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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die genetische Information eines Lebewesens ist in jeder einzelnen Zelle in der DNA
kodiert. Wird die Integritit des Genoms durch Mutationen gestort, kann dies die Funktion
zelluldrer Prozesse beeintrachtigen und im Extremfall zum Zelltod oder gar zur
Tumorentstehung im Organismus fithren. Die Zelle verfiigt daher iiber prizis regulierte
Verdopplungssysteme und genaue Regulations- und Reparaturmechanismen, die die
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit und die Weitergabe der identischen
genetischen Information von Generation zu Generation garantieren. DNA-Defekte konnen
durch duflere schiddigende Einfliisse wie Strahlung, chemische Agenzien und Viren oder

durch Fehler bei der DNA Verdopplung verursacht werden.

1.1.1. Zellzyklus

Teilungsfihige Zellen durchlaufen ein als Zellzyklus bezeichnetes Proliferationsprogramm,
das in vier Phasen eingeteilt wird; die Mitose-(M-) Phase, die Synthese- (S-) Phase und die
dazwischen (gap) liegenden G1- und G2- Phasen.

- G0_
G1-Phase Phase

Zykline A,B-Cdk1

Zykline D-
Cdk4/6

G2-Phase

Zyklin E-
Synthese- CdKk2
Phase
ZyKlin A- @ Zykline, ungebunden
Cdic © 7Zykline
B cdk

Abbildung 1: Zellzyklus und Zellzyklus regulierende Zyklin-Cdk Komplexe

Der Zellzyklus ldsst sich in vier verschiedene Phasen einteilen, eine replikative (S)-Phase, eine mitotische
(M)-Phase und zwei Phasen, die diese Perioden trennen (gap), die G1 bzw. G2-Phase. Differenzieren sich
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Zellen und nehmen nicht mehr an Zellteilungsprozessen teil, verlassen sie den Ablauf des Zellzyklus und
treten in die Ruhephase GO ein. Die Progression durch den Zellzyklus ist durch phasenspezifische
Proteinexpression genau reguliert. Die Regulation tibernehmen Proteinkomplexe, die sich aus einem fiir
bestimmte Zyklusphasen spezifischen Zyklin und einer Zyklin abhéngigen Kinase (Cdk) zusammensetzen.
Die Aufgabe dieser Komplexe besteht in der Regulation der Aktivitit einzelner Proteine mittels
Phosphorylierung. Erst wenn diese Veridnderung vollzogen ist, kann die Zelle im Zellzyklus fortschreiten.

In der GIl-Phase wird die Zelle durch Wachstum, Synthese und Modifikation
replikaktionsspezifischer Proteine auf die Replikatition vorbereitet. In der S-Phase folgt die
Verdopplung der DNA, nach der jedes Chromosom aus zwei Schwesterchromatiden
besteht, in der G2-Phase bereitet die Zelle den Ablauf der Mitose vor, schlie8lich erfolgt in
der Mitose-Phase die Aufteilung der Chromosomen auf die zwei Tochterzellen.

Wenn Zellen sich differenzieren und nicht mehr an Proliferationablidufen teilnehmen.

verlassen sie den Zellzyklus und gehen in die Ruhephase GO {iber.

Das Fortschreiten im Zellzyklus ist durch die koordinierte, sequentielle Expression
verschiedener Gene gekennzeichnet, die fiir im Zyklus wiederkehrende biochemische
Prozesse verantwortlich sind. Am G1/S-Ubergang werden Gene fiir die DNA-Synthese
aktiviert, u.a. Polymerase a-Primase oder Polymerase 0, Zyklin A, cdc2 oder PCNA.

Fiir die Kontrolle der Uberginge zwischen den Phasen des Zellzyklus spielen spezielle
Zyklin abhingige Kinasen (Cdk) die wichtigste Rolle (Ubersicht: Kim Nasmyth, 1996).
Die Cdks erfahren periodische Aktivititsinderungen, die durch transiente Expression und
Degradation ihrer regulatorischen Zyklin-Untereinheit, durch reversible Phosphorylierung
der katalytischen Untereinheit oder durch Bindung spezifischer Cdk-Inhibitoren beeinfluf3t
wird (Ubersicht Morgan, 1997). Zykline werden rasch degradiert und zellphasenspezifisch
synthetisiert.

Treten Zellen aus der GO-Phase wieder in den Zellzyklus in die G1-Phase ein, exprimieren
sie dabei die Zykline D und E. Notwendig sind diese Zykline fiir die Synthese von
Proteinen, die bei der Verdopplung der Chromosomen eine Rolle spielen und aktivieren

ihrerseits die Bildung S-Phase-spezifischer Cdks.
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Cycline D E

G 5 G2 M
Zellzyklus-Phasen

Abbildung 2: Verlauf der Zykline im Zellzyklus (aus Knippers, Molekulare Genetik)

Die Regulation der Zellzyklusphasen wird durch Proteinkomplexe bewerkstelligt, die sich aus einer Zyklin
abhingigen Kinase (Cdk) und einem Zyklusphasen spezifischen Zyklin konstituieren. In der Abbildung
werden die Zyklusphasen und die korrespondierenden Zykline schematisch dargestellt.

Die S-Phase wird durch Ckd2/Zyklin E und A-Komplexe, die Mitose-Phase durch Cdk1/A
und B induziert. Indem die Cdks Phosphatgruppen auf Proteine iibertragen, verindern sie
deren Aktivitdt; in der DNA-Replikation sind die Hauptziele der Cdk vermittelten

Phosphorylierung an die Replikationsstartpunkte gebundene Proteinkomplexe.

1.2. DNA-Replikation

Die zelluldre DNA setzt sich aus zwei Polynukleotidstringen zusammen, die sich um eine
Helixachse winden. Bevor bei Zellteilungsprozessen die zelluldre Information auf die
Tochterzellen weitergegeben werden kann, muss die DNA verdoppelt werden. Dieser
Prozess wird als Replikation bezeichnet. Dazu wird die Doppelhelix entwunden und es
resultiert eine y-formige Replikationsgabel, die aus einem elterlichen DNA-Doppelstrang
und zwei neuen einzelstringigen DNA-Zweigen besteht. DNA-Polymerasen katalysieren
nun die Synthese der komplementiren Tochter-DNA-Stringe und nutzen die
Nukleotidfolgen der FEinzelstringe als Matrize. Man bezeichnet diesen Prozess als
semikonservative Replikation, da die parentalen DNA-FEinzelstrangkomponenten erhalten

bleiben (Ubersicht: Molekulare Genetik, Knippers, 1997).

Die Integritit der genetischen Information der Tochterzellen kann nur durch einen exakt
regulierten Ablauf der Replikation sichergestellt werden. Die Geschwindigkeit mit der sich
die Replikationsgabel von Eukaryonten bewegt, liegt bei ca. 50 Nukleotiden pro Sekunde.

Der Grofle des Genoms Rechnung tragend, ergibt sich daraus die Notwendigkeit, die
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Replikation von mehreren Replikationsstartpunkten aus zu beginnen, da eine
Replikationsrunde sonst mehrere Wochen dauern wiirde. Aus diesem Grunde werden
immer mehrere Initiationspunkte zu gleicher Zeit aktiviert. Das Genom von
Eukaryontenzellen wird von ca. 20.000 -50.000 unterschiedlichen Startpunkten (,,Origins‘)
ausgehend repliziert, die nicht alle zu gleicher Zeit aktiv sind. ( Hubermann und Riggs,
1968; Cairns, 1966). Es muss also gewihrleistet sein, dass jeder DNA-Abschnitt nur

einmal pro S-Phase verdoppelt wird.

1.2.1. Regulation und Initiation der DNA-Replikation

DNA-Synthese wird durch die Bindung von Initiatorproteinen an die
Replikationsurspriinge (,,Origins®) ausgelost. Wihrend der G1-Phase formiert sich an den
Startpunkten der DNA-Synthese ein Prireplikationskomplex, der durch Zellsignale
aktiviert wird. Als erstes bindet ein so genannter Startpunkt-Erkennungs-Komplex (origin
rekognition complex, ORC) an die Startpunkte der DNA; er besteht aus sechs Proteinen,
Orc 1-6 genannt. (Ubersicht Stillman 1998). Diese ORC-Proteine formen das Herzstiick
des Startpunktkomplexes, an das sich Schritt fiir Schritt weitere Replikationsproteine
anlagern. Es folgt die Bindung von Cdc6-Protein an ORC, das gemeinsam mit Cdt] MCM-
Proteine (mini chromosome maintenance) an die Startpunkte dirigiert. Diese Proteingruppe
aus ORC, Cdc6 und MCM bildet den Prireplikationskomplex (Pre-replicative complex,
Pre-RC).

Mcm-Proteine fiigen sich zu einem Hexamer in dem Pre-RC zusammen (Prokhorova et al.,
2000), werden fiir die Startpunktentwindung benétigt und sind fiir die Bindung weiterer
Initiationproteine wie RPA, Cdc45, Polaw und Pole verantwortlich (Zou und Stillman,
2000).

Nachdem sich der Prireplikationskomplex zusammengefiigt hat, folgt eine zweite
Initiations-Phase der DNA-Replikation.

Durch die Bindung von Cdc45, RPA und Pola wird der Préreplikationskomplex in einen
aktiven Initiationskomplex {iberfiihrt. Dabei werden die Polymerasen o-Primase und

Polymerase € durch RPA und Cdc45 in den Pre-RC geladen.

Ist die Initiation gestartet, fdllt der Initiationkomplex auseinander, um eine erneute

Initiation wihrend des Zellzyklus zu vermeiden. Die Konstituierung dieser Komplexe ist
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auf die G1-Phase beschriinkt. (Ubersicht Dutta und Bell, 1997). Die Folge der Prozesse am
Ubergang zur S-Phase iiberfiihren die Zelle in einen Zustand, in der die Replikation
erfolgen kann, aber die Formierung neuer Pre-RC ausgeschlossen wird. Die zeitliche
Einschrinkung der Pre-RC-Bildung auf die GI1-Phase ist ein wesentlicher
Sicherheitsmechanismus, der die wiederholte Replikation wihrend eines Zellzyklus zu

vermeiden hilft.

1.2.2. DNA-Replikation

Die Komplexitit und GroBe eukaryontischer Genome machen Studien chromosomaler
DNA-Replikation sehr schwierig. Deshalb bedient man sich geeigneter Studiensysteme in
denen die Ablédufe in vitro untersucht werden kdnnen.

Ein Grossteil des Wissens basiert auf Studien an Hefen oder Viren wie den Papovaviren
SV40, Polyoma- und Papillomaviren.

Viren bedienen sich fiir die Replikation ihrer DNA der zelluldren Replikations-Systeme.
Dabei dirigiert oft nur ein einziges virales Protein das Zusammenspiel der zelluldren
Replikationsfaktoren. Studien viraler Replikation dienen hiufig als Modell, zelluldre
Prozesse zu verstehen.

Ein populires Studienmodell, Replikationsvorgénge zu untersuchen, ist das SV40-Virus.
Da in der vorliegenden Arbeit SV40 verwendet wurde, soll nun im folgenden das Virus
niher erkldrt werden und anhand der viralen Replikation die Vorginge in der Zelle

beschrieben werden.

1.2.3. Sv40

SV40 gehort in die Gruppe der Polyomaviren, eine Untergruppe der Papovaviren. Das
Genom besteht aus einem 5243 Basenpaaren umfassenden Minichromosom, das in
infizierten Zellen bidirektional und semikontinuierlich repliziert wird (Ubersicht Fanning
and Knippers, 1992); es ist mit Wirtszellhistonen bedeckt und zellulirem Chromatin
dhnlich. Drei Hiillproteine, VP1, VP2 und VP3 umschlieen sein Genom und bilden ein
ikosaedrisches Kapsid. (Liddington et al., 1991). Auf der SV40 DNA werden frithe und
spite Protein kodierende Sequenzen unterschieden. Sie sind in entgegengesetzter Richtung

auf dem Chromosom angeordnet und durch den SV40-Replikationsursprung getrennt.
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Spite Gene codieren fiir die Hiillproteine, die Frithen fiir Tumorantigene, die zellulédre
Gene aktivieren, um die infizierte Zelle in den Zellzyklus zu fithren (DeGregori et al.,
1995). Da sich SV40 mit Hilfe der zelluldren Proteine repliziert, erfolgt die virale DNA-
Synthese nur nach Aktivierung der zelluldren S-Phase. Kennzeichnend fiir die SV40-
Replikation ist die vom viralen Replikationsursprung ausgehende Endoreplikation, bei der

es im Gegensatz zur zelluldren Replikation zu mehreren Replikationsrunden kommt.

