.21 Erhaltungskultur

Alle Zelllinien wurden auf Gewebekulturschalen der Fa. Nunc bei 5% CO,, 85%
Humiditat und 37°C kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen durch eine drei- bis
funfminitige Behandlung mit Trypsin-Lésung bei 37°C von der Kulturschale geldst, durch
Zugabe von Kulturmedium verdiinnt und auf neue Gewebekulturschalen gegeben. CV1
Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% fétalem
Kalberserum (FCS), KMV5 in phenolrotfreiem RPMI mit 12% &stradiolarmen FCS, 1%
Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin gehalten. Die LL-CMKjy-wtp53her-bzw. —neo
Klone wurden aufgrund des konstant exprimierten, durch Ostradiol funktionell
induzierbaren p53 in phenolrotfreiem DMEM mit Zusatz von 10 % o6stradiolarmen FCS
unter den oben genannten Bedingungen kultiviert. Bei der Aktivkohlebehandlung des FCS
wird der Ostradiolgehalt des Serums auf unter 10% des Ausgangsgehaltes reduziert. Da
auch Phenolrot aufgrund der Strukturahnlichkeit schwach an den Ostradiolrezeptor bindet

wurde phenolrotfreies Medium verwendet.

ostradiolarmes FCS: 10 g Norit A (Aktivkohle); 1 g Dextran 40 oder 1,2 g Dextran 35;
1 1 FCS; 30 min rdhren lassen, anschlieffend bei 19.000 x g

abzentrifugieren und Uberstand steriffiltrieren.
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2.3.2.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen von einer Gewebekulturschale mit Trypsin
abgeldst, abzentrifugiert (400 x g, 3 min, RT) und in 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in Einfrierrohrchen (Nunc) sofort auf Eis gestellt, Gber Nacht bei
—80°C belassen und dann in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Zum Auftauen der Zellen wurde der Inhalt eines Einfrierrdhrchens in 10 ml Medium
aufgenommen und abzentrifugiert (400 x g, 3 min, RT). Die sedimentierten Zellen wurden
in frischem Medium resuspendiert und auf Gewebekulturschalen gegeben. Nach ca. 24 h

wurde das Medium erneuert.

Einfriermedium: 20 ml 2x DMEM; 25 ml FCS; 4 ml 7,5% (w/v) NaHCO3; 6 ml DMSO oder
Optifreeze® der Firma ICN.

2.3.3 Transfektion

2.3.3.1 Transfektion nach der Kalziumphosphat-Methode
(Graham und van der Eb, 1973)

Bei der Kalziumphosphat-Methode wird die DNA in Form von feinkdérnigen
Kalziumphosphat-Prazipitaten auf die Zellen aufgebracht und von ihnen durch Endozytose
aufgenommen. Das Prazipitat wird durch langsame Mischung eines Ansatzes aus DNA,
Kalziumchlorid und Phosphationen erhalten. Dafur wurden in ein Polypropylenréhrchen
500 pl 2x HeBS und 20 ug DNA vorgelegt und tropfenweise 500 pl 0,25 M CaCl, unter
gleichzeitiger Durchmischung mit Hilfe einer Pasteurpipette hinzugegeben. Das so
erhaltene DNA-Kalziumphosphat-Prazipitat wurde fir 30 min bei RT inkubiert und
anschlieBend auf die Zellen gegeben. Nach 16-20 h Inkubation im Brutschrank wurde das
Medium mit DNA-Kalziumphosphat-Prazipitat abgesaugt und frisches Medium auf die

Zellen gegeben.

2x HeBS: 247 mM NaCl; 10 mM KCI; 1,4 mM Na,HPO,; 42 mM Hepes.

2.3.3.2 Transfektion durch Elektroporation
(Baum et al.,1994)

Bei diesem Verfahren werden die Zellen kurz einem elektrischen Feld ausgesetzt.

Diese Behandlung erzeugt fiir einige Millisekunden kleine depolarisierte (elektrisch
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neutrale) Poren in der Zellmembran, wodurch die Passage von Molekulen, auch von DNA
und RNA, in die Zelle moglich wird. Die Elektroporation wurde wie bei Baum et al. (1994)
beschrieben durchgefiihrt. Dafiir wurden pro Ansatz 0,1-1 x 10" Zellen fiir 5 min bei 250 x g
zentrifugiert und in 400 pl Kulturmedium resuspendiert. In einer Elektroporationskuvette
wurden 10-20 pg DNA in einem Hdéchstvolumen von 40 pl vorgelegt und Zellsuspension
dazupipettiert. Der Ansatz wurde durch auf- und abpipettieren gut durchmischt.

Die Elektroporation erfolgte bei 240 Volt und 1050 uyF. Die Zellen wurden nach der
Elektroporation sofort in eine 6 cm-Platte mit Erhaltungsmedium aufgenommen und 24 - 96
h im Brutschrank inkubiert.

2.3.3.3 Transfektion durch Lipofektion mit FUGENE 6

Das FUGENE 6 Transfection Reagent (Roche) ist ein Multi-Komponenten-Reagenz,
welches auf liposomen-vermittelter Transfektion basiert. Es wurde zur effizienten
Transfektion adharenter eukaryontischer Zellen verwendet. Die Zellen wurden 24 h vor der
Transfektion in Six-Well-Platten ausgesat. Pro Loch (3,5 cm) wurden 2 ug DNA und 4 pl
FUGENE 6 eingesetzt. Das raum-temperierte FUGENE 6 wurde in ein konisches 15 ml-
Falcon-Rdéhrchen in 100 pl vorgelegtes Medium ohne FCS (oder andere Zuséatze) direkt
hinein pipettiert, gevortext und anschlieRend, die in 50 yl ddH,O geléste DNA zugegeben,
gemischt (durch auf- und abpipettieren) und 15 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen
wurde das Medium der Zellen gewechselt, wobei pro Loch (J3,5 cm) 4 ml frisches
Vollmedium zugegeben wurden. Der Transfektionsansatz (150 pl) wurde vorsichtig in das
Medium der Zellen getraufelt und die Schale kurz vorsichtig geschwenkt und anschlief3end
bis Versuchsende 72 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Konfluenz der Zellen lag
zum Zeitpunkt der Transfektion zwischen 50 und 80%. Fur mehrere mit dem gleichen
Transfektionsgemisch zu behandelnde Zellen, wurde jeweils ein Mastermix angefertigt.
Wahrend der 72stindigen Inkubationsdauer der Zellen mit den FuGENE 6-DNA-

Komplexen konnten keine Zytotoxizitatserscheinungen beobachtet werden.

234 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienzen wurden eukaryontische Zellen jeweils
mit dem Plasmid pEGFP-N1 oder p5bPuroCMV-WIEGFP transfiziert (s. 2.3.3.2 bzw.
2.3.3.3). 4 - 96 h nach Transfektion wurde der prozentuale Anteil der griinfluoreszierenden

Zellen entweder am Immunfluoreszenz-Mikroskop oder am Durchflusszytometer bestimmt.
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235 Selektion und Klonierung

Zur Isolierung von Klonen, die ein gewinschtes DNA-Fragment in ihr zelluldres
Genom integriert haben, wurden die Zellen 48 h nach Transfektion (2.3.3.1) aus einer 9
cm-Platte auf finf 9 cm-Platten verteilt. Nach Absetzen der Zellen (ca. 6 h) wurde das
Erhaltungsmedium  abgesaugt und Selektionsmedium (Erhaltungsmedium  mit
Selektionsagens) auf die Zellen gegeben. Nach 14-16 Tagen Selektion wurde das Medium
abgesaugt und Klonierungsringe (0,5-1 cm Durchmesser), an deren Unterseite Silikonfett
aufgebracht wurde, um die makroskopisch sichtbaren Klone gelegt. Nach Trypsinierung
der Zellen innerhalb eines jeden Klonierungsringes wurden die Klone einzeln in je ein Loch
einer 96-Loch-Platte Uberfuhrt. Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden die

Klone auf groRere Platten transferiert.

2.3.6 DurchfluBzytometrie
(Akyliz, 2001)

Die Durchflusszytometrie erlaubt die optische Analyse mehrerer Tausend bis
Millionen Zellen innerhalb kirzester Zeit. In einem geschlossenen System werden die
Zellen durch eine Messkulvette gesogen, wo sie mit einem geblndelten Laserstrahl einer
bestimmten Wellenldnge (hier ein Argon-Laser mit 488 nm) angeregt werden. Das von der
Zelle emittierte Licht wird von verschiedenen Spiegeln mit unterschiedlichen Filtern erfasst
und die Daten an einem Computer ausgewertet.

Vor der Untersuchung wurden 0,1 — 1 x 10" Zellen zentrifugiert (250 x g, 5 min), das
Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert und erneut sedimentiert. Die Zellen wurden in 1 ml
PBS (mit 0,2% EDTA versetzt) resuspendiert und auf eine Konzentration von 10° Zellen/ml
gebracht. 1-2 ml dieser Suspension wurde in ein FACS-Rohrchen Uberflihrt und die
Fluoreszenzen der Zellen automatisch am Zytometer analysiert.

Zu Beginn der Messung wurden die Zellen zuerst im FSC- und SSC-Kanal als Dot-
Plot-Diagramm in Form einer Wolke in die Mitte des Diagramms gezogen, so dass alle
Zellen analysiert werden konnten. Anschlielend wurden die grinfluoreszierenden Zellen
im FL1-Kanal (Skala linear, FITC-Filter) bzw. die mit Pl gefarbten im FL2- (Skala
logarithmisch, Rhodamin-Filter) und FL3-Kanal (Skala linear, Cy5-Filter) gemessen.

Zur Quantifizierung grinfluoreszierender Zellen wurden die Werte im Histogramm

(Zellzahl versus Fluoreszenzintensitat) entweder durch Setzen von Markern im
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Grunfluoreszenz-Bereich des FL1-Kanals (1-2  GroRenordnungen  Uber  der
Autofluoreszenz) oder durch das Abziehen des FL1-Diagramms einer nicht
fluoreszierenden Zellpopulation errechnet.

Zur Analyse und Auswertung von Zellzyklusdaten nach PIl-Farbung wurden
zunachst in einem Dot-Plot [FL2-A (Flache) gegen FL2-W (Weite)] aufgetragen und ein
Marker (Gate) gesetzt, so dass Dubletten von der Analyse ausgeschlossen wurden. An
diesen so selektionierten Zellpopulationen wurden anschlieRend Fluoreszenzintensitaten
linear im FL3-H-Kanal (H6he) gemessen und daraus mit Hilfe der Wincycle-Software die
Verteilung auf unterschiedliche Zellzyklusphasen errechnet. Durch logarithmische
Darstellungsweise der FL2-H-Werte (Hohe) wurde eine Darstellung Uber mehrere
Groflenordnungen erreicht und in einigen Fallen erst so der Anteil an apoptotischen Zellen
mit sehr geringem DNA-Gehalt sichtbar gemacht.

2.3.6.1 Rekombinationsfrequenzbestimmung am DurchfluBzytometer
(Akyuz, 2001)

24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Elektroporation (und fir MHEJ-12, MHHR-4 bzw.
MHA-6-Zellen Inkubation in Erhaltungsmedium mit 0,2 uM Ostradiol) wurden 1-2 ml-

Aliquots aus den Ansatzen genommen und die Zellen zentrifugiert (250 x g, 5 min). Das
Zellpellet wurde in 1-5 ml PBS (mit 0,2% EDTA versetzt) resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in PBS (mit
0,2% EDTA versetzt) resuspendiert und am Durchflusszytometer griin- und orange-
fluoreszierende Zellen Uber die FL1- und FL2-Kanale quantifiziert. Pro Ansatz wurden
30.000 Zellen analysiert und die Rekombinationsfrequenzen in transfizierten Zellen als
grunfluoreszierende Zellen in der Gesamtzellpopulation errechnet. Unter Korrektur der
Werte bezlglich der  jeweiligen Transfektionseffizienzen wurden dann
Rekombinationsfrequenzen bezogen auf transfizierte Zellen ermittelt (s. 2.3.4).

2.3.6.2 Einparametrische Zellzyklusanalyse (Propidiumjodidfarbung)

Fir die Zellzyklusanalyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen mit dem DNA
Farbstoff Propidiumjodid angefarbt. Das Zellpellet von 10° Zellen wurde nach einmaligem
Waschen mit PBS, in 1 ml PBS resuspendiert und auf einem mechanischen Ruhrgerat bei
400 U/min vorsichtig 9 ml eiskalte Fixierloésung dazugetropft. Die fixierten Zellen wurden 15
min auf Eis inkubiert und mindestens 1 h bei —20°C gelagert (die so fixierten Zellen kbnnen
mehrere Wochen bei —20°C gelagert werden). Fir die Farbung wurden die fixierten Zellen

in zwei Schritten mit zunachst 1:1 Fixierlésung/PBS und dann PBS gewaschen. Die
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rehydrierten Zellen wurden pelletiert und in 0,5 bis 1,5 ml Pl-Farbelésung vorsichtig durch
5maliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die Zellen wurden dann fir 30 min bei
37°C im Dunkeln inkubiert und bis zur Messung mit einem Durchflusszytometer der Fa.
Becton Dickinson (Facscalibur) im Dunkeln bei RT aufbewahrt. Zur Analyse und
Auswertung der Zellzyklusdaten (PHFarbung) wurden zunachst in einem Dot-Plot (FL2-A
(Flache) gegen FL2-W (Weite)) aufgetragen und ein Marker (Gate) gesetzt, so dass
Dubletten von der Analyse ausgeschlossen wurden. An diesen so selektionierten
Zellpopulation wurden anschlielend Fluoreszenzintensitaten linear im FL3-H-Kanal (Hohe)
gemessen. Durch logarithmische Darstellungsweise der FL2-H-Werte (H6he) wurde eine
kompensierte Messung erreicht und in einigen Fallen erst so der Anteil an apoptotischen
Zellen mit sehr geringen DNA-Gehalt sichtbar gemacht. Die Auswertung der DNA-
Histogramme erfolgte mit einer Analysesoftware zur Zellzyklusanalyse (MODFIT).

Fixierlésung: 80% (v/v) Ethanol und Aceton im Verhaltnis 1:1.
Pl-Farbelosung/Stocklésung: 500 pg/ml Propidiumjodid in 38 mM Na-Citrat, pH 7,0.
Pl-Farbelosung-Arbeitslosung: PIl-Stockldsung 1/10 mit PBS verdinnen und 50 pg/mi

RNaseA (frisch ansetzen).

2.3.7 DAPI-Farbung zur Analyse der Kern-Morphologie

Fir Studien der Morphologie der Kerne wurden Zellen der LMV2-Linie und der von
ihr abgeleiteten stabilen Klone fir 24 h auf Deckglaschen kultiviert, mit PBS bei
Raumtemperatur gewaschen und anschlieend mit 3,7% Formaldehyd in PBS fiir 10 min
fixiert und dreimal mit PBS gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,3% Triton X
100 fur 3 min. Die zellulare DNA der fixierten und permeabilisierten Zellen wurden dann mit
dem DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenykindol (DAPI) (0,1
pg/ml) innerhalb von 10 min (RT, im Dunkeln) blau gefarbt Danach wurden die Praparate
mit PBS und abschliel3end einmal mit H,O gewaschen, bevor sie auf einem Objekttrager in
Mounting-Medium eingebettet wurden. Nach Aushartung (G.N., im Dunkeln) konnten die
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden (Anregungswellenlange A=350

-370 nm).Hierbei wurde das Immersionsolobjektiv 40x/ 0,75 der Fa. Olympus verwendet.

Mounting-Medium: 5 g Polyvinylalkohol 25/140; 90 ml PBS; 10 ml Glycerol.
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2.3.8 Generationszeitenbestimmung

Zur Bestimmung der Generationszeit von Zelllinien wurden 5 x 10° Zellen in 9 cm-
Schalen (Doppelbestimmung) ausgesét (mit und ohne 1 pM Ostradiol) und nach 24- und

48-stindiger Inkubation ausgezahlt.

24 Proteinbiochemische Methoden

241 Bestimmung der Proteinkonzentration

2411 Absorption bei 280 nm (Peterson, 1983)

Zur schnellen Ermittlung des Proteingehalts wurde die Absorption bei 280 nm
gemessen. Naherungsweise entspricht eine OD,g, von 1 einer Proteinkonzentration von 1

mg/ml.

241.2 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Zur Proteinbestimmung nach Bradford wurde der Protein-Assay-Kit der Fa. Biorad
oder selbst hergestellte Bradford-Losung verwendet. Diese Methode basiert auf der
Reaktion von Coomassie brillant blue G250 mit Proteinen zu einem blauen, anionischen
Farbstoff und der daraus resultierenden Veranderung im Absorptionsmaximum. Dabei
bleibt der Extinktionskoeffizient Uber einen groflen Konzentrationsbereich konstant. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe wurde eine Eichkurve erstellt. 5-10 pl
der zu quantifizierenden Proteinldsung wurden in 1 ml 1:5 verdlinntes Bradford-Reagenz
aufgenommen. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 595 nm im
Spektralphotometer bestimmt und die Proteinkonzentration an der erstellten BSA-
Eichkurve abgelesen.

Bradford-Lésung: 100 mg Coomassie-Blau R-250; 50 ml Ethanol; 100 ml 85%ige

Phosphorsaure; mit ddH,O auf 1 | auffillen.
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24.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1979)

Probenvorbereitung fir die SDS-Polyacrylamidgelelektorphorese (SDS-PAGE): 1 x
10°-1 x 10’ Zellen wurden fiir 5 min bei 250 x g zentrifugiert und in einer Konzentration von
1-4 x 10* Zellen/ul mit 3x SDS-Probenpuffer bzw. 1,5x SDS-PARP-Puffer versetzt.
Letzterer Puffer wurde speziell daflir verwandt, die PARP quantitativ in Lésung zu bringen.
Die Proben wurden fir 8 min bei 100°C aufgekocht. Dadurch kommt es zu einer
vollstandigen Denaturierung der Proteine und durch die Bindung von SDS an die Proteine
zu einer gleichmafigen Ladungsverteilung. Die Proteine bewegen sich deshalb im

elektrischen Feld weitgehend unabhangig von ihrer Aminosauresequenz.

Fir die SDS-PAGE wurde ein Gelsystem von Pharmacia mit Gelen der Groflie 88 x
100 x 0,75 mm benutzt. Es besteht aus einem Trenngel, welches mit einem Sammelgel
Uberschichtet ist. Die Acrylamidkonzentration der Trenngele (375 mM Tris/HCI, pH 8,8;
0,1% (w/v) SDS) betrug je nach GroRe der aufzutrennenden Proteine 10-15%. Das
Sammelgel hatte eine Acrylamidkonzentration von 2% (125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1%
(w/v) SDS). Im gro3porigen Sammelgel, dessen pH-Wert zwei Einheiten niedriger ist als
der des Trenngels, kommt es zur Fokussierung der Proteine, die im hdher prozentigen
Trenngel nach ihrem Molekulargewicht in verschiedene Banden aufgetrennt werden.

Zur Polymerisierung wurden die Gele mit je 150 pl 10% (w/v) APS und 30 pl
TEMED pro 45 ml Endvolumen versetzt. Das Acrylamid/Bisacrylamidverhaltnis betrug
37,5:1. Die Proteine wurden fur 60 - 90 min bei 25 mA pro Minigel aufgetrennt. Nach der
Elektrophorese erfolgte die Visualisierung der Proteine durch Coomassie-Blaubfarbung
(2.4.3), Silberfarbung (2.4.4) oder Western-Blot-Analyse (2.4.5).

3x SDS-Probenpuffer: 65 mM Tris/HCI, pH 6,8; 10% (v/v) Glycerol; 2,3% (w/v) SDS;
5% (v/v); 0,05% (w/v) Bromphenolblau; 7% (v/v) B-Mercapto-
Ethanol (frisch zusetzen).

1,5x SDS-PARP-Puffer: 93,75 mM Tris/HCI, pH 6,8; 9 M Harnstoff; 15% (v/v) Glycerol;
3% (w/v) SDS; 0,0045% (w/v) Bromphenolblau; 7,5% (v/v) 3-
Mercapto-Ethanol (frisch zusetzen).

SDS-PAGE-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI; 190 mM Glyzin; 1% (w/v) SDS.

4x SDS-Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,4% (w/v) SDS.

4x SDS-Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8; 0,4% (w/v) SDS.
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243 Coomassie-Blaufarbung (Blakesley und Boezi, 1977)

Nach Auftrennung im Gel (2.4.2) wurden die Proteine durch Coomassie-Blau
angefarbt. Dazu wurden die Gele 10 min in der Coomassie-Farbelésung geschwenkt. Nach
Dekantieren der Farbel6sung und kurzer Spilung in HO0 zur Entfernung von Coomassie-
Resten, wurde nicht gebundener Farbstoff anschlieliend durch wiederholtes Schwenken
in Coomassie-Entfarber (Uber Nacht) oder in Schnellentfarber (30-60 min) ausgewaschen.
Alle Arbeitsschritte konnten durch Erhitzen der Losungen in der Mikrowelle beschleunigt
werden.

Die gefarbten SDS-Gele wurden uUber Nacht in HO mit 5% (v/v) Glycerol und 5%

(v/v) Ethanol gelegt und durch Trocknung in Azetatfolie oder auf Whatmannpapier

konserviert.

Farbel6sung: 0,5% (w/v) Coomassie-Blau R; 50% (v/v) Methanol; 10% (v/v)
Essigsaure.

Entfarber: 5% (v/v) Methanol bzw. 10% (v/v) Ethanol; 7% (v/v) Essigséaure.

Schnellentfarber: 10% (v/v) Isopropanol; 10% (v/v) Essigséaure.

244 Silberfarbung

Minigele wurden folgendermalen gefarbt (Oakley et al., 1980): Das Gel wurde
zweimal je 30 min in 5% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsaure fixiert und anschlieffend fur
30 min in einer 10%igen (v/v) Glutaraldehyd-Losung inkubiert. Nach mehreren
Waschschritten in H,O (20-30 min) wurde das Gel fir 30 min in Lésung 1 inkubiert, danach
kurz (2 x 30 s) mit HO gewaschen und schlieRlich mit Lésung 2 gefarbt. Die Reaktion
wurde mit 5% Methanol, 7% Essigsaure gestoppt. Zur Silberfarbung kénnen auch Gele

verwendet werden, die bereits mit Coomassie-Blau gefarbt wurden.

Lésung 1: 2,0 ml 1 N NaOH; 1,4 ml NH; (25%, w/v); 92,6 ml HO; 4,0 ml AgNO;-
Lésung (0,2 mg/ml), tropfenweise zugeben (frisch ansetzen).
Lésung 2: 0,1 ml Formaldehyd; 50,0 mg Zitronensaure; 10,0 ml Methanol; 90,0 ml

H,O (frisch ansetzen).
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245 Western-Blot und Antikorperdetektion von transferierten

Proteinen

Nach der SDS-Gelelektrophorese (siehe 4.3.2.4.) erfolgte der Transfer von
Proteinen auf eine PVDF-Membran (Imobilon-P, Millipore) in einer Hoefer-
Nafblotapparatur. Gegen Ende des Gellaufs wurden jeweils 4 auf GelgroRe
zurechtgeschnittene Whatmann-Papiere in Transferpuffer aquilibriert. Die ebenfalls
zurechgeschnittene PVDF-Membran wurde kurz (2 min) in Methanol aktiviert und nach
zweimaligem Waschen mit HO ebenfalls in Transferpuffer aquilibriert. Nach dem Gellauf
wurde das Gel auf einen vorbereiteten Stapel aus 1 Pufferkissen, 2 Whatmann und der
Membran gelegt. Darauf wurden wiederum 2 Whatmann und 1 Pufferkissen gelegt. Dieses
»Sandwich“ wurde mit der Membranseite zur Kathode in der Blotapparatur fixiert und der

Transfer 60 min bei konstant 100 V unter Eis-Kuhlung durchgefiihrt.

Mit der anschlieRenden Immundetektion wurden Proteine auf der PVDF-Membran
mit spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht. Unspezifische Bindungsstellen wurden
zunachst mit Blockierungslosung 30 min bei RT oder Uber Nacht bei 4°C abgesattigt.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligem primaren Antikdrper in einer
Verdinnung von 1:200 bis 1:10.000 (je nach verwendetem Antikorper) fir 1 h bei RT oder
Uber Nacht bei 4°C in Blockierungslosting. Unspezifisch gebundener Antikérper wurde
durch dreimaliges, 10-mindtiges Waschen in TBS-Tween-Puffer entfernt. Anschliel3end
erfolgte flr 30-45 min bei RT eine Inkubation mit einem peroxidase-gekoppelten Sekundar-
Antikorper. Der Sekundar-Antikdrper wurde in einer Verdinnung von 1:2.500 bis 1:10.000
in Blockierungsldosung eingesetzt. Dieser Antikdrper bindet an den Fc-Teil des ersten
Antikdrpers. Die gekoppelte Peroxidase ist in der Lage den Farbstoff Luminol zu spalten,
so dass uber eine Chemilumineszenz-Reaktion Photonen frei werden, die zur Schwarzung
eines auf die Membran aufgelegten Rdntgenfilms fuhren, und damit die Proteinbanden
sichtbar werden lassen. Nachdem der Sekundar-Antikérper mit der Membran inkubiert und
die Membran erneut gewaschen wurde (dreimal fur je 10 min in TBS-Tween-Puffer), I6ste
die Zugabe von jeweils 4 ml luminolhaltigem ECL-Entwicklungsreagenz A und B die
Chemilumineszenz-Reaktion aus. Nach einer Minute wurden die Proteinbanden mit Hilfe
eines Roéntgenfilms sichtbar gemacht. Die Expositionszeiten der Membranen auf Biomax-
MR Réntgenfilmen lagen zwischen 5 s und 30 min. Konnte mit dieser Methode kein Signal

erzielt werden, wurde der Blot nochmals mit der sensitivitat-steigernden Super—SignaI®

ULTRA Chemilumineszenz-L6sung von Pierce mit einer Einwirkzeit von 5 min entwickelt.
Die Antikérperverdiinnungen richteten sich nach der jeweiligen Affinitat des Antikdrpers fir

das Antigen und wurden individuell bestimmt.
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Transferpuffer: 192 mM Glyzin, 50 mM Tris-HCI.

10x TBS: 0,2 M Tris/HCI, pH 7,6; 1,37 M NaCl.

TBS-Tween: 10% (v/v) 10x TBS; 0,2% (v/v) Tween 20.

Blockierungslosung: TBS-Tween, 5% (w/v) Magermilchpulver.

ECL-L6sung A: 2,5 mM Luminol; 0,4 mM p-Coumarinsaure; 100 mM Tris/HCI,
pH 8,5.

ECL-L6sung B: 13 mM H,O,; 100 mM Tris/HCI, pH 8,5.

2.4.6. Proteinexpression und -Isolierung

24.6.1 Expression von hRad51 in BLR (DE3) pLysS-Bakterien
(Benson et al., 1994)

Zur Expression von hRad51 wurden kompetente Zellen des E. coli Stammes BLR
(DE3) pLysS (Novagen) mit dem Plasmid pFB530 transformiert. Das Genom dieses
Bakterienstammes kodiert nicht fiir ein eigenes RecA-Protein, der Bakterienstamm besitzt

eine ins Genom integrierte A-DNA (DE3) mit einer Sequenz fir eine IPTG-induzierbare T7-

RNA-Polymerase, das Transposon Tn10 mit einer Tetracyclin-Resistenz und das Plasmid
pLysS, welches fur Lysozym kodiert und eine Chloramphenicol-Resistenz tragt.

Zur Transformation wurde zu 20 ul einer Suspension kompetenter Bakterien
(Novagen) 1 pl des Plasmides gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock
erfolgte 40 s bei 42°C im Wasserbad und anschlieBender Abkuhlung fur 2 min auf Eis.
Nach Zugabe von 80 pyl SOC-Medium (Novagen) wurde der Ansatz 1 h bei 37°C
geschdttelt. Dieser Transformationsansatz wurde in 200 ml LB-Medium mit Ampicillin (50
pg/ml), Chloramphenicol (25-34 pg/ml) und Tetracyclin (12,5 ug/ml) GberfGhrt und Gber
Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde auf 4 | LB-Medium mit
Ampicillin (60 pg/ml), Chloramphenicol (25-34 ug/ml) und Tetracyclin (12,5 pg/ml)
Uberimpft (je 1/20 der Kultur) und bis zu einer ODgso nn VON 0,45 wachsen gelassen. Bei
dieser OD wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG induziert und weitere 4 h bei 37°C
im Schuttler inkubiert. Zur Kontrolle der Expression wurde vor IPTG-Induktion und 4 h nach
der Induktion jeweils 1 ml der Bakteriensuspension abgenommen, die Bakterien
abzentrifugiert (2700 x g, 10 min) und in je 100 pl 3x SDS-Probenpuffer aufgekocht. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugation (2700 x g, 10 min, 4°C) geerntet und in 100 ml
Lysispuffer resuspendiert. Die Bakterien wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -70°C gelagert.
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3x SDS-Probenpuffer: 65 mM Tris/HCI, pH 6,8; 10% (v/v) Glycerol; 2,3% (w/v) SDS; 5%
(v/v) B-Mercapto-Ethanol (frisch zusetzen); 0,05% (w/v)

Bromphenolblau.
Lysispuffer: 0,1 M Tris/HCI pH 8,0; 2 mM EDTA,; 5% (v/v) Glycerol.

2.4.6.2 Aufreinigung des hRad51-Proteins
(Benson et al., 1994)

Die Bakterienzellen wurden durch dreimaliges Einfrieren und Wieder-Auftauen
lysiert. Nach erstmaligem Auftauen wurden 0,1% (v/v) Triton, 1 mM DTT und
Proteaseinhibitoren (5 pg/ml Pepstatin A, 125 pg/ml Pefabloc, 5 pg/ml Trasylol, 5 pug/ml
Leupeptin) hinzugegeben. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Zur vollstandigen Lyse
wurde die Suspension funfmal fir 30 s mit 50 Watt Ultraschall behandelt. Unlésliches
Material wurde durch Ultrazentrifugation entfernt (Beckman Rotor 50Ti, 45000 rpm, 1 h,
4°C). Der Uberstand mit dem Idslichen hRad51 wurde anschlieRend zweimal fiir je 2 h
gegen 2 | R-Puffer mit Proteaseinhibitoren dialysiert. Um eventuell ausgefallenes Material
zu entfernen, wurde das Dialysat abzentrifugiert (10 min, 12000 x g, 4°C). Das Dialysat
wurde auf eine 60 ml DEAE-Biogel A-Saule (Biorad), die zuvor in R-Puffer aquilibriert
worden war, geladen. Die Flu3rate betrug 43 ml/h. Nach Waschen der Saule mit 600 ml R-
Puffer, einschlieBlich Proteaseinhibitoren, wurde das hRad51-Protein mit Hilfe eines
linearen Salzgradienten, der von 0,05 M bis 0,6 M KCI reichte, in 6 ml Fraktionen eluiert.
Die eluierten Fraktionen wurden Uber SDS-PAGE analysiert und die 37 kDa-hRAD51-
Banden enthaltenden Fraktionen vereinigt. Das hRad51-Protein eluierte bei einer
Salzkonzentration von 0,2-0,3 M KCI. Die vereinigten Fraktionen der DEAE-S&ule (DEAE-
Pool) wurden gegen je 1,5 | P-Puffer zweimal fir je 2 h dialysiert, eventuell ausgefallenes
Material durch Zentrifugation entfernt und auf eine 15 ml Hydroxyapatit (HA)-Saule
(Biorad), die zuvor mit P-Puffer aquilibriert worden war, geladen. Die Fluf3rate betrug 7
mi/h. Nach Waschen der Saule mit ca. 100 ml P-Puffer erfolgte die Elution mit einem
linearen 150 ml-Gradienten von 0,1 M bis 0,8 M Kalium-Phosphat wobei Fraktionen mit
einem Volumen von 2 ml aufgefangen wurden. Die Fraktionen, die hRAD51 enthielten,
wurden per SDS-PAGE identifiziert (Elution maximal bei 0,4 M K-Phosphat). War die
hRad51-Praparation noch mit Nukleasen kontaminiert (sieche Exonuklease-Assay in Kapitel
2.4.7.2), wurde sie einer dritten Saulenchromatographie unterzogen. Hierzu wurden die
vereinigten HA-Fraktionen auf eine 3,75 ml Blue-Agarose-Saule (Sigma), die zuvor mit R-
Puffer plus 0,1 M KCI aquilibriert worden war, geladen. Die Saule wurde mit 30 ml R-Puffer
(+ 0,1 M KCI) gewaschen und mit einem linearen 37,5 ml Gradienten von 0,1 M bis 1 M
KCI in R-Puffer eluiert. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE identifiziert und die
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entsprechenden Fraktionen, die bei einer Salzkonzentration zwischen 0,5 M bis 0,8 M KCI
eluierten, vereinigt. Das aufgereinigte Protein wurde zur Lagerung zweimal gegen je 250
ml Lagerungspuffer fur 2 h dialysiert und bei -70°C eingefroren.

In Abb. 8 ist der Uber die Reinigungsschritte zunehmende Reinheitsgrad von hRad51 im
SDS-PAGE nach Coomassie- bzw. Silberfarbung veranschaulicht: die bakterielle
Expression des hRad51, die vereinigten Fraktionen der DEAE-Saule (DEAE-Pool), welche
auf die HA-Saule geladen wurden und die HA-Fraktionen mit dem aufgereinigten hRad51.
Die anschlieRende Durchfiihrung einer dritten S&ulenchromatographie war meist
Uberflussig.

A IPTE DEAE-  HA-Fraktionen

bW = 4+ Pool 21 23 29 37 41
\.C—"I
i}

«4— hRad51

Spur

230 —

1356 —
97 —

B4 —
g9 ==

a7 —

Spur 1 2 3 4 &5 86 7 8 8
Peak-Fraktionen

Abb. 8: Reinigung von hRad51, analysiert in der SDS-PAGE nach anschlieBender Coomassie- (a)
bzw. Silberfarbung (b). ;IPTG" und ,+IPTG" steht flr Totalhomogenat der Bakterien vor (Spur 2)
und nach (Spur 3) hRad51-Expression durch Induktion mittels IPTG; es wurden jeweils gleiche
Mengen geladen (je 6 pl). ,DEAE-Pool“ steht fir die vereinigten eluierten Fraktionen nach DEAE-
Saulenchromatographie (Spur 4, 20 ul), wohingegen die verschiedenen Ziffern fir die
Einzelfraktionen nach HA- Saulenchromatographie stehen und das aufgereinigte hRad51 (37 kDa)
enthalten (Spuren 5-9, je 20 pl). Das aufgereinigte hRad51-Protein war hier erst deutlich im Silbergel
erkennbar (b), wohingegen die Sensitivitat der Coomassie-Farbung in diesem Fall nicht ausreichend
war (a). In den Fraktionen des aufgereinigten hRad51 tauchte nach Silberfarbung in jeder
Praparation eine ca. 70 kDa grofle kontaminierende Proteinbande auf, bei der es sich

héchstwahrscheinlich um Keratin (67 kDa) der Haut handelt, welches aber keinen Storfaktor bei den
Versuchen darstellt.

Proteaseinhibitoren/ Stocklésungen:

Aprotinin 1000x: 5 mg/mlin PBS bzw. kaufliches Trasylol (Bayer) 100x.
Leupeptin 1000x: 5 mg/mlin 50% Glyzerol.
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Pefabloc 200x: 25 mg/mlin 50% Glyzerol.
Pepstatin A 200x: 1 mg/ml in Ethanol.

(Proteaseinhibitoren wurden vor Gebrauch dem Puffer frisch zugesetzt.)

R-Puffer: 20 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA; 10% (v/v) Glycerol; 0,5 mM DTT
(frisch zusetzen); 0,05 M KCI.