1.2.4. SV40 Replikation

Die Rekonstruktion der SV40-Replikation in vitro mit gereinigten Replikationsproteinen
ergab, dass nur ein virales und neun zelluldre Proteine fiir eine komplette Replikation
erforderlich sind (Waga und Stillman, 1994 a,b). Das einzige erforderliche virale Protein,
das grofle T-Antigen (T-Ag), ist ein multifunktionales, aus 708 Aminosduren bestehendes
Phosphoprotein mit DNA-FEinzelstrang und sequenzspezifischer DNA-Doppelstrang-
Bindungseigenschaft; es verfiigt iiber ATPase und Helikaseeigenschaften (Fanning und
Knippers, 1992).

Die Konstituierung der SV40 Replikationsgabel erfolgt durch Interaktionen von SV40 T-
Ag mit Replikationsproteinen, auflerdem durch seine Eigenschaften als Initiator und
Helikase wihrend des Fortschreitens der Replikationsgabel (Dornreiter et al., 1992 ).
Initiiert wird die SV40-Replikation, indem T-Ag den Replikaktionsursprung (Origin of
replication) der SV40-DNA erkennt und an ihn als Doppelhexamer bindet. Die Bindung
fiihrt zur Destabilisierung und Aufschmelzung der DNA an acht Basenpaaren. An den
partiellen Einzelstrangbereich am Replikationsursprung rekrutiert T-Ag nun das
Einzelstrangbindungsprotein RPA ( Replikation Protein A); dieses bindet und stabilisiert
die Einzelstringe. RPA stimuliert seinerseits die Helikasefunktion von T-Ag; damit
beginnt die Entwindung der DNA. AnschlieBend bindet der T-Ag-RPA-Komplex die
DNA-Polymerase o-Primase an den Replikationsursprung, die einen kurzen RNA-DNA-
Primer synthetisiert (Matsumoto et al., 1990).

Polymerase o setzt die Startpunkte (Primer) am Vorwirtsstrang (leading strand ) als auch
an jedem Okasakifragment am Riickwirtsstrang (lagging strand). Der Primer umfasst etwa
40 Nukleotide (nt) und besteht aus einem 10 (nt) langen RNA- Abschnitt, an den eine ca.
20-30 nt lange DNA-Verlidngerung angehingt wird (Hay et al, 1984 ; Nethanel et al.,
1988 ; Murakami et al., 1992).
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Mit der Anbindung des Primer-Erkennungskomplexes an das Primerende, bestehend aus
RFC (Replikationsfaktor C), PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) und ATP bindet,
wird die weitere Primerverlingerung durch die Polymerase o-Primase blockiert. RFC
bindet an RPA, konkurriert damit mit der Polymerase a-RPA-Bindung und verdréingt die
Polymerase o in einem ATP abhéngigen Prozess.

An diesen Komplex bindet schlieBlich die Polymerase 8. Polymerase & katalysiert die
Verlidngerung der Primer zu langen DNA-Stringen am Vorwiértsstrang (leading strand) und
zu ca. 300 Basenpaaren (bp) langen Okasakifragmenten am Folgestrang (lagging strand)
(Tsurimoto et Stillman, 1991,Yuzhakov et al., 1999).

PCNA ist ein Prozessivititsfaktor fiir die Polymerasen d und €; er bildet eine Ringklemme
um die DNA und wird seinerseits durch RFC geladen (Yoder und Burgers, 1991). Dieser
Polymerasewechsel ist notwendig, da Polat zum einen keine hohe Prozessivitit, zum
anderen keine 3°’— 5’ Exonukleasefunktion besitzt (Wang, 1991). Alle Syntheseleistungen
fiir die Replikation von SV40 werden also von zwei Polymerasen katalysiert, Polymerase o
und Polymerase 8. Polymerase ¢ ist fiir die SV40-Replikation nicht erforderlich (Lee et al.,
1991; Zlotkin et al., 1996). Die Fertigstellung der Okasakifragmente in kontinuierliche
DNA beginnt durch den Abbau der Primer durch die RNAse H und einer 5°-3’
Exonuklease, FEN1 (Ishimi et al., 1988; Goulian et al., 1990; Turchi und Bambara, 1993;
Waga et al., 1994). Die entstehenden Liicken werden durch Polymerase & aufgefiillt und
kovalent durch Ligase 1 verbunden. Schlielich wird die positiv superhelikale vor und die
negativ superhelikale DNA hinter der Replikationsgabel durch die Topoisomerasen I und

II entwunden.

Die absolut genaue DNA-Replikation ist eine Voraussetzung, um die Integritit des
Genoms zu sichern. Trotz der Genauigkeit der Replikationsenzyme kommt es in geringer
Hiufigkeit zu Nukleotid-Falschpaarungen (mismatches); zu der Genauigkeit der DNA-
Polymerasen ist anzumerken: Bei E. coli tritt nur bei jedem 10° bis 10" Einbau eines

Nukleotids ein Fehler auf.

Der Zelle stehen drei Systeme zur Verfiigung, solche Faschpaarungen zu unterbinden oder
zu korrigieren, um die Replikationsgenauigkeit dadurch zu erhdhen. Dies ist zum einen die
Basenselektivitit der Polymerasen, die Kontrolllesefunktion einer 3°’—5’-Exonuklease und

zum anderen die postreplikative Mismatch-Reparatur.
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Wihrend der Polymerisation beruht die Unterscheidung zwischen "richtigen" und
"falschen" Nukleotiden auf den Wasserstoffbriicken, die eine korrekte Paarung zwischen
den komplementiren Basen festlegen. Falsche Basen konnen nicht die richtigen
Wasserstoffbriicken bilden und werden damit zuriickgewiesen (Basenselektivitit). Dies
allein reicht aber noch nicht aus, um die hohe Prézision der Polymerisation zu erkléren.
Die Fehlerrate wird in vivo durch zusitzliche enzymatische Mechanismen weiter reduziert,
z.B. durch die 3'— 5'-Exonuklease-Aktivitdt. Sie ist eine eigenstindige Aktivitit der
Polymerase. Diese Nukleaseaktivitit ermoglicht es dem Enzym, ein gerade eingebautes
Nukleotid wieder zu entfernen. Wenn ein falsches Nukleotid eingebaut wurde, ist die
Weiterbewegung der Polymerase zur Bindungsstelle des ndchsten Nukleotids blockiert.
Durch die 3'— 5'-Exonukleasewirkung wird das falsche Nukleotid entfernt und das
korrekte Nukleotid eingebaut. Diese Funktion wird als Korrekturlesen (Proofreading)

bezeichnet. (Echols ef al., 1991).

Im Unterschied zu den Polymerasen v, §, € und & verfiigen die Polymersasen o, § und
retrovirale Reverse Transkriptasen iiber keine Exonukleaseaktivitidt (Echols et al., 1991;
Bakhanashvili ef al., 1992, 1993). Die Polymerasen o und f sind fehleranfillig und bislang
ist nicht bekannt, wie durch sie falsch eingebaute Nukleotide entfernt werden (Kunkel et
al., 1992).

Doch konnten einige Experimente belegen, dass Polymerasen mit anderen Proteinen, die
tiber eine Exonuklease-Aktivitit verfiigen, interagieren, indem fehlerhaft eingebaute
Nukleotide von externen Exonukleasen ausgeschnitten werden konnten (Brutlag and

Kornberg, 1972; Perrino, 1990; Maki and Kornberg, 1987).

Aus in vitro Bindungsstudien ist eine Bindung der Polymerase o-Primase an das
Tumorsuppressorprotein p53 bekannt (das Tumorsuppressorprotein pS3 wird im folgenden
Kapitel erldutert). Neueren Erkenntnissen zufolge verfiigt dieses Protein iiber eine
Exonukleasefunktion. Daher wird dariiber spekuliert, ob p53 iiber seine herkdmmlichen

Funktionen hinausgehend, an replikativen Ereignissen beteiligt ist.

DNA-Schéden erfolgen nicht nur auf der Ebene der Replikation, sondern konnen sich auch
durch Mutationen ergeben. Mutationen sind vererbbare Verdnderungen der genetischen
Information. Sie konnen spontan entstehen oder durch Umwelteinfliisse ,,induziert™
werden. Die ultravioletten Strahlen des Sonnenlichtes, Chemikalien oder radioaktive

Strahlung gefidhrden stindig die Struktur der DNA. Daher haben sich schon friih in der
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Evolution Schadenskontroll- und Reparaturmechanismen ausgebildet, um die Schéden
auszugleichen.

Eine zentrale Rolle in der Uberwachung der genomischen Stabilitit und in der
Schadensvermeidung wird dem Tumorsuppressorprotein p53 zugeschrieben. Dauerhafte
Verianderungen des Proteins wurden bei Patienten mit dem Li-Fraumeni-Syndrom
entdeckt, einer autosomalen Erkrankung, die durch frithen Beginn verschiedener Tumoren

gekennzeichnet ist.

1.3. Das Tumorsuppressorprotein p53

1.3.1. Einleitung

Das Tumorsuppressorgen p53 und das von ihm kodierte p53 Protein sind seit ihrer
Entdeckung 1979 (Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979) zu den meist

beforschten Molekiilen in der Krebsforschung geworden.

Das p53-Protein wurde 1979 als ein zelluldres Protein von 53 kDa isoliert, das in SV40
transformierten Zellen mit dem groBen T-Ag im Komplex gefunden wurde (Lane and
Crawford, 1979). Zunichst wurde es fiir ein Onkogen gehalten, das zusammen mit RAS in
der Transformation von primédren Rattenfibroblasten fungierte. Doch spiter zeigte sich,
dass diese Eigenschaften mutierten Formen zugesprochen werden mussten, wohingegen
die Wildtypform fihig war, Transformationsereignisse in vitro und Tumorwachstum in
vivo zu unterdriicken.

Die Bedeutung dieses Proteins in der Uberwachung der genomischen Stabilitit wurde
deutlich, nachdem bekannt wurde, dass p53 in mehr als 50% aller menschlichen Tumoren
mutiert ist.

Es gab Hinweise auf die Beteiligung von p53 an Wachstumsprozessen, da seine
Expression fiir den Eintritt in die S-Phase notwendig erschien (Mercer et al., 1984). Es
konnte gezeigt werden, dass p53 knock-out Miuse eine normale Entwicklung
durchmachten aber frith Tumore entwickelten (Donehower et al., 1992). Die Tatsache,
dass Wildtyp p53 die Transformation durch Onkogene hemmen und transformierte Zellen
in ihren untransformierten Zustand zuriickfithren konnten, fithrte zu der Neudefinition als

Tumorsuppressor (Deppert, 1994).
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p53 verfiigt iiber die Eigenschaften eines multifunktionalen Transkriptionsfaktors, der in
Prozessen der Zellzykluskontrolle, in der Vermittlung des programmierten Zelltodes
(Apoptose) und auch in Entwicklung und Differenzierung der Zellen beteiligt ist. Dariiber
hinaus, iibernimmt es Funktionen in der DNA-Replikation und Reparatur. Mittels dieser
Funktionen ist p53 mallgeblich an der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit

beteiligt.

1.3.2. Struktur von p53

Das menschliche p53 Gen umfasst 20kb und ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 17
lokalisiert. Es kodiert fiir ein 393 Aminoséduren langes Phosphoprotein, das in der SDS-
Polyacryamidgelelektrophorese bei 53 kDa ldauft. Man kann p53 in fiinf strukturelle und
funktionelle  Regionen einteilen. =~Am  N-terminalen  Abschnitt liegt die
Transaktivatordoméne (AS1-44), gefolgt von einer prolinreichen, regulatorischen Domiine
(AS62-94). In der zentralen Domine befindet sich die sequenzspezifische DNA-
Bindungseigenschaft und eine 3’— 5° Exonuklease-Aktivitidt ( AS 110-192); es schlief3t
sich eine Oligomerisierungsdomidne (AS 325-363) und eine multifunktionelle, C-
terminalen Domine an, die die sequenzspezifische DNA-Bindung und die 3’— 5’
Exonuklease reguliert, aber auch Einzel- und Doppelstrang DNA und RNA bindet und

komplementire Nukleinsduren zu rehybridisieren vermag.

N-Terminus

Uber die saure Transaktivator-Domine (AS 1-44) rekrutiert es den basalen
Transkriptionsapparat, um die DNA der Zielgene, an die es sich mit seiner
sequenzspezifischen DNA-Bindungseigenschaft gebunden hat, transkribieren zu lassen.
Dadurch aktiviert es die Expression der Zielgene. Auflerdem ist diese Doméne auch in der
Regulation der Stabilitdt und Aktivitit von p53 beteiligt, indem es mit Proteinen wie
Mdm?2 interagiert. Mdm?2 fiihrt pS3 der Ubiquitin- vermittelten Proteolyse-Maschinerie zu
(Chen et al., 1993; Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997).
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Prolinreiche Domdine

Die prolinreiche Domine (AS 64-92) enthilt fiinf Wiederholungen eines PXXP-Motivs,
das SH3-Doménen dhnelt (Walker and Levine, 1996). SH3-Dominen sind in der Kontrolle
von Protein-Protein Interaktionen in der Signaltransduktion involviert. Diese Doméne ist
erforderlich, um die p53- abhingige Apoptose, nicht aber den Wachstumsarrest zu

aktivieren (Sakamuro et al., 1997).

DNA-Bindungs/Core-Domdine

Die sequenzspezifische DNA-Bindungsdomine enthilt zwei B-Faltblatt-Motive, die eine
groBBe Schleife (loop) ausbilden. Das eine Faltblatt-Motiv bindet in die groBe Furche der
DNA, das andere, ein Loop-Faltblatt-helix-Motiv, bindet in die kleine Furche der DNA.
Diese Struktur ist durch ein Zink-Atom koordiniert (Cho et al., 1994). p53 bindet als
Tetramer an DNA-Sequenzen, die vier Kopien des palindrom-orientierten Pentamers
PuPuPu(C/A) enthalten. Es wird angenommen, dass das humane Genom Hunderte dieser
Konsensussequenzen enthilt (Bourdon et al., 1997).

In der Kerndomidne ist auch eine 3’— 5’-Exonuklease-Aktivitit lokalisiert
(Mummenbrauer et al. 1996), die gegensitzlich zur DNA-Bindungseigenschaft iiber

Phosphorylierung an der C-terminalen Doméne reguliert wird.

Oligomerisierungsdomdne

Uber die Oligomerisierungsdomiine, die aus einem pB-Faltblatt und einer o-Helix besteht,
binden vier p53-Molekiile aneinander, so dass p53 in der Zelle als Tetramer vorliegt

(Arrowsmith and Morin, 1996; Sturzbecher ef al., 1992).

Carboxy-Terminus

Der Carboxy-Terminus ist reich an basischen Aminoséduren und enthélt Bindungsstellen fiir
einige zelluldre Proteine, wie die Helikasen ERCC2/XPD und ERCC3/XPD (Wang et al.,
1994, 1996) das Calcium bindende Protein S100b (Baudier et al., 1992) und das Produkt
des Mammacarcinom-Gens BRCA1 (H. Zhang et al., 1998).
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Der C-terminale Bereich bindet nichtsequenz-spezifisch sowohl an Einzel- und

Doppelstrang-DNA als auch an geschéddigte DNA in vitro (Ahn et al., 2001).

1.3.3. P53 iibernimmt eine Schliisselposition in der Erkennung und
Verarbeitung zelluléirer Stressereignisse

In fast allen Zellen ist p53 exprimiert, kommt aber wegen seiner kurzen Halbwertzeit von
20-30 Minuten nur in sehr geringen Mengen in der Zelle vor (1000-10.000 Molekiile pro
Zelle) (Deppert). In diesem Zustand verstand man p53 bislang als ,,latentes®, nicht-aktives
Protein.

Chemische oder physikalische DNA schidigende Ereignisse iiberfithren p53 in eine aktive
Form.

Radioaktive und UV-Strahlung induzieren Einzelstrang- und Doppelstrangbriiche,
alkylierende Substanzen schidigen die DNA ebenso wie der Einfluss oxidierender und
zytotoxischer Agenzien (Kastan et al., 1996; Fritsche et al., 1993; Siegel et al., 1995).
AuBerdem wird p53 noch durch eine Reihe anderer Umstinde induziert wie Hypoxie
(Graeber et al, 1994), Hyperthermie, Serumentzug, verédnderte, suboptimale
Wachstumsbedingungen oder Zytokine der TNF-a Gruppe (DiLeonardo et al., 1997; Lanni
and Jacks, 1998; Linke et al.,1996).

Durch post-translationale Stabilisierung akkumuliert p53 in der Zelle, und verfiigt nun iiber
die Eigenschaften eines Transaktivators. Die DNA verschiedener Zielgene kann
sequenzspezifisch gebunden und deren Transkription induziert werden.

Die wichtigsten dieser Zielgene vermitteln einen Zellzyklusarrest ( p21 waf, GADD45)
oder den programmierten Zelltod, die Apoptose. Im Arrest wird der Zelle Zeit eingerdumt,
DNA-Schiden zu  reparieren.  Ubersteigen  gravierende  Schiidigungen  die
Reparaturfihigkeit der Zelle, wird die Apoptose eingeleitet, um eine fehlerhafte Funktion
der Zelle oder die Weitergabe von Mutationen an die néchste Zellgeneration zu
unterbinden.

Diese Beobachtungen charakterisierten p53 als ,,Wéchter des Genoms* (Lane, 1992).
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Abbildung 3: Funktionen von p53

p53 entfaltet seine tumorsuppressive Funktion auf zweierlei Weise. Nach der Aktivierung und Stabilisierung
transaktiviert p53 eine Reihe von Genen, die den Zellzyklus arretieren oder die Zelle in die Apoptose fiihren.
Im Basiszustand kontrolliert p53 die Genauigkeit von DNA manipulierenden Prozessen wie Replikation,
Rekombination und Reparatur.

1.34. Zellzykluskontrolle

Eine der moglichen Funktionen von aktiviertem p53 ist, als Bestandteil von Zellzyklus-
Kontrollpunkten, die Induzierung eines Arrestes in verschiedenen Abschnitten des

Zellzyklus.

Gl-Arrest

Der G1-Arrest wird iiber die Transaktivierung des wafl Gens vermittelt, das fiir den Zyklin
abhingigen Kinase-Inhibitor p21Wafl kodiert. Indem p21 die Aktivitit einiger Zyklin
abhédngiger Kinasen inhibiert, wird der Eintritt in die S-Phase und ein Fortschreiten im
Zellzyklus verhindert (Dulic et al., 1994; el-Deiry et al., 1993). G1 spezifische Zyklin-
abhingige Kinasen wie Cdk2 und Cdk4 bilden einen Komplex mit den Zyklinen D bzw. E
und sind fiir die Phosphorylierung des Retinoblastoma-Gen, pRb verantwortlich. Dessen
Phosphorylierung setzt den Transkriptionsfaktor E2F frei. E2F ist fiir die Transkription von

Genen verantwortlich, die den Eintritt in die S-Phase ermdglichen. P21 verhindert nun
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diese Freisetzung und damit den S-Phase-Eintritt, indem es pRb in seinem
hypophosphorylierten Zustand hilt. Dariiberhinaus vermag p53 auch direkt einen GI-
Arrest zu induzieren, indem es an Zyklin H bindet und die Funktionen des Cdk—
Aktivatorkomplexes (CAK; Cdk7/ZyklinH/Mat1) hemmt. Als Folge wird Cdk2 nicht mehr
phosphoryliert und bleibt inaktiv ( Ko et al., 1997).

S-Phasen-Arrest

Zusitzlich zu den oben aufgefiihrten Funktionen kann p21 mit PCNA eine Verbindung
eingehen. Dadurch wird die PCNA-Funktion als Prozessivititsfaktor der Polymerase 6
gehemmt. Dies wirkt sich auf die Elongation der Replikation negativ aus, beeintréichtigt
aber nicht die Reparatur der DNA, die trotz exprimiertem p21 stattfinden kann (Waga et
al., 1994; Li et al., 1994).

G2-Arrest

Zellen, die die S-Phase durchschritten haben, konnen p53-vermittelt auch in der G2-Phase
arretiert werden. p53 vermittelte Transaktivierung von 14.3.3c fiihrt zu Bindung und
Sequestrierung der Phosphatase cdc25, die nun die fiir den Ubergang G2/M wichtige
Zyklin-abhidngige Kinase Cdkl1/Zyklin B nicht mehr aktivieren kann (Yang et al., 1999;
Sanchez et al., 1997).

1.3.5. p53 und Apoptose

p53 kann auf zelluldre Stressereignisse auch durch die Induzierung des programmierten
Zelltodes, bekannt als Apoptose, reagieren. Jede Zelle enthilt ein Programm, mit Hilfe
dessen sie sich selbst zerstoren kann. Nach bisheriger iibereinstimmender Ansicht ist dies
der Fall, wenn die DNA- bzw. Zellschiddigung so gravierend ist, dass keine Reparatur mehr
moglich ist. Apoptose ist ein Programm, in dessen Verlauf die Zelle bestimmte
morphologische Verdnderungen wie Zell-Schrumpfung, Kondensation des Zellkerns und
Fragmentierung der DNA erfihrt. Diese Verinderungen der Zelle werden durch die

Aktivitdt von Proteasen, Kaspasen genannt, vermittelt, an deren Aktivierung p53 beteiligt
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ist. p53 aktiviert die Expression von fas (Owen-Schaub et al, 1995), einem
Transmembranrezeptor, der in Vermittlung apoptotischer Zellsignale fiir die
Kaspasekaskade beteiligt ist.

AuBerdem fordert pS3 die Ausbildung von Membranporen an Mitochondrien durch
Aktivierung der Expression von bax und der Reprimierung des bax-Gegenspielers bcl2, die
die Ionendurchléssigkeit beeinflussen (Miyashita et al., 1994). Es gibt eine Reihe von
Genen, die als p53 induzierbare Gene bezeichnet werden (PIG) und oxidativen Stress
generieren oder auf diesen antworten (Polyak et al., 1997). Die Produktion von reaktiven
O,-Gruppen fiihrt zu Verdnderungen an der Mitochondrien-Membran und zur Freisetzung
zytoplasmatischer —apoptotischer  Signale. Dariiber hinaus vermag auch das
Apoptoseprogramm transkriptionsunabhiingig induziert werden (Caelles et al, 1994),
indem p53 unter anderem an die im Apoptosemechanismus beteiligte Helikasen XPD und

XPB mit seinem C-Terminus bindet (Bissonnette et al., 1997; Wang et al., 1996).

Die beschriebenen Funktionen von aktiviertem p53 bestimmen das Bild, nach dem p53
iber Zellzyklusarrest oder Apoptoseinduktion seine Aufgabe in der Aufrecherhaltung des
Genoms iibernimmt. Aufgrund neuerer Erkenntnisse lassen sich aber noch andere

Funktionen herleiten, die man diesem Protein zuschreiben kann.

In Versuchen mit p53 knock-out-Miusen zeigte sich, dass sie sich normal entwickelten,
jedoch rasch genomische Verinderungen akkumulierten, die innerhalb von sechs Monaten
zu Tumoren fiihrten (Donehower et al., 1992). P21 -/- knock-out Miuse hingegen zeigten
keine hohere Tumorempfinglichkeit (Deng al., 1995). Méuse, die mit der Substanz PFTa
behandelt wurden, erhielten ihre Tumorsuppressionseigenschaften, obgleich PFTa
spezifisch die p53 abhingige Transaktivierung und Apoptose hemmt (Komarov et al.,
1999).

Solche Befunde zusammengenommen mit dem Wissen der p53 eigenen 3’ — 5’
Exonukleaseaktivitit ~ (Mummenbrauer et al., 1996), der Fidhigkeit an
Helikasenkomponenten =~ XPD und XPB des Initiations- und Reparatur-
Transkriptionsfaktors TFIIH (Wang et al., 1995) zu binden, lassen vermuten, dass p53 iiber
seine klassischen Funktionen hinaus noch anders an der Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitdt beitrigt und direkt am DNA-Metabolismus wie Reparatur,

Rekombination oder Replikation beteiligt ist (Albrechtsen et al., 1999).
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Die Tatsache, dass die 3°— 5°-Exonukleasefunktion von p53 gegensitzlich zu seiner
sequenzspezifischen, DNA-Bindungsfahigkeit reguliert ist, fiihrte zu der Formulierung
eines ,,Zwei Rollen Modells* von p53, nach dem p53 auch neben seiner transaktivierenden

Form aktiv ist (Janus et al., 1999).

1.3.6. p53 und DNA-Reparatur

Zusitzlich zu den Schadenserkennungseigenschaften, ist p53 in DNA-Reparatur-Prozessen
direkt beteiligt.