P-Puffer: 0,1 M Kalium-Phosphat, pH 6,8; 10% (v/v) Glycerol; 0,5 mM DTT
(frisch zusetzen).

Lagerungspuffer: 20 mM Tris-Acetat pH 8,0; 100 mM KOAc; 10% (v/v) Glycerol; 0,5 mM

DTT (frisch zusetzen).

2463 Erzeugung von rekombinanten Baculoviren zur Expression von
p53(273H) und Wtp53 jeweis in Fusion mit 6x Histidin-Peptid

2.4.6.3.1 Transformation von Sf9-Insektenzellen (Felgner, 1991)

Zur Herstellung der rekombinanten Wtp53- und p53(273H)-Baculoviren, jeweils in
Fusion mit 6x Histidin-Peptid, wurden 3 x 10° log-Phase Sf9-Zellen in 25 cm*-
Kulturflaschen in 2 ml serumfreies TC-100-Insektenzellmedium ausgesat. Wahrend der ca.
15 min dauernden Anhaftungsphase wurden 5 — 10 pg des entsprechenden
Baculotransfer-Vektors, 1 ug Baculo-Gold-Virus-DNA (Pharmingen), 20 ul DOTAP-
Liposomentransfektionslésung (Boehringer) und 1 ml serumfreies TC-100-Insektenmedium
in einem konischen 15 ml-Falcon-Reaktionsgefal durch vortexen gemischt und 15 min bei
RT inkubiert. Anschliefend wurde der Transfektionsmix tropfenweise gleichmaRig tber die
Zellschicht verteilt. Die Kulturflaschen wurden langsam fir 4 h bei RT auf einem
Horizontalschittler und unter Lichtausschlul® (Alufolie) bewegt. Nach anschlieRender
Zugabe von 5 ml TC-100-Komplettmedium wurden die Flaschen bei 27°C inkubiert und
taglich auf Infektionszeichen untersucht. Nach ca. 5 Tagen wurde der Kulturiiberstand bei
4.000 x g zentrifugiert und zur weiteren Amplifikation verwendet. Fir die erste Amplifikation
wurden wiederum 3 x 10° Zellen in 25 cm?-Kulturflaschen ausgesat. Nach dem Anhaften
der Zellen wurde das Medium abgenommen und 250 pl des Transfektionstberstandes in 2
ml TC-100-Komplettmedium hinzugegeben. Nach 1 h Inkubation bei 27°C wurde das
Mediumvolumen pro Ansatz ad 10 ml aufgefiullt und anschlieRend fur ca. 5 Tage unter
visueller Transfektionskontrolle gehalten. Der Virusiberstand wurde dann wie oben
beschrieben geerntet.

Die beiden verwendeten Baculotransfer-Vektoren wurden von Frau E. Bendrat hergestellt.
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2.4.6.3.2 Produktion von Hochtiter-Baculovirusstocks

Zur Amplifikation von Hochtiter-Virusstocks wurden log-Phase Sf9-Zellen mit einer
Dichte von 2 x 10%ml in 175 cm?-Zellkulturflaschen ausgesat. Nach Anhaftung der Zellen
(ca. 15 min) wurden die Zellen mit 250 pl bis 2 ml des entsprechenden Baculo-Hochtiter-
Virusstocks bzw. des 1. Amplifikats (2.4.6.3.1) infiziert und 1 h bei 27°C inkubiert. Nach
anschlieRendem Mediumwechsel wurden die Zellen bei 27°C inkubiert, bis die massive
Virusfreisetzung durch Lyse von 80-90% der Zellen beobachtet werden konnte (3 - 5
Tage). Der Virusuberstand wurde anschlieRend durch Zentrifugation bei 4.000 x g geklart
und unter Lichtausschluf? bei 4°C gelagert.

24.6.4 Expression von rekombinantem Baculovirus zur Proteinexpression

in Insektenzellen

Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurden log-Phase High-Five-Zellen in
dreistdckigen Zellkulturflaschen (Nunc) ausgesat und expandiert. Bei einer Konfluenz von
70-80% wurden die Zellen mit 23 ml des entsprechenden Baculovirusstocks infiziert und
40-70 h inkubiert. Die Ernte erfolgte durch leichtes Abschlagen der Zellen und
anschlieBender Zentrifugation bei 150 x g. Das Zellpellet wurde 2x mit eiskaltem 1x PBS
gewaschen und direkt verarbeitet oder bei —80°C gelagert.

Wt 273H" 1262
80 —
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Abb. 9: Testexpression von humanen p53-Varianten im Baculosystem. Es wurden jeweils die
geernteten High-Five-Gesamtzellhomogenate nach Expression von Witp53, p53(273H) (mit Histidin-
Schwanz) bzw. der Mutante p53(1262) in SDS-Probenpuffer aufgekocht und in der SDS-PAGE
aufgetrennt (s. Kapitel 2.4.2). Nach Proteintransfer erfolgte die Immunodetektion (s. Kapitel 2.4.5)
mit dem p53-spezifischen Antikérper PAb421. Die Bande von p53(237H) (Spur 2, 60 kDa apparent)
liegt im Vergleich zu Wtp53 (Spur 1, 53 kDa) und p53(1262) (Spur 3, 53 kDa) etwas hoher (oberer
Pfeil), da hier ein Histidin-Schwanz anfusioniert wurde und zusatzlich eine besonders starke

Proteinexpression vorlag.
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2.4.6.5. Herstellung einer Immunaffinitatsmatrix speziell fiir p53

2.4.6.5.1 Reinigung monoklonaler PAb421-Antikorper aus Aszitesfliissigkeit

Um reinen PAb421-Antikdrper zu erhalten, wurde zu 1 ml Aszitesflissigkeit (ca. 4
mg PAb421) 0,1 ml Antikdrper-Bindungspuffer zugesetzt und Prazipitate anschlieRend
entfernt, indem 5 min bei 20.000 x g in der Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert wurde.
Der Uberstand wurde mit Antikérper-Bindungspuffer auf ein Volumen von 2 ml aufgefiillt
und anschlieBend zusammen mit 1 ml vorbereiteter Protein-G-Sepharose-Suspension
(Amersham Bioscience) (2 mg Trockengewicht, Bindungskapazitat von 18 mg humanem
IgG), welche bereits mit Antikdrper-Bindungspuffer aquilibriert wurde, fir 2 h bei 4°C Gber
Kopf gerollt. AnschlieRend wurde die Suspension in eine Einmalsaule (Biorad) gefullt und
nach Absetzen der Gelmatrix mit 20 ml Antikdrper-Bindungspuffer gewaschen. Die Elution
des Antikdrpers mit Elutionspuffer erfolgte in Fraktionen mit einem Volumen von 500 ul,
wobei die Fraktionen sofort mit 2 M Tris-Base neutralisiert wurden. Die Fraktionen wurden
durch Gelelektrophorese in einem 12%igem SDS-Polyacrylamidgel mit anschlieRender
Coomassie-Farbung analysiert, diejenigen mit den héchsten Proteinmengen vereinigt und
Uber Nacht gegen Kopplungspuffer dialysiert. Die Proteinkonzentrationen nach der Dialyse
wurden am Photometer bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt. Eine OD,g, von 1,44

entspricht ungefahr einer IgG Menge von 1 mg/ml.

Antikorper-Bindungspuffer: 100 mM Na-Glyzinat pH 9,0; 3 M NaCl.
Elutionspuffer: 0,1 M Kalium-Citrat pH 3,0.
Kopplungspuffer: 0,1 M NaHCO; pH 8,3; 0,5 M NaCl.

2.4.6.5.2 Kopplung des gereinigten Antikérpers an bromcyan-aktivierte
Sepharose (Schneider et al., 1982)

Zur Kopplung des gereinigten Antikdrpers PAb421 wurden 0,7 g BrCN-aktivierte
Sepharose 4B-CL (Pharmacia) in 10 ml 1 mM HCI pH 3,0 aufgelést und 15 min bei
Raumtemperatur gequollen. Die Matrix wurde in eine Saulenfritte gefullt und zuerst mit 250
ml 1 mM HCI und 100 ml ddH,O gewaschen und anschliefend mit Kopplungspuffer
aquilibriert. Die Gelmatrix wurde dann Uber Nacht bei 4°C mit ca. 1 mg PAb421 inkubiert.
Nach Absetzen der Gelmatrix wurde die vollstdndige Bindung des Antikdrpers an die
Gelmatrix Uberpriift, indem die Proteinmenge im Uberstand photometrisch bestimmt wurde.
Die Bindung kann als vollstdndig angesehen werden, wenn die OD gegen Luft nicht
mehr als 0,05 betragt.
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Nach Abschlul® der Bindungsreaktion wurde die mit dem Antikdrper verbundene
Matrix auf einer Fritte mit 50 ml 0,14 M Tris-HCI, pH 8,5 gewaschen und mit
Lagerungspuffer aquilibriert. Die Antikdrpermatrix wurde zum Schutz vor Kontaminationen
bei langerer Lagerung mit 0,05% (w/v) NaN; versetzt und bei 4°C gelagert.

Kopplungspuffer: 0,1 M NaHCO; pH 8,3; 0,5 M NaCl.
Lagerungspuffer: 30 mM KPi pH 7,8; 1 mM EDTA.

24.6.6 Immunaffinitatsreinigung von humanem p53

Zur Aufreinigung von baculoviral in High-Five-Insektenzellen Uberexprimiertem
humanem p53, wurde eine Antikorpersaule mit dem Antikdérper PAb421 hergestellt,
welcher die Aminosauren 372-382 im C-terminalem Bereich von p53 bindet.

Das Zellpellet von 3x10°  High-Five-Zellen  (nach  entsprechender
Baculovirusinfektion) wurde in 10 ml Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren lysiert (1 h Uber
Kopf bei 4°C gerollt), die Zelltrdimmer in der Ultrazentrifuge (Rotor SW-41, 35.000 rpm, 35
min, 4°C) abzentrifugiert und das geklarte Lysat auf eine PAb421-Antikdrper-Saule (1 ml)
geladen. Anschliellend wurde die Saule mit Puffer A gewaschen (10x Saulenvolumen) und
im 2. Waschschritt mit Puffer B schon etwa 20% des gebundenen p53 eluiert. Im eigentlich
Elutionsschritt mit dem Elutionspuffer (pH 9,0-Wechsel) erhalt man dann zu >90%
sauberes p53-Protein (Mummenbrauer et al., 1996) (Abb. 10a). Allen Puffern wurden frisch
Proteaseinhibitoren zugesetzt.

Zur besseren Haltbarkeit des aufgereinigten p53 Proteins wurde es sofort nach der
Aufreinigung gegen Lagerungspuffer dialysiert, bei 4°C gelagert und ca. 1 Woche flr
biochemische Experimente verwendet. Die Proteinmengen wurden mittels Bradford-

Bestimmung oder Abschatzung in Coomassie-gefarbten Gelen ermittelt.
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Abb.10: Elutionsprofil von immunaffinitdtsgereinigtem Witp53. Die Elution erfolgte zundchst mit
Hochsalzpuffer (1 M KCI) bei pH 7,8 (a) und anschlieBend durch Wechsel auf pH 9,0 (b). Die
verschiedenen Ziffern stehen fir die Einzelfraktionen nach Elution der PAb421-Antikorper-Saule mit
den beiden Puffern vor (a) und nach (b) pH-Wechsel. Der schwarze Pfeil verweist auf die Laufhéhe
der p53-Bande (50 kDa apparent).

59



2. Material und Methoden

Proteaseinhibitoren/ Stocklésungen:

Aprotinin 1000x: 5 mg/mlin PBS bzw. kaufliches Trasylol (Bayer) 100x.
Leupeptin 1000x: 5 mg/mlin 50% (v/v) Glycerol.

Pefabloc 200x: 25 mg/ml in 50% (v/v) Glycerol.

Pepstatin A 200x: 1 mg/ml in Ethanol.

(Proteaseinhibitoren wurden vor Gebrauch dem Puffer frisch zugesetzt.)

Lysispuffer: 20 mM Tris/HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,5% (w/v) Lubrol oder 0,1 %
(v/v) Triton; 5 mM EDTA; 1 mM DTT (frisch zugeben).

Puffer A: 30 mM K-Phosphat pH 7,8; 0,1 M KCI; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT
(frisch zugeben).

Puffer B: 30 mM K-Phosphat pH 7,8, 1 M KCI 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT (frisch
zugeben).

Elutionspuffer: 30 mM K-Phosphat pH 9,0; 1 M KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1% (w/v) Lubrol;
10% (v/v) Glycerol; 1 mM DTT (frisch zugeben).
Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM KCI; 10% (v/v) Glycerol; 1 mM DTT

(frisch zugeben).

2.4.6.7 TALON°®-Metallaffinititschromatographie zur Aufreinigung von
humanen p53-Fragmenten in Fusion mit 6x-Histidin-Peptid
(Kasher et al., 1993)

Die humanen p53-Fragmente mit Polyhistidin-Schwanz wurden in mit Baculoviren
infizierten Insektenzellen exprimiert.
Durch die hohe Affinitdt der Imidazol-Ringsysteme von Histidin-Resten zu Metallionen
kdnnen solche Proteine Uber eine TALON-Metallaffinitdtssaule aufgereinigt werden. Hierzu
wurden vorbereitend 2 ml des aufgeschwemmten TALON-Metallaffinitdtschromatographie-

Materials (Clontech) mit zweimal 10 ml Waschpuffer | gewaschen.

Allen nachfolgend verwendeten Puffern wurden Proteaseinhibitoren frisch
zugegeben. Das Pellet von 4 x 10° Insektenzellen wurde mit 30 ml Lysispuffer versetzt und
1 h Uber Kopf bei 4°C gerollt. Die Zellen wurden dreimal fur 10 s mit Ultraschall lysiert und
die Zelltrdmmer in der Ultrazentrifuge (Rotor SW-41, 35.000 rpm, 35 min, 4°C)
abzentrifugiert. Danach wurde der Uberstand mit dem TALON-S&ulenmaterial gemischt
und 1 h rollend bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Material zweimal mit je 25 ml
Waschpuffer | gewaschen und mit Waschpuffer Il in eine Glassaulenfritte geflllt. Nach
Waschen mit ca. 50 ml Waschpuffer Il erfolgte die Elution mit Elutionspuffer, wobei acht 1

ml Fraktionen aufgefangen wurden. Die aufgefangenen Fraktionen wurden auf eine
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Endkonzentration von 5 mM DTT eingestellt. Die Proteinkonzentrationsbestimmung
erfolgte nach Bradford und Uber die Analyse der Bandenintensitat im Coomassie-Blau
gefarbten SDS-Polyacrylamidgel (Abb. 10). Das resultierende p53-Protein war zu >90%
rein und exonukleaseaktiv (Mummenbrauer et al., 1996).
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Abb.11: Elutionsprofil von TALON-saulen-aufgereinigtem Wtp53 mit 6x-Histidin-Schwanz in der
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlielend durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Proteine
der Fraktionen 1-8 wurden in den Spuren 2-9 geladen. Der schwarze Pfeil verweist auf die Laufhohe
der p53-Bande mit 6x-Histidin-Schwanz (60 kDa apparent).

Proteaseinhibitoren/ Stocklésungen:

Aprotinin 1000x: 5 mg/mlin PBS bzw. kaufliches Trasylol (Bayer) 100x.

Leupeptin 1000x: 5 mg/mlin 50% (v/v) Glycerol.

Pefabloc 200x: 25 mg/ml in 50% (v/v) Glycerol.

Pepstatin A 200x: 1 mg/ml in Ethanol.

(Proteaseinhibitoren wurden vor Gebrauch dem Puffer frisch zugesetzt.)

Lysispuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,5% (w/v) Lubrol oder 0,1 %
(v/iv) Triton; 1 mM [B-Mercapto-Ethanol (frisch zusetzen); 2 mM
Na,S,0s (frisch zusetzen).

Waschpuffer I: 20 mM Tris/HCI, pH 8,0; 100 mM KCI; 1 mM [B-Mercapto-Ethanol
(frisch zusetzen).

Waschpuffer II: 20 mM Tris/HCI, pH 8,0; 100 mM KCI; 1 mM [B-Mercapto-Ethanol
(frisch zusetzen); 10 mM Imidazol (frisch zusetzen).

Elutionspuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 100 mM KCI; 1 mM [-Mercapto-Ethanol (frisch

zusetzen); 300 mM Imidazol (frisch zusetzen).
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247 Methoden fiir DNA-Protein-Interaktionsstudien

24.71 Gelretardations-Analyse (Electrophoretic Mobility Shift Assay,
EMSA) (Fried und Crothers, 1981; Garner und Revzin, 1981;
Sawadogo et al., 1988)

Diese Methode (schematisch dargestellt in Abb. 12) beruht auf der Tatsache, dass
DNA-Substrate sich im elektrischen Feld schneller bewegen als der groflere Komplex aus
gebundenem Protein und DNA. Da die eingesetzte DNA radioaktiv markiert war, kann die
Veranderung in der Mobilitdt der DNA nach erfolgter Proteinbindung mit Hilfe einer
Autoradiographie detektiert werden.

Die Standard-Reaktionsansatze fir die EMSAs mit einem Gesamtvolumen von 20
ul setzten sich aus 50 pM **P-markiertem 3-Strang-Substrat (10.000 cpm pro Ansatz, 10
nm definiert in Nukleotiden) und Protein in 1x DNA-Binde-Puffer zusammen. Wie an
entsprechender Stelle vermerkt, wurden diese Standardbedingungen teilweise durch
Zugabe von 3 mM ATP und 5 mM MgCl, modifiziert, wobei dann auch EDTA-frei gearbeitet
wurde. Die Proteine hRad51 (66 - 530 nM), Wtp53 (1 - 5 nM), p53(273H) (1 - 30 nM) und
p53(1262) (alle humaner Herkunft), SSB (66 nM) von E. coli und BSA (150 nM) wurden
entsprechend der zugehoérigen Beschreibung zugegeben. In Kontrollen ohne das
entsprechende Protein wurde dieses durch ein &quivalentes Volumen mit
korrespondierendem Puffer substituiert. Nach Zugabe der markieten DNA wurden die
Reaktionsgemische fir 30 min auf Eis oder bei RT inkubiert, um ein vollstdndiges
Bindungsgleichgewicht zwischen DNA-Substrat und Protein einzustellen. Nach Zugabe von
5x DNA-Ladepuffer wurde eine Gelelektrophorese in einem 4%igen nativen,
kontinuierlichen Polyacrylamidgel (1:19 Bisacrylamid) in 1x RegG-Lauf-Puffer bei RT und
einer Spannung von 160 V durchgefihrt. Danach wurde das Gel auf Whatman-Papier
unter Vakuum bei 80°C getrocknet. Die Exposition erfolgte auf X-Omat-Filmen
(Autoradiographie) oder alternativ. mit einem Phospholmager-Screen, der mit der
dazugehorigen Software direkt eingelesen werden konnte (s. 2.4.7.2). Fir die Experimente
zur Analyse der Bildung tertiarer Protein-Protein-DNA-Komplexe, wurden hRad51 und p53
mit der 3-Strang-DNA koinkubiert (30 min). Alternativ dazu wurde ein Prainkubationsschritt
zur Ermoglichung der Protein-DNA-Komplexbildung lediglich eines der Proteine mit der
DNA fiir 30 min auf Eis zwischengeschaltet, und anschlieRend erst die zweiten Protein-

Komponente zugegeben und die Inkubation fortgesetzt (30 min).
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EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

gereinigte Proteine 3-5trang-DMA-Substrat

o 3 "5 =P
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Abb 12: Schematische Darstellung des Prinzips des Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA).
Der Reaktionsansatz wurde fiir die kontinuierliche und native Polyacrylamidgelelektrophorese
eingesetzt und die unterschiedlichen Molekllkomplexe nach Ladung und Groflie aufgetrennt. DNA -
Substrate bewegten sich im elektrischen Feld schneller als gréfiere Komplexe aus Protein und DNA.
Da die DNA zuvor radioaktiv markiert worden war, konnten die DNA haltigen Molekilkomplexe und
deren Mobilitat mit Hilfe einer Autoradiographie detektiert werden. Abb. nach Janz (Janz, 1999).

10x DNA-Bindepuffer: 250 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA; 60% (v/v)
Glycerol;10 mM DTT (frisch zusetzen).

10x RegG-Laufpuffer: 67 mM Tris/HCI, pH 8,0; 33 mM Natrium-Acetat; 20
mM EDTA.

5x DNA-Ladepuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 % (v/v) Glycerol; 0,1 M
EDTA; 1 % (w/v) Bromphenolblau (oder
Xylencyanol).

4%iges Polyacrylamidgel (40 ml): 4 ml 10x RegG-Laufpuffer; 4 ml 40% (w/v)
Polyacrylamid (1:19 Bisacrylamid); 32 ml ddH20O;
entgasen und 150 pl 10% (w/v) APS; 30 yl TEMED

zugeben und Gel gielen.

24.7.2 Exonuklease-Assay (Mummenbrauer et al.,1996)

Die Exonuklease-Assays entsprechen in der Durchfihrung im wesentlichen der in
Kapitel 2.4.7.1 beschriebenen fir die Gelretardations-Analysen, nur wurden die Reaktionen
in Gegenwart von 3 mM ATP und 5 mM MgCl,, sowie 1x DNA-Bindepuffer ohne EDTA
durchgefuhrt. Flr die quantitative Analyse der Exonukleaseaktivitdt wurden den
Reaktionsansatzen 50 pM *’P-markiertes 3-Strang-Substrat (10.000 cpm pro Ansatz, 10
nm definiert in Nukleotiden) und +2 nM Wip53 oder p53(273H) fur 30-60 min bei RT
zugefugt, da unter diesen Bedingungen die Substratentfernung <60% betrug. Zu den

Reaktionsprodukten wurde nach Ablauf der Inkubationszeit sofort Proteinase K zugegeben
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(8x Stoplésung), und die DNA durch diesen abschlielienden 10 mindtigen
Inkubationsschritt bei 37°C von anhaftenden Proteinen befreit. Nach Zugabe von 5x DNA-
Ladepuffer erfolgte die Auftrennung auf einem 4%igen nativen Polyacrylamidgel wie im
vorangegangenen Kapitel 2.4.7.2 beschrieben. Das exonukleolytisch abgebaute 3-Strang-
Substrat wandert aufgrund seiner verringerten Gré3e schneller im Gel. Die Detektion der
Banden erfolgte mittels Autoradiographie, zum einen auf X-Omat-Filmen und zum anderen
mittels Phospholmagerscreen, so dass eine quantitative Auswertung am Phospholmager
mit der Software TINA 2,0 erfolgen konnte.

10x DNA-Bindepuffer: 250 mM Tris/HCI, pH 8,0; 60% (v/v) Glycerol; 10 mM
DTT (frisch zusetzen).

8x Stoplésung: 200 mM EDTA, pH 8,0; 2% (w/v) SDS; 5 mg/ml
Proteinase K.

5x DNA-Ladepuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 % (v/v) Glycerol; 0,1 M

EDTA; 1 % (w/v) Bromphenolblau (oder
Xylencyanol).

10x RegG-Laufpuffer: 67 mM Tris/HCI, pH 8,0; 33 mM Natrium-Acetat; 20
mM EDTA.

4%iges Polyacrylamidgel (40 ml): 4 ml 10x RegG-Laufpuffer; 4 ml 40% (w/v)
Polyacrylamid (1:19 Bisacrylamid); 32 ml ddH20O;
entgasen und 150 pl 10% (w/v) APS; 30 ul TEMED

zugeben und Gel gielRen.

24.7.3 Strangtransfer-Assay

Die Strangtransfer-Assays wurden entweder mit markierter Doppelstrang-DNA (ds-
DNA) und  nicht-markierter  Einzelstrang-DNA  (ssDNA,  Oligonukleotid 1)
(Standardverhaltnisse, s. Abb. 13) oder umgekehrten Markierungsverhaltnissen
durchgeflhrt (nicht-markierter Doppelstrang und markierter Einzelstrang). Der
Doppelstrang bestand aus hybridisiertem Oligunukleotid 1 und dem komplementaren
Oligonukleotid 2. Der Strangtransfer wurde dann anhand der Freisetzung des radioaktiv
markierten Oligonukleotids aus der Duplex—DNA (dazu siehe Abb.6. Kapitel) oder anhand
des Auftauchens einer (radioaktiv-markierten) Duplex-DNA-Bande bei gleichzeitiger
Abnahme der ssDNA-Bande nachgewiesen und quantifiziert.

Fir die Studien zum Strangaustausch wurden 20 nM hRad51 fir 10 min bei 37°C

mit radioaktiv markiertem oder nicht-markierten Oligonukleotid 1 in einem Gesamtvolumen
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von 20 pl in 1x Strangtransferpuffer zusammen mit 15 mM MgCI2, 3 mM ATP, 80 nM BSA
und 1 - 30 nM p53 oder einem &quivalenten Volumen an p53-Lagerungspuffer vorinkubiert.
Das hRad51 wurde teilweise ausgetauscht gegen daquvalente Volumina hRad51-
Lagerungspuffer (in den Negativkontrollen), gegen 250-1.000 nM RecA oder 250 nM SSB.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe der radioaktiv markierten oder nicht-markierten
Duplex-DNA gestartet und die Inkubation wurde bei 37°C fiur die jeweils beschriebenen
Zeiten fortgesetzt. Es wurden 4 nM unmarkiertes Oligonukleotid 1 (270 nM definiert in
Nukleotiden) und 0,4 nM *P-markierte homologe Duplex-DNA (50 nM definiert in
Nukleotiden) eingesetzt, um die Freisetzung der markierten ssDNA beobachten zu kénnen.
Zudem wurden 0,4 nM **P-markiertes Oligonukleotid 1 (30 nM definiert in Nukleotiden) und
0,4 nM nicht-markierte homologe Duplex-DNA (50 nM definiert in Nukleotiden) fur die
Reaktion zur Bildung radioaktiv-markierter Duplex-DNA benutzt. In Kontrollreaktionen
wurde die Zugabe des jeweils nicht-markierten zweiten DNA-Partners weggelassen. Die
Reaktionen wurden durch Inkubation bei 37°C fir 10 min nach Proteinase K-Zugabe (8x
Stoplésung) beendet und die DNA deproteinisiert. Die Proben wurden mit 5x DNA-
Ladepuffer versetzt und baldmdglichst elektrophoretisch auf einem nativen TBE-
gepufferten 12%igen Polyacrylamidgel bei 10 V/cm fir 23 h bei RT zur Auftrennung
gebracht. Die Quantifizierung der Enzymraten und der Kkorrespondierenden
Standardabweichungen flir den Strangaustausch oder fir den exonukleolytischen DNA-
Substratabbau wurden durch Phospholmager-Analyse der getrockneten Gele mit der

dazugehorigen Software TINA 2,0 vorgenommen.

10x Strangtransferpuffer: 225 mM Tris/HCI, pH 7,4; 2mM DTT (frisch
zusetzten).
8x Stoplésung: 200 mM EDTA, pH 8,0; 2% (w/v) SDS; 5 mg/mi

Proteinase K.

5x DNA-Ladepuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 % (v/v) Glycerol; 0,1 M
EDTA; 1 % (w/v) Bromphenolblau (oder
Xylencyanol).

10x TBE-Laufpuffer: 0,89 M Tris/HCI, pH 8,3; 0,89 M Borsaure; 2,5 mM
EDTA.

12%iges Polyacrylamidgel (40 ml): 4 ml 10x TBE-Laufpuffer; 12 ml 40% (w/v)
Polyacrylamid (1:19 Bisacrylamid); 24 ml ddH20;
entgasen und 150 pl 10% (w/v) APS; 30 yl TEMED

zugeben und Gel giel3en.
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25 Virologische Methoden

251 Herstellung von Vireniiberstanden

Zur Amplifikation von Virusuberstdnden wurden subkonfluente TC7- bzw. COS1-
Zellen mit einem ViruslUberstand, der auf eine EOI (Efficiency of Infection) von 0,001
verdinnt war, infiziert. Bei dieser niedrig-titrigen Infektion wird nur jede 1000ste Zelle
infiziert und so die Vermehrung von defizienten Viren verhindert. Wahrend die mit VP1-
Mutanten-SV40-DNA transfizierten Zellen bei der permissiven Temperatur von 32°C
inkubiert wurden, wurden die mit wt-SV40-DNA transfizierten bei 37°C gehalten. Nach 3-4
Wochen waren die Zellen vollstandig lysiert. Die verbliebenen Zellen wurden durch
zweimaliges Frieren und Tauen aufgebrochen und die Viren durch 2-minltiges Sonifizieren
vollstandig freigesetzt. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (1.000 x g, 6 min, 4°C)
pelletiert. Der virushaltige Uberstand wurde sterilfiltriert (0,2 pum-Filter), aliquotiert und bei -
70°C gelagert.

25.2 Infektion von eukaryontischen Zellen

Die Virenlberstande (aus 2.5.1) wurden bei RT aufgetaut und 10 s sonifiziert, um
Aggregate aufzulésen. COS-1- oder CV1-Zellen in Schalen wurden vom
Erhaltungsmedium befreit und mit Virenlberstanden in der gewlinschten Verdiinnung
infiziert, indem diese inkubiert (39°C, 1,5 h) und dabei mindestens alle 15 Minuten
geschwenkt wurden. Danach wurde die Virussuspension abgesaugt, einmal mit DMEM

gewaschen und inkubiert.

253 Bestimmung der MOI (Multiplicity Of Infection)

Um die Effizienz der Infektion zu bestimmen, wurden 1,5 x 10° Zellen/6-Loch-&33,5
cm-Schale COS-1-Zellen auf Deckglaschen ausgesat. Der zu testende Virusuberstand
(aus 2.5.1) wurde in geeigneter Weise mit DMEM verdinnt. Die Zellen wurden jeweils mit
200 pl des VirenUberstandes infiziert (s. 2.5.2). Nach Inkubation (39°C, 48 h) wurde
zweimal mit PBS gewaschen und die Deckgldschen entnommen. Die adharent auf den
Deckglaschen wachsenden Zellen wurden zunachst in kaltem Methanol fixiert ¢20°C, 5
min) und dann in Aceton permeabilisiert (-20°C, 5 min). Durch die indirekte
Immunfluoreszenz (2.5.4.1) war es nun mdglich, den Anteil der T-Ag-positiven gegen die
Gesamtzahl der Zellen auszuzahlen. Die EOI gibt die Anzahl der infektidsen Viruspartikel

im Verhaltnis zur eingesetzten Zellzahl an.
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254 Indirekte Immunfluoreszenz

Mit SV40 infizierte Zellen exprimieren das T-Ag, welches in der indirekten
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden kann. Die fixierten und permeabilisierten
Zellen auf Deckglaschen (s. 2.5.3) wurden zunachst getrocknet. Zuerst wurde die Zellen
auf den Deckglaschen mit PAb108 inkubiert (30 min, 37°C). Vor, zwischen und nach den
Antikorperinkubationen wurden die Zellen dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Als zweites
folgte eine Inkubation mit Ziege-Anti-Maus-Biotin, als drittes Streptavidin-Cy3-Konjugat.
Streptavidin bindet mit hoher Affinitdt an Biotin. Da mehrere Streptavidin-Molekile an ein
Biotin-Molekdl binden, wird eine deutliche Signalverstarkung erreicht. AbschlieRend wurde
zweimal mit H,O gewaschen und die Zellen in einem Tropfen Mounting Medium
eingebettet. Nach Aushartung (G.N., im Dunkeln) konnten die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden (Anregungswellenldange A=550 nm). Es wurden
jeweils mindestens drei Gesichtsfelder ausgezahlt. Die angefarbten Zellen wurden dann

gegen die Gesamtzellzahl dividiert, um die MOI zu erhalten.

255 Rekombinations-Assay (Wiesmiiller et al., 1996)

Im Rekombinations-Assay werden die interchromosomalen
Rekombinationsfrequenzen geeigneter Viruspaare in verschieden Zellen gemessen. Die
eingesetzten Viren tragen unterschiedliche Mutationen im VP1-Gen, die jeweils zu einem
temperatursensitiven Phanotyp flhren. Viruspartikel kdnnen nur bei der permissiven
Temperatur von 32°C gebildet werden. Unter restriktiven Bedingungen (39°C) kénnen sich
nur die durch Rekombination zweier Mutantenpartikel entstandenen Wildtyp-Viren
vermehren. Die Zellen wurden 24 h vor der Infektion mit einer Dichte von 1,5-2 x 10°-Zellen
pro Loch einer 6-Loch-3,5 cm-Platte in Erhaltungsmedium mit Zusatz von 1 uM Ostradiol
ausgesat. Es wurden jeweils Zweifachbestimmungen fir die Wildtyp-Viren und
Vierfachbestimmungen fir die Doppelinfektionen mit den Mutanten-Viren durchgefihrt. Die
Virenlberstande wurden bei RT aufgetaut, 10 s sonifiziert und auf die zur Infektion
eingesetzte MOI verdinnt. Fur die Doppelinfektionen wurden Virusmischungen hergestellt.
Die Zellen wurden infiziert (s. 2.6.3) und inkubiert (84 h, 39°C). Die Platten wurden bei —
20°C eingefroren, aufgetaut und erneut eingefroren, wieder aufgetaut und der Uberstand
sterilfiltriert und bis zur Bestimmung der Virustiter im Plaque-Assay (2.5.6) in
Reaktionsgefalien bei 4°C aufbewahrt.
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25.6 Plaque-Assay (Wiesmiiller et al., 1996)

Zur Ermittlung der Anzahl der freigesetzten Viruspartikel im Rekombinations-Assay
wurde fir jeden Uberstand ein Plaque-Assay angesetzt. Dieser Virusnachweis beruht
darauf, dall Wilttyp-SV40-Viren CV1-Zellen lysieren. Vom initialen Infektionsherd aus
kénnen aufgrund der Mobilitdtseinschrankung durch den Softagar (s.u.) nur die
Nachbarzellen infiziert werden. Es bildet sich im Zellrasen ein sogenannter Plaque aus

lysierten Zellen, der nach Anfarbung (s.u.) als Loch in Erscheinung tritt.

24 h vor der Infektion wurden 3 x 10° Zellen/10 cm-Schale ausgesat, so dass am
nachsten Tag ein dichter Zellrasen entstanden war. Die Infektion (s. 2.6.3) erfolgte mit je
400 pl Zelliberstand aus dem Rekombinations-Assay (2.6.6). Die Wildtyp-VirenUberstande
wurden dabei in geeigneter Weise verdiinnt (1:1.000-1:10.000), die Uberstéande aus
Doppel- und Einzelinfektionsuberstdanden wurden unverdinnt eingesetzt. Nach der
Inkubation wurden die Platten mit je 12 ml flussigem Softagar (40°C) Uberschichtet und
nach Festwerden des Softagars 20 Tage (Wildtyp-Viren) bzw. 24 Tage (Doppelinfektionen)
bei 39°C inkubiert.

Zur Fixierung und Farbung wurden die Schalen mit Kristallviolettldsung
Uberschichtet und nach mindestens 2 h wurde der Softagar abgeschlagen, die Platten mit
H,O gewaschen und getrocknet.

Softagar: 1,4 % (w/v) Sea Plaque Agarose in DMEM; 2 % FCS;
1/200 Nystatin; 1/1.000 Refobacin.
Kristallviolett-Stammlésung: 2% (w/v) Kristallviolett; 1 Teil Formaldehyd (37%); 2 Teile

Ethanol; 7 Teile H,0.
Kristallviolett-Farbelosung: 1 Teil Kristallviolett-Stamml&sung; 1 Teil Formaldehyd

(37%); 8 Teile H,O.