Uber die Bindung an die TFIIH Komponenten XPD und XPB und die Helikase CSB
konnte pS3 an der Nukletid-Exzisions-Repartur beteiligt sein (Wang et al, 1995). Es wurde
gezeigt, dass Li-Fraumeni-Fibroblasten, in denen p53 mutiert ist, fehlerhaft in der
Nukleotid Exzisions-Reparatur sind (Ford et al., 1995; Wang et al., 1995) und nach UV-
Bestrahlung die RNA- und DNA-Synthese verspitet wieder aufnehmen. Diese
Besonderheit ist bei Xeroderma Pigmentosum- oder Cockayne’s Syndrom- Zelllinien,
deren DNA-Reparatur gestort ist, bekannt, und p53 zeigt dadurch Eigenschaften wie
andere direkt an der DNA-Reparatur beteiligte Proteine (Mirzayans et al,
1996).Verminderte Nukleotid-Exisions-Reparatur wurde auch in Zellen beobachtet, in
denen die p53-Funktion durch das Papillomavirus-Oncogen E6 gehemmt war (Smith et al.,
1995 ). Eine mogliche Funktion der 3’— 5’-Exonuklease konnte die Exzision geschédigter
DNA-Abschnitte sein (Janus et al., 1999; Mummenbrauer ef al., 1996). Tatsdchlich konnte
in neueren Studien dargelegt werden, dass pS53 fehlgepaarte Nukleotide zu exzidieren
vermag (Skalski et al., 2000; Bakhanashvili et al., 2001).

Zellen, die einer UV-Bestrahlung unterzogen waren, zeigten nach p53-Aktivierung eine
erhohte DNA-Reparaturleistung (Eller et al., 1997). AuBlerdem ist p53 in der Lage, in
unterschiedlicher Weise mit DNA zu interagieren. p53 bindet nichtspezifisch an
doppelstringige und einzelstringige DNA, wie sie nach DNA-Schiden auftreten
(Steinmeyer and Deppert, 1988), an die Enden von Doppelstrangbriichen (Balakin et al.,
1995), fehlerhaft gepaarte Baasen (Lee et al., 1995) oder an Rekombinationsintermediate
(Holliday Junctions) (Lee et al., 1997). Die Bindung von DNA-Enden an p53-Oligomere
fiihrt zu DNA-Renaturierung und Strangtransfer (Oberosler et al., 1993; Bakalkin et al.,
1994).
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1.3.7. p53 und Rekombination

Dariiberhinaus wurde nachgewiesen, dass die Rekombinationskontrolle unabhingig von
den klassischen p53-Funktionen wie Zellzykluskontrolle, Apoptoseinduktion oder
Transaktivatoreigenschaft ausgeiibt wurde und im Gegensatz zu der Zellzykluskontrolle
auch mit geringen Proteinmengen moglich ist. Der Vorschlag des ,,Zwei-Rollen-Modells®,
nach dem p53 in einer nicht-transaktivierenden, basalen und einer transaktivierenden,
stabilisierten Form vorliegt, wird durch diese Erkenntnisse weiter unterstiitzt. Die 3°— 5°-
Exonuklease-Aktivitit konnte bei der Kontrolle der Genauigkeit der Rekombination

beteiligt sein (Janus et al., 1999).

p53 verfiigt tiber reprimierende Eigenschaften in der homologen Rekombination. Spontane
inter- und intrachromosomale Rekombinations-Ereignisse waren in Zellen mit
nichtfunktionellem p53 erhoht (Mekeel KL et al., 1997), eine Uberexpression von wt p53
hingegen konnte diese um den Faktor 100 reduzieren (Wiesmiiller et al., 1996). Es konnte
auch demonstriert werden, dass die Frequenz durch UV-Bestrahlung induzierter
Schwesterchromatid-Strangtransferereignisse in p53-defizienten Mauszellen erhoht ist, bei
normal gebliebenen Reparaturfunktionen (Ishizaki et al, 1994). In der homologen
Rekombination beteiligte Proteine, wie die den Strangtransfer zwischen homologen DNA-
Abschnitten einleitende Strangtransferase Rad51, oder ihre Komplexierungspartner
BRCA1 und BRCAZ2, interagieren mit p53 (Janus et al., 1999; Marmorstein et al., 1998).
p53 wird eine Kontroll-Funktion in der homologen Rekombination zugesprochen, in dem
es die Genauigkeit der Strangtransfer-Ereignisse iiberwacht. Bindungsstudien mit einem
SV40-Rekombinationsmodell belegten, dass Strangtransferereignisse besser reprimiert
wurden, wenn in den DNA-Intermediaten Basenfehlpaarungen enthalten waren

(Dudenhoffer et al., 1998).

1.3.8. p53 und DNA-Replikation

p53 geht mit Replikationsproteinen Verbindungen ein oder vermag deren Expression durch
Transaktivierung ihrer Gene zu induzieren. Zusammen mit neu entdeckten p53-
Eigenschaften, wie der 3°— 5°-Exonukleaseaktivitit, wird daher eine p53-Beteiligung an

replikativen Prozessen gefordert.
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Aus Chromatographie- und Oberflichenbindungsstudien kennt man p53-Interaktionen mit
einer Reihe von Replikationsproteinen wie RPA, Polymerase o-Primase, den Helikasen
XPD, XPB und dem SV40 T-Ag.

Dabei wird iiber den Einzelstrangbindungsprotein RPA-p53 Komplex spekuliert, ob dieser
die Polymerase a-Primase in den zelluldren Replikations-Initiationskomplex 14d (He et al.
1993).

Auch die stabile Bindung an die Polymerase a-Primase (Kiihn ef al., 1999), untermauert
die Hypothese einer p53-Beteiligung in der Replikation.

Mit seiner N-terminalen sauren Doméne ist p53 fihig, die Replikation an den Replikations-
Urspriingen (,,origins*) zu stimulieren (Li et al, 1998). Daher wurde die Annahme
geduBert, ob p53 zusammen mit der Polymerase o-Primase die Replikationsinitiation

iibernehmen konnte (Kiihn ef al., 1999).

Die p53-Exonuklease verfiigt in vitro iiber die Eigenschaften, die nétig sind, um die

Funktion eines Korrekturlese-Enzyms (Proofreader) zu iibernehmen.

Der Polymerase a-Primase fehlt eine eigene Exonukleasefunktion. In einem in vitro
Replikations-Modell mit gereinigten DNA-Polymerasen und wt p53 konnte der Fehleinbau
nicht komplementidrer Nukleotide durch die Polymerase a-Primase vermindert werden.
Wurde in dem gleichen Modell mutiertes (mt) pS3 verwendet, fand sich dieses Ergebnis
nicht. Ein Finfluss auf die Replikationsgenauigkeit anderer Polymerasen wie der

Polymerase € oder der bakteriellen Pol I war nicht zu beobachten (Huang et al., 1998).

p53 entfernt einzelne fehlgepaarte (mismatch) Nukleotide vom 3’-Ende der DNA-Proben
und bevorzugt dabei Substrate an Einzelstringen gegeniiber entsprechenden an
Doppelstringen (Skalski et al., 2000). Gerade diese Bedingungen bestehen bei der Primer-
Synthese bei der DNA-Replikation.

p53 konnte in einem anderen in vitro Modell die Replikationsgenauigkeit der reversen
Transkriptase des murinen Leukémie Virus erhthen. Der Abbau von Einzelstrang-DNA
wurde gegen Doppelstrang-DNA bevorzugt, es wurden priferentiell fehlgepaarte
Nukleotide ausgeschnitten (Bakhanashvili et al., 2001). Der Fehleinbau von Nukleotiden
konnte in einem biochemischen Modell verringert werden, in dem rekombinante reverse
Transkriptase des HI-1 Virus, p53 und definierte RNA/DNA und DNA/DNA-Abschnitte

verwendet wurden. 3’-terminale Fehlpaarungen (mismatches) wurden effektiv
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ausgeschnitten, dabei stellte sich heraus, dass pS3 Transversionsmutationen favorisiert und
die Nukleotidpaare A:G, A:A, A:C in absteigender Spezifitit exzidiert. Die Tatsache, dass
p53 mit RNA/DNA und DNA/DNA-Abschnitten reagiert, ldsst vermuten, dass HIV-1
Reverse Transkriptase und p53 kooperieren, um die genomische Integritit des Virus

aufrecht zu erhalten (Bakhanashvili et al., 2001).

1.3.9. Interaktionen von p53 mit viralen Proteinen

p53 wurde iiber seine Bindung an das groBe T-Ag des SV40 Virus entdeckt (Lane and
Crawford, 1979). In Studien mit unterschiedlichen Virustypen wurde gezeigt, dass Viren
Strategien entwickelt haben, iiber eigene Proteine p53 zu binden, zu blockieren und
funktionell inaktivieren. Das Hepatitis B-Virus inhibiert in vitro die p53 eigene
sequenzspezifische DNA-Bindungskapazitit wie auch seine FEigenschaft mit XPB zu
komplexieren, indem das Hepatitis Virusprotein X mit dem C-Terminus von p53
interagiert (Wang et al., 1995).

Das E6 Protein des humanen Papillomavirus (HPV) bindet in vitro an die zentrale Doméne
von p53 und vermittelt dadurch eine rasche Degradation von p53 iiber den Ubiquitin
vermittelten Mechanismus (Scheffner et al., 1990).

Das grofie T-Ag des SV40-Virus seinerseits bindet ebenfalls an die zentrale Domine von p53,
hindert p53 sequenzspezifisch die DNA zu binden und fiihrt im Gegensatz zum E6 Protein des HP-
Virus zu einer Stabilisierung von p53 (Jenkins, et al., 1988; Miyamoto et al., 1990).

Die p53-SV40 T-Ag Interaktion fiihrt zu einem kompletten Verlust der p53 Eigenschaft,
als Transaktivator zu agieren (Segawa et al., 1993). Diese Befunde fiihrten zu dem giiltigen
Modell, nachdem p53 von SV40 T-Ag in seinen antiproliferativen Funktionen gehemmt

wird, um dem Virus bessere Vermehrungsbedingungen zu ermoglichen.

Es gibt aber auch dieser Annahme widersprechende Ergebnisse. Um der geforderten
Hemmfunktion des SV40 T-Ag-p53-Komplexes auf den Grund zu gehen, wurden
Vergleichsstudien zwischen Wildtyp (wt) p53 und SV40 T-Ag bindungsdefizienten
Mutanten (mt) pS3 exprimierenden Zellen durchgefiihrt. LLCMK2 Zellen exprimieren ein
mutiertes pS3, dessen Bindungskapazitit an das SV40 T-Ag ausgeschlossen ist. SV40
konnte sich in dieser Zelllinie aber ebenso effektiv replizieren wie in einer

Vergleichszelllinie, obgleich p53 ungebunden war und daher seine inhibierenden

19



Einleitung

Funktionen ausiiben konnte. Durch diesen Befund wurde die Schlussfolgerung formuliert,

dass Wildtyp p53 (wt) die SV40 Replikation nicht negativ reguliert.

Bei der Mehrzahl der Studien, die die Funktion der p53-SV40 T-Ag Interaktion
untersuchen, handelt es sich um in vitro Studien; hierbei besteht die Gefahr, dass
eventuelle formale Fehler zu falschen Ergebnissen fiihren (von der Weth and Deppert,

1993).

Arbeiten, in denen Virus infizierte Zellen in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie
untersucht wurden (in vivo), konnten p53 in Virusreplikationszentren sequestriert zeigen.
In Cytomegalie-Virus und Herpes Simplex Typ-1 Virus (HSV-1) infizierten Zellen
lokalisiert pS3 zusammen mit zelluldren Replikationsfaktoren ( RPA, PCNA, Polymerase
a-Primase) in Virusreplikationszentren; unter anderen Proteinen formiert pS3 mit RPA
oder Polymerase a-Primase stabile Komplexe (Fortunato et al., 1997, Wilcock and Lane,
1991). Bei diesen Untersuchungen stellte sich auch heraus, dass Proteine, die nicht an
zelluldren Replikationsprozessen beteiligt sind, auch nicht in den Virusreplikationszentren
sequestriert waren. Dies bedeutet, dass die Anwesenheit der Proteine an Orten der
Virusreplikation spezifisch und ausgewihlt ist. p53 wird in den viralen Replikationszentren
angereichert.

Auch diese Ergebnisse lassen vermuten, dass p53 an replikativen Prozessen beteiligt ist.

20



Problemstellung

2. PROBLEMSTELLUNG

Ergebnisse aus mehreren Laboratorien deuten darauf hin, dass pS53 iiber Eigenschaften
verfiigt, die iiber seine herkdmmlichen Funktionen als Transaktivator in der Regulation
von Arrest und Apoptose nach Schadensereignissen hinausgehen. Diesen Erkenntnissen
zufolge ist pS3 moglicherweise fihig, Aufgaben in Replikations-, Rekombinations- und
DNA- Reparaturereignissen wahrzunehmen.