68



3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

31 Die Rolle von Heteroduplex-Strangkreuzungen in den
funktionellen Wechselwirkungen von humanem Rad51 und
Wildtyp-p53

3.1.1 Der Effekt von hRad51-vermitteltem Strangtransfer auf die p53-

assoziierte Exonukleaseaktivitat

In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Wiesmiller konnte ein Zusammenhang
hergestellt werden zwischen der Erkennung von Heterologien auf
Rekombinationsintermediaten und der Inhibition von homologen Rekombinationsprozessen
durch Wtp53 (Dudenhoffer et al., 1998;1999). In Anbetracht dessen, dass Rad51 die initiale
Strangtransferase in Eukaryonten darstellt (Benson et al., 1994; Sung und Robberson, 1995;
Gupta et al.,1997), wurde zunachst der Strangaustausch durch humanes Rad51 (hRad51) in
An- oder Abwesenheit von humanem p53 studiert. Fur diesen Zweck wurden beide Proteine
chromatographisch aufgereinigt, nachdem hRad51 in E.coli und p53 in Insektenzellen
Uberexprimiert worden war. Da p53 an frlihe Rekombinationsintermediate bindet, wurde die
Aufmerksamkeit auf die frihe Phase des DNA-Austausches gerichtet, indem als Substrate
Oligonukleotide benutzt wurden, wie sie in einem entsprechenden Assay von Gupta et. al.
(1997) beschrieben worden waren.

Die folgenden Strangtransfer-Assays wurden mit **P-markierter Doppelstrang-DNA
(dsDNA) und nicht-markierter Einzelstrang-DNA (ssDNA) durchgefuhrt. Der Strangtransfer
wurde anhand der Freisetzung des radioaktiv markierten Oligonukleotids aus der Duplex—
DNA nachgewiesen und quantifiziert (s. Abb. 13). Um Effekte zu vermeiden, die lediglich mit
einer Anderung der Proteinkonzentration zusammenhangen, wurde zu jedem

Reaktionsansatz ein Uberschul® an BSA zugegeben.

Strangaustausch
32P
67-mer hRad51
1_+* 1 — 1 £ S e— |

Abb. 13: Strangaustausch wurde imitiert, indem ein nicht markiertes einzelstréangiges Oligonukleotid
und eine homologe, **P-markierte DNA-Duplex sowie hRad51 zum Reaktionsansatz hinzugefiigt
wurden. Unter Strangtransferbedingungen kommt es so zu einer Verdrangung des radioaktiv
markierten Einzel-DNA-Stranges aus der Duplex. Einzel- und Doppelstrang kénnen anschlief3end
mittels nativer Gelelektrophorese aufgetrennt und danach autoradiographisch detektiert werden.
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Far das gereinigte hRad51 wurde Strangtransferaktivitdt nachgewiesen (Abb. 14,
Spuren 6-8), wohingegen dies fur BSA nicht zu beobachten war (Abb. 14, Spuren 4 und 5).
Wihrend einer Inkubationsperiode von 1-2 h bei 37°C wurden 10-20% des **P-markierten
Oligonukleotides 1 durch hRad51 aus der markierten dsDNA verdrangt (Abb. 14, Spuren 7
und 8). Die spontane Freisetzung war vernachlassigbar gering (Abb. 14, Spuren 4 und 5).
Mit lediglich *?P-markierter Duplex konnte keine Freisetzung des radioaktiven
Oligonukleotides 1 durch hRad51 beobachtet werden (Abb. 14, Spur 2), wodurch eine
kontaminierende Helikase ausgeschlossen werden kann. Nach Zugabe von Wildtyp-p53
(Wtp53) anstatt hRad51 fand eine 70%ige Degradation der markierten DNA innerhalb von
120 min statt (Abb. 14, Spuren 9-11). Dieser DNA-Abbau ist auf die Exonukleaseaktivitat von
Witp53 in Anwesenheit von Mg?*-lonen zuriickzufilhren (Mummenbrauer et. al., 1996).
AuRerst Uberraschend war nun jedoch, dass strangtransferaktives hRad51 die Menge an
nukleolytisch abgebauter DNA durch Wtp53 bis zu 90% erhdhte (Abb. 14, Spuren 12-14).

hRad51-Protein =+ - = =+ F - - -+ ++
p53-Protein S . T T S T S
Zeitimin 120 120 120|60 120 |30 60 120 |30 60 120 |30 60120
e 4 *
DNA-Substrate *25 2s+1g 2s+1s 25+ 1s *2s+1s
7 -

¥

S T v
_ i

12 3 46 6 7 8 92 10 111213 14

Abb. 14: Durch hRad51 vermittelter Strangtransfer in Anwesenheit von humanem Witp53. Die
Strangtransfer-Assays wurden bei 37°C durchgefiihrt, wie im Teil ,Material und Methoden® (Kapitel
2.4.7.3) beschrieben. Die schwarzen Pfeile neben den schematischen lllustrationen markieren die
Positionen der ssDNA und der homologen Duplex-DNA, wobei die radioaktive Markierung durch einen
Stern gekennzeichnet wurde. Die Reaktionsansatze enthielten Duplex-DNA, bestehend aus 5°-3p.
markiertem Oligonukleotid 1 und nicht-radioaktivem Oligonukleotid 2 (*2s) und einzelstrangiges, nicht
markiertes Oligonukleotid 1 (7s). In den Kontrollreaktionen fehlten die nicht markierten
einzelstrangigen Oligos (Spur 1-3). Das Auftauchen markierter Einzelstrang-DNA ist auf die
Verdrangung des markierten Oligos aus der Duplex-DNA wahrend des Strangaustausches
zurtickzufiihren. hRad51 wurde in einer Konzentration von 20 nM (Spuren 2, 6-8, 12-14) eingesetzt,
immunaffinitdtgereinigtes humanes Wtp53 mit 2 nM (Spuren 3, 9-14).

Dieser stimulatorische Effekt beschrankte sich nicht auf die Versuchsbedingungen
wie in Abb. 14, unter denen das Duplex-Molekll radioaktiv markiert war. Dieselben

Ergebnisse erhielt man auch, wenn in umgekehrter Anordnung radioaktiv markierte ssDNA
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und nicht markierte dsDNA im Strangtransfer-Assay eingesetzt wurden (Abb. 15). Es konnte
kein Substratabbau mit hRad51 alleine beobachtet werden (Abb. 15, Spur 1), was bedeutet,
dass die Unterschiede nicht auf eine kontaminierende Nuklease zurtickzufiihren sind. Die
von hRad51 abhéangige Steigerung der initialen Phase der p53-vermittelten
Substratdegradation (<30% des Total-DNA-Abbaus) wurde als dreifach (£1) aus funf

voneinander unabhangigen Experimenten berechnet.

hRad51-Protein + - = = = - 4+ + + = - -

SSB-Protein e T A

BS3-Pretem R -
—b

3nts —» - -

12 3 46 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 15: Stimulation des Wtp53-assoziierten DNA-Abbaus durch strangtransferaktives hRad51, aber
nicht durch SSB. Die Strangtransferreaktionen wurden hier mit 5'-32P-markiertem Oligonukleotid 1 und
nicht markierter homologer Duplex-DNA 30 min inkubiert. Die Proteinkonzentrationen waren konstant
fur hRad51 (20 nM; Spuren 1, 7-9) und fur SSB (20 nM; Spuren 3, 10-12), und steigend fur p53 (1, 3
und 30 nM; Spuren 4-6, 7-9, 10-12). Die sich akkumulierenden finalen Degradationsprodukte
bestehend aus 3 Nukleotiden (3nts) sind durch einen Pfeil markiert (Mummenbrauer et al., 1996; Jean
et al., 1997).

Um zu prifen, ob die Generierung bestimmter Reaktionsintermediate durch hRad51
fur die Verstarkung der Exonukleaseaktivitdt von p53 eine Rolle spielt, wurden unter
Strangtransferbedingungen ausschlielBlich markierte ss oder dsDNA eingesetzt, so dass der
jeweilige DNA-Austauschpartner fehlte. Mit steigender Wtp53-Menge, kam es hierbei zu
einer dosisabhangigen DNA-Degradation. Unter diesen Bedingungen erhdhte aber die
gleichzeitige Zugabe von hRad51 den DNA-Abbau nicht (siehe Abb. 16a, b).
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Abb. 16: Strangtransferkontrollen ohne DNA-Austauschpartner. In Kontrollreaktionen wurde 5'-%2p.
markiertes Oligonukleotid 1 ohne Duplex-DNA unter Strangtransferbedingungen inkubiert (a) bzw.
Duplex-DNA ohne den einzelstrangigen Austauschpartner (b). Die Proteinkonzentrationen waren
ahnlich wie in Abb. 15 (20 nM hRad51; 1, 3, 10 und 30 nM p53).

Um die Mdglichkeit zu prifen, dass generell Strangtransfer die mit Wtp53 assoziierte
Exonukleaseaktivitat stimuliert, wurde das humane Rad51 durch ein Strangtransfer-Enzym
eines weiter entfernten Organismus ersetzt, namlich durch RecA von E. coli. Wie in Abb. 17
ersichtlich, wird der nukleolytische Abbau von Strangaustauschsubstraten in geringerem
MalRe auch durch katalytisch aktives RecA (Abb. 17, Spuren 2-4) erhoht. Dieser Effekt
konnte gleichermal3en beobachtet werden mit radioaktiv markiertem Einzelstrang- und nicht-
markiertem Doppelstrang-Substrat (nicht gezeigt). Um ausschlieRen zu konnen, dass
hRad51 oder RecA stimulatorisch auf die exonukleolytische Degradation durch p53 lediglich
aufgrund ihrer DNA-Bindungseigenschaften wirken, wurde der Einflull des Einzelstrang-
DNA-Bindeproteins (SSB) von E. coli untersucht. Fir SSB, welches keinen Strangtransfer
katalysiert, konnte keine Erhdhung des durch p53 vermittelten Substratabbaus festgestellt
werden (Abb. 17). Stattdessen trat sogar eine bis zu vierfache Inhibition auf (Abb. 17, Spuren

10 und 11), welche wahrscheinlich auf eine Kompetition um die DNA zuriickzufihren ist.

RecA-Protein = - - A
SSB-Protein
p53-Protein

*
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Abb. 17: Strangtransferreaktionen mit RecA und SSB. Die Ansatze wurden jeweils 60 min bei 37°C

inkubiert. Entsprechend der Markierungen wurden Proteinkonzentrationen von 14 nM und 28 nM

(Spuren 5-8, 10 und 11) fur p53 eingesetzt; fir RecA 250 nM (Spur 2), 500 nM (Spuren 3, 7 und 8)
und 1000 nM (Spur 4); sowie 250 nM fir SSB (Spuren 9-10).
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3.1.2 Heteroduplex-Kreuzungsstrukturen reprasentieren bevorzugte
Substrate der Nukleaseaktivitat von Wildtyp-p53, nicht aber von
Mutanten-p53

3.1.21 3-strangige Heteroduplex-Kreuzungsstrukturen mit und ohne A/G-

Mismatch als Substrate der Nukleaseaktivitidt von Wtp53

Ausgehend von der Beobachtung, dass p53 nukleolytisch DNA abbaut, welche in
DNA-Austauschprozesse involviert ist, wurde im folgenden untersucht, ob es sich bei dieser
DNA um frihe Rekombinationsintermediate handelt. Zu diesem Zweck wurden kinstliche
dreistrangige Kreuzungsmolekile (3sDNAs) hergestellt, welche die naturlich auftretenden
Strangtransfer-DNA-Intermediate nachahmen, und untersucht, ob diese 3sDNAs Substrate
der p53-assoziierten Exonuklease darstellen.

Durch frihere Bindungsstudien war bereits bekannt, dass zumindest murines p53
diese 3sDNA zu binden vermag (Dudenhoffer et al, 1998). Der Vergleich der
Degradationseffizienzen von ssDNA versus dsDNA in Anwesenheit von Wtp53 (Abb. 16)
zeigte, dass ssDNA schneller abgebaut wird als dsDNA. Daher wurde die kinstliche 3sDNA
eingesetzt und deren Abbau mit dem der ssDNA (entspricht dem ,Top“-Oligonukleotid aus
der 3sDNA) in Anwesenheit von Wtp53 verglichen. Das Vollelange-,Top“-Oligo wurde
schneller degradiert, wenn es Bestandteil der 3sDNA-Kreuzungsstruktur war (siehe
Initialsteigungen in Abb. 29 und 30). Dieser Befund wurde zeitgleich durch zwei weitere
spezifische Nachweismethoden bestatigt: zum einen durch meinen Laborkollegen F. Janus
mittels eines Kompetitions-Experimentes (Sule et al., 2000) und zum anderen durch meine
Laborkollegin C. Janz mit anschlieBendem Nachweis der Reaktionsprodukie im
denaturierenden DNA-Sequenzgel (SiRe et al., 2000). Im erstgenannten Assay
kompetetierte die 3sDNA 5fach besser als die ssDNA.

Der DNA-Abbau durch gereinigtes Wtp53 konnte noch gesteigert werden, indem
3sDNA mit perfekt paarenden Doppelstrangen durch eine 3sDNA mit einem A/G-Mismatch
innerhalb der basenpaarenden Region des ,Top“-Oligonukleotides substituiert wurde (Abb.
18). Quantitative Exonukleaseaktivitdts-Messungen durch Phosphorimager-Evaluierung
nach nativer Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese der Vollelange-Substrat-DNA bestatigte die
schnellere Entfernung von A/G-Mismatch haltiger DNA durch Wtp53 (Abb. 19). Die Praferenz
fur das A/G-Mismatch-Exonuklease-Substrat steht in Ubereinstimmung mit friiheren
Bindungsstudien, in denen Wtp53 murinen Ursprungs eingesetzt wurde (Dudenhoffer et al.,
1998), sowie mit den Kp-Werten fiir humanes Wtp53 mit Match- (6x10"'+1) und A/G-
Mismatch-Substrat (1x10™"'+1). Demgegeniiber konnte mit hRad51 in fiinf voneinander

unabhangigen Experimenten keine signifikante Erhéhung der Exonukleaseaktivitat mit
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vorgefertigten 3sDNA-Kreuzungsstrukturen beobachtet werden. Dies legte nahe, dass der
exonuklease-stimulierende Effekt, ausgetbt von hRad51, wahrend des Strangaustausches
entweder durch die Generierung des bevorzugten Exonukleasesubstrates verursacht wurde
oder/und durch dynamische Interaktionen zwischen hRad51 und p53 wahrend des
Strangaustauschprozesses. Vorgefertigte 3sDNA-Kreuzungsstrukturen stellen eingefrorene
Intermediate des DNA-Austauschprozesses dar (Dudenhoffer et al., 1998), welche keinen
weiteren Strangaustausch durch die Rekombinase zulassen, so dass der Austauschprozef}

hierbei keine Rolle spielen kann.

Mg+ S
p53-Protein - - o+ o+ o+
DNA-Substrate  |=—=—==—
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Abb. 18: Substratspezifitdt der mit p53 assoziierten Exonukleaseaktivitat. *P-markierte 3-stréngige
Match- (schematisch dargestellt durch zwei parallele Linien; Spuren 1,3 und 5) und 3-strangige A/G-
Mismatch-Strangkreuzungs-DNA-Substrate (schematisch dargestellt durch zwei parallele Linien mit
Dreieck; Spuren 2, 4 und 6) wurden in Exonuklease-Assays mit immunaffinitatsgereinigtem Wtp53 (2
nM; Spuren 3-6) bei Raumtemperatur und Reaktionszeiten von jeweils 60 min eingesetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte anschlieend im nativen Polyacrylamidgel, dessen
zugehdrige Autoradiographie hier abgebildet ist. Die exonukleolytische Degradation war abh&ngig von
der Zugabe von 5 mM MgCI, (Spuren 5 und 6). Die Pfeile an den schematischen lllustrationen
markieren die Positionen der 3sDNA-Substrate und der akkumulierenden finalen Abbauprodukte,
welche aus drei Nukleotiden (3nts) bestehen (Mummenbrauer et al., 1996).

Frihere Experimente zur mit p53 assoziierten Exonukleaseaktivitdt gegenlber
ssDNA zeigten einen Defekt fur die Mutante p53(273H) (Mummenbrauer et al., 1996). In
Ubereinstimmung mit diesem Befund war es nicht méglich, exonukleolytische Degradation
von 3sDNA fiir diese Mutante fiir Reaktionszeiten von bis zu 60 min zu messen, wenn
Match-Substrat benutzt wurde und eine Proteinkonzentration von 1 nM, welche fir Wtp53
ausreichte, um 30% der markierten DNA zu schneiden (s. Abb. 19). Wenn Mismatch-
Substrat eingesetzt wurde oder hoéhere p53(273H)-Konzentrationen, konnte eine Rest-
Exonukleaseaktivitat von p53(273H) nachgewiesen werden, genauer eine 10fach reduzierte
Aktivitat im Vergleich zu Wtp53.
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Abb. 19: Exonukleaseaktivitaten von Wtp53 versus Mutanten p53(273H) an 3sDNAs mit und ohne
Mismatch. Exonuklease-Assays mit markierter 3sDNA ohne (3s) und mit A/G-Mismatch (3s-AG)
wurden mit Wtp53 (Wt) oder p53(273H)-Protein durchgefiihrt. Phosphorimager-Analysen wurde zur
Quantifizierung der eingebrachten und residualen Mengen an Vollelange-DNAs benutzt. Die
Exonukleaseaktivitat ist dargestellt als % degradierte DNA nach 30 und 60 min Inkubationsdauer. In
die Auswertung gingen die Werte dreier unabhangiger Messungen ein, in denen p53-Protein pro
Reaktionsansatz jeweils mit einer Konzentration von 1 nM eingesetzt wurde.

3.1.2.2 p53-Exonukleaseaktivitit an Rekombinationsintermediaten mit

strangkreuzungsregion-nahem und -fernen A/G-Mismatch

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass Wtp53 Rekombinationsintermediate
effizient attackiert, speziell solche mit einem A/G-Mismatch und zwar durch schrittweise
Nukleotidentfernung mit einer 3°->5"-Polaritat ausgehend vom Heteroduplexterminus, also
dem Ende des Doppelstranges innerhalb der 3sDNA mit Basenfehlpaarungen (Sufe et al.,
2000). Um die Determinanten der Wechselwirkung und den Aktionsradius von Wtp53 an den
kinstlich generierten 3sDNA-Strukturen weiter spezifizieren zu kdnnen, wurden nun in
unserer Arbeitsgruppe ,lange“ Rekombinationsintermediate generiert (s. Abb. 20). Diese
unterscheiden sich von den bisher verwendeten ,kurzen“ Rekombinationsintermediaten
darin, dass die der Strankreuzungsstelle benachbarte Heteroduplex 54 Basenpaare (Bp)
statt 27 Bp lang ist (s. Abb. 20). Durch diese Verlangerung erhéht sich die Distanz zum
terminal kreierten A/G-Mismatch, so dass dieser 39 statt (bisher) 11 Bp von der
Strangkreuzung entfernt zu liegen kam. Der flexible zentrale Strang kann sich Uber eine
Entfernung von 15 Bp entweder mit dem , Top“- oder dem ,Bottom“-Strang paaren. Zudem
wurden in das Hybrid Restriktionsenzym-Erkennungstellen eingebaut, um gezielt Protein-
DNA-Komplexbildung mittels Protektions-Analysen untersuchen zu kénnen, nachdem
enzymatisch geschnitten wurde. Durch die grélRere Entfernung des Mismatch zur
Strangkreuzung wurde es fur ein einzelnes p53-Tetramer unmdglich, beide Strukturen

gleichzeitig zu erkennen.
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Abb. 20: Schematische Darstellung der 3sDNAs, ,kurze® versus ,lange“. Es ist der detailierte Aufbau
der ,kurzen“ 3sDNA (oder einfach 3sDNA genannt) (a) und der ,langen“ 3sDNA (b) gezeigt. Beide
3sDNAs bestehen aus drei Oligonukleotiden, die so konzipiert wurden, dass sie in spezifischer Art
miteinander hybridisieren. So bilden sich drei voneinander unterscheidbare Hauptteile heraus: eine
Heteroduplex zwischen , Top“- und ,Central“-Oligonukleotid; eine zentrale flexible Verbindung, in deren
Bereich das ,Central“-Oligonukleotid sowohl mit dem , Top“- als auch mit dem ,Bottom“-Oligonukleotid
hybridisieren kann und ein Homoduplex-Bereich, in welchem das ,Central“-Oligonukleotid mit dem
,Bottom“-Oligonukleotid paart. Die ,lange“ 3sDNA unterscheidet sich von der ,kurzen“ 3sDNA vor
allem darin, dass ihr Heteroduplex-Bereich wesentlich langer ist und so der terminal eingebaute
Mismatch statt 8 Bp (bei der ,kurzen* 3sDNA) 39 Bp von der Strangkreuzungsstelle entfernt liegt.
Durch diese Distanzverlangerung wurde es fir ein einzelnes p53-Tetramer unmoglich gemacht,
gleichzeitig beide Strukturen, die Strangkreuzung und den Mismatch, zu erkennen. Durch in das
Hybrid gezielt eingebaute Restriktionsenzym-Erkennungsstellen, ist es zudem fir das gezielte
Studium von Protein-DNA-Komplexbildungen durch Protektions-Analysen geeignet.
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3. Ergebnisse

Da Protektions-Analysen meiner Laborkollegin C. Janz zeigten, dass Wtp53 die
Rekombinationsintermediate in unmittelnarer Nahe der Strangkreuzungsstrukturen bindet
(Janz et al., 2002), fragte ich nun, ob ,lange“ Rekombinationsintermediate gleichermalien
effizient durch die p53-Nuklease attackiert werden wie ,kurze®. Im Experiment wurde der
Abbau des Vollelange-3sDNA-Substrates als Funktion der Zeit durch gelelektrophoretische
Analyse und anschliessende Phosporlmager-Quantifizierung der Substratbanden verfolgt.
Die resultierende Exonukleaseaktivitatskurve zeigte, dass .lange”

Rekombinationsintermediate zweifach langsamer abgebaut wurden als ,kurze® (Abb. 21).
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Abb. 21: Exonukleaseaktivitaten von Witp53 an .langen® versus ~kurzen®
Rekombinationsintermediaten. (a) Die jeweilige ,kurze“ (Spuren 2, 4, 6, 8, 10) oder ,lange“ 3sDNA
(Spuren 1, 3, 5, 7, 9), wurde mit 1 nM Wtp53 bei 37°C Uber einen Zeitraum von 5, 15, 30 oder 45 min
inkubiert und die Produkte elektrophoretisch im nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
ausgewahlte Autoradiographie in (a) zeigt ein reprasentatives Experiment. Zur Quantifizierung der
nach Inkubationszeit noch vorhandenen Vollelange-Substrat-DNA wurde das Verfahren der
Phosphorlmager-Analyse angewandt. (b) Im Diagramm ist der prozentuale DNA-Abbau dargestellt,
wobei die Werte aus jeweils 2-4 Messungen ermittelt wurden (Mittelwert und Standardfehler). In den
schematischen Zeichnungen steht das Dreieck fir den A/G-Mismatch und der Stern fir die
Markierung mit *P.
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3.1.3 Bildung von terndaren hRad51-p53-DNA Komplexen an 3sDNA

Da die Bildung von Rekombinationsintermediaten durch hRad51 die
exonukleolytische DNA-Degradation durch Wtp53 zu stimulieren scheint, sollte im folgenden
der Frage nachgegangen werden, ob hRad51 und p53 am selben Strangtransferintermediat
agieren. Dazu wurden die beiden rekombinanten und aufgereinigten Proteine mit *?P-
markierten, kinstlichen 3sDNA-Kreuzungsstrukturen, welche frihe
Rekombinationsintermediate nachahmen (Dudenhoffer et al., 1998), inkubiert und die
Bildung von Protein-DNA-Komplexen in Gel-Retardations- oder sog. Electrophoretic Mobility
Shift Assays (EMSAs) analysiert (s. Kapitel 2.4.7.1).

Zunachst wurden die Bindungseigenschaften von hRad51 an das 3-Strang-Substrat
bei steigenden Proteinkonzentrationen untersucht. Selbst ohne Glutaraldehyd-Fixierung
konnte die Bildung stabiler Komplexe von hRad51 mit der 3sDNA (10 nM definiert in
Nukleotiden) bei Proteinkonzentrationen ab 10-60 nM (abhangig von der individuellen
Proteinpraparation) nachgewiesen werden. Hierbei konnte die Bildung von oligomeren
Nukleoproteinen beobachtet werden, deren GroRe mit steigenden Proteinkonzentrationen
zunahm (Abb. 22). Der Vergleich der Bindung von hRad51 an 3sDNA-
Strangtransferintermediate versus an ssDNA-Substrat ergab, dass eine &aquivalente
Komblexbildung zweifach héhere Proteinkonzentrationen fir das ssDNA-Substrat erforderte
(Abb. 22, Spuren 2 und 3 versus 7 und 8).

hRad51-Protein
DNA-Substrate

11

(I
&

Abb. 22: Vergleich der Bindungseigenschaften von hRad51 an ssDNA und 3sDNA-
Kreuzungsstrukturen im Electrophoretic Mobility Shift Assay. **P-markierte ssDNA (7s; Spuren 1-5)
oder 3sDNA-Kreuzungsstrukturen (3s; Spuren 6-10) wurden in Anwesenheit von 3 mM ATP und 5 mM
MgCl, mit steigenden hRad51-Konzentrationen (66, 130, 260 und 520 nM) inkubiert und aufgetrennt.
Das ssDNA- bzw. 3sDNA-Substrat wurde mit schmalen schwarzen Pfeilen gekennzeichnet, die DNA-
Komplexe mit diversen hRad51-Oligomeren mit dicken grauen Pfeilen.
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3. Ergebnisse

Humanes p53 bildet mit derselben 3sDNA-Struktur wie hRad51 stabile Komplexe in
Form von Dimeren und Tetrameren bei solch niedrigen Proteinkonzentrationen wie 2 nM
(Abb. 23). Demgegenulber interagiert es mit den jeweiligen ss oder dsDNA-Komponenten
nicht spezifisch (Dudenhoffer et al., 1998).

Witp53 (nM)[ =1 2 2.5 3 5]

Nn
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Abb. 23: Bindung von immunaffinitdtsgereinigtem Wtp53 an 3sDNA. 2P_markierte  3sDNA-
Kreuzungsstrukturen wurden mit steigenden Wtp53-Konzentrationen inkubiert und anschlieBend im

Electrophoretic Mobility Shift Assay analysiert. Wtp53 interagiert mit 3sDNAs in Form von Dimeren
und Tetrameren schon in solch niedrigen Proteinkonzentrationen wie 2 nM.

Interessanterweise resultiert die Zugabe von Wtp53 zum Probenansatz mit 3sDNA
und hRad51 in der Bildung groRerer Komplexe (Abb. 24, Spur 4), was sich durch das
Vorliegen von hRad51 und p53 an der selben DNA-Struktur in gemeinsamen Komplexen
erklaren lieRe. Im Gegensatz dazu konnte dieser Effekt mit SSB von E. coli statt hRad51
nicht beobachtet werden (Abb. 24, Spuren 5-7). Hier wurden eher schwachere

Wechselwirkungen von p53 mit der DNA erkennbar.

SSB-Protein - = = o= o+ o+ o+
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p53-Protein -+ -+ - -+

=" |
- b

Abb. 24: Koinkubation von immunaffinitdtgereinigtem Wtp53 und hRad51 oder/und SSB an 3sDNA.
EMSA unter Verwendung von Reaktionsansatzen mit 2P_markierten 3sDNA-Molekiilen mit 5 nM p53
(Spuren 2,4 und 7) oder/und 66 nM hRad51 (Spuren 3,4 und 6) oder/und 66 nM SSB (Spuren 5-7).
Die Positionen der Substratbanden, der DNA-Komplexe mit p53 oder Rad51 sowie der Komplexe mit
p53 und Rad51, wurden durch Pfeile gekennzeichnet.
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In Abb. 25 wurde die Reihenfolge, in der die Proteine zur Reaktion zugegeben
wurden, variiert. Dabei zeigte sich, dass die Ausbildung ternarer Komplexe durch
Prainkubation von hRad51 mit der DNA und erst spaterer Zugabe von Wtp53 (Abb. 25, Spur
4) im Vergleich zur Koinkubation (Abb. 25, Spur 5) stimuliert wurde. Dies weist auf
synergistische Interaktionen zwischen DNA-gebundenem hRad51 und p53 hin.

Ternare Komplexe wurden auf Eis (Abb. 27) und bei Raumtemperatur (Abb. 24 und
25) in Anwesenheit von ATP und Mg2+ gebildet, welche daflir bekannt sind, die
Sekundarstruktur von Rad51 bei hdheren Temperaturen zu stabilisieren (Namsarev und
Berg, 1998).

hRad5%1-Protein - + - Prid +
WtpS53-Protein - -+ + +

8-
0=

*— N

Abb. 25: Bindungsstudien von hRad51 (66 nM) und immunaffinitatsgereinigtem Wtp53 (5 nM) an
3sDNAs. Diese wurden bei Raumtemperatur mit 3 mM ATP und 5 mM MgCI, durchgefiihrt. Wtp53
wurde entweder alleine (Spur 3) oder zusammen mit hRad51 (Spur 5) zum Reaktionsansatz
zugegeben. In Spur 4 wurde p53 erst nach einer Prainkubationsperiode mit hRad51 und DNA
hinzugeflgt. Im Vergleich zur Koinkubation von hRad51 und Wip53 (Spur 5) verursachte eine
Prainkubation von hRad51 mit der DNA und anschlieBende p53-Zugabe (Spur 4) eine noch
effizientere Bildung dieser terndren hRad51-Wtp53-DNA-Komplexe.

314 Interaktionen von p53(273H) mit 3sDNA-Kreuzungsstrukturen

Aus zurtckliegenden Arbeiten der Gruppe war bereits bekannt, dass die krebs-
assoziierte p53-Mutante p53(273H) in ihrer Fahigkeit, homologe DNA-Austauschprozesse zu
inhibieren, eingeschrankt ist (Dudenhoffer et al., 1999). Diese Mutante besitz Wildtyp-
Konformation (Ory et al., 1994), entbehrt aber Arginin 273, welches mit dem Phosphat-
Ruckgrat der DNA interagiert (Cho et al., 1994). So sollte geklart werden, ob dieser
Aminosaureaustausch die Erkennung von Rekombinationsintermediaten betrifft. Zunachst
wurden die Bindungseigenschaften der p53-Mutante p53(273H) bei steigenden
Proteinkonzentrationen im Vergleich zu denen von Witp53 analysiert. Fiur Wtp53 konnte

bereits bei einer Konzentration von 2,5 nM eine deutliche Bindung von Wtp53-Tetrameren an
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das 3sDNA-Substrat beobachtet werden (Abb. 26, Spur 4), wohingegen zur Erzielung einer
vergleichbaren Protein-DNA-Komplexbildung mit der Mutante p53(273H) fast die 10fache
Proteinkonzentration benétigt wurde (Abb. 26, Spur 13).

Wtp53-Protein (nM) | - 1 22563585 - - - - - - - -
p53(273H)-Protein(nM) | - - - - - - 1 2253 5 102030

N -

1 z 3 4 i 6 7 8 9 1m 11 12 13 U

Abb. 26: Bindung von Wtp53 versus p53(273H) an 3sDNA-Kreuzungsstrukturen. Die EMSAs wurden
unter Standardbedingungen durchgefiihrt (s. Material und Methoden, Kapitel 2.4.7.1). Wtp53 und
p53(273H) (beide immunaffinitatsgereinigt) wurden bei steigenden Proteinkonzentrationen verglichen.

Die vergleichende Analyse der Exonukleaseaktivitaten von Wtp53 und p53(273H)
hatte ergeben, dass letztere gegeniber Wtp53 in ihrer Aktivitdt 10fach reduziert war und
zwar sowohl fur die mismatch-freie als auch flr die mismatch-haltige DNA (Abb. 19). Dies
bedeutet, dass die enzymologischen Eigenschaften des p53(273H) Proteins als Exonuklease
perfekt mit den soeben dargestellten Bindungseigenschaften dieser Mutante korrelierten.

Im folgenden wurde die Mutante p53(273H) in ihren Interaktionen mit Komplexen aus
3sDNA und hRad51 analysiert. In dem in Abb. 27 dargestellten Experiment wurde die
Bildung von Komplexen mit der DNA bei unterschiedlicher Reihenfolge der Zugabe der
Proteinkomponenten zur Reaktion verfolgt. Dieser experimentelle Ansatz beruht darauf, dass
fur Wtp53 bereits gezeigt worden war, dass effizientere Bildung der terndren hRad51-Wtp53-
DNA-Komplexe nach einer Prainkubation von hRad51 mit der DNA mit anschlieRender p53-
Zugabe erfolgte (Abb. 25).

Im Gegensatz dazu band die Mutante p53(273H) bei derselben Proteinkonzentration
nicht an die 3sDNA und bildete zudem keine ternaren Komplexe (Abb. 27, Spur 7-10). Da
jedoch, wie in Abb. 26 gezeigt, stabile Protein-DNA-Komplexe bei ca. 10fach hdheren
p53(273H)-Konzentrationen wie flir Witp53 entstehen, wurden entsprechend hdhere
p53(273H)-Mengen fir die wiederholte Analyse mit hRad51 eingesetzt (Abb. 27, Spur 11-
14). Im Gegensatz zu der Situation mit Witp53, in der hRad51 die Bindung an
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Rekombinationsintermediate durch p53 stimulierte (Abb. 27, Spur 4-6), wurde mit p53(273H)
sogar eine schwachere Assoziation an den vorinkubierten hRad51-DNA-Komplex
beobachtet (Abb. 27, Spur 13). Dies deutete an, dass die p53(273H)-Mutante nicht nur in der
DNA-Bindung defekt ist, sondern dartuberhinaus in der kooperativen Wechselwirkung mit den
hRad51-Filamenten.
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Abb. 27: Bindung von hRad51 und p53(273H) an 3sDNA-Kreuzungsstrukturen. Die EMSAs wurden
unter Standardbedingungen durchgefiihrt (s. Kapitel 2.4.7.1). Die Positionen der DNA-Substrate und
Protein-DNA-Komplexe wurden symbolisch dargestellt. In diesen DNA-Bindungsassays wurden Talon-
aufgereinigte p53-Proteine und hRad51 in Anwesenheit von 3 mM ATP und 150 nM BSA eingesetzt.
Die Inkubationen erfolgten auf Eis. HRad51 wurde in einer konstanten Konzentration von jeweils 130
nM (Spuren 3-6, 8-10, 12-14) verwendet. Mutantes p53(273H)-Protein wurde entweder in einer
Konzentration von 6 nM (Spuren 7-10) oder 30 nM (Spuren 11-14) zugegeben. Protein-DNA-
Komplexe mit Wtp53 (3 nM) und hRad51 wurden in den Spuren 4-6 geladen. Der Vermerk Préi
bedeutet, dass das betreffende Protein (hRad51, Wtp53 oder p53(273H)) mit der 3sDNA vorinkubiert
wurde bevor das zweite Protein hinzukam. Der dicke schwarze Pfeil markiert die Position des ternaren
Wtp53-hRad51-DNA-Komplexes nach Vorinkubation von hRad51 mit der DNA (Spur 5). Die weil3en
Pfeile verweisen auf die Regionen, in denen sich die residualen Komplexe zwischen p53(273H) und
vorgefertigten hRad51-Nukleoproteinen befinden (Spur 13).

3.1.5 Interaktionen  der tetramerisierungs-defekten p53(1262)-
Mutanten mit Heteroduplex-DNA

Im nachsten Schritt wurde die Rolle der Tetramerisierung von p53 in der
exonukleolytischen DNA-Degradation Uberprift, da aus der Literatur bereits bekannt war,
dass die Tetramerisierung von p53 sehr wichtig fiir die Kooperativitat der Bindung von
Konsensussequenzen ist, insbesondere wenn gebogene oder schlaufenférmige

Sekundarstrukturen involviert sind (Balagurumoorthy et al., 1995; Nagaich et al., 1997a; b,
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1999). Daruberhinaus wurde bereits frlher gezeigt, dass der Verlust der
Tetramerisierungsfahigkeit von p53 mit dem Verlust der Tumorsuppressor-Eigenschaften bei
Li-Fraumeni-Patienten einhergeht (Varley et al.,1996). In den folgenden Experimenten wurde
nun der Frage nach einer moglichen Rolle der Tetramerisierung bei der
sequenzunabhangigen Interaktion von p53 mit Rekombinationsintermediaten nachgegangen.
Fir diese Untersuchungen, wurde die Mutante p53(1262) mit vier Aminosaureaustauschen
in der a-helikalen Tetramerisierungsregion von p53 gewahlt (Tarunina et al., 1996). Diese
Mutante ist beeintrachtigt in der transkriptionellen Transaktivierung des p27-Promotors im
chromosomalen aber nicht im episomalen Kontext. Die Defekte werden in
temeratursensitiver Art und Weise, namlich erst bei 37°C und hoheren Temperaturen
offenbar.

Nach Inkubation von p53(1262) bei 37°C in steigenden Proteinkonzentrationen mit
radioaktiv markierten 3sDNAs, wurde ersichtlich, dass DNA-Komplexe mit oligomerem
p53(1262) wahrend der Gel-Shift-Analyse erst ab 17 nM p53(1262) stabil blieben (Abb. 28,
Spur 6), wahrend man bei dieser Temperatur fir Wtp53 diese oligomeren DNA-Komplexe
schon ab 8 nM fand ( Abb. 28, Spur 11).
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Abb. 28: 3sDNA-Bindung von p53(1262) im Vergleich zu Wtp53. Die DNA-Komplexbildung mit Wtp53
und p53(1262) wurde im EMSA bei 37°C verglichen. 3sDNA-Substrate wurden zusammen mit p53-
Protein in den angefiihrten Konzentrationen in nM unter Zusatz von 150 nM BSA zur Reaktion
gebracht. Die Positionen der Substratbanden und der DNA-Komplexe, welche oligomeres Wtp53 oder
p53(1262) enthalten, wurden durch schematische Darstellungen verdeutlicht. Radioaktive Signale, die
zwischen den durch die beiden Pfeile markierten Banden erscheinen, wiederspiegeln wahrscheinlich
zerfallene Komplexe, welche nicht zu sehen waren, wenn der Versuch bei 4°C durchgefihrt wurde.

Um im nachsten Schritt die Bedeutung der Tetramerisierung fir den
exonukleolytischen DNA-Abbau zu verstehen, wurde die Wtp53- und p53(1262)-abhangige
DNA-Degradation bei 37°C untersucht. Hierflir wurden zunachst die Exonukleaseaktivitaten

gegeniiber ssDNA versus 3sDNA gleicher Lange und Sequenz verglichen. Wie aus Abb. 29
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ersichtlich, sind die Exonuklease-Reaktionskurven fir beide Proteine jeweils mit ssDNA

kaum zu unterscheiden.
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Abb. 29: Degradation von ssDNA durch p53(1262) versus Wip53. Die eingesetzte radioaktiv
markierte ssDNA entspricht dem , Top“-Oligonukleotid der 3sDNA. Sowohl Wtp53 als auch p53(1262)
wurden in einer Finalkonzentration von 1 nM eingesetzt. Die Autoradiographie auf der linken Seite
zeigt ein reprasentatives Experiment, wahrend auf der rechten Seite die Werte der
Exonukleaseaktivitditen (DNA-Abbau des Vollelange-Substrates) von 2-6 Messungen in das
Auswertungsdiagramm eingegangen sind (Mittelwerte und Standardfehler).

Im Gegensatz dazu, konnte nach Inkubation mit 3sDNA eine flinffach reduzierte
Exonukleaseaktivitat fir p53(1262) im Vergleich zu Witp53 detektiert werden (Abb. 30).
Gleichzeitig war die fir Wtp53 spezifische Rate mit 3sDNA doppelt so hoch wie mit ssDNA
(vergleiche Initialsteigung in Abb. 29 versus 30).
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Abb. 30: Degradation von 3sDNA durch p53(1262) versus Wip53. Die eingesetzte radioaktiv
markierte 3sDNA besteht aus den Oligonukleotiden ,Top®, ,A/G-Central“ und ,Bottom“. Sowohl Wtp53
als auch p53(1262) wurden in einer Finalkonzentration von 1 nM eingesetzt. Die Autoradiographie auf
der linken Seite zeigt ein reprasentatives Experiment, wahrend auf der rechten Seite die Werte der
Exonukleaseaktivitaiten (3sDNA-Abnahme) von 2-6 Messungen in das Auswertungsdiagramm
eingegangen sind (Mittelwerte und Standardfehler).
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Der Degradationsdefekt von p53(1262) konnte sowohl mit mismatch-freien als auch
mismatch-haltigen 3sDNA-Varianten beobachtet werden (Abb. 31). Die residuale
Exonukleaseaktivitdt durch p53(1262) scheint jedoch eine geringflgige Praferenz fir
Heteroduplices mit Mismatch wiederzuspiegeln (Abb. 31), so dass von einer residualen
Korrekturlesefunktion von p53(1262) an Rekombinationsintermediaten ausgegangen werden

kann.
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Abb. 31: Degradation von 3sDNA durch p53(1262) versus Wtp53. Die eingesetzten radioaktiv
markierten 3sDNAs enthielten im Heteroduplex-Bereich teilweise einen A/G-Mismatch, welcher in der
schematischen lllustration in der Spalte DNA-Substrate durch ein Dreieck markiert wurde. Sowohl
Wtp53 als auch p53(1262) wurden in einer Finalkonzentration von 1 nM eingesetzt. Die
Autoradiographie zeigt ein reprasentatives Experiment, wahrend in die darunter befindliche Werte-
Berechnung flr die mittleren Exonukleaseaktivitaten (3sDNA-Abbau in Prozent) jeweils 3 Messungen
eingegangen sind.
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3.2 Analyse der Beziehungen zwischen der von Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase abhédngigen Signaltransduktion und der Aktivitat

von p53 nach DNA-Schadigung

Eine der schnellsten Antworten eukaryontischer Zellen nach dem Auftauchen von
DNA-Strangbrichen ist die Poly(ADP-Ribo)sylierung von Proteinen, eine posttranslationale
Modifikation, welche von dem nukledren Enzym Poly-ADP-Phosphoribosyl-Transferase
(PARP-1) katalysiert wird (Le Rhun et al., 1998; Wesierska-Gadek et al., 1996; Boulikas,
1993). Fur das DNA-Strangbruch erkennende Enzym PARP-1 werden Funktionen bei der
Aufrechterhaltung der Genomstabilitdt und bei der Einleitung des aktiven Zelltodes diskutiert.
Unter den zahlreichen PARP-1-Substraten, bei welchen es sich vornehmlich um Checkpoint-
Proteine und Reparaturfaktoren handelt, wurde auch p53 als solches identifiziert (Pleschke
et al., 2000). Um einen moglichen EinfluR von posttranslationalen Modifikationen durch
PARP-1 auf die rekombinations-regulatorischen Funktionen von p53 festzustellen, wurden in
dieser Arbeit das Enzym bzw. dominant negative Varianten von PARP-1 in Primaten-
Zelllinien Uberexprimiert und Rekombinationsanalysen durchgefiihrt. Dies war einerseits
interessant, da fir die PARP-1 selbst gefordert wurde, dass Poly-ADP-Ribosylierung von
Proteinen intrachromosomale homologe Rekombination unterdriickt (Waldman und
Waldman, 1991; Chatterjee et al., 1999). Andererseits ist PARP-1 wie DNA-PK (DNA-
abhangige Protein-Kinase) ein Sensor fir DNA-Doppelstrangbriiche und damit ein
potentieller Kandidat daflir, bei der Signalvermittiung, welche letzlich zur Vermeidung
deregulierter Rekombinationsereignisse flihrt, mit p53 zusammenzuwirken. Desweiteren
existieren Hinweise dafiir, dass PARP-1 einige fir Reparatur-Prozesse kritische Faktoren,
wie XRCC1 (X-Ray Cross Complementing 1), DNA-Ligase Ill, DNA-Polymerase B3, p53 und
DNA-PK an DNA-Schadensstellen rekrutiert (zur Ubersicht siehe Le Rhun et al., 1998).

3.21 Herstellung der Werkzeuge fir die Studien zur potentiellen
Wechselwirkung zwischen PARP-1 und p53 bei der Kontrolle

von DNA-Austauschprozessen

Um mdogliche Effekte von PARP-1 auf die Rekombinationskontrolle durch p53
aufzudecken, sollte PARP-1 funktionell in Zellen mit unterschiedlichem p53-Status aktiviert
und inaktiviert werden. PARP-1 ist in Saugerzellen an der Aufrechterhaltung der
Genomstabilitat beteiligt (Wesierska-Gadek et al., 1996), weshalb PARP-1 konditional
aktiviert und inaktiviert werden sollte, um unvorhergesehene Anderungen des genetischen

Hintergrundes durch konstitutive Expression zu vermeiden. Zur Ausschaltung von PARP-1-
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Funktionen wurde eine dominant negative Variante des PARP-1-Proteins designiert (Kipper
et al., 1995). Diese stellt die DNA-Binde-Domane von PARP-1 (PARP-DBD) dar, welche
nicht mehr zur Poly-ADP-Ribosylierung befahigt ist und der Wildtyp-Form von PARP-1
(WtPARP-1) den Zugang zu DNA-Brichen versperrt.

Fur die konditionale Expression wurde das auf dem Ostradiol-induzierbaren Gal4-
Transkriptionsfaktor basierende System verwendet, in welchem ein Uber die Ostrogen-Binde-
Doméne ostradiol-induzierbarer Gal4-Transkriptionsfaktor (Gal4-her) an eine durch einen
Gal4-responsiven Promotor gesteuerte Expressionskassette gekoppelt ist (Braselmann et
al., 1993). Aufgrund der wachstums-inhibierenden Eigenschaften von Wtp53 kann dieses in
Zellen ebenfalls nur konditional Uberexprimiert oder konstitutiv exprimiert und funktionell

induziert werden, wie dies mit den LLC-MK2-Wtp53her-Zellen gelang (Dudenhéffer et al.,
1998). Es handelt sich dabei um Rhesusaffenzellen mit endogenem Mutanten-p53 (A237-

239) und dem ektopisch exprimierten Fusionsprotein aus humanem Wtp53 und der
Ostrogenrezeptor-Ostrogen-Bindedomane (her). Das in diesen Zellen in seiner Wirkung
Ostradiol-induzierbare Wtp53her zeigt bonafide Witp53-Eigenschaften, d.h. es vermittelt
Wachstumsarrest, schaltet Zielgene als transkriptioneller Transaktivator an und inhibiert
Rekombinationsprozesse in Rekombinations-Testsystemen basierend auf SV40-
Minichromosomen und zellularen Chromosomen (Dudenhoffer et al., 1998; 1999; Akyuz et
al., 2002). Die beiden induzierbaren Systeme bieten den Vorteil der vollen Kompatibilitat, d.h.
der Anschaltbarkeit durch Ostradiol in beiden Fallen. Rekombinations-Assays, basierend auf
dem genetischen Austausch zwischen zwei unterschiedlich mutierten SV40-Viren
(Wiesmililler et al., 1996, Dudenhoffer et al., 1998), sollten nun auf WtPARP-1- und PARP-
DBD-transgene Zellen vor dem Hintergrund von Wtp53 (p53her) bzw. Mutanten-p53 (A237-
239) angewendet werden (s. Kapitel 3.2.4).

Zu Beginn dieser Arbeit stand bereits eine Gal4-her exprimierende
Rhesusaffenzellinie LMV2 (Dudenhoffer et al., 1999; 1998), welche sich von LLC-MK,-Zellen
ableitete, zur Verflgung. Gal4-responsive Konstrukte flir die induzierbare Expression von
WtPARP-1 (PARP-1) bzw. der dominant negativen DNA-Binde-Doméane von PARP (PARP-
DBD) wurden molekularbiologisch hergestellt und in Gal4-her exprimierende LLC-MKs-
Rhesusaffenzellen eingefiihrt. Durch stabile Kotransfektion mit Expressionskonstrukten fir
die Ostradiol-induzierbare Form von Wtp53, p53her (Dudenhdffer et al., 1998), und PARP-1
gelang es, Zelllinien zu etablieren, in welchen entweder PARP-1, p53her oder beide Proteine
exprimiert wurden. Die Etablierung dieser von LMV2 abgeleiteten stabilen Zelllinien erfolgte
durch Frau E. Bendrat. Das Expressionsmuster bezliglich PARP-1 und p53 [Wtp53her und
p53(A237-239)] der erhaltenen Ostradiol-induzierbaren stabilen Klone 1al3t sich
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folgendermalRen zusammenfassen: LMV2-p53her-KI8 [endogen: p53(A237-239), PARP-1;
exogen: p53her], LMV2-PARP-KI3 [endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: PARP-1],
LMV2-PARPp53her-KI1 [endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: p53her, PARP-1] und
LMV2 [endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: -] und ist in Tab. 1 (Ubersicht und

Nomenklatur) und Abb. 32 (Expressionsmuster im Western) dargestellt.

systematische Bezeichnung | LMV2 |LMV2-p53her-KI8 | LMV2-PARP-KI3 | LMV2-PARPp53her-Ki1

Kurzbezeichnung LMV2 Kl(on)8 Kl(on)3 Kl(on)1
p53/PARP-1-Status

endogen:

p53(A237-239) + + + +
PARP-1 + + + +
exogen:

p53her-Expression - + - +
PARP-1-Uberexpression - - +

Tab. 1: Ubersicht zum p53/PARP-1-Status der von LMV2 abgeleiteten stabilen Klone. Da LMV2-
Zellen endogen p53(A237-239) und PARP-1 besitzen, trifft dies auch fir alle von ihnen abgeleiten
Klone zu. Die LMV2-Derivate exprimieren im Vergleich zu den LMV2-Parentalzellen zusétzlich
exogenes p53her (LMV2-p53her-KI8), PARP-1 (LMV2-PARP-KI3) oder beides p53her und PARP-1
(LMV2-PARPp53her-KI1), wobei dies fir PARP-1 0&stradiol-abhangig ist. Die systematische
Bezeichnung der erfolgreich hergestellten stabilen Zelllinien gliedert sich in drei Teile: a) Name der
Parentalzelllinie (LMV2), b) exogenes Protein (p53her und/oder PARP-1) und ¢) Nummer des Klones
(s. Tab. 2).
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A B
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Abb. 32: Western-Blot-Analyse der von LMV2 abgeleiteten stabilen Klone zum Nachweis der
Expression von exogenem p53her und/oder PARP-1. Die fiir 24 h mit Ostradiol induzierten (+) und
nicht induzierten (-) Proben wurden mittels 8 (a) bzw. 10%iger (b) SDS-PAGE aufgetrennt,
elektrotransferiert und die Banden entweder mit dem primaren Antikérper Do1 (p53) oder F-I-23
(PARP-1) detektiert. LMV2-Gesamtzell-Lysate wurden jeweils als Negativkontrollen aufgetragen. Da
p53(A237-239) konstitutiv exprimiert wird, dient der p53(A237-239)-Nachweis gleichzeitig als
Auftragskontrolle. Das scheinbar reduzierte Expressionsniveau von p53(A237-239) war auf einen
einmaligen Transferartefakt zurlickzufihren. (a) Expression von p53her in LMV2. LMV2-p53her-KI8
(Klon 8) exprimiert pS3her (90 kDa) im Gegensatz zur Parentalzelllinie LMV2. (b) Expression von
PARP-1 in LMV2 und LMV2(p53her). LMV2-PARPp53her-KI1 (Klon 1) zeigt nach Ostradiolinduktion
eine PARP-1-Zunahme (113 kDa), wohingegen das funktionell aktivierbare p53her (90 kDa) konstitutiv
exprimiert wird. LMV2-PARP-KI3 (Klon 3) ohne p53her uberexprimiert PARP-1 ausschlieBlich nach
Ostradiolzugabe. In den Zellen der Parentalzelllinie LMV2 konnte bei der dargestellten kurzen
Expositionsdauer PARP-1 kaum nachgewiesen werden.

Parallel dazu konnte Uberraschenderweise von insgesamt 22 getesten, Hygromycin
resistenten Klonen kein einziger Klon etabliert werden, welcher PARP-DBD in LMV2-Zellen
mit endogenem Mutanten-p53 (A237-239) exprimiert (s. Tab. 2). Dies war vor allem auf die
geringe Uberlebensrate der entsprechenden Klone zurlickzufiihren. Demgegentiiber konnten
von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Alexander Birkle, Universitat Konstanz, CV1-
Affenzellen und auch transformierte COG60-Zellen des chinesischen Hamsters isoliert
werden, welche PARP-DBD vor dem Hintergrund von endogenem Wip53 induzierbar und
auch konstitutiv exprimieren (Klpper et al., 1995; 1996; Tatsumi-Miyajima et al., 1999). Ganz
im Gegensatz zur nicht nachweisbaren PARP-DBD-Expression waren im hier verwendeten
Zellsystem mit endogenem Mutanten-p53 (A237-239) 8 von 18 getesteten Klonen positiv fiir
p53her und 4 von 12 getesteten Klonen positiv fir PARP-1 (Tab. 2). Diese
Klonierungsstatistik kdnnte auf eine synergistische Wirkung von Wip53 und PARP-1 beim
Schutz vor fatalen Genomschéden hinweisen, wodurch gegen das Uberleben von Zellen mit

Mutanten-p53 und PARP-DBD sogar in Gegenwart von geringen Mengen an Wtp53 (p53her)
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selektioniert wirde. Um jedoch Besonderheiten des LMV2-Systems als mdgliche Ursache
ausschlielen zu kdénnen, mufte diese Hypothese durch weitere Klonierungsversuche mit

alternativen Zelllinien mit mutiertem p53-Status geprtft werden.

Transfektionsplasmide gepickte | Uberleben | getestete im Western positiv
Klone nach 35d Klone

1.Versuch

pGC-PARP6/phyg 10 1 1 PARP-DBD: 0

pGC-PARP6/phyg/pSV53her 22 12 12 p53her: Ki5, Ki6; KI8, KI13
PARP-DBD: 0

pGC-PARP31/phyg 16 9 6 PARP-1:  Kil4, KI5, KI6

pGC- : :

PARP31/phyg/pSV53her 19 11 6 p53her: K1, KI3; KI5, KI6
PARP-1: KN

2. Versuch

pGC-PARP6/phyg 20 3 3 PARP-DBD: 0

pGC-PARP6/phyg/pSV53her 21 5 5 p53her: nicht getestet
PARP-DBD: 0

Tab. 2: Klonierungsstatistik zu PARP-1/p53her-Klonen in LMV2. Die LMV2-Zelllinie wurden mit den
angegebenen Transfektionsplasmiden transfiziert. Ziel war die induzierbare Uberexpression der
PARP-1 (pGC-PARP31/phyg) bzw. einer dominant negativen PARP-1-Variante, der PARP-DBD
(pGC-PARP6/phyg), in An- oder Abwesenheit von funktionell aktivierbarem Wtp53 (p53her). Der pGC-
Vektor ist ein eukaryontischer Expressionsvektor (Braselmann et al, 1993), welcher hier die
Expression des PARP-1-Gens bzw. des Genabschnittes kodierend fir PARP-DBD unter der Kontrolle
des Gal4-Promotors erlaubt. Zur Expression von funktionell aktivierbarem p53 wurden LMV2-Zellen
mit pSV53her transfiziert. Die Selektion stabiler Klone erfolgte Gber Hygromycinresistenz, welche
durch Kotransfektion mit phyg vermittelt wurde. Der erste Klonierungsversuch wurde von Frau E.
Bendrat unternommen, wodurch u.a. Klon 8 (LMV2-p53her-Ki8), Klon 3 (LMV2-PARP-KI3) und Klon 1
(LMV2-PARPp53her-KI1) erfolgreich etabliert wurden. Diese sind auch in Fettdruck hervorgehoben,
da sie fur samtliche Folgeversuche aufgrund der deutlich erkennbaren Proteinexpression bei
gleichzeitig klarer Induzierbarkeit gemall Western-Blot-Analyse (Abb. 1) ausgewahlt wurden. Die
Expressionsversuche zu PARP-DBD im LMV2-Zellsystem flihrten in zwei voneinander unabhangigen
Ansatzen nicht zum Erfolg.

3.2.2 Charakterisierung der stabilen Klone LMV2-p53her-KI8, LMV2-
PARP-KI3 und LMV2-PARPp53her-KI1

3.2.21 Morphologie und Wachstumsverhalten in Zellkultur

Die PARP-1 und/oder p53her positiven Klone (s. Kapitel 3.2.1) zeigten im Vergleich
zur Parentalzelllinie LMV2 Veranderungen bzgl. des Wachstumsverhaltens und teilweise
auch bzgl. der Zellmorphologie. Zur quantitativen Beschreibung wurden die
Generationszeiten der stabilen Klone ohne Ostradiolzusatz und mit 1 uM Ostradiol im
Medium ermittelt. Die einzelnen Ergebnisse sind in Tab. 3 zusammengefasst. Da die

dargestellten Zelllinien Uber den Versuchszeitraum ca. 50fach passagiert wurden, wurden
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die Verdopplungszeiten wahrend dieser Zeitspanne mehrmals bestimmt. Mit zunehmender
Passagezahl veranderten sich die Generationszeiten, so dass in Tab. 3 statt diskreter
Zahlenwerte Zahlenbereiche angegeben wurden, wobei fett gedruckte Werte kurz nach der
Etablierung ermittelt wurden. Im Vergleich zur Ursprungszelllinie LMV2 zeigten die davon
abgeleiteten Klone eine Verlangerung der Generationszeit bzw. sogar eine Abnahme der
Zellzahl. Kurz nach der Etablierung der stabilen Klone bendétigte beispielsweise die p53her
exprimierende Zelllinie LMV2-p53her-KI8 in Gegenwart von Ostradiol die 4,4fache und die
PARP-1-Uberexprimierende Linie LMV2-PARP-KI3 die 3fache Zeit zur Verdopplung. Unter
diesen Bedingungen nahm die Anzahl der LMV2-PARPpS53her-Kl1-Zellen sogar um 20% ab.
Auch in Abwesenheit von Ostradiol war eine Verlangerung der Generationszeiten im
Vergleich zur Parentalzelllinie zu beobachten, allerdings deutlich weniger ausgepragt als
nach (")stradiolzugabe. Dies war ein Hinweis darauf, dass ein Teil des Proteins auch ohne
Induktion durch Ostradiol konstitutiv aktiv war (p53her) bzw. geringfiigig exprimiert wurde
(PARP-1). Trotzdem wurde die Kultivierung der LMV2-PARPp53her-Kl1-Linie erst unter
Ostradiol-freien Bedingungen moglich, was die Ndutzlichkeit der Induzierbarkeit des
Expressionssystems deutlich machte. LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellen zeigten mit der 8- bis
10fachen Verdopplungszeit in Abwesenheit von Ostradiol das langsamste Wachstum. Die
Verlangerung der Generationszeit nahm bei den exogen PARP-1-Uberexprimierenden Zellen
Uber die Passagen zu (LMV2-PARP-KI3 und LMV2-PARPpS53her-Ki1), wahrend sie fur die
p53her exprimierenden Zellen abnahm, wobei die nicht dstradiol-induzierten LMV2-p53her-
Ki8-Zellen LMV2-Parentalzelllinien-Niveau erreichten. Die Parentalzelllinie veranderte sich

ebenfalls, die Generationszeit von anfangs 15 h erhéhte sich auf 24 h.

Klon-Bezeichnung LMV2 LMV2-p53her-CI8 | LMV2-p31-CI3 | LMV2-p53herp31-Ci1

p53her/PARP-1-Status

exogen:
p53her - + - +
PARP-1 - - + +

Generationszeiten:
ohne Ostradiol 15-24 h 24-33 h 30-44 h 6-8d
1 uM Ostradiol 15-24 h 33-66 h 45-80 h -20% /d

Tab. 3: Generationszeiten der p53her/PARP-1-Klone. Da die dargestellten Zelllinien Uber ca. 50
Passagen Verwendung fanden, wurden die Verdopplungszeiten wiederholt bestimmt, sowohl ohne als
auch mit Ostradiolzusatz im Medium (1 uM). Die dabei auftretenden Verdnderungen der
Generationszeiten sind durch Zahlenbereiche gekennzeichnet, wobei fett hervorgehobene
Zahlenwerte die Verdopplungszeit kurz nach Generierung der stabilen Klone angeben und der zweite
Wert die letzte Messung widerspiegelt. Die Angabe ,-20% / d“ steht fur eine 20%ige Abnahme der
Zellzahl pro Tag.
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Nicht nur das veranderte Wachstumsverhalten zeugte von einem deutlich
veranderten Phanotyp der LMV2-Derivate, sondern teilweise auch die Zellmorphologie.
Wahrend zwischen der Ursprungszelllinie LMV2 und der p53her exprimierenden Linie (Klon
8) — ohne als auch mit Ostradiolinduktion — keine Unterschiede im Phanotyp der jeweiligen
Zellen festgestellt werden konnten, lie sich bei dem PARP-1 Uberexprimierendem Klon 3
eine vereinzelte (ohne Ostradiol) bis zunehmende (mit Ostradiol) Synzytienbildung erkennen
(Daten nicht gezeigt). Die PARP-1 uUberexprimierende Zelllinie LMV2-PARPp53her-Ki1
schlieBlich zeigte schon ohne Ostradiolzugabe ein von der Ursprungszelllinie stark
abweichendes Erscheinungsbild. Die Zellen nahmen ein stark polymorphes Aussehen
bezlglich Gestalt und GrofRe an, welches von einem fibroblasten-artigen Phanotyp bis zu
stark aufgeblahten von bis zu 10fach groleren, vielkernigen Zellen reichte. Die
Synzytienbildung nahm unter Ostradiolzugabe dem Anschein nach noch zu, so dass im
Phasenkontrastmikroskop riesige Zellen mit 10 und mehr Nuklei beobachtet werden konnten
(s. Abb. 36b). Bei fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Zellen nach spezifischer
DNA-Farbung mit DAPI (s. Kapitel 3.2.2.3) zeigte sich jedoch, dass es sich bei diesen
mehrkernigen Zellgebilden um Haufen von unvollstandigen Kern- und Zellabschniirungen
handelte (s. Abb. 36). Zudem zeigten diese mehrkernigen Gebilde stets Abschnirungen und
bereits losgeléste DNA-Blasen, wie sie fur apoptotische Vorgange beschrieben werden
(siehe dazu auch Kapitel 3.2.2.3).

3.2.2.2 Zellzyklusanalyse nach Ostradiolinduktion und nach y-Bestrahlung

Um die Verlangerung der Generationszeiten nach Induktion von p53her bzw. PARP-
1-Expression der Beeinflussung bestimmter Wachstumsstadien zuordnen zu koénnen,
wurden Zellzyklusstudien durchgefiihrt. Gegenuber der Parentalzelllinie LMV2 war fir Klon
LMV2-PARPp53her-KI1 mit 43% eine starke relative Abnahme des Zellanteils in G1 zu
beobachten (Abb. 33a). Dabei resultierte die Ostradiolzugabe zu den Zellen des Klones
LMV2-PARPp53her-KI1 vornehmlich in einer Akkumulation in G2 (39% versus 16% in
LMV2). Die Klone LMV2-p53her-KI8 und LMV2-PARP-KI3 zeigten keine vergleichbar
signifikanten Anderungen des G1-, S- und G2M-Zellzyklus-Profils. Doch konnte bei
induzierten LMV2-PARP-KI3-Zellen bereits nach 48 h in einem Teil der Zellen Apoptose
beobachtet werden (3%), was nach 72 h noch deutlicher wurde (9%) (Abb. 33c).
Apoptotische Zellen, gemessen als Zellen mit einem DNA-Gehalt, der geringer als der in G1-
Phase-Zellen ist, traten bei LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellen noch starker und friher in
Erscheinung (11% nach 12 h). Fir den PARP-1 Uberexprimierenden Klon mit funktionell
aktivem p53her (Klon 1) gab es eine weitere Besonderheit: 30% der Zellen waren polyploid.

Bei der Darstellung ¢ in Abb. 33 ist zu beachten, dass die prozentualen Anteile der
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apoptotischen und polyploiden Zellen sich auf alle untersuchten Zellen der jeweiligen Probe
beziehen, wahrend sich die G1-, S- und G2M-Phasen-Anteile ausschliel3lich aus diesen drei

Subpopulationen zusammensetzen und gemeinsam 100% ergeben.

Da PARP-1 als friher Sensor von DNA-Strangbriichen bekannt ist und p53 als
Schlusselfaktor in der zellularen Antwort nach DNA-Schadigung fungiert, wurden im
nachsten Schritt Zellzyklusanalysen nach y-Bestrahlung, durch welche DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriiche verursacht werden (Khanna und Jackson, 2001), durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 33b zusammengefasst. Insgesamt ergab sich ein ahnliches Bild wie
ohne Bestrahlung, d.h. fir LMV2, LMV2-p53her-KI8 und LMV2-PARP-KI3 dominierte der
Anteil der Zellen in G1 (56-59%), fur LMV2-p53herPARP-KI1-Zellen zeigte sich ein
geringerer Anteil von Zellen in G1 (46%) mit einer gleichzeitigen Zunahme der Zellen in G2
(36%). Interessanterweise nahm jedoch der Anteil der apoptotischen Zellen in LMV2-PARP-
KlI3-Zellen nach Bestrahlung noch weiter zu. So waren nach 72 h 13% der Zellen mit einem
Sub-G1-DNA-Gehalt identifizierbar. LMV2-p53herPARP-KI1-Zellen zeigten einen der
Situation ohne Bestrahlung entsprechend hohen Anteil an apoptotischen Zellen von
durchschnittlich 12%.
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Abb. 33: Zellzyklusanalysen der p53her/PARP-1-Klone nach Ostradiolinduktion und nach v-
Bestrahlung. Der DNA-Gehalt Propidiumjodid gefarbter Zellen nach Fixierung wurde fluorometrisch im
DurchfluBzytometer analysiert und die Anzahl der Zellen in G1-, S- und G2M-Phase ermittelt, wobei
die Summe der Zellen in G1, S und G2M als 100% definiert wurde. Die prozentualen Anteile der
teilweise auftretenden apoptotischen und polyploiden Zellen beziehen sich hingegen auf alle
untersuchten Zellen in der jeweiligen Probe. (a) Auswertung der Zellzyklusanalysen ohne Bestrahlung.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus den prozentualen Anteilen der Zellzyklusphasen G1, S und G2M,
jeweils 24 und 48 h nach Ostradiolzugabe. In Klon 1-Zellen konnte zudem eine polyploide
Zellpopulation nachgewiesen werden, gekennzeichnet durch P. (b) Auswertung der
Zellzyklusanalysen nach y-Bestrahlung mit 5 Gy. Die Funktionalitat von p53her bzw. die PARP-1-
Expression wurde bereits 4 h vor Bestrahlung durch Zugabe von 1 uM Ostradiol zum Medium
induziert, um zum Zeitpunkt der Bestrahlung ein maximales p53her- bzw. PARP-1- Expressions-
Niveau zu gewahrleisten (Dudenhoffer et al., 1999). Die dargestellten Daten reprasentieren
Mittelwerte aus den prozentualen Anteilen der Zellzyklusphasen G1, S und G2M, jeweils 24 und 48 h
nach Ostradiolzugabe. (c) Auftauchen eines Sub-G1-Peaks. In Klon 3-Zellen zeigte sich 48 h und 72 h
nach Ostradiolzugabe und in Klon 1-Zellen bereits ohne Ostradiolzugabe ein Sub-G1-Peak, welcher
auf das Vorhandensein apoptotischer Zellen hindeutet. Die ermittelten Werte setzten sich aus 1-2
Einzelmessungen zusammen (Mittelwerte und Standardabweichungen).
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3.2.2.3 Analyse der Kernmorphologie mittels DAPI-Farbung nach
y-Bestrahlung

Da gemal der Zellzyklusanalyse mit Propidiumjodid gefarbten Zellen in PARP-1-
Uberexprimierenden Zellen Subpopulationen mit einem kleineren DNA-Gehalt als bei Zellen
in der G1-Phase detektiert wurden, schien es sinnvoll die Morphologie der Kerne bzgl.
maoglicher apoptotischer Veranderungen genauer zu studieren. Zu diesem Zweck wurden auf
Objekttrager fixierte Zellen mit dem DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidin-2-
phenyl-indol (DAPI) behandelt und anschlief3end fluoreszenzmikroskopisch die Morphologie
der Kerne untersucht. Hierzu wurden die stabilen Klone LMV2-p53her-KI8, LMV2-PARP-KI3,
LMV2-PARPp53her-Ki1 und die Kontrollzelllinie LMV2 12 h nach y-Bestrahlung mit einer
Dosis von 5 Gy einer DAPI-Farbung unterzogen, parallel zu den jeweiligen nicht bestrahlten
Vergleichszellen. 4 h vor der Bestrahlung wurden die betreffenden Zellen mittels Inkubation
in Medium mit 1 uM Ostradiol zur Aktivierung von p53her oder/und zur Expression von
exogener PARP-1 veranlaft. Die Induktionszeit mit Ostradiol der unbestrahlten Zellen lag

entsprechend bei 16 h.

Die Auswertung der praparierten LMV2- und LMV2-p53her-KI8-Zellen im
Fluoreszenzmikroskop ergab ein einheitliches DAPI-Verteilungsmuster flr beide Zelltypen
sowohl mit als auch ohne Bestrahlung. Es waren pro Zelle einzeln vorliegende Zellkerne
recht einheitlicher GréRe (rund 10 pm Durchmesser) und Form zu erkennen (Abb. 3). Die
Bereiche der Nukleoli erschienen ausgespart (geringere Konzentration an DNA, da hier
vorwiegend rRNA und Proteine fir deren Synthese vorliegen) und die restlichen Kern-
Bereiche durch mehr oder weniger stark kondensiertes bzw. aufgelockertes Chromatin
durchsetzt. Vereinzelt waren deutlich die stark leuchtenden Chromatiden (kondensiertes
Chromatin) von sich mitotisch teilenden Zellen zu beobachten, die gerade die Meta- oder

Ana-Phase durchliefen.

Im Gegensatz dazu bot sich bei LMV2-PARPp53her-KI1 mit und auch ohne
Bestrahlung jeweils ein sehr uneinheitliches Bild bezlglich Kern-Grofte und —Form. Die
mittels Zellzyklusanalyse und im Phasenkontrastmikroskop beobachteten polyploiden bzw.
mehrkernigen Zellen, fanden in der DAPI-Farbung in Form groRer (bis zu 50 pm
Durchmesser), aus vielen, z.T. unvollstdndig abgeschnirten Kernen, bestehenden Gebilden
ihre Bestatigung (Abb. 35 und 36). Als Vorraussetzung zur Bildung dieser Kernmorphologien
mufdten mehrere DNA-Synthese-Runden ohne Mitose (Endoreduplikation) bzw. mitotische
Kernteilung ohne Zytokinese stattgefunden haben. Sehr auffallig war auch, dass diese

mehrkernigen Zellen daruberhinaus ausnahmslos DNA in vesikuldren Strukturen
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abschnirten, wie dies fir in Apoptose befindliche Zellen im Gegensatz zu nekrotischen
Zellen beschrieben worden ist. Dies bestatigte die Beobachtungen in den Zellzyklusanalysen
fur diese Zelllinie, namlich die Identifizierung eines Sub-G1-Peaks, also einer potentiell
apoptotischen Zellpopulation. Interessanterweise konnten unter den intakten Zellen ohne
Kernabschnlirungen nur Zellen mit maximal zwei Kernen beobachtet werden. Auch dies
kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass mit dem Fortschreiten der mitotischen
Katastrophe die Zellen in eine Art Apoptose eintreten, wie dies in anderen Beispielen
beobachtet worden ist (Chan et al.,, 1999). Um apoptotische versus nekrotische Prozesse
jedoch fir LMV2-p53herPARP-KI1 mit Sicherheit nachweisen zu kdnnen, bedarf es in der
Zukunft allerdings der Analyse durch weitere apoptose-spezifische Nachweismethoden, wie

z.B. dem Nachweis der DNA-Leiter-Bildung an chromosomaler DNA.