Mit vielen Proteinen dieser zelluldren Prozesse kann p53 Komplexe bilden; dabei mehren
sich Erkenntnisse, nach denen solche p53-Proteinkomplexe spezifische biochemische
Funktionen ausiiben.

Aus in vitro Bindungsstudien (Chromatographie- und Oberflichenbindungsstudien) sind
pS53-Interaktionen mit einer Reihe von Replikationsproteinen wie RPA, Polymerase -

Primase, den Helikasen XPD, XPB, oder dem viralen Protein SV40 T-Ag bekannt.

Ausgehend von diesen Hinweisen sollte in dieser Arbeit die Moglichkeit einer Beteiligung

von p53 in Replikationsvorgéngen beleuchtet werden.

Es galt zu kldren, ob sich p53 in replikativen Prozessen darstellen ldsst. Dazu sollte
versucht werden, ein Test-System zu definieren, das die Untersuchung zelluldrer Proteine

an Orten der DNA Replikation an natiirlicher Lokalisation in der Zelle zulésst.

In einem derartigen Test-System gilt das Interesse der Darstellung der subzelluldren
Lokalisation von p53. Diese Arbeit sollte kldren, ob sich eine Korrelation zwischen Orten
der DNA Replikation und der nukledren p53 Verteilung herstellen lésst.

Fiir diese Untersuchungen auf FEinzelzellebene wurde die konfokale Lasermikroskopie

ausgewihlt.

Die Komplexbildung verschiedener Proteine mit pS3 wie RPA oder Polymerase a-Primase
(Kiihn et al., 1999), die Tatsache, dass p53 3’— 5’-Exonukleaseeigenschaften ausiibt
(Mummenbrauer et al., 1996), biochemisch Proofreading-Funktionen (Bakhanashvili et al.,
2001; Huang Peng, 2002; Melle et al., 2002) tibernehmen kann und die Polymerase a-

Primase im Gegensatz zu anderen Polymerasen, wie & und €, nicht iiber diese
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Proofreading-Eigenschaft verfiigt, ldsst tiber eine funktionelle Interaktion dieser beiden
Proteine spekulieren.

In vitro konnten diese beiden Proteine in Bindungsstudien bereits im Komplex dargestellt
werden (Kiihn et al., 1999; Melle et al., 2002). Nun ist von Interesse, wie sich p53 zu der
Polymerase «-Primase bei immunfluoreszenzmikroskopischer Betrachtung auf

Einzelzellebene abbildet.

Erkenntnisse iiber Proteinkomplexe basieren auf Testsystemen unter artifiziellen
Bedingungen. Daten aus Immunprézipitationen spiegeln naturgemifl nicht unbedingt die
physiologischen Verhiltnisse einer Zelle wieder, da es bei der Gewinnung der
erforderlichen Zelllysate zum Aufbrechen aller zelluldren Kompartimente kommt. Hierbei
konnen Proteine kiinstlich in Wechselwirkung treten und Konstellationen vortduschen, wie
sie in der lebenden Zelle nicht existieren. Auch als ,,in vivo*“ bezeichnete Daten aus
Baculovirus infizierten Insektenzellen, in denen durch Plasmideinschleusung Proteine
koexprimiert werden, fithren zu Interpretationsschwierigkeiten und konnen daher nur als
Hinweise auf tatsichliche Existenz gedeutet werden. Denn die in diesen Studiensystemen
erzeugten Proteinexpressionen weisen in der Natur hédufig nicht vorhandene quantitative
Proteinverhiltnisse auf.

Mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie konnen molekularbiologisch gewonnene
Resultate verifiziert und in ihrer Aussagekraft bestirkt werden.

Diese Technologie bietet gegeniiber Proteinanalysen aus Zelllysaten den Vorteil,
Proteinkonstellationen an Orten der Zelle darzustellen, an denen sie in vivo vorgelegen

haben.

Als Zelle fiir die Versuche wurde die Primatenzelllinie der grilnen Meerkatze CV-1
ausgewihlt. Aufgrund ihrer Ndhe zum humanen System und der Moglichkeit der
Kombination mit einem weiteren Testsystem, der Infektion mit SV40, erweist sie sich als
besonders geeignet fiir Realisierung der Untersuchungen dieser Arbeit. SV40 ist ein DNA-
Virus, das zu seiner Replikation mit Ausnahme eines einzigen viralen Proteins, SV40 T-
Ag, zu seiner Vermehrung ausschlieBlich zelluldre Faktoren verwendet. Daher lésst die
Replikation von SV40 Riickschliisse auf das Verstidndnis zellulirer DNA-
Verdopplungsprozesse zu. Wesentliche Erkenntnisse iiber die Funktion der DNA-

Replikation wurden mit Hilfe des Modellsystem SV40 gewonnen.
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3. MATERIALIEN

3.1. Zelllinien

CV-1

COS-1

LLCMK2

3.2. Viren

SV40 wt Virus

SV40 T402

Nierenzelllinie der afrikanischen Griinen Meerkatze (Cercopithecus
aethiops). Diese fibroblastendhnlichen Zellen bilden Monolayer und
ermoglichen die Vermehrung des SV40 Virus (Manteuil et al.,
1973), (ATCC CCL70).

Eine von der CV-1-Linie abstammende Zelllinie; sie ist durch eine
Mutante des SV40 Virus transformiert, dessen Replikationsursprung
(,,origin) eine Mutation besitzt (Glutzman, 1981), (ATCC CRL
1650).

Nierenzelllinie des Rhesusaffen (Macaca mulatta), die die SV40
Vermehrung zulédsst (Hull et al., 1956).

Stamm 776; erstes kloniertes SV40 Virus, mit kleiner Plaquebildung
»small plaque strain“, (Fiers et al., 1978), Gene Bank Accession:
JO2400, ATCC 45019,4501;

SV40 Mutante, dessen T-Antigen p53 nicht bindet (Lin, JY,
Simmons, DT; 1991).

3.3. Antikérper

3.3.1.

Monoklonale Antikorper aus der Maus

anti-DNA-Polymerase a (SJK132-20) Kulturiiberstand, Verdiinnung: 1:10; ATCC#

CRL1640
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anti-human Zyklin E (HE12)

anti-p53 (DO1)

anti-p53 (1801)

anti-p21™* (SX118),

wurde im Westernblot in einer Verdiinnung 1:1000

eingesetzt; Pharmingen, San Diego, USA.

Kulturiiberstand, wurde im Westernblot in einer
Verdiinnung von 1:10 und in der Immunfluoreszenz
unverdiinnt eingesetzt; freundlicherweise von Prof.
David Lane zur Verfiigung gestellt

Kulturiiberstand, wurde in der Immunfluoreszenz in
einer  Verdiinnung  von 1:100  eingesetzt;
Arbeitsgruppe Prof. Deppert, HPI, Hamburg

wurde im Westernblot in einer Verdiinnung von 1:500

eingesetzt; Pharmingen, San Diego, USA

3.3.2. Polyklonale Antikorper

anti-human Zyklin A (H432)

anti-human Zyklin D

anti-p53 (Sapu)

anti-p53 (6153)

anti-SV40 T-Ag (R15)

Antiserum aus Kaninchen; wurde im Westernblot in
einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt; Santa Cruz

Biotechnology, Heidelberg

Antiserum aus Kaninchen; wurde im Westernblot in
einer Verdinnung von  1:1000  eingesetzt;

Pharmingen, USA

Antiserum  aus  Kaninchen; wurde in der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:3000

eingesetzt , Scottish Antibody Producing Unit

Antiserum aus Kaninchen; wurde in der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:200

eingesetzt

Antiserum aus  Kaninchen; wurde in der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:2500

eingesetzt
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3.3.3. Farbstoffgekoppelte sekundére Antikorper

Ziege anti Maus IgG (H+L)

Ziege anti-Maus IgG (H+L)

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)

Ziege anti-Maus IgG (H+L)

konjugiert mit Texas Red™, wurde in der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:100

eingesetzt (Dianova, Hamburg)

konjugiert ~ mit  FITC™, wurde in  der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:100

eingesetzt (Dianova, Hamburg)

konjugiert ~ mit FITC™,  wurde in  der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:100

eingesetzt (Dianova, Hamburg)

konjugiert mit Texas Red™, wurde in der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:100

eingesetzt (Dianova, Hamburg)

konjugiert ~ mit  Cy3™, wurde in der
Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von 1:400

eingesetzt (Dianova, Hamburg)

3.34. Enzymgekoppelte sekundire Antikorper

Ziege anti-Maus IgG (H+L)

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)

konjugiert mit Peroxidase, wurde im Westernblot in
einer Verdiinnung von 1:5000 eingesetzt (Biomol,
Hamburg)

konjugiert mit Peroxidase, wurde im Westernblot in
einer Verdiinnung von 1:10.000 eingesetzt (Biomol,

Hamburg)

3.4. Enzyme und Proteine

Aprotinin Biomol, Hamburg
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BSA (Fraktion V)  Serva, Heidelberg
Leupeptin Biomol, Hamburg
RNase A Sigma, Deisenhofen
Trypsin

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

3.5. Gerdte und andere Materialien

Gilson Pipetten P1000, P200, P20
Parafilm ,,M*

Dialyseschlduche

Tiefkiihlschrank (Model 8417 S/N 82 385-
129)

Wasserbad Type 1012, Horizontalschiittler

10 ml 1/10 Einwegpipetten, 15 ml PP-
Rohrchen, Gewebekulturschalen (145x
20mm)

Kryosafe Tiefkiihltruhe

Magnetriihrer MR 3002

Brutschrank BB16, Hood Lamin Air®
HA?2448 GS, HA 2472 GS, Sorvall RC 5C
Plus

Laserscanning Mikroskop, TCS
Gewebekulturschalen (100 x 20 mm)

Eppendorf Zentrifuge 5415 C, Eppendorf
Zentrifuge 5810 R, Eppendorf
Reaktionsgefifie (1,5ml 2ml)

Heizblock Dri-Block © DB-2A
Deckgldser (& 12 mm) und Objekttrager:

Abimed, Langenfeld
American National Can TM, Greenwich
Boehringer Ingelheim

Forma Scientific, Ohio

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, 3015
Burgwedel

Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Hans-S. Schroder GmbH, Hamburg
Heidolph, Kehlheim

Heraeus, Hanau

Leica, Hamburg
Nalge Nunc International,
Déanemark

Netheler-Hinz GmbH, Hamburg

Techne, Cambridge, England

Menzel-Gliser, Braunschweig

26



Material und Methoden

3.6. Chemikalien

Viapur Spiillosung, Steriles Wasser Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleiheim

Tween® 20, Nonidet ®P40 (NP40), H,0, Fluka, Neu.Ulm

Dulbecco’s modified Eagle Medium Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

(DMEM), 100 x Glutamin, Acrylamid /Bis

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

30% (w/v) Acrylamid; 0.8% (w/V) Bis- National Diagnostics, Atlanta
Acrylamid Stock Solution

Fotales Kilberserum (FCS) PAA, Colbe

BCA_Reagenz zur Bestimmung der Pierce, Rockford, USA

Proteinkonzentratrion

BSA Fraktion V, EDTA, Hepes, Tris-HCL  Serva, Heidelberg

DMSO, Kodax Biomax Rontgenfilme, - Sigma Chemical, Deisenhofen
Mercaptoethanol, Paracoumarinséure,

Luminol (3-amino-ptalhydrazide),

Propidiumiodid

Mounting Medium (Vectashield ® ) Vector, Wettenberg

3.7. Puffer, Stammlosungen, Medien fiir die Zellkultur

E1A 50mM HEPES
150mM NaCL
0,1% NP-40

mit KOH zwischen pH 7,0 — 7,5 einstellen, danach sterilfiltrieren

PBS 137 mM NaCL
2,7/mM KCL
4,3mM NazHPO47H20
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1 ,4mM KH2P04
pH 7.4

Die Losung wird autoklaviert

2 x HEPES 274mM NaCl
10mM KCl
1,4mM Na,HPO4
12mM Glukose
42 mM HEPES; mit HCL auf pH 7,04 einstellen und sterilfiltrieren

TBS 20mM Tris-HCL
137 mM NaCL
mit HCL auf pH 7,6 einstellen

Proteaseinhibitor-Stammldsungen:

Aprotenin (Smg/ml in 50% Glycerin)

Leupeptin (Smg/ml in PBS, 50 % Glycerin, Sigma, Miinchen)
Pepstatin (1mg/ml in Methanol )

Die Losungen sind bei — 20°C bis zu 6 Monate haltbar.