Was LMV2-PARP-KI3 betraf, zeigten die nicht bestrahlten Kerne ein LMV2-
vergleichbares Aussehen und Verteilungsmuster (Abb. 35a), wohingegen die Zellkerne nach
Bestrahlung vereinzelt (wesentlich seltener als bei LMV2-PARPp53her-KI1) als stark

kondensiertes Chromatin mit Kernabschnirungen in Erscheinung traten (Abb. 35b).
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Abb. 34: Kernmorphologie von LMV2- und LMV2-p53her-KI8-Zellen. Gezeigt sind Zellen der Kontroll-
Zelllinie LMV2 (a, b) und des stabilen Klones LMV2-p53her-KI8 (c, d) ohne (a, ¢) und 12 h nach vy-
Bestrahlung mit 5 Gy (b, d) und anschlieliender DAPI-Farbung. Alle Kulturen wurden insgesamt 16 h
mit &stradiol-haltigem (1 pM) Kulturmedium inkubiert, d.h. dem Beginn der Ostradiolinduktion folgte
die Bestrahlung nach 4 h. Alle vier Kulturen zeigten nach fluoreszenzmikroskopischer Analyse ein
gleichmafiges Bild mit Zellkernen einer durchschnittlichen GréRe von 10 um und einer einheitlichen
Form.
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Abb. 35: Kernmorphologie von LMV2-PARP-KI3- und LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellen. Gezeigt sind
Zellen der stabilen Klone LMV2-PARP-KI3 (a, b) und LMV2-PARPp53her-Kli1 (c, d) ohne (a, c) und 12
h nach y-Bestrahlung mit 5 Gy (b, d) und anschlieBender DAPI-Farbung. Alle Kulturen wurden
insgesamt 16 h mit dstradiol-haltigem (1 uM) Kulturmedium inkubiert, d.h. dem Beginn der Ostradiol-
induktion folgte die Bestrahlung nach 4 h. Die LMV2-PARPp53her-KI1-Zellen mit (d) und auch ohne
Bestrahlung (c) boten jeweils ein sehr uneinheitliches Bild bezuglich Kern-GréRRe und -Form. Der lange
Pfeil in Teilabbildung ¢ und der rechte Pfeil in (d) (am rechten Rand) weisen auf vielkernige Gebilde
jeweils einer mehrkernigen Zelle hin, welche zudem DNA-haltige Vesikel abschniren. Der lange Pfeil
links in Teilabbildung d weist auf Abschnirungen wie sie fur in Apoptose befindliche Zellen typisch
sind. Kondensation und Fragmentierung von Zellkernen konnte nach Bestrahlung vereinzelt ebenfalls
in LMV2-PARP-KI3-Zellen beobachtet werden (lange Pfeile in b), nicht jedoch ohne Bestrahlung (a).
Der kurze Pfeil in b zeigt auf eine sich in der Mitose befindliche Zelle mit Metaphase-Chromosomen.
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Abb. 36: Morphologie von LMV2-p53herPARP-KI1-Zellen im Phasenkontrast und nach DAPI-Farbung
und fluoreszenzmikroskopischer Analyse. Dargestellt ist ein Bildausschnitt mit LMV2-PARPp53her-
Kl1-Zellen 16 Stunden nach Ostradiolzugabe zum Medium (ohne Bestrahlung) nach DAPI-Farbung (a)
bzw. im Phasenkontrast (b). Gezeigt ist die Heterogenitat der Zellmorphologie einschlief3lich des
unterschiedlichen Erscheinungsbildes der Nuklei. Die drei im Durchlicht aufgeblahten und mehrkernig
erscheinenden Zellen, zeigten nach DAPI-Farbung DNA-Strukturen, wie sie fir in Apoptose
befindliche Zellen beschrieben wurden (lange Pfeile). Sie bilden blasenférmige Abschnirungen, die
teilweise die GroRe normaler Zellkerne erreichen (vgl. die mit langen Pfeilen markierten DNA-
Abschnurungen mit den Zellkernen normalen Phanotyps im oberen rechten Bereich des
Bildausschnittes). Auffallig ist die unterschiedliche Grolie der apoptotischen Kerngebilde. Die kurzen
Pfeile deuten auf Kernfragmentierungen, welche nicht nur bei den drei auffallig groen und
heterogenen Zellen in der Mitte zu beobachten waren, sondern auch bei kleineren, homogenen Zellen
im oberen Bildrand und am unteren rechten Bildrand. Diese befanden sich méglicherweise in einem
frihen Stadium der Apoptose, da die typische Kondensierung des Chromatins gut erkennbar war.
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3.2.3. Beeinflussung von p53-Zielgenen durch PARP-1

p53 wird nach DNA-Schadigung durch mehrere Kinasen (Meek et al., 1997),
Acetylasen (Gu und Roeder, 1997) und moglicherweise auch durch den DNA-Strangbruch-
Sensor, PARP-1 (Le Rhun et al.,, 1998; Wesierska-Gadek et al., 1996; Boulikas, 1993)
posttranslational modifiziert. Einige posttranslationale Modifikationen des p53-Molekiils
verstarken die Bindung an p53-Erkennungssequenzen, was p53 die transkriptionelle
Anschaltung bestimmter Gene fir die Auslbung von Wachstums-Arrest (z.B. p21) oder
Apoptose (z.B. Bax) ermdglicht (El-Deiry et al., 1993; Miyashita et al., 1994; Miyashita und
Reed, 1995). Da die Bedeutung der Poly(ADP-Ribosylierung) fir die Auslbung der
Aktivitdten von p53 noch widersprichlich diskutiert wird (Vaziri et al., 1997; Malanga et al.,
1998), sollte zunachst fir die vorliegenden Zellsysteme Uberprift werden, ob PARP-1 die
transkriptionelle Anschaltung der p53-Zielgene p27 und Bax beeinflusst. Zu diesem Zweck
wurden die stabilen Klone LMV2-p53her-KI8, -PARP-KI3, -PARPp53her-KI1 und die
Kontrollzelllinie LMV2 12 h unbehandelt oder nach y-Bestrahlung mit 5 Gy geerntet. 4 h vor
der Bestrahlung wurden die betreffenden Zellen mittels Zugabe von 1 uM Ostradiol zur
Anschaltung von p53her oder/und zur Uberexpression exogener PARP-1 veranlalRt. Die
gesamte Induktionszeit mit Ostradiol lag entsprechend fiir unbestrahlte und bestrahlte Zellen
bei 16 h. Aus den geernteten Zellen mit und ohne Bestrahlung wurden
Gesamtzellhomogenate hergestellt. Diese wurden anschlieBend Uber SDS-PAGE
aufgetrennt, elektrotransferiert und die Banden von Interesse mittels spezifischer Primar-
antikorper, Peroxidase = gekoppelter = Sekundarantikérper  und anschlielRender
Chemilumineszenzreaktion und Autoradiographie detektiert (Abb. 37). Die a-Aktin-Detektion
diente als Ladekontrolle. Zyklin A la3t Ruckschliusse auf den Anteil der Zellen in der
Zellzyklus-Phase S und G2 zu (Sherr, 1996).

Der deutlichste Unterschied fiir die untersuchten Proteine wurde flr p21 beobachtet:
bei kurzer Exposition konnte p21 sowohl mit als auch ohne Bestrahlung praktisch
ausschlief8lich und sehr intensiv in den LMV2-PARPpS3her-Kl1-Zellen dargestellt werden.
Bei langeren Expositionen war p21 schwacher auch in den anderen Zelltypen nachweisbar.
Zumindest nach Bestrahlung ergab sich ein ahnliches Bild auch flr die Bax-Expression, d.h.
eine gegenuber den anderen Linien sehr hohe Expression in LMV2-PARPp53her-Ki1-Zellen.
Auch die Uberexpression der PARP-1 vor dem Hintergrund von Mutanten-p53 in LMV2-
PARP-KI3-Zellen verursachte nach Bestrahlung ein etwas angehobenes Bax-Niveau. Diese
Beobachtung stand in Einklang sowohl mit dem Auftauchen eines Sub-G1-Peaks in der
FACS-Analyse Propidiumjodid gefarbter LMV2-PARP-KI3-Zellen, insbesondere von

bestrahlten Zellen (s. Kapitel 3.2.2.2), als auch mit dem Erscheinungsbild der Zellkerne nach
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DAPI-Farbung im Fluoreszenzmikroskop (s. Kapitel 3.2.2.3), welche nach Bestrahlung zum
Teil Kondensation und Fragmentierung von Zellkernen erkennen lieRen. Interessanterweise
wiesen die PARP-1-Uberexprimierenden Klone (LMV2-PARP-KI3 und LMV2-PARPp53her-
KlI1) beide einen héheren Zyklin A-Spiegel auf, was zumindest fir LMV2-p53herPARP-KI1-
Zellen mit den Daten der Zellzyklusanalysen korrelierte, welche flr diesen Klon einen

Anstieg der Anteile der Zellen in der Zellzyklusphase G2 auf Kosten der G1-Phase

auswiesen.
ohne Bestrahlung mit Bestrahlung (5Gy)
Klone LMVZ KIE KI3 KI1 LMV2? KI8 KI3 K1
pS3her - + - + - + ki +
PARP-1 - - + + - - + +

- g <2
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Abb. 37: Western-Blot-Analysen der p53her/PARP-1-Klone mit und ohne y-Bestrahlung. LMV2-,
LMV2-p53her-Ki8- (KI8), LMV2-PARP-KI3- (KI3) und LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellen (KI1) wurden mit
Ostradiol (1 uM) induziert und 4 h spater 5 Gy y-Bestrahlung ausgesetzt, um nach weiteren 12 h
geerntet zu werden. Jeweils 2x10° Zellen der erhaltenen Gesamtzellhomogenate (mit und ohne
Bestrahlung) wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Membrantransfer wurden die Banden von
Interesse mittels spezifischer Antikbrper gegen p21, Bax, Zyklin A bzw. o-Aktin detektiert (siehe
Material und Methoden). Die a-Aktin-Detektion diente als Kontrolle, um sicher zu stellen, dass gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden.
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3.24 Analyse des Einflusses von PARP-1 und p53 auf die homologe

Rekombination im SV40-Testsystem

Die Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitdt ist eine wichtige Funktion des
Tumorsuppressorproteins p53 und es konnte gezeigt werden, dass p53 die homologe
Rekombination zwischen SV40-Chromosomen inhibiert (Wiesmuller et al., 1996).
Voraussetzung dieser Arbeit war die Etablierung eines Testsystems (Wiesmidiller et al., 1996;
Abb. 38a) fur die quantitative Messung der homologen Rekombinationsraten zwischen
SV40-Chromosomen. Dieses Testsystem beruht auf der Koinfektion von Affennierenzellen
mit zwei SV40-Virionen-Typen. Die beiden genomischen SV40-DNAs tragen
Punktmutationen im Virion-Protein-1-Gen (VP17) an zwei verschiedenen Stellen, die beide zur
Expression eines temperatursensitiven VP1-Hullproteins fliihren (Ng et al., 1985), deren
Defekte sich nicht in trans komplementieren. Es kénnen nur bei der permissiven Temperatur
von 32°C Viren produziert werden, nicht jedoch bei der restriktiven Temperatur von 39°C.
Das VP1-Protein liegt bei 39°C in einer Konformation vor, die keine Bildung von
Viruspartikeln erlaubt. Die Koinfektion der Affennierenzellen erfolgte in dieser Arbeit mit
definierter Effizienz der Infektion (MOI = Multiplicity Of Infection) von 1,3 fir CV1-Zellen und
0,4 fir LLC-MK; und LMV2-Zellen, wobei sich die MOI jeweils zur Halfte in eine der beiden
Virentypen aufspaltete (z.B. 0,2 + 0,2 fur LLC-MK,). Daraus ergab sich, dass in der
Kulturschale 20% der mit einem Virustyp infizierten Zellen auch das zweite Virusgenom
enthielten. Homologe Rekombination zwischen beiden Mutantenvirengenomen konnte in
vivo zur Rekonstitution von SV40-Wildtyp (Wt) fihren (Abb. 38a). Mit dem dann exprimierten
WtVP1-Protein konnten bei der restriktiven Temperatur von 39°C infektiose
Wildtypviruspartikel gebildet werden, deren Entstehung im Plaque-Assay (Abb. 38a)
nachgewiesen werden konnten. Dieser Nachweis fand wiederum bei der restriktiven
Temperatur statt. Dieser Virusnachweis beruht darauf, dass SV40-Wildtypviren
Affennierenzellen der grinen Meerkatze (CV1) lysieren. Beim Plaque-Assay kdnnen die so
freigesetzten Viren aufgrund ihrer Mobilitdtseinschrankung durch den Softagar nur die direkt
angrenzenden Zellen infizieren. Auf diese Weise entsteht nach 14 Tagen ein

stecknadelkopfgrofies Loch im Zellrasen (Plaque).

Mit Hilfe der (dstradiol-induzierbaren) stabilen Klone LMV2-p53her-KI8 [endogen:
p53(A237-239), PARP-1; exogen: p53her], LMV2-PARP-KI3 [endogen: p53(A237-239),
PARP-1; exogen: PARP-1], LMV2-PARPp53her-KI1 [endogen: p53(A237-239), PARP-1;
exogen: p53her, PARP-1] und der Parentallinie LMV2 [endogen: p53(A237-239), PARP-1;
exogen: -] wurde der Einflud von PARP-1 und p53 auf die homologe Rekombination im

SV40-Rekombinations-Assay untersucht (Abb. 38b). Die zu testenden Zellen wurden in
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getrennten Ansatzen mit den beiden Mutantenviren oder mit Wildtypvirus infiziert, bei 39°C
inkubiert und der Viruslberstand spater zur Reinfektion eines CV1-Zellrasens (Plaque-
Assay, 39°C) benutzt. Die entstandenen Plaques wurden spater ausgezahlt und zur
Berechnung der jeweiligen Rekombinationsfrequenz der Quotient aus den entstandenen
Plaque-Zahlen der erfolgreich rekombinierten Mutantenviren und der entsprechenden
Wildtypviren gebildet. Hinzu kam ein Korrekturfaktor von 5, welcher der Tatsache Rechnung
trug, dass in den Ansatzen mit zwei Mutantenvirentypen nur 20% der viral infizierten Zellen

auch doppel-infiziert waren.

Die mit Hilfe des SV40-Rekombinations-Tests erzielten Resultate wurden in
Kooperation mit Frau Dipl.-Biol. G.-S. Boehden gewonnen. Die Rekombinationsfrequenzen
von vier bis neun Einzelmessungen aus vier voneinander unabhangigen Versuchsreihen
wurden gemittelt und mit Standardfehlern in Abb. 38b dargestellt. In Zellen ohne Wtp53, also
mit dem endogenen Mutanten-p53, (LMV2-Kontrollzelllinie) erhielt man eine
Rekombinationsfrequenz von 9,38x10™, welche fiinffach erniedrigt wurde durch Wtp53-
Prasenz in LMV2-p53her-KI8 (2,06x10*). Dieses Ergebnis &dhnelte frilheren Daten der
Arbeitsgruppe, in welchen mittels des entsprechenden Zellsystems ohne Gal4-her [LLC-
MK2(neo) und LLC-MK2(p53her)21] im SV40-Rekombinations-Assay eine Repression der
Rekombination durch p53her um den Faktor 12 ermittelt wurde (Dudenhdffer et al., 1998).
Erstmalig wurden nun im SV40-Rekombinations-Assay PARP-1 Uberexprimierende Klone
getestet, mit dem Ergebnis, dass in Abwesenheit von Wip53 (LMV2-PARP-KI3) durch die
alleinige PARP-1-Uberexpression eine vergleichbare Inhibition der Rekombination erzielt
wurde wie durch Witp53-Expression ohne PARP-1-Uberexpression. Mit einem anderen,
PARP-1 Uberexprimierenden Klon (LMV2-PARP-KI4) lag die Frequenz sogar unter der
Nachweisgrenze des Systems von 10 (nicht gezeigt). Uberraschend war nun allerdings die
fehlende Inhibition der Rekombination in LMV2-PARPp53her-KI1, der beide exogenen
Proteine (p53her und PARP-1) koexprimierte. Unter den Bedingungen dieses Zellsystems
war kein signifikanter Unterschied zur Kontrollzelllinie LMV2 detektierbar. Dies widersprach
nicht nur den Daten fir die singuldare PARP-1-Expression, sondern auch denen in der
Literatur, die PARP-1 insofern eine antirekombinante Rolle bescheinigten, als mehrere
Studien einen Anstieg der homologen Rekombination nach chemischer Inhibition der PARP-
1 zeigen konnten (Ferro et al., 1984; Magnusson und Ramel, 1990; Waldman und Waldman,
1991; Puchta et al., 1995).
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Abb. 38: Stabile Klone mit p53her und/oder Uberexprimierter PARP-1 im SV40-Rekombinations-
Testsystem. (a) Schematische Darstellung der Funktionsweise des SV40-Rekombinations-Assays
(Wiesmlller et al., 1996). Dieser reprasentiert ein Testsystem fir die quantitative Erfassung der
homologen Rekombination, basierend auf der Infektion mit SV40-Viren und anschlieRendem
Austausch zwischen SV40-Chromosomen. Nach homologer Rekombination zwischen zwei SV40-
Virusmutantengenomen kommt es zur Rekonstitution von SV40-Wildtypgenomen. Die resultierenden
Viruspartikel sind nun wieder in der Lage CV1-Zellen zu lysieren (nach Reinfektion) und somit im
Zellrasen Locher (Plaques) zu verursachen, die quantitativ analysiert werden kdnnen. (b) Ergebnisse
far die stabilen Klone im SV40-Rekombinations-Testsystem. Die ermittelten
Rekombinationsfrequenzen fir die dstradiol-induzierten (1uM) stabilen Klone LMV2-p53her-KI8 (KI8),
LMV2-PARP-KI3 (KI3), LMV2-PARPp53her-KI1 (KI1) und die Parentallinie LMV2 sind auf der rechten
Seite der Abbildung dargestellt. Es wurden 4 - 9 Einzelmessungen gemittelt und die resultierenden
Werte gemeinsam mit den Standardfehlern angegeben.
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3.2.5. Analyse des Einflusses von stabil exprimierter PARP-1 bei der
homologen Rekombination an episomal vorliegenden

Rekombinationssubstraten

Durch die Etablierung eines neuen, auf der Rekonstitution des W(EGFP-Gens
basierenden Testsystems, entwickelt innerhalb der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr.
Wiesmuller (Akylz et al., 2002), eroffnete sich die Mdoglichkeit zur Bestimmung von
Rekombinationshaufigkeiten an DNA-Substraten im Kontext zellularer Chromosomen und
episomalen Substraten. Dieses Testsystem bestimmt Rekombinationsfrequenzen aus dem
Anteil grinfluoreszierender Zellen innerhalb von 24 - 72 h nach Initiation. Der Assay wurde
dergestalt designiert, dass rekombinanter DNA-Austausch zwischen zwei an
unterschiedlicher Stelle mutierten EGFP-Genen die intensive Autofluoreszenz von EGFP
reaktiviert. Demzufolge tauchen fluoreszierende Zellen in der Zellpopulation auf, wobei deren
Anteil sehr rasch Uber FACScan-Analyse ermittelt werden kann. Die rekombinative
Reparatur wird durch gezielte Doppelstrangbrucherzeugung innerhalb der 5°positionierten
EGFP-Variante initiiert (s. Abb. 39a). Diese Moglichkeit wurde durch die Einfihrung der 18
Bp langen Erkennungssequenz der I-Scel Meganuklease in die 5  positionierte, mutierte
EGFP-Variante geschaffen (Rouet et al., 1994). Die Expression der Meganuklease erlaubt
schlieBlich, dass in Zellen, welche das EGFP-basierte Rekombinationsplasmid stabil ins
Genom integriert tragen, Doppelstrangbriiche im Chromosom an der Position der I-Scel-
Erkennungssequenz entstehen. Der anschlieBende genetische Austausch zwischen der
5’positionierten, geschnittenen EGFP-Variante (Akzeptor-EGFP) und der 3" in gleicher
Orientierung positionierten EGFP-Variante (Donor-EGFP) fuhrt mit einer gewissen Haufigkeit
zur Wiederherstellung der WIEGFP-Sequenz an der 5°-Position, welche einem CMV-
Promotor zur Expression folgt. Mit dem in dieser Arbeit verwendeten
Rekombinationsplasmid, bei welchem in der 3" positionierten EGFP-Variante durch Mutation
das Startmethioninkodon durch zwei Stopkodons ersetzt wurde, kdnnen sowohl konservative
als auch nicht-konservative, also deletierende, homologe Rekombinationsereignisse
nachgewiesen werden. Als Rekombinationsakzeptoren standen EJ-, HR- und A-EGFP zur
Verfigung, welche jeweils die 18 Bp lange I|-Scel-Erkennungssequenz trugen. Alle drei
Rekombinationsakzeptoren sind in der Chromophorregion (Kodons 65-67) mutiert. Entweder
fehlen ihnen unterschiedlich groRe Bereiche in dieser Region (4- und HR-EGFP) oder sie
enthalten eine Verdopplung von 5 Bp, also Mikrohomologien (EJ-EGFP). In die
Deletionsstelle (4- und HR-EGFP) bzw. zwischen die verdoppelte Sequenz (EJ-EGFP)
wurde die 18 Bp lange I-Scel-Erkennungssequenz (gekennzeichnet durch schwarzes
Dreieck in Abb. 39a) inseriert. Die Induktion eines Doppelstrangbruches mit Hilfe der

Meganuklease |-Scel im EJ-EGFP-Rekombinationsakzeptor hatte also zur Folge, dass
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WtEGFP durch NHEJ (Non Homologous End Joining, s. Kapitel 1.1) zwischen den den
Bruch flankierenden Mikrohomologien wie auch durch homologe Rekombination mit dem
Donor rekonstituiert werden konnte. Die Rekombinationsakzeptoren 4- und HR-EGFP
erlauben keinerlei NHEJ-vermittelte WIEGFP-Reaktivierung, sondern unterscheiden sich im
Ausmald der Deletion in der Chromophorregion und —noch viel wichtiger- in der Lange der
Homologien zum Donor in der Nachbarschaft des Doppelstrangbruches. Fir eine
erfolgreiche homologe Rekombination wurde eine Mindestlange von 200 Bp 100%iger
Homologie der zu rekombinierenden Substrate als essentiell beschrieben (Elliot et al., 1998;
Rubnitz und Subramani, 1984). HR-EGFP weist mindestens 194 Bp und 4- EGFP 168 Bp an

ununterbrochener Homologie zum Donor auf.

Um sicherzustellen, dass die mit Hilfe des auf SV40-Viren basierenden Systems
gewonnenen Ergebnisse auch auf der Basis alternativer Testverfahren zutreffend sind,
wurde nun das auf EGFP-Rekonstitution basierende System auf stabil PARP-1 und/oder
p53her exprimierende Klone angewandt. Hierfur wurden die in Kapitel 3.2.1 beschriebenen
Klone mit stabiler PARP-1- und/oder p53her-Expression mit episomal vorliegenden
Rekombinationssubstraten basierend auf 3’EGFP als Rekombinationsdonor und mit EJ-
EGFP, HR-EGFP oder A-EGFP als Rekombinationsakzeptoren analysiert. Die stabilen Klone
LMV2-p53her-KI8 [endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: p53her], LMV2-PARP-KI3
[endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: PARP-1], LMV2-PARPp53her-KI1 [endogen:
p53(A237-239), PARP-1; exogen: pS3her, PARP-1] und die Parentallinie LMV2 [endogen:
p53(A237-239), PARP-1; exogen: -] wurden mit dem Vektor p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-EJ, -
A oder -HR (Abb. 39a) und dem pCMV-I-Scel-Meganuklease-Expressionsvektor
kotransfiziert. Parallel dazu wurden die gleichen Klone mit pCMV-I-Scel und pEGFP-N1, also
WtEGFP-Expressionsplasmid kotransfiziert (Positivkontrolle). Desweiteren wurde in
parallelen Ansatzen der Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR gegen das
Negativkontrollplasmid p5bPuroCMV-HR (mit Akzeptor HR-EGFP, ohne Donor) oder
p5xtrshSV40-Hyg (mit Donor 3’EGFP, ohne Akzeptor) substituiert und mit pBS kotransfiziert.
Nach 72 h Kultivierung in Gegenwart von 1 pM Ostradiol wurden die
Rekombinationshaufigkeiten durch Messung am FACScan mit Hilfe der Dot-Plot-Analyse
bestimmt. Die Fluoreszenzauswertung erfolgte nicht wie bei der Einzelfluoreszenzanalyse
ublich im FL1-Histogramm, sondern mittels Dot-Plot wegen der optimaleren Trennung von
orangefarbener zellularer Eigen- und griner EGFP-Fluoreszenz. Wahrend der
Optimierungsarbeiten fur dieses Rekombinationsmelverfahren war namlich beim Vergleich
der ermittelten Werte im FL1-Histogramm gegeniber denen im FL1-FL2-Dot-Plot (FL1 flr
Grinfluoreszenz, FL2 fir orange Eigenfluoreszenz) festgestellt worden, dass durch die Dot-

Plot-Darstellungsweise die griinfluoreszierenden Zellen klarer von den nicht fluoreszierenden
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getrennt werden konnten und sich somit ein extrem verbessertes Signal/Rausch-Verhaltnis
ergab (Akyuz et al., 2002). Die Anteile der grinfluoreszierenden Zellen wurden jeweils aus
drei Messungen gemittelt. Um Rekombinationsfrequenzen bezogen auf die transfizierten
Zellen zu erhalten, wurden diese Werte gegen die Positivkontrolle korrigiert. Aus den
resultierenden Werten wurden relative Rekombinationsfrequenzen errechnet, indem die
Werte mit der Kontrollzellinie LMV2 als 100% definiert wurden. Die absoluten
Rekombinationsfrequenzen mit LMV2-Zellen lagen fur Donor EJ-EGFP bei 19,6%, HR-EGFP
bei 11,5% und A-EGFP bei 11,5%. In den Negativkontrollen konnten keine fluoreszierenden

Zellen detektiert werden.

Die Ergebnisse zu den relativen Rekombinationsfrequenzen sind in Abb. 38b
dargestellt. Nach Wtp53-Expression (LMV2-p53her-KI8) wurden die
Rekombinationsfrequenzen mit den verschiedenen Rekombinationssubstraten durchweg um
20-30% gesenkt, wobei die Limitierung der homologen Sequenzen in A-EGFP keinen
deutlichen Effekt im Vergleich zur langeren homologen Vergleichssequenz in HR-EGFP
zeigte. Auch die Einfuhrung von Mikrohomologien in EJ-EGFP fur NHEJ zeigte keine
Wirkung auf die Regulation der Rekombination durch Wtp53. Die PARP-1-Uberexpression
vor dem Hintergrund von Mutanten-p53 (LMV2-PARP-KI3) erbrachte dieselben
Rekombinationsergebnisse wie jeweils das vergleichbare Zellsystem mit pS3her-Expression
(LMV2-p53her-KiI8), also durchweg Reduktion der Rekombinationsfrequenzen. Unterschiede
zeichneten sich jedoch fir das LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellsystem mit Expression beider
Proteine (p53her und PARP-1) ab. Wahrend die Rekombination am Substrat mit EJ-EGFP in
LMV2-PARPp53her-KI1 der in den Kontrollzellen LMV2 entsprach, konnte sogar eine 20-
40%ige Steigerung der Rekombinationshaufigkeiten in LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellen versus
LMV2-Zellen infolge der homologen Rekombination an HR- und A4-EGFP-Substraten
beobachtet werden. Dieses Ergebnis, namlich eine fehlende Beeinflussung oder gar
Steigerung der relativen Rekombinationsfrequenz infolge homologer Rekombination bei
PARP-1-Uberexpression und bei gleichzeitiger p53her-Expression stand zwar im
Widerspruch zur inhibierenden Wirkung der Einzelfaktoren, war aber konsistent mit den im

SV40-Rekombinations-Testsystem beobachteten Werten fir diesen Kion.
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Abb. 39: Rekombination an episomalen Substraten in stabilen Klonen mit p53her und/oder
Uberexprimierter PARP-1. Vergleich der relativen Rekombinationsfrequenzen in den &stradiol-
induzierbaren stabilen Klonen LMV2-p53her-KI8 (KI8), LMV2-PARP-KI3 (KI3), LMV2-PARPp53her-Kl1
(KI1) und der Parentallinie LMV2 72 h nach Ostradiolinduktion und Transfektion mit dem
Rekombinationssubstrat p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-EJ, -HR oder -A, welche sich in der
Beschaffenheit des Rekombinationsakzeptors unterscheiden (Beschreibung im Text). In allen
Versuchsansatzen wurden Doppelstrangbriiche initiiert durch Kotransfektion mit dem pCMV-I-Scel-
Meganuklease-Expressionsvektor. Die Transfektionseffizienzen lagen zwischen 1 und 55%. (a)
Aufbau der Rekombinationssubstrate. In 3’ EGFP wurde das Startmethionin des WIEGFP durch zwei
Stopkodons ersetzt (schwarzes Kreuz). Nach Spaltung von EJ-, HR- oder A-EGFP an der |-Scel-
Erkennungssequenz (schwarzes Dreieck) liefert 3’'EGFP im Verlauf des genetischen Austausches die
fehlende Information zur Rekonstitution von WtEGFP. Die innerhalb der fir den Chromophor
kodierenden Region lokalisierte |-Scel-Erkennungssequenz wurde durch ein schwarzes Dreieck
markiert. (b) Relative Rekombinationsfrequenzen. Die absolute Rekombinationsfrequenz in der
Kontrollzelllinie LMV2 wurde jeweils als 100% definiert und die Ergebnisse in den stabilen Klonen
relativ dazu ins Verhaltnis gesetzt.
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3. Ergebnisse

3.2.6. Untersuchungen zur Rolle von PARP-1 in der homologen

Rekombination an episomal vorliegendem DNA-Substrat

Um sicherzustellen, dass die mit den stabilen, p53her und /oder PARP-1
exprimierenden Klonen in den Kapiteln 3.2.4 und 3.2.5 gewonnenen Daten mit Sicherheit
nicht auf klonale Besonderheiten zurlickzufiihren sind, und um die Wirkung der dominant
negativen PAPP-1-Variante PARP-DBD untersuchen zu kénnen, wahlte ich ein alternatives
Expressionsverfahren im gleichen Parentalzelltyp LLC-MK;. Aus den Arbeiten von Dipl.—Biol.
C. Dudenhoffer (Dudenhoffer et al., 1998) und Dipl.-Biol. G.-S. Boehden (Boehden et al.,
eingereicht) standen zwei von der Rhesusaffenzelllinie LLC-MK, abgeleitete Zelllinien zur
Verflgung, namlich die p53her exprimierende Linie LLC-MK,(p53her)21 und die
Kontrollzelllinie LLC-MK;(neo), welche nur die endogene p53-Mutante p53(A237-239)
produziert. Zur Anwendung des neu entwickelten, auf EGFP-Fluoreszenz basierenden,
Rekombinations-Assays (Akyluz et al., 2002) auf LLC-MK;(neo) und LLC-MK,(p53her)21
wurde der Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR (Abb. 40a) in die Zellen
transient transfiziert. Zur Bestimmung der von I-Scel, also der Erzeugung von
Doppelstrangbriichen, abhangigen Rekombinationsfrequenzen mit PARP-DBD- bzw. PARP-
1-Uberexpression wurden die isogenen Klone LLC-MKy(heo) und LLC-MK,(p53her)21
jeweils mit den unter 1-6 aufgefiihrten Expressions- und Kontrollplasmiden und pCMV-I-Scel
sowie p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR kotransfiziert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass in
allen Transfektionsansatzen die gleichen Mengen an Gesamt-DNA eingesetzt wurden,
indem mit dem Kontrollvektor pBS die Menge komplettiert wurde.

1)) pBS (Kontrollplasmid)

) pCMVp6 (Plasmid zur PARP-DBD-Expression mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)

J) pCMVp31(Plasmid zur PARP-1-Expression mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)

) pBS und p5bPuroCMV-WIEGFP (Plasmid zur WEGFP-Expression mit
vorgeschaltetem CMV-Promotor, Positivkontrolle zu 1.)

5) pCMVPp6 und p5bPuroCMV-WEGFP (Positivkontrolle zu 2.)

6.) pCMVp31 und p5bPuroCMV-WLEGFP (Positivkontrolle zu 3.)

Desweiteren wurde der Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR gegen
das Negativkontrollplasmid p5bPuroCMV-HR (mit Akzeptor HR-EGFP, ohne Donor) oder
p5xtrshSV40-Hyg (mit Donor 3’ EGFP, ohne Akzeptor) substituiert und mit pBS kotransfiziert.

Die Zellen wurden nach Transfektion in Ostradiol-haltigem Medium (1 pM) zur
Anschaltung von p53her kultiviert. 72 h nach Transfektion wurden die
Rekombinationshaufigkeiten durch Messung am FACScan mit Hilfe der Dot-Plot-Analyse

bestimmt. Die Anteile der griinfluoreszierenden Zellen wurden jeweils aus drei Messungen
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gemittelt. Um Rekombinationsfrequenzen bezogen auf die transfizierten Zellen zu erhalten,
wurden diese Werte gegen die jeweilige Positivkontrolle korrigiert und anschliel3end relative
Frequenzen in Bezug auf den Probenansatz von LLC-MK;(neo) mit pBS errechnet, der als
100% definiert wurde.

In den Negativkontrollen konnten keine fluoreszierenden Zellen detektiert werden. Die
absoluten Rekombinationsfrequenzen lagen vier bis funf Zehnerpotenzen hdher als in
vergleichbaren Experimenten mit SV40-Minichromosomen (Kapitel 3.2.4) oder mit
chromosomal integriertem Rekombinationsvektor (Akyluz et al., 2002 bzw. Kapitel 3.2.6. So
wurde in der Referenzprobe LLC-MK;(neo) mit pBS eine absolute Rate von 29,3% ermittelt.
In Abb. 40b sind die relativen Rekombinationsfrequenzen zusammengefasst. Durch PARP-
DBD- bzw. PARP-1-Expression kam es sowohl in LLC-MK,(neo)- als auch in LLC-
MKo(p53her)21-Zellen zu einer Inhibition der Rekombination. Wahrend im Zellsystem ohne
p53 die PARP-DBD-Expression eine starkere Rekombinationsinhibition als die PARP-1-
Expression zur Folge hatte, war dieser Inhibitionseffekt im Zellsystem mit funktionell
induziertem p53 nahezu gleich. Bemerkenswert war jedoch, dass die Inhibition der
Rekombination, welche durch p53her-Expression verursacht wurde, durch zusatzliche

Uberexpression der PARP-DBD oder der PARP-1 geringfiigig verstarkt wurde.

Die Expression der PARP-DBD und die PARP-1-Uberexpression wurden im Western-
Blot mit dem Antikdrper F-1-23 nachgewiesen. Dieser monoklonale Antikérper erkennt PARP-
1 N-terminal und daher nicht nur die Vollelange-PARP-1 sondern auch die PARP-DBD (Abb.
41).
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Abb. 40: PARP-abhangige Rekombination an episomalem Substrat. Vergleich der relativen
Rekombinationsfrequenzen in LLC-MK;(neo) und LLC-MK3(p53her)21 72 h nach Transfektion mit den
PARP-DBD- und PARP-1-Expressionsvektoren pCMVp6 bzw. pCMVp31, sowie episomalem
Rekombinationssubstrat  p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR. In allen Versuchsansatzen wurden
Doppelstrangbriiche  initiert durch  Kotransfektion mit dem pCMV-I-Scel-Meganuklease-
Expressionsvektor. AuRerdem wurde dem Medium nach der Transfektion 1uM Ostradiol beigefiigt.
Die Transfektionseffizienzen reichten von 5-13%. (a) Aufbau des Rekombinationssubstrates. (b)
Relative Rekombinationsfrequenzen. Die absolute Rekombinationsfrequenz in der Kontrollzelllinie
LLC-MKy(neo) ohne PARP-Transfektion wurde als 100% definiert und die Ergebnisse in den
transfizierten Klonen relativ dazu ins Verhaltnis gesetzt.

LLC-MK,(neo)  LLC-MK,(p53her)
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Abb. 41: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PARP-DBD und der Volle-Ladnge-PARP-1 fir die
transienten Assays. Dargestellt ist das Proteinexpressionsmuster in LLC-MKy(neo) und LLC-
MK>(p53her) 48 h nach Transfektion mit pPCMVp6 (PARP-DBD, 38 kDa) oder pCMVp31 (PARP-1, 113
kDa) bzw. pBS (Negativkontrollvektor) nach Detektion mit dem Primarantikdrper F-1-23. Als
Ladekontrolle wurde a-Aktin verwendet.
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3.2.7 Rolle von PARP-1 in der homologen Rekombination im Kontext

zellularer Chromosomen

Es wurden MHHR-4- und MHHR-her12-Zellen verwendet, welche eigens daflr
generiert wurden, um Rekombinationsereignisse im chromosomalen Genomkontext
untersuchen zu kénnen (Akyuz et al., 2002). Zur Generierung von MHHR-4-Zellen wurde der
retrovirale Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR (Abb. 43a) in KMV5-Zellen
(p53-negative humane Leukamie-Zelllinie mit Gal4-her-Expression) chromosomal integriert.
Zur Anderung des p53-Status wurde in  MHHR-her12-Zellen zuséatzlich zur
Rekombinationsvektorintegration das Fusionsprotein aus Witp53 und der
Ostradiolbindedoméne des humanen Ostrogenrezeptors stabil zur Expression gebracht, da
in diesem konditionalen System die Wachstumsinhibition durch Wtp53 wahrend der
Zellkultur unter o6stradiolfreien Bedingungen minimiert werden konnte (Roemer und
Friedman, 1993). Die resultierenden Klone (MHHR 1-4 und MHHR-her12 und —13) wurden
als puromycin-resistente Einzelzellklone in Softagar isoliert und die Integritdt der
chromosomal inserierten Rekombinationsplasmide mittels genomischer PCR von Dipl.-Biol.
N. Akylz Uberprift (Akylz et al., 2002) und Uber Western-Blot-Analyse die Expression von
p53her bestatigt (s. Abb. 42). Ohne Einflihrung gezielter Doppelstrangbriiche lag der Anteil

an EGFP-positiven Zellen unter 10, d.h. spontane Rekombinationsereignisse waren selten.

KMV5 her12 her13

|
—— ‘ ~= p53her
|

Abb. 42: Western-Blot-Analyse der Klone MHHR-her12 und —13 zum Nachweis von p53her. Nach
elektrophoretischer Auftrennung der Gesamtzelllysate der zu testenden Klone und anschlieRendem
Membrantransfer erfolgte die Detektion der p53her-Bande (90 kDa) mittels Primarantikdrper DO1. Die
Parentalzelllinie KMV5 diente als Negativkontrolle.

Zur Bestimmung der von |-Scel abhangigen Rekombinationsfrequenzen mit PARP-1-
bzw. PARP-DBD-Uberexpression wurden die reprasentativen Klone MHHR-4 (p53-negativ)
und MHHR-her12 (mit p53her) jeweils mit dem I-Scel-Expressionsplasmid pCMV-I-Scel
(Rouet et al., 1994) und den folgenden aufgefiihrten Vektoren koelektroporiert:

1)) pBS (Kontrollplasmid mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)

) pCMVp6 (Plasmid zur PARP-DBD-Expression mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)

) pCMVp31 (Plasmid zur PARP-1-Expression mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)

) pBS und pEGFP-N1 (Plasmid zur WtEGFP-Expression mit vorgeschaltetem CMV-

Promotor (Positivkontrolle zu 1.)
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pCMVp6 und pEGFP-N1 (Positivkontrolle zu 2.)

pCMVp31 und pEGFP-N1 (Positivkontrolle zu 3.)

pGC (Kontrollplasmid mit vorgeschaltetem GC-Promotor)

pGCp6 (Plasmid zur PARP-DBD-Expression mit vorgeschaltetem GC-Promotor)
9.) pGCp31 (Plasmid zur PARP-1-Expression mit vorgeschaltetem GC-Promotor)
10.) pGC und pEGFP-N1 (Positivkontrolle zu 7.)

11) pGCp6 und pEGFP-N1 (Positivkontrolle zu 8.)

12.) pGCp31 und pEGFP-N1 (Positivkontrolle zu 9.)

Der GC-Promotor enthalt Gal4 responsive Elemente (sog. GREs), welche von Gal4-
her in KMV5-Zellen erkannt werden (Braselmann et al., 1993). Durch die Verwendung zweier
verschiedener Promotoren sollten die Expressionsbedingungen variiert werden. Nach
Kultivierung der elektroporierten Zellen fiir 72 h bei 37°C mit Ostradiol (200 nM) wurden pro
Messung 30.000 Zellen am FACScan analysiert. Der Anteil der griinfluoreszierenden Zellen
wurde aus jeweils sechs Messungen aus zwei voneinander unabhangigen Versuchsreihen
gemittelt. Um Rekombinationsfrequenzen, bezogen auf transfizierte Zellen zu erhalten,
wurden diese Werte gegen die jeweilige Positivkontrolle (entspricht der

Transfektionseffizienz) korrigiert.

Wahrend die gemessene Rekombinationsfrequenz fir die Parentalzelllinie MHHR-4
mit dem Kontrollvektor pBS in dieser Versuchsreihe bei 7,2x10* lag, beobachtete ich nach
Elektroporation mit pCMVp6 zur PARP-DBD-Expression und mit pCMVp31 zur PARP-1-
Expression eine fast vollstandige Unterdriickung des DNA-Austausches. So wurden fir die
PARP-DBD- bzw. PARP-1-exprimierenden Reaktionsansatze Werte von jeweils 0,1x10™
erreicht, also Werte im Bereich der Nachweisgrenze von 10 bis 10 (Abb. 43b). Da nach
p53her-Expression mittels genomisch integriertem Expressionsvektor unter denselben
Versuchsbedingungen eine 2-18fache Inhibition (fiir spate bzw. frihe Passagenzahlen) der
homologen Rekombination nachgewiesen wurde (Akylz et al., 2002), Uberraschte es nicht,
dass Rekombinationsereignisse in den p53her exprimierenden MHHR-her12-
Versuchsansatzen mit dem PARP-DBD- bzw. PARP-1-Vektor, pCMVp6 bzw. pCMVp31,

nicht mehr detektierbar waren (nicht gezeigt).

Um ausschlielRen zu kénnen, dass die mittels CMV-Promotor bewerkstelligte starke
Expression der PARP-Varianten eine unphysiologisch starke Unterdrickung der
Rekombination ausléste, wurde ein neues Expressionssystem erprobt, namlich das von
Gal4-her in Ostradiolabhangiger Art und Weise aktivierte pGC-Vektorsystem (siehe Kapitel
3.2.1). Dieses Expressions-Vektorsystem vermittelt eine um den Faktor 100 geringere

Proteinexpression als pCMV-Vektorsysteme (AkylUz et al., 2002). In der Versuchsreihe mit
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entsprechend geringer exprimierter PARP-DBD oder PARP-1 (Abb. 43c) blieb die
Rekombinationshaufigkeit im Vergleich zur Kontrolle in MHHR-4-Zellen praktisch
unverandert. Wie erwartet zeigte der Vergleich der Rekombinationsfrequenzen zwischen den
isogenen Klonen MHHR-4 und MHHR-her12, dass durch die Expression des humanen
Witp53 in Fusion mit der Ostradiolbindedoméne des Ostrogenrezeptors in MHHR-her12 die
Rekombinationshaufigkeit abnahm, namlich in dieser Versuchsreihe zweifach.
Interessanterweise wurde in den MHHR-her12-Zellen die Inhibition der Rekombination durch
PARP-DBD noch weiter verstarkt und zwar in so starkem Malle, dass die
Nachweisbarkeitsgrenze von hier 3x10° unterschritten wurde (Abb. 43c). Fast das gleiche
Ergebnis wie fur die MHHR-her12-Zellen mit PARP-DBD, bot sich fir jene mit PARP-1-
Uberexpression (Abb. 43c): Die Rekombinationsfrequenz betrug 0,6x10*. Fir die
Koexpression von PARP-DBD bzw. PARP-1 und p53her auf niedrigem Niveau offenbarte

sich ein synergistischer Effekt bezliglich der Inhibierung der homologen Rekombination.
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Abb. 43: PARP-abhangige Rekombination an chromosomalem Substrat. Vergleich der
Rekombinationshaufigkeiten fur die isogenen Klone MHHR-4 (p53-negativ) und MHHR-her12
(p53her), welche mit Expressionsvektoren fir PARP-DBD oder PARP-1 elektroporiert wurden. Alle
Probenansatze wurden mit pCMV-I-Scel koelektroporiert und anschliessend fir 72 h mit Ostradiol im
Medium (200 nM) inkubiert. (a) Aufbau des Rekombinationsvektor pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-HR. (b)
MHHR-4-Zellen nach transienter Elektroporation mit pCMVp6 bzw. pCMVp31. PARP-DBD bzw.
PARP-1 wurde mittels CMV-Promotor stark zur Expression gebracht. Als Kontrollvektor diente pBS.
(c) MHHR-4 und MHHR-her12-Zellen nach transienter Elektroporation mit pGCp6 und pGCp31. Die
Genexpression von PARP-DBD und PARP-1mittels pGCp6 und pGCp31 wurde Gber den schwachen
GC-Promotor reguliert, Kontrollvektor war pGC. Es wurden jeweils sechs Einzelmessungen aus zwei
unterschiedlichen Versuchsreihen berlcksichtigt. Die Transfektionseffizienzen betrugen 23-33% (a)
bzw. 11-15% (b).
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3.2.8. EinfluB des Caspase-3,-6,-7,-8,-10-Inhibitors Z-DEVD-FMK auf
die homologe Rekombination nach stabiler Expression von
PARP

Aus den Ergebnissen in den Kapiteln 3.2.4 bis 3.2.7 ergab sich nun eine Diskrepanz
fur die Beeinflussung der Rekombinationsraten als Antwort auf stabile versus transiente
PARP-1-Expression. In diesem Zusammenhang erschien es wichtig, dass in der Literatur
bereits beschrieben wurde, dass PARP-1 einen Faktor darstellt, der unter bestimmten
Umstanden Apoptose und Nekrose verursachen kann (Shall und de Murcia, 2000). Nun
wurden in dieser Arbeit Indizien dafir gesammelt, dass nach stabiler PARP-1-
Uberexpression, vor allem nach Bestrahlung, 3-17% der betreffenden Zellen absterben,
wobei diese apoptotische Charakteristika aufwiesen (s. Kapitel 3.2.2.3 und 3.2.3). Vor allem
in Klon LMV2-PARPp53her-KI1 mit gleichzeitiger Expression von exogener PARP-1 und
pS3her wurde ein Anteil von bis zu 17% absterbenden Zellen beobachtet und gleichzeitig ein
Anstieg homologer Rekombinationsereignisse festgestellt. Um zu Uberprifen, ob mdgliche
apoptotische Vorgange in der Zellpopulation einen indirekten Einflul auf die homologe
Rekombination austibten, wurden Versuche mit dem Caspase-Inhibitor Z-DEVD-FMK [Z-
Asp(OCHj;)-Glu(OCHj5)-Val-Asp(OCH3)-FMK]  durchgefiihrt. Durch die Inhibition der
Caspasen 3, 6, 7, 8 und 10 wird die Exekution der Apoptose gehemmt (Nicholson, 1995;
1996; Schlegel, 1996), welche mdglicherweise einen indirekten Effekt auf die homologe
Rekombination  ausiben kénnte. Dariberhinaus wurde das Vorliegen von
Doppelstrangbriichen als starkes Apoptosesignal variiert, indem diese Versuche zum einen

mit I-Scel-Expression und zum anderen ohne durchgefiihrt wurden.

Die stabilen Klone LMV2-p53her-KI8 (endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen:
pS3her), LMV2-PARP-KI3 (endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: PARP-1), LMV2-
PARPp53her-KI1 (endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: p53her, PARP-1) und LMV2
(endogen: p53(A237-239), PARP-1; exogen: -) wurden jeweils mit Rekombinationssubstrat
p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR (Abb. 43a) transfiziert. Eine Halfte der Proben wurde zudem
mit dem pCMV-I-Scel-Meganuklease-Expressionsvektor kotransfiziert (Abb. 44a), die andere
Halfte nicht (Abb. 44b). Jeder dieser Ansatze wurde mit und ohne Caspase-Inhibitor-Zusatz
durchgefilhrt (Abb. 44ab). Nach 72 h (mit 1 pM Ostradiol) wurden die
Rekombinationshaufigkeiten am FACScan und Datenauswertung mit Hilfe der Dot-Plot-
Analyse bestimmt (s. Kapitel 3.2.5). Die Anteile der grunfluoreszierenden Zellen wurden
jeweils aus drei Messungen gemittelt. Um Rekombinationsfrequenzen bezogen auf die
transfizierten Zellen zu erhalten, wurden diese Werte gegen die Positivkontrolle (Transfektion
mit dem Vektor pSbPuroCMV-WEGFP) korrigiert. Aus den resultierenden Werten wurden
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relative Rekombinationsfrequenzen errechnet, indem die mit der Kontrollzelllinie LMV2

erhaltenen Werte als 100% definiert wurden (absolute Rekombinationsfrequenz: 10,4%).

Die Ergebnisse der relativen Rekombinationsfrequenzen sind in Abb. 44a (mit I-Scel)
und Abb. 44b (ohne I|-Scel) dargestellt. Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten
Anderungen zu den bereits in Abschnitt 3.2.5 ohne Caspase-Inhibitor und mit |-Scel
erhaltenen Daten. Der einzige Unterschied in der Versuchsanordnung hier bestand darin,
dass DMSO, also das Ldsungsmittel des Caspase-Inhibitors, in den Kontrollen in einer
Endkonzentration von 0,1% (v/v) zugegeben wurde. Auch dieses Ergebnis zeigte eine
fehlende Inhibition der homologen Rekombination nach PARP-1-Uberexpression und
gleichzeitiger p53her-Expression, ja sogar eine leichte Stimulierung der Rekombination (Abb.
443a). Dies stand wiederholt im Widerspruch zur inhibierenden Wirkung von jeweils PARP-1
und p53her alleine, war aber konsistent mit den im SV40-Rekombinations-Testsystem fiir die
mit LMV2-PARPp53her-KI1 beobachteten Werte (Abschnitt 3.2.4) und korrelierte mit den
bisherigen Rekombinationsdaten, welche mit dem Testsystem basierend auf WtEGFP-

Rekonstitution erhalten worden waren (Abschnitt 3.2.5).

Nach Zugabe des Caspase-Inhibitors wurde im Vergleich zu den entsprechenden
Versuchen ohne Caspase-Inhibitor ein signifikanter Unterschied (p=0,034) in den relativen
Rekombinationsfrequenzen fur Klon LMV2-PARPp53her-KI1 festgestellt (Abb. 44a). Durch
Caspase-Inhibition kam es zu einer Senkung der Frequenz unter die Werte, welche fur die

Parentalzelllinie LMV2 bestimmt wurden.

Ohne I-Scel (Abb. 44b) und ohne Caspase-Inhibitor bot sich im Vergleich zu den
entsprechenden Versuchen mit Expression der Meganuklease ein etwas anderes Bild.
Zunachst lagen die absoluten Raten insgesamt deutlich niedriger, so flr die Kontrollzelllinie
LMV2 bei 5,9% statt 10,4%. Nach Wtp53-Expression (LMV2-p53her-KI8) konnte eine
starkere Inhibition der Rekombinationsfrequenz relativ zu LMV2 beobachtet werden (59%) im
Vergleich zu dem Ergebnis mit |-Scel (84%). Daruberhinaus zeigte sich im Gegensatz zu
allen bisherigen Ergebnissen mit I-Scel, dass die PARP-1-Uberexpression vor dem
Hintergrund von Mutanten-p53 (LMV2-p53her-KI3) ohne [-Scel keine Wirkung auf die
Regulation der Rekombination austbte. Flr das Zellsystem mit ektopischer Expression
beider Proteine (p53her und PARP-1 in LMV2-PARPp53her-KI1) konnte wiederum eine
39%ige Steigerung der Rekombinationshaufigkeiten versus den entsprechenden LMV2-
Zellen mit HR-EGFP-Substrat beobachtet werden. Dieses Ergebnis, namlich eine Steigerung
der relativen Rekombinationsfrequenz infolge homologer Rekombination bei PARP-1-

Uberexpression und bei gleichzeitiger p53her-Expression stand nun erstmalig einer nicht
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inhibierenden Wirkung von PARP-1 als Einzelfaktor gegenltber. Nach Zugabe des Caspase-
Inhibitors, wurden im Vergleich zu den entsprechenden Versuchen ohne Caspase-Inhibitor
wiederum signifikante Unterschiede in den relativen Rekombinationsfrequenzen
ausschliellich fir LMV2-PARPp53her-Ki1-Zellen festgestellt (Abb. 44b). Auch hier
verursachte die Inhibition der Caspasen eine Senkung der Frequenz, namlich um 37%
(p=0,009).
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Abb. 44: Vergleich der Rekombinationsfrequenzen mit und ohne Caspase-Inhibition in den (&stradiol-
induzierbaren) stabilen Klonen LMV2-p53her-KI8 (Klon 8), LMV2-PARP-KI3 (Klon 3), LMV2-
PARPp53her-KI1 (Klon 1) und der Parentalzelllinie LMV2. (a) Rekombinationsfrequenzen nach I-Scel-
vermittelter Generierung von Doppelstrangbriichen. In allen Versuchsansatzen wurden die Zellen mit
dem episomalen Rekombinationssubstrat p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR und dem pCMV-I-Scel-
Meganuklease-Expressionsvektor kotransfiziert und 72 h spater der Anteil griinfluoreszierender Zellen
bestimmt. (b) Spontane Rekombinationsfrequenzen. 72 h nach Transfektion mit dem episomalen
Rekombinationssubstrat p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR wurde jeweils die spontane
Rekombinationshaufigkeit gemessen (keine Kotransfektion des pCMV-I-Scel-Meganuklease-
Expressionsvektors). Die Transfektionseffizienzen reichten von 2-30%.
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3.2.9 Effekt des Caspase-Inhibitors auf die homologe Rekombination nach

transienter Expression von PARP-1

Ein indirekter Effekt durch mdgliche apoptotische Vorgange sollte auch fir die
Rekombinationsversuche, welche mit den isogenen Klonen LLC-MK;(neo) und LLC-
MK;(p53her)21 durchgefiihrt worden waren, ausgeschlossen werden. Daher wurden diese
beiden Zelllinien jeweils mit den unter 1-6 aufgeflihrten Plasmiden und dem
Rekombinationssubstrat pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-HR kotransfiziert. Zudem wurde in der
Halfte dieser Versuche mit pCMV-I-Scel kotransfiziert. Hierbei wurde darauf geachtet, daf in
allen Transfektionsansatzen die gleichen Mengen an Gesamt-DNA eingesetzt wurden,

indem mit dem Kontrollvektor pBS die Mengen ausgeglichen wurden.

pBS (Kontrollplasmid)

pCMVp6 (Plasmid zur PARP-DBD-Expression mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)
pCMVp31 (Plasmid zur PARP-1-Expression mit vorgeschaltetem CMV-Promotor)
pBS und p5bPuroCMV-WIEGFP (Plasmid zur WEGFP-Expression mit
vorgeschaltetem CMV-Promotor (Positivkontrolle zu 1.)

8.) pCMVp6 und p5bPuroCMV-WtEGFP (Positivkontrolle zu 2.)

9.) pCMVp31 und p5bPuroCMV-WLEGFP (Positivkontrolle zu 3.)

Die Zellen wurden nach Transfektion in Ostradiol-haltigem Medium (1 pM) zur
Anschaltung von p53her  kultiviert. 72 h nach Transfektion wurden die
Rekombinationshaufigkeiten durch Messung der grinfluoreszierenden Zellen bestimmt
(n=3). Um Rekombinationsfrequenzen bezogen auf die transfizierten Zellen zu erhalten,
wurden diese Werte gegen die jeweilige Positivkontrolle korrigiert und anschlief3end relative
Frequenzen in Bezug auf die Werte zu LLC-MK;(neo) mit pBS errechnet, welche als 100%
definiert wurden. Die resultierenden relativen Rekombinationsfrequenzen wurden in Abb. 45a

(mit I-Scel) und Abb. 45b (ohne I-Scel) zusammengefasst.

Bei den Kontrollversuchen mit nur DMSO, aber ohne Caspase-Inhibitor ergaben sich
keine Unterschiede zu den bereits in Abschnitt 3.2.6 durchgeflhrten Experimenten mit I-
Scel-Expression. Dartberhinaus zeigten sich auch nach Zugabe des Caspase-Inhibitors

keine signifikanten Unterschiede Unterschiede (Abb. 45a).

Ohne |-Scel (Abb.45b) und ohne Caspase-Inhibitor bot sich im Vergleich zu den
entsprechenden Versuchen mit Rekombinationsinduktion durch gezielte Einfihrung von
Doppelstrangbriichen (mit I-Scel) ein etwas anderes Bild. Zunachst lagen die absoluten
Raten fur die Kontrollzelllinie LLC-MKy(neo) unter denen nach |-Scel-Expression (17%
versus 29%). Nach Witp53-Expression [LLC-MKy(p53her)21] konnte im Gegensatz zu
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entsprechenden Versuchen mit dem LMV2-Zellsystem eine sehr dhnliche relative spontane
Rekombinationsfrequenz (56%) im Vergleich zu den LLC-MKj;(neo)-Kontrollzellen (100%)
beobachtet werden wie nach I-Scel-Expression (51% versus 100%). In Ubereinstimmung mit
den bisherigen Ergebnissen mit I-Scel verursachten sowohl die PARP-1- als auch die PARP-
DBD-Uberexpression vor dem Hintergrund von Mutanten-p53 [LLC-MK;(neo)] wie auch in
denselben Zellen mit Witp53 [LLC-MKy(p53her)21] eine Reduktion der relativen
Rekombinationsfrequenzen, die sogar noch ausgepragter war, als nach |-Scel-Expression
(PARP-1: 23% bzw. 15%; PARP-DBD: 32% bzw. 18%). Nach Zugabe des Caspase-
Inhibitors wurden im Vergleich zu den entsprechenden Versuchen ohne Caspase-Inhibitor in
allen Fallen mit und ohne I-Scel keine signifikanten Unterschiede bzgl. der relativen

Rekombinationsfrequenzen festgestellt (Abb. 45a,b).

Zusammenfassend scheinen die Rekombinationsdaten mit Caspase-Inhibitoren
darauf hinzudeuten, dass apoptotische Prozesse die apparenten Rekombinationsfrequenzen
nach transienter Expression von PARP-1 in LLC-MKx-Zellen nicht beeinflussen.
Demgegentber spielt die induzierbare, doch stabile Expression von PARP-1 in den von LLC-
MK, abgeleiteten LMV2-PARPp53her-Kl1-Zellen eine bzgl. der apparenten Frequenzen

stimulierende Rolle.
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Abb. 45: Vergleich der relativen Rekombinationsfrequenzen mit und ohne Caspase-Inhibitor in LLC-
MKz(neo) und LLC-MK;(p53her)21. 72 h nach Transfektion der Zellen mit Vektoren zur Expression
von PARP-DBD und PARP-1 unter der Kontrolle eines CMV-Promotors sowie mit dem
Rekombinationsplasmid p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR wurde der Anteil griinfluoreszierender Zellen
bestimmt. (a) Messung der Rekombinationsfrequenzen nach gezielter Einfihrung von
Doppelstrangbriichen. Alle Versuchsansatze wurden mit dem pCMV-I-Scel-Meganuklease-
Expressionsvektor kotransfiziert. Die Transfektionseffizienzen reichten von 4-33%. (b) Messung der
spontanen Rekombinationshaufigkeiten. Die Transfektionseffizienzen reichten von 3-26%.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit etablieren die Existenz einer funktionellen
Wechselwirkung zwischen hRad51 und p53 in vitro wahrend der Bildung von Heteroduplex-
Strangkreuzungs-Strukturen durch hRad51 und ergéanzen damit bisherige Berichte Uber
genetische und physikalische Wechselwirkungen beider Proteine (Stlrzbecher et al., 1996;
Lim und Hasty, 1996). Die dargestellten Beobachtungen begriinden ein neues Modell der
p53-vermittelten Rekombinationsregulation und deuten eine mogliche Rolle der p53-
assoziierten  3'->5"-Exonukleaseaktivitdit an, die in  der  Auflésung  von
Strangaustauschintermediaten mit fehlgepaarten Basen besteht.

41 Von hRad51 vermittelter Strangaustausch stimuliert die p53-

assoziierte Exonukleaseaktivitat.

Frihere Arbeiten der Arbeitsgruppe lieken vermuten, dass p53 die Genauigkeit der
homologen Rekombination kontrolliert, indem es in DNA-Austauschprozesse eingreift,
welche bestimmte Basenfehlpaarungen erzeugen wirden (Dudenhoéffer et al, 1998).
Biochemische Studien (Mummenbrauer et al., 1996; Jean et al., 1997; Huang, 1998; Janus
et al., 1999b; Nasheuer et al.; 2002) erbrachten Beweise flr eine intrinsische 3°->5-
Exonukleaseaktivitat von  p53, welche mdglicherweise  Funktionen in  der
Genauigkeitskontrolle bei der DNA-Replikation oder der DNA-Reparatur ausibt. Die in dieser
Arbeit gewahlten Versuchsbedingungen ermdglichten die Untersuchung der funktionellen
Wechselwirkungen von p53 in der initialen Phase des hRad51-abhéngigen
Strangaustausches. Fir die initialen Schritte der Erkennung von Sequenzhomologien und
der Stranginvasion ist hRad51 essentiell und auch ausreichend (Benson et al., 1994; Sung
und Robberson, 1995; Gupta et al., 1997). Unter Strangtransferbedingungen degradierte die
mit p53 assoziierte Exonuklease die eingesetzten kurzen Oligonukleotidsubstrat-DNAs. Die
nukleolytische Aktivitdt wurde durch die Anwesenheit von katalytisch aktivem hRad51
stimuliert. Obwohl weniger ausgepragt, war dieser Effekt auch prinzipiell mit RecA-Protein zu
beobachten, was darauf hindeutet, dass Strangtransferaktivititen generell einen
stimulatorischen Effekt verursachen. Damit Ubereinstimmend, Ubte hRad51 keinen Effekt auf
den Abbau von einzelstrangigen (ss) oder doppelstrangigen (ds) Substrat-DNAs alleine aus.
In Einklang mit den zugehdrigen DNA-Bindungsstudien (Dudenhoffer et al., 1998; diese
Arbeit), konnte in Exonuklease-Assays eine Substratpraferenz von p53 fur kinstliche
Strangkreuzungsmolekile versus ssDNAs gezeigt werden, wobei verschiedene Substrat-
oder Kompetitor-DNAs benutzt wurden (Suf3e et al., 2000). Die Verstarkung der intrinsischen
Exonukleaseaktivitdt von p53 wurde demnach zumindest teilweise durch die von hRad51
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abhangige Bildung von Strangtransferintermediaten verursacht, was die Hypothese einer
regulatorischen Rolle von p53 wahrend homologer Rekombinationsereignisse untermauert.
Gegenwartig ist allerdings nicht klar, ob p53 zuséatzlich in den hRad51-vermittelten
Strangaustauschprozess direkt eingreift, was ebenfalls die Inhibition homologer
Rekombinationsereignisse erklaren wirde (Wiesmdiller et al., 1996; Bertrand et al., 1997,
Mekeel et al., 1997; Dudenhoffer et al., 1998). Es besteht auch die Mdglichkeit, dass p53 die
Wanderung der Kreuzungsstruktur Branch Migration) nach dem initialen Strangaustausch
verzogert. Dies muBte in zuklnftigen Experimenten mit weiteren DNA-Substraten und in
Gegenwart der auxiliaren Faktoren hRad52 und RPA geklart werden.

4.2 p53 interagiert mit hRad51-Nukleoproteinen.

Auf funktionelle Verbindungen zwischen hRad51 und p53 in der homologen
Rekombination deuteten schon frihere Daten hin. Diese demonstrierten, dass
Rekombinationsfrequenzen durch Simian-Virus 40-T-Antigen vermittelte Stérung der von p53
abhangigen Inhibition erhdéht werden (Wiesmdller et al., 1996) und dies von hRad51
abhangig ist (Xia et al., 1997). Auch die Mdglichkeit einer stimulierenden Rolle in End-
Joining-Prozessen wurde fur p53 diskutiert (Bill et al., 1997; Yang et al., 1997; Lee et al.,
1999; Tang et al., 1999). Die Verstarkung des Rejoining von DNA-Doppelstrangbriichen
durch p53 scheint hierbei auf dessen C-terminale nichtspezifische DNA-Bindedoméane
angewiesen zu sein. Im Gegensatz dazu, sind die sequenz- und strukturspezifisch mit DNA
interagierenden Aminosaurereste und die Konformationsintegritat innerhalb der betreffenden
Core-Domaéane verantwortlich fur die Inhibition der homologen Rekombinationsprozesse und
fur die Erkennung von Strangkreuzungsmolekilen durch p53 (Dudenhdffer et al., 1999). Dies
impliziert, dass den verschiedenen Typen der Doppelstrangbruchreparatur durch p53

unterschiedliche Mechanismen der Regulation unterliegen.

Die hier veréffentlichten biochemischen Experimente legen nahe, dass ternare
hRad51-p53-DNA-Komplexe zu einem friihen Zeitpunkt des Strangtransferprozesses
wahrend der homologen Rekombination existieren. In Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass hRad51 Koaggregate bildet, in welche ssDNAs und homologe Duplices
wahrend des Strangtransferprozesses eingebunden sind (Baumann et al., 1996), konnte hier
gezeigt werden, dass hRad51 stabil mit 3-strdngigen Rekombinationsintermediaten
(3sDNAs) interagiert, welche aus einer flexiblen Verbindungsregion im Zentrum und einem
abgegrenzten Heteroduplexterminus bestehen. Unter Benutzung dieser hRad51-DNA-
Komplexe, die bereits an 3sDNAs vorgefertigt wurden, um die katalytisch aktiven

Nukleoproteinfilamente wahrend des Strangtransfers nachzuahmen, konnte beobachtet

123



4. Diskussion

werden, dass p53 stabil mit diesen Komplexen interagiert. Demgegenuber konnte bei
Proteinkonzentrationen, die fur Wildtyp-p53 ausreichten (Wtp53), mit der DNA-
Kontaktmutante p53(273H) und mit der Konformationsmutante p53(273P) (nicht gezeigt)
weder eine Bindung an Rekombinationsintermediate, noch ternare Komplexbildung
beobachtet werden. Aus der Reihenfolge der Komponentenzugabe zur Assay-Mischung fur
die effizienteste Komplexbildung, namlich erst 3sDNA und hRad51 und spater Wtp53, und
wegen des Defektes in der Bildung terndrer Komplexe mit der DNA-Kontaktmutante
p53(273H), den man auch noch mit hohen Konzentrationen beobachten konnte, wird
ersichtlich, dass fur die Bildung terndrer Komplexe nicht nur die Erkennung von
Heteroduplex-Strangkreuzungs-Strukturen durch p53 eine Rolle spielt, sondern auch
Wechselwirkungen von p53 mit hRad51-Nukleoproteinen bedeutsam sind. Diese Daten
deuten darauf hin, dass ein p53-Tetramer das der Heteroduplex-Strangkreuzung
nachstgelegene hRad51-Filament kontaktiert, was mit der Beobachtung Ubereinstimmen
wirde, dass hRad51 zur Ausflihrung der Stranginvasion kooperativ an ssDNA bindet und
dabei Heteroduplex-Strangkreuzungen erzeugt (Baumann et al., 1996). Es ist in diesem
Zusammenhang wichtig, dass Heteroduplex-Strangkreuzungen auch der entscheidende
Faktor fir die sequenz-unabhangige DNA-Bindung durch p53 (Dudenhoffer et al., 1998) zu

sein scheinen.

Physikalische Wechselwirkungen zwischen hRad51 und p53 mdgen eine Rolle in der
korrekten Positionierung von p53 an der neu gebildeten Heteroduplex-Verbindung wahrend
der homologen Rekombination spielen, um die Genauigkeitskontrolle zu unterstitzen. Ein
ahnlicher Typ synergistischer Wechselwirkungen wurde fiir Mre11 beschrieben, eine 3"->5'-
Exonuklease, welche im nicht-homologen End-Joining-Pathway (NHEJ) involviert ist und
welcher durch Komplexbildung mit Rad50 stimuliert wird (Paull und Gellert, 1998). Es wurde
berichtet, dass die p53-Core-Domane zwei Regionen bendtigt (Aminosaure 94 bis 160 und
264 bis 315), um hRad51 in vitro physikalisch zu binden (Buchhop et al., 1997).
Interessanterweise ist der C-Terminus einschlieBlich der Oligomerisierungsdomane von p53
fir weitere heterologe Protein-Protein-Wechselwirkungen bedeutsam (Wang et al., 1993;
1994; 1995; Leveillard et al., 1996; Schneider et al., 1998; Albor et al., 1998), zwischen
diesen moglichen auch mit dem hRad51-Komplexpartner BRCA1 (Ouchi et al., 1998; Zhang
et al., 1998). Gterminal trunkiertes p53, ohne Oligomerisierungs-Domane (Aminosaure *
333), ist nicht in der Lage, homologe Rekombinationsereignisse zu inhibieren und kann auch
keine 3sDNA-Kreuzungsstrukturen in vitro binden (Dudenhdffer et al., 1999). Daraus laft
sich schlul’folgern, dass Protein-Protein-Interaktionen zwischen dem p53-Core und hRad51
nicht ausreichend sind fir die Regulierung homologer Rekombinationsprozesse. Eher
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scheinen die Bindung der Rekombinationsintermediate durch p53 und méglicherweise auch

Protein-Protein- Interaktionen via C-terminaler Regionen Vorraussetzung zu sein.

4.3 Nukleolytische Prozessierung von Rekombinations-

intermediaten durch p53 und ihre moégliche Rolle.