Propidiumiodid-Stammldsung 0,5 mg/ml Propidiumiodid (PI) in 380 mM
Natriumcitrat pH 7,0; die Losung wird bei RT
lichtgeschiitzt gelagert.

RNase-A Stammldsung 10mg/ml RNase A in 10 mM Tris-HCL pH 7,5 und 15
mM NaCL; 15 min kochen; nach Abkiihlen wird die
Losung in aliquotiert und bei -20°C gelagert.

DMEM (Dulbecco’ s 13,38 g/l DMEM-Pulver (Gibco BRL)
Modified Eagles Medium) 3,7 g/l NaHCOs in Viapur H,O
pH 7,35

Die Losung wird steril filtriert.
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Trypsinlosung 2% (v/v) Trypsinstammldsung (Gibco BRL)
SmM EDTA (pH 8,0) in 1x PBS

Die Losung wird sterilfiltriert.

Einfriermedium 90% FCS
10% DMSO
Lagerung bei -20°C

4. METHODEN

4.1. Zellkultur

4.1.1. Kultivierung von Zellen

CV-1, COS-1-und LLCMK2- Zellen wurden auf Gewebekulturschalen, in DMEM
(Dulbeccos Modified Eagles Medium) mit 5% FCS ( Fetal Calf Serum) unter Zusatz von
2mM Glutamin bei 37°C, 5% CO, und 85% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Exponentiell
wachsende Kulturen wurden im Verhiltnis 1:5 geteilt. CV-1 Zellen wurden in den

Passagen 6 bis 15 verwendet.

4.1.2. Teilung der Zellkulturen

Die Nihrlosung wurde aus der Gewebekulturschale abgesaugt und die Zellschicht einmal
mit PBS gewaschen. Zum Ablosen wurden die Zellen mit Trypsinlosung bei 37°C
inkubiert bis sie sich abrundeten (Kontrolle unter einem Mikroskop). Die abgeldsten Zellen
wurden sie in DMEM Medium suspendiert und im Verhéltnis 1:5 auf neue Schalen mit

frischem Medium verteilt.

4.1.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach Abtrypsinieren und Zentrifugieren ( IEC-Zentrifuge, 2000 rpm, 2 min, RT) wurden

die Zellen in Einfriermedium (1,5 ml/Schale) resuspendiert, in ein Einfrierréhrchen
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iberfithrt und sofort auf Eis gestellt. Sie wurden dann fiir 1 Stunde in der oberen,
anschlieBend tiber Nacht in der unteren Gasphase des Stickstofftankes und schlielich in
fliissigem Stickstoff verwahrt.

Nach dem Auftauen wurde der Inhalt des Einfrierrohrchens zu 10 ml Medium pipettiert,
die Zellen abzentrifugiert, in frischem Medium resuspendiert und ausplattiert. Das Medium

wurde nach 12h gewechselt.

4.2. Ernte von Zellen und Proteinbestimmung

4.2.1. Ernte von Zellen

Die in den Gewebekulturschalen wachsenden Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, wobei die Schalen auf Eis gelagert waren. Mit einem Gummischaber wurden
die Zellen vom Schalenuntergrund abgelost und in 10ml Rohrchen zur Zentrifugation
gegeben. Sie wurden dann in einer Kiihlzentrifuge (Eppendorf 5810 R) bei 200g fiir 10
min bei 4°C sedimentiert. Es entsteht ein Zellprizipitat, welches entweder bei —80°C
gelagert werden kann, oder sogleich zur Gewinnung von Gesamtzelllysaten

weiterverwendet wird.

4.2.2. Herstellung eines Gesamtzelllysats

Die aufgetauten Zellprizipitate wurden mit etwa dem doppelten Volumen an E1A-Puffer
unter Zusatz von Proteaseinhibitoren resuspendiert und wéhrend 30 min auf Eis lysiert. Die
unloslichen Bestandteile wurden in der Zentrifuge (14'000 rpm, 25 min, 4°C, Eppendorf
5810 R) sedimentiert. Der Uberstand wurde in gekiihlte Eppendorfgefife iiberbracht und

die Proteinkonzentration ermittelt (siche 4.2.3.).
Konzentrationen der Proteinase-Inhibitoren im E1A-Puffer:
5 ng/ml Aprotinin

5 ug/ml Leupeptin
5 nug/ml Pepstatin A
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125 pg/ml Pefablock ® SC

4.2.3. Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts der Lysate erfolgte nach der Methode von Lowry
(Lowry et al., 1951; Smith et al., 1985) mit dem "BCA Protein Assay". Hierfiir wurde 5 pl
eines Lysates 1:10 mit H,O verdiinnt, mit 1 ml der frisch hergestellten BCA-Arbeitslosung
gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das BCA-Reagenz bildet in Anwesenheit
von Protein einen violetten Farbkomplex, dessen Intensitiit proportional zum Proteingehalt
der Probe ist. Die Intensitit wurde anhand der Extinktion bei 562 nm im Photometer
bestimmt. Als Referenz diente eine Eichreihe von Serumalbumin in Konzentrationen von

100 pg/ml bis 1 mg/ml.

Gesamtzellysate wurden mit doppelt konzentriertem SDS-Probenpuffer auf eine
Proteinkonzentration von 1 pg/ul eingestellt, mit Bromphenolblau und -Mercaptoethanol

komplettiert und 5 min bei 95°C denaturiert.

o BCA-Arbeitslosung: 2 % Losung B in Losung A

e BCA Losung A: BCA und Natriumtartrat in basischem Carbonatpuffer
e BCA Losung B: 4% CuSO4 SDS-Probenpuffer (6x): 300 mM Tris/HCI (pH 6,8); 60 %
Glycerin; 12 % SDS; 0,6 % B-Mercaptoethanol; 0,3 % Bromphenolblau

4.3. Gelelektrophorese und Westernblot

4.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli
et al. 1970)

10wl der in SDS-Puffer aufgenommenen Proben wurden unter denaturierenden
Bedingungen in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
Acrylamidkonzentration des Trenngels richtete sich nach der GroBe der analysierten
Proteine und lag zwischen 8 und 15 %. Der Gellauf erfolgte bei konstanter Stromstérke
von 20 mA bis die Bromphenolblau-Bande das Ende des Gels erreicht hatte (1-2h). Neben

den Proben wurden 5 pl eines Gréenmarkers (Sigma, ,,prestained marker*) aufgetragen,
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um die Grofen der Proteine abzuschitzen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der

Minigelapparatur Hoefer Mighty Small II (Gelgrosse 100mm x 80mm x 1mm).

e Trenngel: 375 mM Tris / HCI (pH 8,8); 8 - 15 % Acrylamid; 0,1 % SDS; 0,05 %
TEMED (Sigma, Miinchen); 0,075 % Ammoniumpersulfat

e Acrylamid-Stammlosung: 30 % Acrylamid /Bisacrylamid im Verhéltnis 37,5:1
(National Diagnostics, Atlanta; USA)

e Laufpuffer: 25 mM Tris/base; 200 mM Glycin; 1 % SDS

4.3.2. Proteintransfer auf Nitrozellulose

Nach dem Gellauf wurden die Proteine aus dem Gel elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran {iibertragen (Towbin et al., 1979). Das Gel und die aufgelegte
Membran wurden zwischen je drei Lagen Filterpapier eingespannt, das vorher in
Transferpuffer getrinkt worden war. Der Transfer erfolgte fiir 60 Minuten bei 60 V in

einer mit Transfer-Puffer gefiillten Westernblot- Apparatur.

Eine anschlieBende Firbung der transferierten Proteine mit 500 ul Amidoschwarz-
Firbelosung in 200 ml H,O erméglichte es, den Erfolg der Ubertragung zu kontrollieren.

Die Membran wurde unter Infrarotlicht getrocknet.

¢ Nitrozellulosemembran: Hybond-C Super (Amersham, Braunschweig)

e Transfer-Puffer: 20 mM Tris / Acetat (pH 8,3); 0,1 % SDS; 20 % Isopropanol

e  Amidoschwarz-Farbelosung: 50 %  Isopropanol; 10 %  Essigsdure; 0,1 %

Amidoschwarz

4.3.3. Immuno-Westernblot

Vor der Immundetektion bestimmter Proteine auf der Membran (Burnette, 1981) wurde
diese dreimal fiir zehn Minuten in TBST-Puffer geschwenkt, um das Amidoschwarz
auszuwaschen. Um unspezifische Bindungsstellen der Membran abzusittigen, wurde diese
anschlieBend fiir 30 Minuten in TBST-Puffer mit 2 % BSA inkubiert. Uberschiissige

Blocklosung wurde durch 5 miniitige Inkubation in Waschldsung entfernt. Die Inkubation
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mit dem spezifischen Antikorper, der in Blocklosung verdiinnt ist, erfolgt tiber Nacht bei
4°C unter leichtem Schwenken. Uberschiissige Antikorper wurden durch viermalige
Inkubation in Waschlosung fiir je 15 min bei RT entfernt. Die darauf folgende Inkubation
fir 1h bei RT erfolgt mit einem in Blocklosung verdiinnten Peroxidase-gekoppelten
Zweitantikorper, der spezifisch das FC-Fragment des Erst-Antikorpers erkennt.
Uberschiissige Antikorper wurden wieder durch viermaliges Waschen entfernt. Mit einem
ECL-Detektionssystem wurde gebundener Peroxidase-gekoppelter Zweitantikérper durch
eine Chemolumineszenz-Reaktion nachgewiesen. Die Folie wurde exakt 1 min bei RT mit
dem ECL-Reagenz benetzt. Die Folie wurde kurz abgetropft und zwischen zwei Folien
gegen Rontgenfilm exponiert. Die Expositionszeiten lagen je nach Intensitit der

Chemolumineszenz zwischen einer und fiinf Minuten.

Waschlosung/ TBST-Puffer: 20 mM Tris/HCI (pH 7,6); 150 NaCl; 0,05 % Tween 20

Blocklésung: TBST-Puffer mit 2 % BSA

e ECL-Reagenz: 50 % Losung A; 50 % Losung B
e ECL Losung A: 100 mM Tris/HCI (pH 8,5); 2,5 mM Luminol; 400 uM p-Coumarsiure
e ECL Losung B: 100 mM Tris/HCI (pH 8,5); 10 mM H,0,

Rontgenfilm: Kodak XOMAT (Sigma, Miinchen)

4.4. Erstellung eines wt SV40-Virusstocks

Die Herstellung von SV40 Virusstocks erfolgte in COS-1 Zellen nach der klassischen
Infektion (siehe 3.2.1). Dazu wurden COS-1-Zellen 1 Tag vor der Infektion in
Gewebekulturflaschen ausgesit, so dass sie zum Zeitpunkt der Infektion eine Konfluenz
von ca. 20% aufwiesen. DieZellen wurdeen mit einer ,,efficiency of infection* (EOI) von
0,01 infiziert. Es wird statistisch nur jede hundertste Zelle infiziert und somit sichergestellt,
dass der Wahrscheinlichkeit nach nur ein Virion pro Zelle enthalten ist und sich nur

replikationskompetente Viren vermehren.
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4.4.1. SV40 wt Infektion

Die Zellen wurden einen Tag der Infektion auf mit Deckglidschen bestiickten
Gewebeschalen ausgesit. Fiir die Infektion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
mit 1ml virushaltigem DMEM (EOI von 1)/ 10 cm Schale fiir 90 min unter sechsmaligem
Schwenken bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde anschlieBend abgesaugt und durch
frisches DMEM + 5% FCS ersetzt.

Das Virus ist nach ca. 3-4 Stunden in die Zelle aufgenommen. Die Replikation erreicht ihr
Maximum 40 Stunden nach Infektion (hpi, hours post infection). Die Generationzeit des
Virus betrigt ca. 48 Stunden. Um innerhalb des 1. Replikationszyklus zu bleiben wurden

die Deckglédschen 40 hpi fixiert.