Meine biochemischen Experimente mit isolierten Protein- und DNA-Komponenten
indizieren, dass p53-Protein Exonukleaseaktivitdt an doppelstrangigen Enden von 3-
strangigen Kreuzungs-DNAs in einer 3°->5'-Orientierung ausubt. Wie gemall der DNA-
Bindungsaffinitdten von p53 vorausgesagt wurde (Dudenhéffer et al., 1998; diese Arbeit),
war die Degradation schneller, wenn p53 auf ein eingebautes A/G-Mismatch in dieser
spezifischen Erkennungsstruktur stiel3. In mitotisch wachsenden Zellen mit lediglich einigen
wenigen, spontan entstandenen, Rekombinationsorten (Bernstein und Bernstein, 1991), sind
deutlichere Unterschiede zwischen den exonukleolytischen Aktivitaten an Match- und
Mismatch-Heteroduplex-DNAs zu erwarten verglichen mit dem Effekt, der bei den fir die
Signaldetektion in vitro notwendigen DNA-Konzentrationen beobachtet wurde. Zusammen
mit den Daten dieser Arbeit, welche die Reihenfolge der hRad51-p53-DNA-Komplex-Bildung
betreffen, kdnnte dies andeuten, dass p53 wahrend der Rekombination aktiv Heteroduplices
auflést, welche Sequenzdivergenzen aufweisen, die unmittelbar nach dem initialen
Strangaustausch durch Rad51 entstanden sind. Es wurde gezeigt, dass von Rad51
abhangiger Strangtransfer den Zusammenschluf3 kurzer Fehlpaarungsbereiche erlaubt (Cox,
1997; Namsaraev und Berg, 2000), so dass Mechanismen existieren missen, die eine
fehlerfreie Rekombinationsreparatur garantieren. Ein solcher Mechanismus wurde
beschrieben mit dem MutS-Homolog MSH2, dem Schliisselelement der eukaryontischen
postreplikativen Mismatch-Reparatur, welche ebenfalls daflir bekannt ist, Rekombination
zwischen divergierenden Sequenzen zu inhibieren (zusammengefasst in Modrich und Lahue,
1996). Die Ergebnisse aus vorangegangenen und der vorliegenden Arbeit lassen vermuten,
dass in Vertebraten p53 Teil eines parallelen Pathways sein kénnte, der zu einer
héchstgenauen Rekombinationsreparatur durch komplementare Mismatch-Erkennung fuhrt
(Dudenndffer et al., 1998). Bezuglich der vermuteten Rolle von p53, die Genauigkeit von
Rekombinationsprozessen zu einem friihen Zeitpunkt zu kontrollieren, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine weitere faszinierende Beobachtung gemacht: Eine zweifach verlangsamte
nukleolytische Degradation des 3-strangigen Strangkreuzungssubstrates, wenn die
Entfernung des Heteroduplex-Endes von der Strangkreuzungsregion von 27 auf 54 Bp
erhoht wurde und damit der terminal kreiierte A/G-Mismatch 39 statt 11 Bp von der
Strangkreuzung entfernt lag. Durch die groRere Entfernung des Mismatch zur

Strangkreuzung ist es fir ein einzelnes p53-Tetramer unmdglich, beide Strukturen
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gleichzeitig zu erkennen. Dieses Ergebnis legt nahe, dass sowohl die Anzahl von DNA-
bindenden als auch von exonuklease-aktiven p53-Molekilen in dem von der flexiblen
Strangkreuzung weiter entfernt gelegenen Heteroduplex-Teil geringer war. Dies widerum ist
ein deutliches Indiz daflr, dass die p53-abhangige 3°->5"-Exonukleaseaktivitat bevorzugt im
Komplex mit einer neu gebildeten Verzweigungsstruktur ausgelbt wird. Es ist daher
vorstellbar, dass p53 nicht nur an frihe Rekombinationsintermediate bindet, sondern
exonukleolytisch fehlgepaarte Bereiche korrigiert, die von DNA-Austausch oder von der
replikativen Verlangerung eines eingefadelten DNA-Strangendes stammen. Ursachlich weil
die bevorzugte Polaritat des Strangtransfers durch Rad51 in vitro 5°->3 relativ zur dsDNA
verlauft (Sung und Robberson, 1995; Baumann et a., 1996; Baumann und West, 1997;
1999; Namsarev und Berg, 1997; 2000), scheint es jedoch schwierig, die Orientierung der
nukleolytischen Prozessierung durch p53 mit einer Rolle in der Genauigkeitskontrolle durch
den Abbau des neu transferierten Stranges nh Einklang zu bringen. Dennoch, hRad51-
abhangiger Strangtransfer kann in vitro in beide Richtungen ausgefuhrt werden. In der
zelluldren Umgebungssituationen kann man sich auf3erdem vorstellen, dass hRad51 den
Strangaustausch unter bestimmten Bedingungen am 3°-Ende innerhalb des DNA-
Doppelstranges startet. Wenn beispielsweise die Replikationsgabel auf eine DNA-Lasion
oder einen Einzelstrangbruch trifft, mul hRad51 beim Strangtransfer das neu synthetisierte
3’-Ende verwenden, um Rekombinationsreparatur zu initiieren, und hierbei die
doppelstrangige Schwesterchromatid-DNA als Donor benutzen zu kénnen (Cox, 1997;
Haber, 1999). Die 3'->5"-Polaritat der intrinsischen Exonuklease von p53 ist also kompatibel
mit der Polaritadt des Strangaustausches wahrend der DNA-Synthese, welcher dem Bypass
unreparierter Lasionen an der Replikationsgabel dient (Haber, 1999; Flores-Rozas und
Kolodner, 2000). Die Hinweise auf eine Teilnahme von p53 an replikations-assoziierten
Rekombinationsprozessen nehmen in der Tat zu. So bindet p53 an Enzyme der DNA-
Replikation, wie an das humane Einzelstrang-DNA-Binde-Protein RPA und die Polymerase o
(Wold, 1997; Kihn et al., 1998). Ein weiterer Hinweis fur die Polaritat des Strangaustausches
in vivo kommt aus Studien mit Hefezellen, in welchen 3’-Einzelstrangenden nach der
Prozessierung von Doppelstrangbriichen entstehen. Diese stellen Substrate fir den
Mechanismus des Single-Strang-Annealings (SSA) wie auch fir den von Rad51 abhangigen
homologen Rekombinationsmechanismus der Genkonversion dar (Lin et al., 1984; 1990;
White und Haber, 1990; Sun et al., 1991; Sugarwara und Haber, 1992). Wahrend dieser zwei
Hauptwege der auf Sequenzhomologien basierenden Doppelstrangbruchreparatur in S.
cerevisiae dienen die 3'-Enden der Doppelstrangbriiche gleichzeitig auch als Primer fir die
lickenflllende DNA-Synthese. Haber und Kollegen (Paques und Haber, 1997; Sugawara et
al., 1997) haben gezeigt, dass nach der Invasion Uberstehende, nicht-homologe 3'-Enden
durch die Rad1/Rad10-Endonuklease an der Verzweigung von der Duplex-DNA entfernt
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werden. Diese Endonuklease der Exzisions-Reparatur wird durch die Mismatch-Reparatur-
Proteine MSH2 und MSH3 rekrutiert, welche die verzweigte DNA-Struktur erkennen. Die
Entfernung nicht-homologer 3"-Enden - kurzer als 30 Nukleotide - unterliegt einem anderen
Mechanismus, in welchen die Korrekturleseaktivitdt der Polymerase & involviert ist (Paques
und Haber, 1997). Kirzlich wurde gezeigt, dass die nach Doppelstrangbruch induzierte
Genkonversion beide PCNA-assoziierten DNA-Polymerasen, also 6 und ¢, erfordert, sowie
Polymerase o, DNA-Primase, Rad27p und die Prozessierungsfaktoren PCNA und RFC
(Holmes und Haber, 1999). Interessanterweise wurde von anderen Gruppen fur p53 aus
Saugern eine Rolle als Korrekturlese (Proofreader) -Exonuklease fur Polymerase o
postuliert, ausgehend von Protein-Protein-Wechselwirkungsstudien in vitro (Kihn et al.,
1998) und von Replikations-Assays (Huang, 1998; Nasheuer et al., 2002). Diese Ergebnisse
unterstitzen die Hypothese einer komplementaren Rekombinationskorrektur durch MSH2
und p53 (Dudenhoffer et al., 1998).

In meiner Arbeit wurden Beobachtungen angestellt, welche nahelegen, dass das
gleiche  p53-Oligomer, welches selbststdndig  Strangkreuzungs-DNAs  erkennt,
exonukleolytische Degradation an 3-strangigen Strangkreuzungs-DNAs in 3'->5'-
Orientierung auslbt und zwar innerhalb der Regionen, die theoretisch mit hRad51 gepaart
sind. Deshalb kénnte p53 als Proofreader wahrend Genkonversionsprozessen fungieren und
zwar an der Schnittstelle zwischen Stranginvasion mittels Rad51 und der Strangsynthese

durch eine unbekannte Polymerase.

Aufgrund der Strangtransfer-, Exonuklease- und Bindungs-Studien, die gerade
diskutiert wurden, laldt sich vermuten, dass p53 und hRad51 ihre rekombinativen Reparatur-
Funktionen in enger Nachbarschaft zueinander ausfiihren und wahrend oder kurz nach dem
Strangtransfer interagieren, moglicherweise um p53 die Ausbildung stabiler Komplexe mit
der Heteroduplex zu erleichtern. Entsprechend dem mechanistischen Modell, welches die
Genauigkeitskontrolle von Rekombinationsprozessen durch p53 beschreibt, wirde sich an
die Erkennung von rekombinativen DNA-Strukturen mit Basenfehlpaarungen unmittelbar die

nukleolytische Zerstérung dieser fehlerhaften Heteroduplices anschlie3en.

4.4 Die krebs-relevante = Mutante p53(273H) zeigt keine

rekombinations-assoziierten biochemischen Aktivitaten.

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass verglichen mit den biochemischen
Eigenschaften von Witp53, welche der Regulation von Rekombinationsprozessen zugrunde
liegen (Dudenhoffer et al., 1998; 1999), p53(273H) Defekte in allen diesen Eigenschaften
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zeigt. Die hier durchgeflhrten biochemischen Experimente zeigten fir p53(273H) eine ca.
10fach reduzierte Kapazitdt, 3sDNA-Kreuzungsstrukturmolekile zu erkennen und
exonukleolytisch in einer 3°->5"-Orientierung abzubauen. In der Kristallstruktur wurde Arginin
273 als ein Rest identifiziert, welcher fur die DNA-Bindung bedeutsam ist, was auf seine
Teilnahme an elektrostatischen Wechselwirkungen mit einer Phosphatgruppe des DNA-
Ruckgrates zurlickzufiihren ist (Cho et al., 1994). Trotz der Strukturdhnlichkeiten zwischen
der Core-Domane von p53 und der Kkatalytischen Domane der AP-Reparatur
Endonuklease/Exonuklease Il von E. coli (Mol et al., 1995) und der kirzlichen Entdeckung
einer zweiten Bindungsstelle fir ein divalentes lon in p53 (Palecek et al., 1999) ist es noch
unklar, wie ein aktives Zentrum von p53 als Exonuklease beschaffen ist. Aus den
dreidimensionalen Strukturen von Nukleosid-Monophosphat-Kinasen und G-Proteinen wurde
deutlich, dass Arginine dafir verantwortlich sind, negative Ladungen zu stabilisieren, welche
wahrend der Phosphoryl-Transferreaktionen auftreten (Scheffzek et al., 1998). In der
humanen AP-Endonuklease (HAP1) scheint das Arginin 156 die Phosphatgruppe 5 zu dem
reaktiven Phosphat zu stabilisieren (Gorman et al., 1997). In Analogie dazu kénnte man eine
Rolle von Arginin 273 bei p53 wahrend der nukleolytischen Attacke der DNA vermuten, was
die herabgesetzten Exonukleaseaktivitaten von p53(273H) Uber einen reinen Defekt in der
DNA-Bindung hinaus erklaren wirde. Aus der Tatsache heraus, dass p53(273H) von dem flr
Wtp53-Konformation spezifischen Antikérper PAb1620 erkannt wird (Ory et al.,1994), war es
unerwartet, nicht nur defekte Interaktionen mit der DNA zu finden, sondern zudem den
Verlust der synergistischen Wechselwirkungen mit Rad51-Nukleoproteinen. Die prazise
Rolle von Arginin 273 in diesen Wechselwirkungen gilt es noch genauer zu klaren.
Vorstellbar ware, dass Konformationsanderungen von p53, welche als Begleiterscheinung
der DNA-Bindung beschrieben wurden, eine Vorraussetzung fur die korrekte Positionierung
von p53 neben hRad51 an der Heteroduplex-DNA darstellt (Waterman et al., 1995; McLure
und Lee, 1998).

Wie bereits erwahnt, besitzt p53(273H), welches die zweithaufigste p53-Mutante bei
Krebspatienten darstellt, noch Eigenschaften von Wtp53, wie partielle sequenzspezifische
transkriptionelle Transaktivierung und wie Wachstums-Arrestfunktion (Dudenhoffer et al.,
1999; Saintigny et al., 1999). Demgegeniber wurden signifikant herabgesetzte Aktivitaten in
der Rekombinationskontrolle fir diese Mutante ermittelt (Dudenhoffer et al., 1999; Akyuz et
al., 2002), welche mit einer Zunahme genomischer Instabilitdten einhergehen sollten und
damit zur Férderung des tumorigenen Potentials der Mutante entscheidend beitragen sollten.
Durch die biochemischen Daten dieser Arbeit konnte man dem molekularen Hintergrund,
welcher dem Rekombinationskontroll-Defekt dieser Mutante zugrunde liegt, einen Schritt

naher kommen.
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4.5 Die Rolle der Tetramerisierung von p53: Hinweise aus

biochemischen Untersuchungen mit der Mutante p53(1262).

Da p53(1-333), welchem der C-Terminus einschlief3lich der
Tetramerisierungsdomane fehlt, nicht in der Lage ist, homologe Rekombinationsprozesse zu
inhibieren, jedoch p53(1-363) ohne den Mismatch erkennenden C-Terminus, aber mit
Tetramerisierungsdomane, voll aktiv ist, wurde der Tetramerisierungsdomane fir die
rekombinations-relevanten biochemischen Aktivitdten ein hoher Stellenwert eingerdumt
(Dudenhoffer et al,, 1999). Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist deswegen die
Feststellung, dass die Tetramerisierung von p53 eine wichtige Voraussetzung fir die
nukleolytische Degradation von Rekombinationsintermediaten darstellt. Dieses Ergebnis war
zunachst insofern Uberraschend, als dass die gegen ssDNA gerichtete Exonukleaseaktivitat,
also gegen das unter den rekombinations-irrelevanten Substraten bevorzugte DNA-Substrat
(Jean et al, 1997; Huang, 1998; SiiRe et al., 2000; Bakhanashvili, 2001), durch die
betreffenden Aminosaureaustdusche in der o-helikalen Tetramerisierungsregion nicht
beeintrachtigt wurde. Die Ergebnisse dieser Arbeit, welche das ssDNA-Substrat betreffen,
stimmen jedoch mit friheren Mapping-Studien Uberein, welche besagen, dass die
katalytische Domane der Exonukleaseaktivitat sich in der zentralen Core-Domane befindet
(Mummenbrauer et al., 1996; Janus et al.,1999b ; Skalski et al., 2000). Wahrend in den Gel-
Shift-Assays dieser Arbeit erhOhte Proteinkonzentrationen der Mutante p53(1262)
erforderlich waren, um eine vergleichbar stabile 3sDNA-Bindung wie mit Wtp53 zu erhalten,
konnte meine Laborkollegin Dipl.-Biol. C. Janz in entsprechenden Protektionsanalysen keine
Defekte der Mutante feststellen (Janz et al., 2002). P53(1262) scheint demnach die
Kreuzungsregion wie Wtp53 zu kontaktieren, aber 3sDNA-Komplexe mit reduzierter Stabilitat
zu bilden. Um also die maximale Exonukleaseaktivitat mit 3-strangigen Kreuzungsstrukturen
zu erzielen, ist es offensichtlich notwendig, dass p53 stabile tetramere DNA-Komplexe bildet.
In Anbetracht der schadlichen Effekte unkontrollierter nukleolytischer DNA-Degradation in
vivo, scheint es verniinftig, diese Aktivitat durch spezifische DNA-Wechselwirkungen und
durch Stabilisierung des Kontaktes mit bereits an das DNA-Substrat gebundenem Rad51

und anderen Proteinen auf ausgewahlte Stellen zu beschranken.

Interessanterweise, sind oligomerisierungsdefekte Mutanten nicht immer inaktiv in der
transkriptionellen Transaktivierung und der Wachstumssuppression (Tarunina et al., 1996;
Chene und Bechter, 1999a, b; Atz et al., 2000). Um mdgliche Verbindungen zwischen der

Uberwachung der homologen Rekombination durch p53 und der Tumorsuppression zu
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verstehen, ware es daher fur zuklnftige Experimente interessant zu klaren, ob verschiedene,
bei Li-Fraumeni- und/oder Krebs-Patienten auftauchende, Oligomerisierungsmutanten von

p53 ihre Fahigkeit, DNA-Austauschereignisse zu unterdriicken, eingebuif3t haben.

4.6 Postulierung eines Modells fiir die Aufhebung homeologer

Rekombinationsereignisse durch p53.

Anhand der dargestellten Ergebnisse, 183t sich ein mechanistisches Modell fur die
Aufhebung homeologer Rekombinationsereignisse durch p53 erstellen (s. Abb. 46).
Nachdem die zentrale Strangtransferase Rad51 zusammen mit Proteinen der Rad52-
Epistasegruppe und dem Einzelstrang-Bindeprotein RPA den initialen Strangaustausch
eingeleitet hat, kommt es zur Bildung einer Heteroduplexstruktur. Diese von Rad51
komplexierte, mismatch-haltige Heteroduplex wird von p53 mit hoher Spezifitdt erkannt, so
dass es zur kooperativen Bindung von p53 in Tetrameren direkt in der Region der
Kreuzungsstelle kommt. p53 erkennt den Mismatch, stoppt moglicherweise den
Strangaustausch und 16st die mismatch-haltige DNA exonukleolytisch in 3'->5"-Richtung auf,
um anschlieBend - nach Ausfiuhrung seiner Korrekturlesefunktion - von den

doppelstrangigen DNAs zu dissoziieren.

Parallel zu p53 ist der Mismatch-Reparaturfaktor MSH2 dafir bekannt, an
Heteroduplexstrukturen zu binden (Alani et al., 1997; Marsischky et al., 1999). Auffallig ist,
dass p53 eine maximale Bindungsaffinitat fir 3strangige Rekombinatinsintermediate mit
A/G- und C/T-Fehlpaarungen aufweist, wahrend MutS-Homodimere und MSH2/MSHG6-
Heterodimere G/T- und A/C-Fehlpaarungen besser erkennen (De Wind et al, 1995;
Dudenhoffer et al., 1998). Diese Beobachtung weist auf eine Genauigkeitskontrolle von

DNA-Austauschereignissen durch komplementare Aktivitaten von p53 und MSH2 hin.

Ahnlich wie fir die vorgeschlagene Rolle von MSH2, scheint p53 die korrekte
Paarung zwischen homologen Sequenzen wahrend der rekombinativen Reparatur zu
Uberwachen. Der unkontrollierte Austausch zwischen fehlgepaarten Sequenzen, spontane
und UV-induzierte Schwesterchromatidaustausche steigen in p53-defizienten Zellen an.
(Ishizaki et al., 1994; Cleaver et al., 1999; Schwartz und Russell, 1999). In Ubereinstimmung
mit der Rolle von p53 als Uberwacher von abberanten Rekombinationsereignissen tragt es
zur Stabilitat repetetiver Sequenzen in menschlichen Genomen bei (Gebow et al., 2000). Die
Aufrechterhaltung der Genomstabilitdt durch die Kontrolle von Rekombinationsereignissen ist
eine entscheidende tumorsuppressive Eigenschaft des p53 Proteins. Die Charakterisierung

verschiedener p53 Mutanten beziglich ihrer tumorsuppressiven Eigenschaft, sowohl in der
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Rekombinationskontrolle als auch als transkriptioneller Transaktivator, ist ein kritischer

Schritt fir das Verstdndnis von Resistenzen in Tumoren gegenuber verschiedenen

Therapeutika.
initialer Strang- o Radi1, Rad52, Rad54.
austausch Rad55, RadST & RPA

Interaktionen mit *
der Heteroduplex n o

p53 & MSH2 U

Misnratch-
Erkennung * 0

nukleolytische *

Auflasung

Dissoziation *

von den dsDNAs T

Abb. 46: Modell fir die p53-abhangige Genauigkeitskontrolle der homologen Rekombination.
Wahrend der natirlichen Generierung von Heteroduplices durch Rad51, RPA und die auxilidren
Faktoren der Rad52-Epistasegruppe kénnen Basenfehlpaarungen (Mismatch) als Ergebnis des DNA-
Austausches zwischen nicht-perfekten homologen Sequenzen auftreten. p53-Homotetramere und
MSH2, in Form von Heterodimeren mit MSH6 oder MSHS3, stellen unabhangig voneinander die
Genauigkeit des initialen Strangaustausches durch transiente Interaktion mit der Heteroduplex-
Verbindung sicher. Es hangt vom Mismatch-Typ ab, ob die Wechselwirkungen durch MSH2 oder p53
stabilisiert werden. Infolge dieser Interaktionen wird der Prozesse des Strangaustausches durch
Rad51 aufgehoben und/oder die nukleolytische Korrektur der fehlgepaarten Region gestattet.
Abbildung nach Prof. Dr. Wiesmdiller (Akylz et al., 2000).
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der PARP-1 in der Doppelstrangbruch-
Reparatur hinsichtlich eines Zusammenwirkens mit p53 untersucht, wobei PARP-1 als von
p53 stromabwarts gelegenes Element vermutet wird und Hinweise darauf bestehen, dass
PARP-1 die Effektivitat der p53-vermittelten DNA-Schadensantwort modifiziert (Valenzuela
et al., 2002). Zur Einflhrung der Strangbriiche wurde die ortsspezifische $Scel-Nuklease
verwendet. Aufgrund dieser Strategie, konnten indirekte Effekte der PARP-1 oder/und p53
auf die Rekombination ausgeschlossen werden, die durch andere Reparatur-Aktivitaten der

beiden Enzyme verursacht wurden (z.B. bei der Nukleotid- oder Basen-Exzision-Reparatur).

4.7 Die Inhibition der konservativen homologen Rekombination
durch p53 wird durch die Anzahl der Doppelstrangbriiche

beeinflusst.

Unter Benutzung eines Systems auf der Grundlage der Reaktivierung der intensiven
EGFP-Fluoreszenz konnte rekombinative Reparatur ohne die Auslibung eines selektiven
Drucks, wie in den bisherigen Systemen (blich, detektiert werden (Akyuz et al., 2002). In
dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass Wip53 die homologie-vermittelte
Doppelstrangbruch-Reparatur herunter reguliert, unabhangig davon, ob p53 in den Zellen
endogen exprimiert oder als exogenes Protein Gberexprimiert wird. Daneben konnte ich auch
fir die homologe Rekombination zwischen Minichromosomen des SV40-Virus einen
inhibitorischen Effekt des Tumorsuppressorproteins p53 in seiner Wildtyp-Form darstellen.
Diese Beobachtungen stimmen mit friheren Sudien unserer und weiterer Arbeitsgruppen
Uberein, welche eine Suppression der spontanen homologen Rekombination durch p53
aufzeigten (Wiesmiuller et al., 1996; Bertrand et al., 1997; Mekeel et al., 1997; Akyuz et al.,
2002). Im Gegensatz dazu, sahen Willers und Kollegen (Willers et al., 2001) diesen Effekt
mit episomalen Rekombinationssubstraten nicht, welche durch ein polyomavirus-
basierendes Replikon amplifiziert wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Rekombinations-Herabregulation durch p53 mit extrachromosomalem genauso wie mit

chromosomal integriertem Substrat gezeigt.

Desweiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden, dass unter
spontanen Rekombinationsbedingungen die Inhibition der Rekombination durch Witp53
starker war als nach gezielter Einflhrung eines Doppelstrangbruches durch die
Meganuklease FScel. Dies war zutreffend fur beide hier verwendete stabile Zellsysteme, in
denen jeweils p53her nach Ostradiolinduktion vor dem Hintergrund von endogenem
Mutanten-p53(A237-239) [LMV2-p53her-KI8, LLC-MK,(p53her)21] mit der entsprechenden,

nicht p53her exprimierenden Zelllinie verglichen wurde (LMV2, LLC-MK2-neo).
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Diese verminderte Rekombinationsregulation bei zunehmender Anzahl von
Doppelstrangbriichen, aber gleichbleibender Konzentration des exogenen Witp53, konnte
darauf zurickzufihren sein, dass Witp53-Molekile nach DNA-Doppelstrangbruch-
Generierung und der damit verbleibenden Signaltransduktion Uber Kinasen wie ATM
zunehmend der Auslbung ihrer Funktion als transkriptioneller Transaktivator nachkommen
und damit dem Pool der rekombinations-regulierenden Moleklle entzogen wurden. Dieser
Vorstellung entsprachen auch bereits existierende Modelle gemaly derer Wtp53, z.B. in
unterschiedlich phosphorylierter Form, entweder die Rekombination reguliert oder als
transkriptioneller Transaktivator fungiert, aber nicht beide Funktionen gleichzeitig austiben
kann (Albrechtsen et al.,, 1999). Gegen dieses Erklarungsmodell spricht jedoch, dass p53
bereits in sehr geringen Mengen in der Zelle rekombinations-regulierend wirkt und eine sehr
hohe Affinitdt fir DNA-Rekombinationsintermediate aufweist, wohingegen fir die
transkriptionelle Transaktivatoraktivitdt eine deutliche Zunahme der Proteinmenge
erforderlich ist (Dudenhoffer et al., 1998; 1999).

Die wohl wahrscheinlichste Erklarung fur die hier mit und ohne FScel beobachteten
Unterschiede in der p53-vermittelten Rekombinationsregulation beruht auf friheren
Beobachtungen (Saintigny et al., 1999; SufRe et al., 2000; Akylz et al., 2002), welche zu dem
Schlul flhrten, dass die von Witp53 ausgelibte rekombinations-regulatorische Funktion
vornehmlich auf konservative homologe Rekombinationsprozesse unter Mitwirkung von
Rad51 gerichtet ist. Dies bedeutet, dass p53 Genkonversion, jedoch nicht Single-Strand-
Annealing (SSA), einen von Rad51 unabhangigen Doppelstrangbruch-Reparaturweg
kontrolliert. Das in den auf EGFP-Rekonstitution basierenden Rekombinationsexperimenten
eingesetzte = DNA-Substrat  erlaubt, allerdings nur nach Generierung eines
Doppelstrangbruches im Marker-Gen, den Nachweis beider Reaktionswege zu etwa gleichen
Anteilen (AkyUz et al., 2002). In dieser Situation wurde eine leichte Unterdriickung durch p53
festgestellt. Weit deutlicher wurde diese jedoch ohne gezielte Einflhrung eines
Doppelstrangbruches, wenn Genkonversion als Mechanismus der EGFP-Rekonstitution
dominiert. Dies bedeutet, dass auch hier in Ubereinstimmung mit den friheren Arbeiten
(Saintigny et al., 1999; SulRe et al., 2000; Akylz et al., 2002) Hinweise daflir gesammelt
wurden, dass p53 als Rekombinationsregulator fir das SSA keine bedeutende Rolle spielt,
ganz im  Gegensatz zu seiner klaren  Mitwirkung bei  konservativen

Rekombinationsprozessen.
In den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten wurde bei konstanter

Proteinmenge eine 10fach geringere Suppression der l-Scel-initiierten
Doppelstrangbruchreparatur durch p53 festgestellt, wenn das Rekombinationsplasmid in
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zahlreichen Kopien durch Lipofektion eingefiihrt wurde und nicht in einigen wenigen Kopien
chromosomal integriert vorlag. Bereits in frGheren Experimenten war beobachtet worden,
dass insbesondere bei hohen DNA-Rekombinationssubstrat-Mengen, wie nach transienter
Transfektion, das Verhaltnis zwischen der p53-Menge und der Anzahl der DNA-Substrate
eine Rolle fur die Regulationskapazitat spielt (Akyuz et al., 2002). In den hier verwendeten
stabilen Klonen wurde die Konzentration an Wtp53 (p53her) durch den SV40-Promotor des
Expressionskonstruktes reguliert. Die Proteinstabilitat spielte eine untergeordnete Rolle, da
die Ostradiolbindedoméne in Abwesenheit von Ostradiol die Interaktion mit Ubiquitin-Ligasen
und damit den Abbau des Proteins verhindert. In der Folge blieb die Menge an p53-Protein in
den Zelllinien auch nach Einfihrung von Doppelstrangbriichen recht stabil und &nderte sich
auch nach Zugabe von Ostradiol im Verlauf der Experimente nicht signifikant. Aufgrund der
Einfuhrung von Doppelstrangbriichen anderte sich jedoch das Verhaltnis von Wtp53-
Molekiilen zur DNA-Strangbruchanzahl dramatisch. Durch Lipofektion kénnen 10°-10° DNA-
Molekiile von der Zelle aufgenommen werden (Tseng et al., 1997), wohingegen
chromosomal lediglich 4-6 Kopien vorlagen (Akyiiz et al., 2002). In Ubereinstimmung hierzu
betrugen die absoluten Rekombinationsfrequenzen zwei bis drei Zehnerpotenzen hdhere
Werte im experimentellen System mit episomalem Rekombinationssubstrat bei hoher
Kopienzahl (Plasmidtransfektion: 10%10") im Vergleich zu den Experimenten mit
chromosomal integriertem Rekombinationsvektor oder mit SV40-Minichromosomen (107 -
10™). Letztere wiesen zu Beginn der Rekombinationsexperimente aufgrund der gewahlten
MOI ebenfalls Kopienzahlen um die 2 pro infizierter Zelle auf. So wurde vor dem negativen
p53-Hintergrund in  MHHR-Zellen eine Rekombinationsfrequenz  von 7x10* im
chromosomalen Kontext (diese Arbeit) erreicht, bzw. von 22% mit dem identischen, transient
eingeflhrten Rekombinationssubstrat in MHHR-Zellen (Akylz et al., 2002) bzw. von 29% in
LLC-MK;(neo)-Zellen mit Mutanten-p53. Dies bedeutet 34x10*fach héhere Werte fiir den
episomalen Kontext. In den entsprechenden Situationen lag die
Rekombinationsunterdriickung durch p53her bei jeweils frisch etablierten Klonen bei 18fach
(MHHR-her12; Akyuz et al., 2002) und 2fach [LLC-MK2(p53her)21; diese Arbeit]. In
ahnlicher Weise wurde Rekombination zwischen SV40-Minichromosomen durch p53her im
LMV2-Zellsystem 5fach unterdrickt, jedoch nur um 20-40% an episomalen EGFP-basierten
Substraten (mit und ohne Doppelstrangbruch) gesenkt. Insgesamt muf} aufgrund dieser
Beobachtungen von einer gewissen Abhangigkeit der Rekombinationsinhibition vom
p53/DNA-Substrat-Verhaltnis ausgegangen werden, obwohl p53 bereits in geringen Mengen
rekombinations-regulierend wirkt.

Gerade weil das Basalniveau von geschatzten 1.000-10.000 p53-Molekilen in der
Zelle zur stetigen Uberwachung der Rekombination ausreicht (Patschinsky und Deppert,
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1990), ist es vorstellbar, dass die Zelle bei einer dramatischen Veranderung der
Schadenssituation, wie z.B. in transienten Experimenten mit hoher Kopienzahl an nackten
DNA-Rekombinationssubstraten, die p53-Aktivitidten an das Schadensausma angepasst
werden. Trotz der Beweise fur die Unabhéangigkeit der Funktionen von p53 in
Wachstumsregulation und Apoptoseinduktion versus Rekombinationskontrolle, die durch
unser und weitere Labors gelangen (Wiesmiller et al., 1996; Dudenhoffer et al., 1999;
Saintigny et al., 1999; Sule et al., 2000; Willers et al., 2000), blieb bis heute die Frage
ungeklart, in welcher Art und Weise die multiplen Funktionen koordiniert werden. In diesem
Zusammenhang ist bisher noch véllig ungeklart, ob posttranslationale Modifikationen die
Aktivitaten von p53 bei der Regulation von Rekombinationsprozessen im Vergleich zur
transkriptionellen Transaktivierungsaktivitat beeinflussen, in Analogie zur entgegengesetzten
Regulierbarkeit der Exonuklease- und sequenzspezifischen DNA-Bindungsaktivitat. Nach der
Entdeckung dualer Funktionen in Checkpoint-Kontrolle und DNA-Rekombination stellt sich
heute die Frage, welche Umschaltmechanismen zwischen den Aktivitdten wirken bzw. die
Assemblierung des jeweiligen Multienzymkomplexes in den Zellen auslésen. Innerhalb der
Signaltransduktion als Antwort auf Strahlung reprasentiert die bei Ataxia Telangiectasia (AT)
Patienten mutierte PI3-Kinase ATM ein Schlisselenzym (Petrini, 2000; Thompson und
Schild, 2001). Diese Kinase ist p53 und BRCA1 vorgeschaltet, desweiteren dem p53 Binding
Protein 1 (pBP1), dem bei Nijjmegen Breakage Syndrom Patienten mutierten Nbs1, und
indirekt Uber die Kinase c-Abl auch Rad51. Die Bedeutung dieser Phosphorylierungs-
Ereignisse liegt sowohl in der Vermittlung von molekularen Interaktionen zur Bildung von
Reparatur- und Uberwachungs-Komplexen wie auch in der Checkpoint-Kontrolle in der G1-,
S- oder G2-Phase. Nach ionisierender Bestrahlung 16st ATM auch indirekt Phosphorylierung
und Acetylierung an weiteren p53-Resten aus, so dass ATM am Ausgangspunkt einer
Modifikationskaskade zu stehen scheint (Saito et al, 2002). Insgesamt beinhaltet die
Signaltransduktion via p53 Interaktionen mit und posttranslationale Modifikationen durch
Kinasen (ATM, ATR, DNA-PK, CHK1, CHK2, Cyclin abhangige Kinasen (CDK) 1 und 2,
CDK7-cyclin Hp36Mat1 (CAK-Kinase), Protein Kinase C (PKC), Casein Kinase 1 (CK1),
Casein Kinase 2 (CK2), Jun N-terminale Kinase), Phosphatasen, Acetyl-Transferasen
(PCAF, p300/CBP), SUMO-1 und die Poly-ADP-Phosphoribosyl-Transferase (Lohrum and
Scheidtmann, 1996; Agarwal et al., 1997; Knippschild et al., 1997; Lane, 1998; Schneider et
al., 1998; Gostissa et al., 1999; Meek, 1999; Rodriguez, et al. 1999; Schuster et al., 1999;
Abraham et al., 2000; Ababneh et al., 2001; Valenzuela et al., 2002). Die Bedeutung
posttranslationaler Modifikationen fur die Stabilisierung von p53 wie fur die transkriptionelle
Transaktivierungsaktivitdt wurde und wird weiter eingehend untersucht, insbesondere seit

Antikérper zur Verfligung stehen, welche spezifisch, bestimmte Phosphorylierungs- und
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Acetylierungs-Stellen auf p53 erkennen. Demgegenuber ist nichts dariber bekannt, wie sich

diese Modifikationen auf die Uberwachung der Rekombination durch p53 auswirken.

Eine der Modifikationsformen von p53, welche bislang noch am wenigsten
verstanden wird, ist die Poly(ADP-Ribosylierung). In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der
Poly(ADP-Ribosylierung) von  p53 in transienten und  stabilen  zelluldren
Expressionssystemen mit dem  Schwerpunkt auf die Beeinflussung der
Rekombinationsregulation analysiert. Hierzu wurde PARP-1 in Zellen mit und ohne Wtp53
Uberexprimiert und  anschlieBend homologe  Rekombination mit Hilfe des
fluoreszenzbasierten Testsystems wie auch des auf SV40-Viren basierenden Systems
quantifiziert.

4.8 PARP-1-Uberexpression unterdriickt die homologe

Rekombination in Abwesenheit von Wtp53.