4.4.2. Herstellung eines SV40 T402-Virusstocks durch Transfektion
mit der Kalziumphosphat-Methode (Chen et al., 1988)

COS-1 Zellen wurden in Gewebebekulturflaschen ausgesiit, so dass sie zum Zeitpunkt der
Virusinfektion zu 20% konfluent waren. Vier Stunden vor Transfektionsbeginn wurde das
Medium durch frisches DMEM ersetzt. 10 pg Vektor-DNA werden mit 2,5 fachem
Volumen Ethanol und 0,1 fachem Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,5 bei -20°C
prazipitiert, durch Zentrifugation (Eppendorf-5415C, 14°000rpm, 30 min 4°C)
sedimentiert, mit 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und 30 min unter der Sterilwerkbank
getrocknet. Sie wurde anschlieend in 438ul 10mM Tris-HCL pH7,6 aufgenommen und
mit 62 pul 2M CaCl, versetzt. Die Losung wurde in 15 ml Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt
und mit einer Pasteurpipette beliiftet, wihrend langsam 500ul 2 x HEBS zugetropft
wurden. Um die Ausformung von Kalziumphosphatkristallen zu erlauben, wurde die
Losung fiir 15 min bei RT inkubiert und dem Kulturmedium zugefiigt. Nach einer

vierstiindigen Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank wurde das Medium erneuert.

4.4.3. Ernte des Virusstocks

Ausreichende Infektion ist erkennbar, wenn sich der groBite Teil (80%) der Zellen vom
Boden der Kulturflasche gelost hat und die verbleibenden Zellen einen deutlichen
zytopathischen Effekt (z.B. Vakuolisierung) zeigen; dies war nach ca. zwei Wochen der

Fall. Nun konnte mit der Ernte der Viren begonnen werden. Die Zellen wurden durch
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zweimaliges Frieren (-20°C) und Tauen (RT) vom Boden geldst und aufgebrochen. Das
Zelllysat wurde im Ultraschallbad fiir 10 min bei Raumtemperatur gehalten, um die
vollstindige Trennung der Virionen von Zellbestandteilen zu erhalten. Ein klarer
Virioneniiberstand, frei von Zelltrimmern, wurde durch Zentrifugation (IEC-Zentrifuge,
3000 rpm, RT) erreicht. Der Uberstand wurde auf seine EOI getestet und bei -70°C

eingefroren. Nach dem Auftauen wurde der Virusstock fiir 15 sec. sonifiziert.

4.5. Zellzyklusanalyse mittels DurchfluBzytometrie (FACS)

4.5.1. Synchronisierung der Zellkultur

Die Nihrlosung mit exponentiell wachsenden CV-1 Zellen wurde am Tag nach der
Aussaat gegen Isoleucin freies DMEM ausgetauscht, und die Zellen wurden darin fiir 48h
inkubiert. Mit diesem Medium wird aufgrund der fehlenden Aminosédure eine
physiologische Arretierung in G1 erreicht. Um die Zellen wieder in den Zyklus zu bringen
wurde die Kultur durch Austausch des Mediums gegen komplettes DMEM mit 10% FCS

stimuliert.

4.5.2. Fixierung der Zellen

Nach Trypsinierung wurde die Zellsuspension in PBS aufgenommen, in ein 15ml
Rohrchen iiberfiihrt, mit 2000 rpm fiir 4min bei 4°C abzentrifugiert und zweimal in PBS
(4°C) gewaschen. Zur Fixierung wurde das Zellsediment in 0,5ml PBS (4°C)
aufgenommen und mit einer Eppendorfpipette in 10ml Fixierlosung (Ethanol 70%, -20°C)

gespritzt. Bis zur Farbung wurden die Proben bei -20°C gelagert.

4.5.3. Bestimmung des DNA-Gehaltes/ Zellzyklusphase der Zellen

Dazu wurden 1-5 x 10 fixierte Zellen zentrifugiert ( 2000 rpm, 4 min, 4°C), einmal in PBS
(4°C) gewaschen und zur Bestimmung des DNA-Gehaltes fiir 30 min auf Eis in 1ml
Propidiumiodid-Losung (PI) in Dunkelheit inkubiert. Die PI-Floureszenzintensitit spiegelt
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den DNA-Gehalt der Zellen wieder; dieser wurde mit dem FACS-Geriit Facscalibur® der
Firma Becton und Dickenson ermittelt und die Daten mit den Programmen Cellquest® und
Motfit® ausgewertet. Dabei wurden Detritus und Zelldoubletten von der Betrachtung

ausgenommen.

Propidiumiodid-Losung: 50pg/ml Propidiumiodid
250pg/ml Dnase freie RNase A in PBS

4.6. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Um die Proteine in der Zelle zu lokalisieren und eventuelle Wechselwirkungen
darzustellen, wurde die indirekte Immunfluoreszenz-Methode verwendet. Diese Technik
erlaubt es, Proteine nach Markierung durch spezifische Antikorper beziiglich Lage und
Interaktion im Vergleich zu zellbiologischen/biochemischen Verfahren in der Zelle in vivo
zu beurteilen. Analysiert wurden die fluoreszenzmarkierten Pridparate mit Hilfe der
konfokalen Laser-Rastermikroskopie. Die konfokale Mikroskopie ermoglicht es, eine Zelle
in optischen Schnitten von minimal 150-200 Nanometern Dicke darzustellen.
Fluoreszenzsignale aus den Ebenen tiber und unter der jeweils-eingestellten Ebene werden
nicht erfasst. In Kolokalisationstudien werden so Uberlagerungen durch markierte Proteine
aus anderen Ebenen im Vergleich zur konventionellen Immunfluoreszenz-Mikrokopie

minimiert.

4.6.1. Priparation der Zellen fiir die Immunfluoreszenz-
Mikroskopie

Gewebekulturschalen wurden mit sterilen Deckglidschen (12mm Durchmesser) begelegt.
CV-1 Zellen wurden, wie in 2.1.2 beschrieben, ausgesit. Die Zellen wurden in
Isoleucinfreiem Medium arretiert. Entsprechend der bendtigten Zeitwerte nach
Restimulierung wurden sie fixiert. Um die S-Phase fiir die Mikroskopie sichtbar zu
machen, wurden die Zellen vor der Fixierung fiir 20 min mit dem Thymidin-Analog 5-

Bromo-2-Desoxyuridin (BrdU) (0,1mM; Sigma) inkubiert.
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4.6.2. Fixierung der adhirenten Zellen; Darstellung des
Gesamtproteingehaltes

Die mit Zellen bewachsenen Deckglidschen wurden einmal mit PBS gewaschen und zur
Fixierung in Aceton (100%, -20°C) gebracht. Aceton 10st rasch die Zellmembran auf,
fixiert die zelluldren Proteine durch Prizipitation in ihrer natiirlichen Lage und erméglicht
das Eindringen von Markierungs-Antikdrpern in die Zelle. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Deckgldschen in dem Aceton bei -20°C gelagert.

4.6.3. Extraktion loslicher zytoplasmatischer Proteine

Auf Deckglédschen kultivierte Zellen wurden kurz in PBS gewaschen und zwei Minuten im
Extraktionspuffer lysiert, wodurch alle Membransysteme und alle mit nicht-ionischen
Detergentien 10slichen zytoplasmatischen Anteile entfernt wurden, das Zytoskelett mit
assoziierten Proteinen aber erhalten blieb (Hartwig, 1992). AnschlieBend wurden die
Deckgléser fiir fiinf Minuten in physiologischem Puffer gewaschen, um die Préparate von

restlichen 16slichen Zellbestandteilen und dem Detergenz zu befreien.

Vor einer Immunfluoreszenzmarkierung wurden die Deckgldser 10 Minuten mit 50 mM
Glycin in PBS inkubiert, um freie Aldehydgruppen des Fixativs, die unspezifisch mit

Antikorpern reagieren kdnnen, abzusittigen.

e Alle Inkubationen erfolgten bei 37°C in jeweils 100 ml der vorgewédrmten Losungen.
e Extraktionspuffer: 80 mM PIPES (pH6,8); 130 mM NaOH; 4 % PEG 6000; 1 mM
MgCl,; 0,5 % Triton X-100 (Biorad, Miinchen); 4 mM EGTA; 1 % Trasylol (Bayer,

Leverkusen); 10 pg/ml Leupeptin (Sigma, Miinchen).
physiologischer Waschpuffer: 25 mM HEPES (pH 7,4); 29 mM NaCl; 100 mM KClI; 0,96
mM NaH,POy4; 5 mM MgCly; 4 mM EGTA
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4.6.4. Farbung der Proteine

Die Deckgldschen wurden zur einfacheren Handhabung auf Parafilm ausgelegt. Um die
Zellen fiir die Firbung zugédnglich zu machen, wurden sie fiir 20 min mit 0,2 M
Phosphatpuffer rehydiert. Zur Unterdriickung unspezifischer Bindungen wurden die Zellen
vor der Markierung fiir 20 Minuten mit normalem Serum (1% in Phosphatpuffer) aus der
gleichen Spezies, wie die sekundidren Antikorper, vorinkubiert. Die Markierung der
untersuchten Antigene erfolgte fiir 20 Minuten mit entsprechenden primiren Antikdrpern.
AnschlieBend wurden die Proben 20 Minuten in Phosphatpuffer gewaschen. Die
gebundenen primidren Antikdrper wurden mit speziesspezifischen Antikorpern, die mit
einem Fluorochrom konjugiert waren, nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen 20 Minuten

mit den sekundiren Antikdrpern inkubiert.

Bei der Dreifachfdarbung gegen BrdU wurde nach der erfolgten Doppelfirbung und vor
dem dritten Fidrbungsschritt gegen BrdU (Spezies Maus) mit Mausserum (1% in
Phosphatpuffer) vorinkubiert. Die sekundédren Antikorper waren affinitéitsgereinigt und
gegen andere Spezies absorbiert, um Kreuzreaktionen bei einer Doppelmarkierung

auszuschlieBen.

Alle Antikorperinkubationen erfolgten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit
50 wl Antikorperlosung pro Deckglédschen. Fiir eine Doppelmarkierung wurden die Zellen
sukzessive mit beiden primdren und anschlieBend mit den entsprechenden sekundiren

Antikorpern inkubiert.

Die Inkubations- und Waschlosungen wurden durch vorsichtiges Absaugen mit einer
feinen Pipettenspitze von den Deckglidschen entfernt. Nach dem Férbeprozess wurden die
Deckgldschen nach Entfernung des Phosphatpuffers mit der Zellseite nach unten in
Mounting-Medium auf Deckgldaschen gebettet. Mikroskopierfahig waren sie nach einer
einstiindigen Trocknung bei 37°C. Die Priparatekonnten bei 4°C in der Dunkelheit

aufbewahrt werden.

Replizierende DNA ldsst sich durch Einbau des Thymidinanalogs Brom-desoxy-Uridin
(BrdU) markieren (Gratzner et al., 1976). Dazu wurden die Zellen 20 Minuten in
Kulturmedium mit 1 pg/ml BrdU inkubiert. Eingebautes BrdU wurde in der

Immunfluoreszenz mit Antikdrpern gegen BrdU sichtbar gemacht.
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BrdU-Stammldsung: 1 mg/ml Bromo-desoxy-Uridin in PBS (Boehringer, Mannheim)

Schritte der Einfachfdrbung:

1.

4,

Inkubation mit dem priméiren Antikorper, Mausspezies ( z.B. anti-Polymerase
o-Primase SJK132-20 20) min bei RT

2 x Waschen mit 0,2 M Phosphatpuffer, je 10 min

Inkubation mit Texasrot gekoppeltem anti-Maus Immunglobulin G,
Ziegenspezies (Dianova), 20 min bei RT im Dunkeln

2 x Waschen mit 0,2 M  Phosphatpuffer, je 10 min

Schritte der Doppelfirbung:
1.-4. Ablauf wie bei der Einfachfdarbung

5. Inkubation mit dem sekundédren Antikorper, Kaninchenspezies (z.B. anti-T-Ag),

20 min bei RT

6. 2 x Waschen mit 0,2 M Phosphatpuffer, je 10 min, zur Ablosung der

ungebundenen Antikorper

7.

Inkubation mit FITC gekoppeltem anti-Kaninchen Immunglobulin G , 20

min bei RT im Dunkeln

8.

2 x Waschen mit 0,2 M Phosphatpuffer, je 10 min, zur Ablésung der

konjugierten Antikorper

Doppelfirbungkombiniert mit BrdU-Fdrbung:

1.-8.

Doppelfiarbung wie oben beschrieben

Inkubation mit 1% Paraformaldehyd, 10 min

9.

10.

11.

12.

13.

14.

Waschen, 15 min

2 M HCI, 10 min bei 37°C; dies dient der Denaturierung der DNA um das
eingebaute BrdU fiir Antikorper zugénglich zu machen

2 x Waschen mit 0,2 M Phosphatpuffer, je 10 min

Inkubation mit normalem Mausserum (1% in PBS), 20 min

Inkubation mit anti-BrdU-AK konjugiert mit Fluoreszin Isothiocyanat (FITC)
(Boehringer-Mannheim)

2 x Waschen mit 0,2 M Phosphatpuffer, je 10 min
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S. ERGEBNISSE

Proteinexpressionsmuster von Zellpopulationen in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus
lassen sich in asynchron wachsenden Kulturen nicht untersuchen. Dies setzt eine synchron
proliferierende Zellpopulation voraus. Mit Hilfe des Isoleucinentzuges konnen Zellen
zuverldssig im Zellzyklus am Restriktionspunkt R1 arretiert werden (Tobey and Ley, 1970)
und proliferieren dann synchron nach Restimulierung.