Wenn in Abwesenheit von Wtp53 PARP-1 via CMV-Promotor sehr hoch
Uberexprimiert wurde, so stellte sich unabhangig vom Zellsystem und unabhangig von der
Prasentation der EGFP-basierten Rekombinationssubstrate auf episomalen oder
chromosomal integrierten Plasmiden eine inhibierende Wirkung im Verlauf der homologen
Rekombination mit und ohne gezielte Einfihrung von Doppelstrangbriichen ein. Wie in
dieser Arbeit fir das LMV2-Zellsystem gezeigt wurde, traf dies auch fir die stabile und
induzierbare Expression von PARP-1 via GRE-Promotoren zu, wobei der Nachweis flr
Rekombination an episomalen Plasmiden nach +Scel-vermittelter Spaltung und an SV40-
Minichromosomen erbracht wurde, wobei letztere an die spontane Generierung von Einzel-
und Doppelstrangbriichen an der Replikationsgabel wahrend der massiven viralen DNA-
Synthese gekoppelt ist (Janz und Wiesmdiller, 2002). Demgegeniiber wurde flr das stabile
System mit gemaRigter Uberexpression via GRE-Promotoren kein signifikanter Unterschied
zwischen den Rekombinationsfrequenzen der Kontroll- und PARP-1 (berexprimierenden
Zelllinie beobachtet, wenn gezielte Spaltung episomaler Plasmidsubstrate durch die
Meganuklease I-Scel unterblieb. Auch im MHHR-4-Zellsystem mit nur 46 chromosomal
integrierten Substraten und transienter, gemaRigter PARP-1-Expression wurde kein
signifikanter Unterschied fur die homologen DNA-Austauschraten nach 1Scel-vermittelter
Spaltung beobachtet. Die Gesamtheit dieser Ergebnisse, insbesondere jedoch die
dramatische Steigerung der Inhibition durch hohe PARP-1-Expression via CMV-Promotor im
gleichen MHHR-4-Zellsystem veranschaulicht die Bedeutung der zelluldren PARP-1-
Konzentration fur das Ausmal} der inhibierenden Wirkung, ahnlich wie fur p53 (Akyuz et al.,

2002). Die Rekombinationsmessungen im LMV2-System mit und ohne I-Scel-vermittelte
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Generierung von Doppelstrangbriichen veranschaulichen die Bedeutung von Strangbrtchen
als Voraussetzung fur die von PARP-1 bei der Rekombination ausgeubte Funktion und
machen als initiales Ereignis eine direkte molekulare Wechselwirkung wahrscheinlich,
mdglicherweise die in der Literatur postulierte Bindung von freien DNA-Einzel- oder
Doppelstrangbruchenden, welche gezielt (FScel) oder spontan (SV40-Replikation) im
Verlaufe von Reparatur- und Replikations-Prozessen entstehen koénnen (Althaus und
Richter, 1987; Gradwohl et al.,1987, Weinfeld et al., 1997; Bramson et al., 1993; Le Cam et
al., 1994; D’Silva et al., 1999). Insgesamt paf’t die Beobachtung einer Inhibition der
homologen Rekombination durch PARP-1-Uberexpression zu Berichten anderer
Arbeitsgruppen. So wurde nach PARP-1-Ausschaltung bei PARP-1 Knockout-Mausen nach
Behandlung mit DNA-schadigenden Agenzien eine ansteigende Genominstabilitat
beobachtet, welche sich durch erhdéhte Frequenzen von Schwesterchromatidaustauschen
und Mikronukleus Bildung auszeichnete (Wang et al, 1995; 1997; Murcia et al., 1997).
Auflerdem wurde durch Inhibition der PARP-1 durch chemische Inhibitoren (Waldmann und
Waldmann, 1991; D’Amours et al., 1999) oder durch dominant negative Mutanten (Schreiber
et al., 1995) oder auch durch Suppression der PARP-1 durch Antisense-RNA (Ding und
Smulson, 1994) ein Anstieg der Frequenzen der spontanen Rekombination, der
Genamplifikation, der Schwesterchromatidaustdusche und der Mikronukleusbildung nach
Behandlung mit genotoxischen Agenzien gezeigt. Die Ergebnisse dieser Arbeit bzgl. Der
Rolle von PARP-1 bei der homologem Rekombination in Abwesenheit von Wtp53 korrelieren
demnach mit den Literaturdaten, da die durch PARP-1-Expression nach Induktion von
Doppelstrangbriichen beobachtete Inhibition der homologen Rekombination einer Genom-

Stabilisierung entspricht.

49 Unterdriickung der homologen Rekombination durch
Uberexpression von PARP-DBD.

Um weiter zu klaren, ob die rekombinations-inhibierende Wirkung von PARP-1 mit
ihrer Eigenschaft als Poly(ADP-Phosphoribosyl)-Transferase oder mit ihrer Fahigkeit, DNA-
Strangenden zu binden, zusammenhangt, wurden in dieser Arbeit weiterhin Versuche mit der
DNA-Binde-Domane der PARP-1 unternommen. Dieser PARP-DBD fehlen die
enzymatischen Eigenschaften, die vor allem auch zur Automodifikation und damit zur
Abdissoziation des Molekuls von den DNA-Enden benétigt werden, wodurch PARP-DBD
dominant negativ auch fur endogene PARP-1 wirkt (Kipper et al., 1990; 1995). Diese
Experimente mufiten im transienten Test durchgefihrt werden, da sich PARP-DBD in
reproduzierbarer Art und Weise trotz Induzierbarkeit des Expressionsvektors nicht in stabil

etablierten Klonen der LMV2-Parental-Zelllinie exprimieren liel3, wohingegen PARP-1 in
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einem Drittel der getesteten Klone zur Expression gebracht werden konnte. Diese
Beobachtung kdnnte daraufhin deuten, dass LLC-MK;-Zellen (Parentalzellen von LMV2) im
Gegensatz zu anderen Zellsystemen wie CV1-Affenzellen und auch COG60-Zellen des
chinesischen Hamsters (Klpper et al., 1995; 1996; Tatsumi-Miyajima et al., 1999), in
welchen nicht nur die induzierbare, sondern auch die konstitutive Expression von PARP-
DBD gelang, besonders empfindlich fur die DNA-Reparatur unterdrickende Wirkung von
PARP-DBD sind. So ist vorstellbar, dass das Fehlen der rekombinativen Reparatur aufgrund
stabiler PARP-DBD-Bindung an spontan entstehende DNA-Briiche das Fortschreiten der
Replikation und damit der Proliferation verhindert (Cox et al., 2000) und damit eine Aufzucht
dieser Klone nicht zulaBt. Aufgrund der bisherigen Beobachtungen mit 6&stradiol-
induzierbaren Expressionssystemen (Dudenhoffer et al, 1998; 1999) ist es sehr
wahrscheinlich, dass das in dieser Arbeit verwendete Expressionssystem trotz
Induzierbarkeit schon aufgrund seiner Basalexpression in Abwesenheit des Induktors
Ostradiol eine Unterdriickung der Replikation hervorruft. Fiir eine hohe Durchlassigkeit im
Falle des hier verwendeten LMV2-Zellsystems spricht, dass tatsachlich ein erhéhtes PARP-
1-Expressionsniveau in den stabilen Klonen LMV2-PARP-KI3, LMV2-PARP-KI4 und LMV2-
PARPp53her-KI1 bereits ohne Gabe von Ostradiol nachweisbar war. Anders als im System
von A. Blrkle und Kollegen (Klpper et al., 1990; 1995; Molinete et al., 1993), ist das LMV2-
Zellsystem durch fehlendes endogenes Wtp53 gekennzeichnet, es besitzt endogen mutantes
p53(A237-239). Da sowohl Wtp53 als auch PARP-1 genomstabilisierende Eigenschaften
besitzen, potenziert sich eine Ausschaltung beider Proteine moglicherweise derart
dramatisch, dass die entsprechenden Zellen aufgrund von einer massiven Anhaufung von

chromosomalen Aberrationen nicht mehr lebensfahig sind.

Uberraschenderweise resultierte die transiente Expression der PARP-DBD in einer
Unterdrickung der homologen Rekombination, die unabhangig vom Zellsystem und der
Prasentation des Rekombinationssubstrates mindestens vergleichbar stark, meist aber noch
starker ausgepragt als die durch PARP-1 war. Dieses Ergebnis lie} darauf schlieRen, dass
erstens die Blockierung von DNA-Enden durch PARP-DBD ausreicht, um DNA-
Austauschprozesse zu unterdriicken, und, zweitens, die rekombinations-inhibierende
Wirkung der Uberexprimierten PARP-1 zumindest teilweise ebenfalls auf diese, die DNA-
Enden blockierende Wirkung zurtckzufuhren ist. Diese Interpretation wurde auch durch
weiterfihrende Messungen gestutzt, in welchen 3-Aminobenzamid, also ebenfalls ein
kompetitiver Inhibitor der PARP-1 (Huletsky et al., 1989; Rankin et al., 1989), zu einer
Senkung der Rekombinationsfrequenzen fihrte, und zwar quantitativ in ganz &ahnlicher
Weise wie dies flir PARP-DBD beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Dies
bedeutet, dass also auch das volle Lange PARP-1-Molekil nach pharmakologischer
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Ausschaltung der Enzymaktivitdt wie PARP-DBD als ausschlie3lich DNA-Enden bindendes

Molekul fungiert und so die Rekombination unterdrtickt.

410 Die rekombinations-inhibierende Wirkung von PARP-1 wird in
Gegenwart von Witp53 im transienten Expressionssystem

verstarkt.

Nachdem der Effekt von PARP-1 im Wip53-freien Zellsystem als inhibierend
beschrieben werden konnte, stellte sich als nachstes die Frage, wie sich diese Wirkung in
Kombination mit dem Tumorsuppressor, Rekombinations-, Wachstums- und Apoptose-
Regulator (Lane und Crawford, 1997; Lu et al., 2003; Kuerbitz et al., 1992; Mercer, 1998;
Lowe et al,, 1993; Yonish-Rouach et al., 1991; Ding und Fisher, 1998) und Poly(ADP-
Ribosylierungs)-Substrat p53 (Malanga et al., 1998; Pleschke et al., 2000; Smulson et al.,
2000) darstellte. Das klarste Ergebnis aus den Rekombinationsversuchen mit transienter
Proteinexpression war die Tatsache, dass sich fiir die Koexpression von PARP-1 und p53her
unabhangig vom Zellsystem und der Substratprasentation ein synergistischer Effekt bzgl. der
Inhibition der homologen Rekombination zeigte. Da sich dieser synergistische Effekt
qualitativ und quantitativ ganz ahnlich auch fir die Kombination aus PARP-DBD und p53her
darstellte, kann die Wirkung von PARP-1 auch vor dem Hintergrund von Wtp53 zumindest
teilweise durch seine DNA-bindenden Eigenschaften erklart werden. Dies bedeutet, dass
unter diesen experimentellen Bedingungen PARP-1 Uber die Blockierung von DNA-Enden
und Wtp53 uber den Abbruch friher Rekombinationsereignisse (Dudenhdffer et al., 1998;
Sufe et al., 2000) komplementar der homologen Rekombination entgegenwirken. Die Daten
sprechen also in Bezug auf die DNA-Rekombination gegen eine mdgliche Rolle von PARP-1
als ein Molekul, welches DNA-Briiche erkennt und nachfolgend die Schadenssignale mittels
Poly(ADP-Ribosylierung) an p53 als Rekombinationsinhibitions ausfihrendes Molekl
Ubertragt (Murcia und Murcia, 1994; Oei et al., 1997; D" Amours et al., 1999). Naturlich
besteht theoretisch auch die Méglichkeit, dass die inhibierende Wirkung von PARP-DBD als
konstitutiv. DNA-Enden bindendes Moleklil und von PARP-1 als transient DNA-Enden
bindendes Molekll und poly(ADP-ribosylierendes) Enzym quantitativ zufallig gleich ausfallt.
In diesem Szenario ware die rekombinations-inhibierende Wirkung von PARP-1 sowohl auf
die Blockierung von DNA-Enden, als auch auf eine mogliche Stimulierung der
rekombinations-inhibierenden  Wirkung von Witp53 durch Poly(ADP-Ribosylierung)

zurickzufihren.

Bereits seit 20 Jahren ist bekannt, dass PARP-1 bei der DNA-Reparatur involviert ist.
Auf molekularer Ebene wurden sowohl Wechselwirkungen mit XRCC1, einem DNA-
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Reparaturprotein, welches zusammen mit der DNA-Polymerase B und der DNA-Ligase Ill an

der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) beteiligt ist (Masson et al., 1998) und Interaktionen mit
p53 wie auch dessen Poly(ADP-Ribosylierung) in vitro und in vivo beschrieben (Pleschke et
al., 2000; Smulson et al., 2000). Dartberhinaus existieren zahlreiche Studien, die auf eine
Rolle von PARP-1 bei der p53-vermittelten DNA-Schadensantwort hinweisen, wobei die Art
und die Konsequenzen dieser Wechselwirkung sehr kontrovers diskutiert werden (s.
Ubersichtsartikel von Olivier et al, 1999). So wird vermutet, dass PARP-1 die p53-
Akkumulation induziert, entweder durch direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen oder
durch Poly(ADP-Ribosylierung) (Malanga et al, 1998). Ubereinstimmend mit diesen
molekularen Indizien zeigen PARP-1-defiziente Zellen Defekte in der DNA-Reparatur und die
vermutlich daraus resultierenden genomischen Instabilitaten
(Schwesterchromatidaustausche, chromosomale Aberationen, Mikronukleibildung u.a.)
(Trucco et al., 1998; Dantzer et al., 2000). Konsequenterweise sind PARP-1-Null-Mause
auch hypersensitiv gegenlber alkylierenden Agenzien oder y-Strahlung, also gegenlber
DNA-Schadigungen, welche die BER induzieren (Menissier de Murcia et al., 1997; Masutani
et al, 2000). Paradoxerweise zeigen PARP-1-Null-M&use keine erhohte Krebs-
Suszeptibilitdt, wie dies fur heterozygote oder homozygote Keimbahndeletionen in p53
gezeigt wurde. Letztgenannte Mause zeichnen sich durch friihe Tumorbildung aus (innerhalb
der ersten Lebenswochen) als Resultat defekter Zellzykluskontrolle (zusammengefaldt in
Lakin und Jackson, 1999; Oren, 1999; Sionov und Haupt, 1999), durch Resistenz gegenuber
durch DNA-Schaden induzierte Apoptose und durch eine Erhéhung der genetischen
Instabilitdt, angezeigt durch Aneuoloidien, Allelverluste, Schwesterchromatidaustdusche und
Genamplifikationen (Livingstone et al., 1992; Ishizaki et al., 1994). Grundsatzlich ist Klar,
dass beide Proteine, PARP-1 (Menissier de Murcia et al., 1997; Wang et al., 1997; Trucco et
al., 1998; Simbulan-Rosenthal et al, 1999a) und p53, eine Rolle bei der Vermeidung
genomischer Instabilitdten spielen (Harvey et al., 1993; Lee et al., 1994). Studien mit
Kreuzungs-Mausmodellen (Conde et al., 2001) zeigten jedoch Uberraschend gegensatzlich,
dass PARP-1"p53"-Mause entweder weniger zu Tumoren neigten als PARP-1"'p53"-
Mause oder, wie fur PARP-1 als Tumorsuppressor erwartet, mehr (Tong et al., 2001).
Unumstritten blieb jedoch, dass in Doppel-Knockout-Mausen eine Erhéhung der genomische
Instabilitat beobachtet wurde. Beispielsweise wurde in embryonalen Fibroblasten von PARP-
1"p53"-Mausen eine dreifache Zunahme von Mikronuklei gegeniiber Wildtypzellen
beobachtet, wahrend in embryonalen Fibroblasten von PARP-1"*p53"-Mé&usen lediglich eine
Erhdhung um das 1,4 - 1,9fache gefunden wurde (Conde et al, 2001). Diese
Beobachtungen implizieren, dass das Fehlen beider Proteine, PARP-1 und p53, einen
synergistischen Effekt auf die Genomstabilitdt ausutbt, wobei unklar bleibt, ob die

Tumorigenitat mit dem Ausmald an genomischer Instabilitat korreliert.
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Es wurde auch gezeigt, dass PARP-1 die DNA-PK-AKktivitat in vitro stimuliert, welche
wiederum Uber seine katalytische Untereinheit die p53-Aktivitdt durch Phosphorylierung zu
regulieren scheint (Ruscetti et al.,, 1998). Tatsachlich wurde beobachtet, dass Mause mit
einer Defizienz in beiden Proteinen, also in der PARP-1 und der katalytischen Untereinheit
der DNA-PK (dem Produkt des Scid-Gens; Maizels, 1999) eine starke Neigung zur Bildung
von T-Zell-Lymphomen entwickelten. Keine der beiden genetischen Defizienzen allein erwies
sich als ausreichend, um diesen Phanotyp zu verursachen, so dass eine Kooperation
zwischen PARP-1 und DNA-PK bei der Aufrechterhaltung der genomischen Integritat
denkbar zu sein scheint (Morrison et al., 1997). Demnach kénnte die Rolle der PARP-1 bei
einer moglichen Stimulierung der rekombinations-inhibierenden Wirkung von pS53
komplexerer Natur sein als eine direkte Aktivierung, PARP-1 konnte Uber die DNA-PK
und/oder andere poly(ADP-ribosylierte) Proteine das Signal eines DNA-Schadens an p53
weitergeben.

Eine Trennung der beiden Wirkungsmechanismen von PARP-1 und Wtp53 in der
DNA-Rekombination kénnte moglicherweise in der Zukunft durch Experimente mit C-terminal
trunkierten p53-Varianten versucht werden, da p53 von PARP-1 am C-Terminus modifiziert
wird (Malanga et al., 1998). Eine indirekte Wirkung von PARP-1 ber zwischengeschaltete
DNA-PK kdénnte wiederum in Zelllinien mit durch Mutation ausgeschalteter PARP-1 und/oder
DNA-PK geprift werden.

411 Die rekombinations-inhibierende Wirkung von PARP-1 wird in
Gegenwart von Wip53 im stabilen Expressionssystem

neutralisiert.

Uberraschenderweise verursachte PARP-1-Uberexpression in Anwesenheit von
Witp53 im stabilen Zellsystem keinerlei Herabregulierung der Rekombinationsaktivitaten,
sondern zum Teil sogar eine Stimulierung der Austauschaktivitaten. Dies bedeutet, dass sich
die rekombinations-unterdriickende Wirkung von PARP-1, welche sowohl im transienten
Expressionssystem mit und ohne Witp53 als auch im stabilen Witp53-freien
Expressionssystem feststellbar war, nach stabiler Expression von PARP-1 und Wtp53. Dies
traf sowohl auf Ergebnisse mit dem SV40-Rekombinations-Testsystem als auch auf die
Daten mit dem auf EGFP-Reaktivierung basierenden Rekombinations-Testsystem zu.
Desweiteren spielte hierbei die PARP-1/DNA-Substrat-Ratio keine Rolle, da im gleichen
Zellsystem mit PARP-1-Uberexpression vor Wtp53-negativem Hintergrund eine 34fache
Unterdrickung des DNA-Austausches zwischen einzelnen SV40-Minichromosomen bzw.
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eine 20-30%ige Inhibition an multiplen Plasmidkopien zu beobachten war. In LMV2-
PARPp53her-Kl1-Zellen  scheint also weder das Modell der erganzenden
Rekombinationsinhibition Uber molekulare Wechselwirkungen mit dem DNA-Schaden bzw.
den Rekombinationsintermediaten noch das Modell einer durch PARP-1 vermittelten p53-
Aktivierung als Rekombinationsantagonist zuzutreffen. Interessanterweise zeigte jedoch
dieser Klon LMV2-PARPp53her-KI1 insbesondere nach Ostradiolinduktion einige besonders
auffallige Eigenschaften, namlich dramatisch verlangsamtes Wachstum, das Auftauchen von
apoptotischen Zellen gemall FACS-Analyse von propidiumjodid-gefarbten Zellen, geman
DAPI-Farbung und Fluoreszenzmikroskopie sowie gemafd der Hochregulierung von Bax vor
und nach Bestrahlung der Zellen. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen nach Ostradiol-
induktion, also nach Aktivierung von pb3her und nach gesteigerter PARP-1-Expression die
Apoptose einleiteten. Es wurde beschrieben, dass bereits die Uberexpression von p53
ausreichend ist, um in verschiedenen Zelltypen Apoptose zu induzieren (Yonish-Rouach et
al., 1991). Moglicherweise ist in LMV2-PARPp53her-KlI1-Zellen durch konstitutive p53her-
Expression und partielle Aktivierung durch geringe Restkonzentrationen an Ostradiol-
ahnlichen Molekllen wahrend der Kultivierung der Zellen im 6stradiol-befreiten Medium
diese Voraussetzung zumindest partiell erfillt (Dudenhoffer et al., 1998). Darlberhinaus
zeigt die Western-Analyse dieses Klons auch eine erhdhte Basalexpression von PARP-1
bereits vor Zugabe des Hormons zum Medium. Dies bedeutet, dass wahrend der gesamten
Kultivierungsdauer von Klon LMV2-PARPp53her-KI1 ein erhdhter Spiegel an poly(ADP-
ribosyliertem) p53 in den Zellen vorlag, wahrend dies im transienten Expressionssystem nur

fir einen kurzen Zeitraum von 48-72 h zu erwarten war.

In der Literatur wurde bzgl. der Aktivititen von p53 als transkriptioneller
Transaktivator, Zellzyklusregulator und Apoptoseinduktor sowohl eine Stimulierung wie auch
eine Inhibierung durch Poly(ADP-Ribosylierung) diskutiert (Simbulan-Rosenthal et al., 1999b;
Bargonetti et al., 2002). In unserem System spricht die Anschaltung der p53-Zielgene p21
und Bax in Klon LMV2-p53herPARP-KI1 vor allem nach Bestrahlung fur eine Stimulierung
dieser Aktivitaten durch PARP-1. Grundsatzlich wurde Apoptoseinduktion als Ergebnis einer
PARP-1-Aktivierung auch unabhéngig von p53 beschrieben. In Ubereinstimmung damit
beobachtete ich hier, dass nach Bestrahlung von Wip53-freien und PARP-1
Uberexprimierenden LMV2-PARP-KI3-Zellen bis zu 13% der Zellen gemal Zellzyklusanalyse
in die Apoptose gingen. Im p53her-positiven und PARP-1 Uberexprimierenden Klon LMV2-
p53herPARP-KI1 lag der Anteil der apoptotischen Zellen konstant, also bereits wenige
Stunden nach Ostradiolgabe, bei einem Anteil von rund 10%. Obwohl y-Strahlen zu
Doppelstrangbriichen fihren und als potente PARP-1-Aktivatoren gelten (Olivier et al.,
1999), konnte y-Strahlung in diesen Zellen die Zahl der apoptotischen Zellen nicht weiter
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steigern. Es schien also, dass bereits durch Uberexpression der PARP-1 in diesem System
die Apoptose maximal induziert wurde. Ubereinstimmend mit Gegenselektion durch
Apoptoseinduktion war auch die Etablierung von LMV2-Klonen, welche in Gegenwart von
p53her stabil PARP-1 Uberexprimierten, selten, da nur ein einziger Klon unter 6 getesteten
isoliert werden konnte. Demgegentber konnten parallel dazu von 18 getesteten Klonen 8 mit
stabiler p53her-Expression isoliert werden.

Zellklon LMV2-PARPp53her-KI1 zeigte auch Anzeichen einer dramatisch erhdhten
Genominstabilitat, welche sich in massiver Polyploidie ausdriickte. Interessanterweise wurde
von M.Miwa, Universitat Tsukuba/ Japan, auf dem 13. Internationalen Symposium der ADP-
Ribosylierung (New York) berichtet, dass die Uberexpression der PARP-3 oder nur ihres N-
Terminus Zentriolenduplikation vermeidet und einen G1/S-Zellzyklusblock verursacht.
Aullerdem wurden unter diesen Bedingungen PARP-1, PARP-2 und PARP-3 mit der
mitotischen Spindel assoziiert vorliegend gefunden (Murcia, 2001). Eine Uberexpression von
PARP-1 kdnnte moglicherweise das stéchiometrische Gleichgewicht verschoben haben und
so Endoreduplikation, also Genomverdopplung ohne Mitose und Kernteilung ohne Zellteilung
verursacht haben. Eine dominant negative Wirkung von Gberexprimierter PARP-1 auf PARP-
3 kdnnte auch die Verschiebung des Anteils der Zellen in G1 zu G2 erklaren. Unklar bleibt
jedoch, wieso dies ausschlief3lich in den Zellen mit Wtp53 (p53her) beobachtet wurde. In
diesem Zusammenhang ist jedoch bemerkenswert, dass Wip53 sowohl G1/S-
Zellzyklusarrest als auch G2/M-Arrest verursacht, indem es nach DNA-Schadigung die Gene
p21 bzw. 14-3-3c transkriptionell transaktiviert (Vogelstein et al., 2000; Chan et al., 1999).
Paradoxerweise war jedoch in Klon LMV2-PARPpS3her-KI1, also nach PARP-1-
Uberexpression in Gegenwart von p53her das Auftauchen polyploider Zellen und von Zellen
mit mitotisch kondensiertem Chromatin beobachtet worden, so dass sich die Frage stellt, ob
moglicherweise Hyper-Poly(ADP-Ribosylierung) von Wtp53 mit dem Verlust der Repression
der cdc2- und Zyklin B-Promotoren einherging und so den Ubergang von der G2 in die M
Phase ermoglichte (Dassalaris et al., 1999). Es ist in diesem Zusammenhang auch wichtig
anzumerken, dass 14-3-3c “/-Zellen eine dem Klon LMV2-PARPp53her-KI1 sehr dhnliche
polynukledare Morphologie mit Mikronukleation und mitotischer Katastrophe aufweisen (Chan
et al., 1999), die sich von allgemeineren Formen der Apoptose durch das Fehlen der DNA-
Leiterbildung unterscheidet. Zukiinftige Experimente sollten demnéachst weiterfiihrend klaren,
ob Klon LMV2-PARPp53her-KI1 nach Ostradiolgabe die typischen DNA-Spaltungsmuster
der Apoptose aufweist.

Um zu Uberpriifen, ob die Einleitung der Apoptose durch PARP-1-Uberexpression im

p53her-positiven Klon LMV2-PARPpS53her-KI1 wie in anderen Fallen postuliert zu einer
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Erhéhung der DNA-Briche (Sim und Liu, 2001) und damit indirekt zu einer Steigerung und
nicht zur erwarteten Senkung der DNA-Rekombinationsfrequenzen fihrte, wurden in dieser
Arbeit schlieBlich Rekombinationsmessungen in Gegenwart des Caspase-Inhibitors
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass fur die PARP-1-Expression im transienten System die
Caspase-Inhibition keine Auswirkungen auf die Haufigkeit der rekombinativen Reparatur
hatte. Die gleiche Beobachtung wurde auch fir die PARP-1-Expression mit den Wtp53-freien
stabilen Zellklonen gemacht (Klon LMV2-PARP-KI3). Im Gegensatz dazu konnte fir den
stabilen Klon LMV2-PARPp53her-KI1 mit PARP-1-Uberexpression und p53her eine
signifikante (p=0,034 bis p=0,009) Herabsetzung der Rekombinationsfrequenzen erzielt
werden. Daraus lalt sich ableiten, dass apoptotische Prozesse, verursacht durch
Koexpression  von  PARP-1 und WitpS3 und die damit verbundenen

Signallbertragungsvorgange, rekombinations-stimulierend wirken.

Zusammenfassend laRt sich aufgrund meiner Ergebnisse zur rekombinations-
regulatorischen Wirkung von PARP-1 sagen, dass PARP-1 nach Uberexpression als DNA-
Enden bindendes Moleklil Rekombinationsprozesse blockiert. Bereits ohne PARP-1-
Uberexpression, wird davon ausgegangen, dass normalerweise pro 1000 Basenpaare 1
PARP-1-Molekil in der Zelle vorliegt, d.h. insgesamt 3 Millionen PARP-1-Molekiile (bei 3
Milliarden Basenpaaren pro Zelle). Diese Interpretation meiner Daten ware mit den in der
Literatur existierenden Daten zur Unterdriickung von Schwesterchromatidaustauschen durch
PARP-1 in Einklang zu bringen (Wang et al., 1997). Im Gegensatz zu den publizierten Daten
verursachte jedoch auch Inaktivierung von PARP-1 durch Expression der dominant
negativen PARP-Variante wie auch durch pharmakologische Inhibition einen
antireckombinogen Effekt. Da jedoch in meiner Arbeit zum ersten Mal DNA-
Rekombinationsmessungen nach gezielter Einfihrung von Doppelstrangbrichen in
mehreren Zellsystemen mit mehreren DNA-Substrattypen vorgenommen wurden, sind diese
den indirekten zytogenetischen Analyseverfahren aus der Literatur Uberlegen und damit in
Bezug auf die direkte Wirkung in der DNA-Rekombination aussagekraftiger. Meine Daten mit
stabilen Zellklonen deuten weiter an, dass indirekte Effekte der PARP-1-Expression auf die
Genomstabilitdt durch SignallUbertragung via p53 zu einer scheinbaren Umkehrung der
Effekte fUhren kdnnen. Dies veranschaulicht, dass fur die Analyse der molekularen
Wirkungsweise von PARP-1 in der DNA-Reparatur transiente gegenuber stabilen
Expressionssystemen vorzuziehen sind, um Abweichungen aufgrund von Zellzyklus- und
Apoptosevariationen zu vermeiden. Die sich wechselseitig beeinflussenden Effekte von
PARP-1 und p53 in DNA-Reparatur oder Wachstums- bzw. Apoptosekontrolle kdnnten
jedoch die zum Teil sehr groRen Unterschiede in den publizierten Ergebnissen bzgl. der
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kombinierten Wirkung wahrend der Tumorentstehung erklaren (Conde et al., 2001; Tong et
al., 2001).
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Ein Durchbruch bei der Aufklarung der genom-stabilisierenden Wirkung von p53
wurde erzielt, als man zeigen konnte, dass p53 Rekombinationsprozesse unterdriickt,
insbesondere wenn bestimmte Basenfehlpaarungen auf der nach Strangaustausch
erzeugten Heteroduplex (DNA-Doppelstrang aus Einzelstrangen unterschiedlicher Herkunft)
auftauchen. Weiterhin gelang es durch Mutantenanalysen herauszuarbeiten, dass
Rekombinations- und Wachstumskontrolle zwei unterscheidbare Aktivitaten von p53
darstellen, welche moglicherweise unabhangig voneinander zur Tumor supprimierenden

Wirkung beitragen.

Darauf aufbauend gelang es in dieser Arbeit unter Anwendung biochemischer
Analyseverfahren zu zeigen, dass p53 und die Rekombinase hRad51 an rekombinativen
DNA-Strukturen physikalisch und funktionell miteinander wechselwirken. So konnte in
Strangtransfer-Experimenten und Exonukleaseaktivitdts-Tests gezeigt werden, dass
strangtransfer-aktives hRad51 den p53-vermittelten nukleolytischen DNA-Abbau durch die
Erzeugung von Rekombinationsintermediaten stimuliert. Durch Bindungsstudien konnte
herausgearbeitet werden, dass hRad51 oligomer in Assoziation mit kinstlichen,
dreistrdngigen Rekombinationsintermediaten die Bildung stabiler Komplexe aus p53 und
diesen 3-Strang-Strukturen fordert. Mechanistische Studien ergaben weiterhin, dass
rekombinative DNA-Strukturen bevorzugte Substrate fiur die exonukleolytische Korrektur
durch p53 insbesondere dann darstellen, wenn die genannten Basenfehlpaarungen in der
Heteroduplex vorliegen, was die Hypothese einer aktiven Fehlerbeseitigung durch p53 stitzt.
Es zeigte sich weiter, dass diese exonukleolytische Korrekturaktivitat mit zunehmender
Entfernung von der  Strangkreuzungsregion abnimmt, also gegen frihe

Rekombinationsintermediate gerichtet zu sein scheint.

Die krebs-assoziierte Mutante p53(273H) war und ist von allergré3tem Interesse, da
sie als 3'->5" Exonuklease inaktiv ist und keine Rekombinationskontrolle ausulbt, jedoch
noch Teilaktivitaten in der transkriptionellen Transaktivierung und Wachstumskontrolle
aufweist. Im Vergleich zu Wtp53 erwies sich die Mutante p53(273H) genau in den die
Rekombination betreffenden biochemischen Eigenschaften, d.h. in der Bindung und
exonukleolytischen Degradierung von Rekombinatiosintermediaten und in der kooperativen
Wechselwirkung mit hRad51-Filamenten als defekt. Dadurch konnte zur Klarung der
Ursachen des DNA-Reparaturdefektes dieser Mutante und mdoglicherweise auch seiner
kanzerogenen Wirkung beigetragen werden. Demgegeniber fihrten Untersuchungen zur

Rolle der Tetramerisierung bei diesen sequenz-unabhangigen DNA-Interaktionen von p53 zu
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dem Ergebnis, dass die Ausbildung stabiler, tetramerer p53-Komplexe in Nachbarschaft von
DNA-Kreuzungsstrukturen fur den effizienten exonukleolytischen Angriff von 3-Strang-DNA-
Strukturen notwendig zu sein scheint. Aufgrund dieser Daten konnte ein mechanistisches
Modell vorgeschlagen werden, bei welchem es zu einer frihzeitigen p53-Rekrutierung nach
der initialen Stranginvasion durch hRad51 kommt und p53 als Fehlerkorrekturmechanismus

fur Strangaustauschereignisse fungiert.

Aufgrund der vermuteten Rolle von posttranslationalen Modifikationen bei der
Generierung von p53-Subpopulationen mit multiplen Funktionen bei der Vermeidung der
Krebsentstehung, befasste sich diese Arbeit weiterflihrend mit der Analyse der Poly-ADP-
Phosphoribosyl-Transferase (PARP-1) als Bestandteil einer Signaltransduktionskette
zwischen DNA-Strangbrucherkennung und p53-Modifikation. Um zu verstehen, in welcher
Weise PARP-1 die Rekombinationskontrolle von p53 beeinflultt, wurden in gezielt
veranderten zellularen Systemen Rekombinationsmessungen mit Hilfe des auf SV40 und
des auf EGFP-Rekonstitution basierenden Testsystems mit einer Serie von episomal und
chromosomal integrierten DNA-Substraten zur /-Scel-Meganuklease induzierten
Doppelstrangbruchreparatur durchgefiihrt. Die Ergebnisse aus Wtp53-freien Zellsystemen
nach Expression von PARP-1 oder der PARP-1-DNA-Binde-Domane (PARP-DBD)
demonstrierten eine dosisabhangige Rekombinationsinhibition durch PARP-1 und
veranschaulichten die Bedeutung von Strangbriichen als Vorraussetzung fir die von der
PARP-1 bei der Rekombination ausgeubte Funktion. Nach transienter Expression von
PARP-1 oder PARP-DBD in wtp53-haltigen Zellen zeigte sich ein synergistischer Effekt bzgl.
der Inhibition der homologen Rekombination. Dies bedeutet, dass die Wirkung von PARP-1
auch vor dem Hintergrund von Wtp53 Uber die Blockierung von DNA-Enden erklart werden
kann, wobei Wtp53 Uber den Abbruch frilher Rekombinationsereignisse komplementar der
homologen Rekombination entgegenwirkt. Die Daten sprechen also in Bezug auf die DNA-
Rekombination gegen eine mdgliche Rolle von PARP-1 als ein Molekull, welches DNA-
Briiche erkennt und nachfolgend die Schadenssignale mittels Poly(ADP-Ribosylierung) an
p53 als das die Rekombinationsinhibition ausfihrende Molekil Ubertragt.
Uberraschenderweise kehrte sich jedoch die Wirkung von PARP-1 nach stabiler
Koexpression von PARP-1 und Wtp53 um. Hier konnte ein Zusammenhang zwischen der
Einleitung der Apoptose, mdglicherweise Uber Signalibertragung via p53 und der
unerwarteten Zunahme der DNA-Austauschfrequenzen beobachtet werden. Dies
veranschaulicht, dass fiir die Analyse der molekularen Wirkungsweise von PARP-1 in der
DNA-Reparatur transiente Expressionssysteme vorzuziehen sind, um Abweichungen

aufgrund indirekter Effekte auf Wachstum und Tod der Zellen zu vermeiden.
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