Aus Studien mit Hilfe des Isoleucinentzuges am Restriktionspunkt R1 arretierten und nach
Restimulation dadurch synchron durch die S-Phase proliferierenden Zellen wurde fiir 3T3
Mausfibroblasten beschrieben, dass p53 wihrend der S-Phase ansteigt. Dies und andere
Ergebnisse, wie die p53 eigene intrinsische Exonukleaseaktivitit, sein Bindungsvermégen
an Replikationsproteine, lassen iiber eine Funktion von p53 wihrend replikativer Vorginge
spekulieren (Steinmeyer and Deppert, 1990).

Um p53 im Verlaufe der S-Phase im Zellzyklus zu analysieren, war es zunéchst notwendig
zu klidren, ob die Integritit der Zellzyklus-Regulationsfunktion der in dieser Arbeit
verwendeten CV-1 Zelllinie erhalten ist.

Nur bei erhaltener Zellzyklusregulation kénnen Protein-Verdnderungen in der S-Phase als
physiologische Phidnomene der Zelle interpretiert werden und somit die Zelllinie als

geeignet angesehen werden, p53 in zelluliren Replikationsabldufen zu studieren.
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5.1. FACS-Analyse des Isoleucin-Arrest-Versuchs von CV-1 Zellen
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Abbildung 4: FACS-Analyse des Isoleucin-Arrest-Versuchs von CV-1 Zellen:
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Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Restimulierung aus dem Isoleucinarrest wurde der DNA-Gehalt

der Zellen, als Messgrofie zur Bestimmung der Zellzyklusphase, in der FACS analysiert.

Propidiumiodid ist eine fluoreszierende Substanz, die sich in der DNA der Zellen, proportional des DNA-
Gehaltes, festsetzt. Die PI-Floureszenzintensitit spiegelt den DNA-Gehalt der Zellen wieder. Wird die
Zellzahl (Ordinate) gegen die Signalintensitit (Abzisse) in einem Diagramm aufgetragen, so ist ein
Kurvenverlauf mit zwei Gipfeln zu erkennen, wobei der linke Gipfel den einfachen (N), der rechte Gipfel den
zweifachen (2N) DNA-Gehalt reprisentiert. G1-Phase Zellen haben einen einfachen (N), G2-Phase Zellen
einen zweifachen (2N) DNA-Gehalt. Der Kurvenbereich zwischen N und 2N umfasst die S-Phase.
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Um die Zellen im Zellzyklus am Restriktionspunkt zu arretieren, wurden exponentiell
wachsende CV-1 Zellen fiir 48h in Isoleucin freier Nahrlosung inkubiert. Aufgrund dieser
fehlenden essentiellen Aminosdure wird eine physiologische Arretierung am
Restriktionspunkt R1 in der spdten G1-Phase induziert. Durch Austausch des Mediums
gegen komplettes DMEM, versetzt mit 10% FCS (fotales Kilberserum), wurden die Zellen
restimuliert.

Um die Zellzyklusarretierung in der G1 Phase und die erfolgte Restimulierung mit
konsekutiver DNA-Replikation zu belegen, wurde der DNA-Gehalt der Zellpopulation im
Arrest und in unterschiedlichen Zeitproben nach der erfolgten Restimulierung mit der
FACS analysiert. Dazu wurden die Zellen zu den verschiedenen Zeitwerten abtrypsiniert,
fixiert und die DNA mit dem fluoreszierenden Reagenz Propidiumiodid (PI), welches sich
in die DNA interkaliert, gefirbt. Die PI-Fluoreszenz wurde mit einem FACS-Geriit
(Fluoreszenz Aktivierter Cell Sorter) gemessen, wobei die Intensitit der gemessenen
Fluoreszenz die in der Zelle enthaltene DNA-Menge proportional repréasentiert. Wird die
Zellzahl (Ordinate) gegen die Signalintensitéit (Abzisse) in einem Diagramm aufgetragen,
so ist ein Kurvenverlauf mit zwei Gipfeln zu erkennen, wobei der linke Gipfel den
einfachen (N), der rechte Gipfel den zweifachen (2N) DNA-Gehalt reprisentiert. Der

dazwischen liegende Bereich entspricht der S-Phase.

Im Isoleucinarrest (Abb. 4 A) sind die Zellen in der G1-Phase arretiert und enthalten
tiberwiegend einen einfachen (N) DNA-Satz. 10h nach Restimulierung mit FCS haltigem,
kompletten Medium ldsst sich eine Verbreiterung an der rechten unteren Basis des 1.
Gipfels erkennen (Abb. 4 D); diese Ausdehnung des 1.Gipfels entspricht den Zellen, die in
die S-Phase eintreten. Der DNA-Gehalt der proliferierenden Zellen nimmt in der
Replikation zu, hat jedoch 10h nach Restimulierung noch nicht den doppelten DNA-Gehalt
(2N) erreicht. Nach 12h bzw.14h (Abb.4 E, F) treten die G1-Phasezellen stetig in die
Replikationsphase ein. Zwischen den Zeitwerten 14h (F) und 16h (G) hat der
tiberwiegende Teil der Zellpopulation die S-Phase durchlaufen und enthélt nun nach 16h

(Abb. 4 G) den doppelten DNA-Gehalt (2N).
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5.2. Differenzierung zwischen GO und GI1-Phasen-Arrest und
Nachweis der erfolgten Restimulierung mittels Firbung der
Zellzyklusmarker Zyklin A und Zyklin D

Das Ziel dieser Arbeit, pS3 in replikativen Vorgéngen unter mdoglichst physiologischen
Verhiltnissen zu studieren, bedurfte einer abgewogenen Wahl der verwendeten
Synchronisierungsmethode. Ein populédres Synchronisierungsverfahren ist der Entzug von
Wachstumsfaktoren (Serumentzug). Dabei verlassen die Zellen ihren Zellzyklus und treten
in die Ruhephase GO ein; in dieser wird die DNA- und Zyklin-Synthese vollkommenen
eingestellt, die Proteinsynthese ist stark reduziert (auf ca. 10%). Bei Restimulierung treten
die Zellen synchron in den Zellzyklus ein und weisen in 3T3 Zellen einen Anstieg der p53-
Expression wihrend der S-Phase auf (Steinmeyer und Deppert, 1990). Dieser p53-Anstieg
konnte ein Anhaltspunkt fiir replikative Funktionen von p53 sein.

Da Zellen in der Ruhephase GO fiir sehr lange Zeitenrdume verweilen konnen, sind sie in
dieser Phase unter Umstinden lange schiddigenden Einfliissen ausgesetzt. Zur
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit werden beim Wiedereintreten der Zellen aus
der GO-Phase in den Zellzyklus bei der ersten Replikationsrunde moglicherweise
besondere Schadenskontrollmechanismen aktiviert. Der pS3 S-Phasen-Anstieg in nach
Serumentzug stimulierten Zellen konnte so interpretiert werden (Deppert, personliche
Mitteilung).

Beim Isoleucin-Arrest hingegen arretieren die Zellen verlédsslich am Restriktionspunkt der
spiten Gl-Phase (Tobey and Ley, 1970). Daher erweist sich dieses
Synchronisierungsverfahren als geeignet, und wurde in dieser Arbeit verwendet, die
Proteinexpressionsmuster im Verlaufe des Zellzyklus zu studieren. Um zu dokumentieren,
dass die Zellen nach Isoleucinentzung in der G1-Phase arretieren, wurde die Expressoion

der Zykline untersucht.

Die Befunde der Immunfluoreszenzen, dargestellt in den nachfolgenden Abbildungen,
belegen, dass die Zellen nicht in die GO-Phase eingetreten sind, sondern in der G1-Phase

arretierten.
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ZyKlin D Oh Zyklin D 8h

Zyklin A Oh Zyklin A 8h Zyklin A 16h

Abbildung 5: Differenzierung zwischen G0 und G1-Phasen-Arrest; Nachweis der erfolgten
Restimulierung mittels Fiarbung der Zellzyklusmarker Zyklin A und Zyklin D

Die mit CV-1 Zellen kultivierten Deckgldaschen wurden einmal mit PBS gewaschen und zur Fixierung in
Aceton (100%, -20°C) verbracht. Aceton permeabilisiert die Zellmembran, fixiert die zelluliren Proteine
durch Prizipitation in ihrer natiirlichen Lage und ermdoglicht das Eindringen von Markierungs-Antikorpern in
die Zelle. Die Detektion des Zyklin A erfolgte mit polyklonalem anti-Zyklin A (H432, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg) und Zyklin D mit polyklonalem anti-Zyklin D. Der Nachweis der gebundenen
Antikorper erfolgte mit anti-Kaninchen IgG FITC gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen
Laserscanning Mikroskop (Leica) aufgenommen.

Zur Beurteilung der beim Arrest induzierten Zellzyklus-Phase auf Einzelzellebene dienten
die Zykline A und D als Zellzyklusmarker. Erwartungsgemal fiir einen G1/S Arrest
konnten die arretierten Zellen (Abb5: Oh) in der Immunfluoreszenz nicht auf Zyklin A
gefirbt werden. Zyklin A ist zu Beginn der G1-Phase nicht vorhanden, wird am Ubergang
der G1/S-Phase synthetisiert und vermittelt die Progression der Zelle durch die S-Phase
(Verlauf der Zykline Abb.1).

8h und 16h nach Restimulierung konnte dagegen eine deutliche Zyklin A-Fluoreszenz
nachgewiesen werden. Dies belegt den Eintritt der Zellen in die S-Phase. Die Ergebnisse
der Immunfluoreszenz stimmen mit den weiter unten dargebotenen Westernblot-Analysen
tiberein, in der eine Zyklin A Expression ab dem 8h Zeitwert nach Restimulierung
nachweisbar ist.

Zur Differenzierung zwischen einem G1 und einem GO-Phasen-Arrest diente Zyklin D als

Markerprotein. Zyklin D bleibt in proliferierenden Zellen relativ konstant iiber den
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Zellzyklus erhalten; in Zellen, die den Zellzyklus verlassen haben und in der Ruhephase
GO verweilen, ist Zyklin D als Zellzyklusprotein nicht vorhanden. Die Anwesenheit von

Zyklin D in arretierten Zellen (Abb.5: Oh) dokumentiert den Arrest im Zellzyklus (G1).

5.3. Westernblot-Analyse der mittels Isoleucinarrest in der G1-
Phase synchronisierten und danach restimulierten CV-1-Zellen.

Stunden nach
Restimulierung: 0 4 8 10 12 14 16 25

— e B - .- — p21

O ———— — ZyklinD
B I — Zyklin A

e s ot s O oon. . — Zyklin E

CV-1: Restimulierung nach Isoleucinarrest

Gesamtzelllysat

Abbildung 6: Westernblot-Analyse der mittels Isoleucinarrest in der G1-Phase synchronisierten und
danach Restimulierten CV-1-Zellen; Darstellung der Zykline und p21.

An den in der Graphik dargestellten Zeitpunkten wurden die arretierten und restimulierten Zellen geerntet.
Die Gewinnung des Gesamtzelllysates und die Auftrennung der Proteine in der SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS- PAGE) erfolgte, wie es in Material und Methoden beschrieben ist (Kap.4.2, 4.3).
Die Detektion von Zyklin A erfolgte mit polyklonalem anti-Zyklin A AK(H432, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg), Zyklin E mit monoklonalem anti-Zyklin E AK (HE12, Pharmingen, San Diego, USA), Zyklin D
mit polyklonalem anti-Zyklin D AK, p21 mit monoklonalem anti-p21 AK (SX118, Pharmingen, San Diego,
USA). Die Proteinexpression von p21 und der Zykline aus Gesamtzelllysaten wurde im Westernblot
dargestellt.

Die Darstellung der Zykline diente zum einen der Differenzierung zwischen der GO und
der G1-Phase sowie der Beurteilung der Zellzyklusphasen-Regulation. In GO-Phase-Zellen
ist die Zyklinsynthese der Zelle angehalten; in einer proliferierenden Zelle hingegen ist
Zyklin D gleichméBig durch die Zellzyklusphasen vorhanden (zum Verlauf der Zykline
siehe 1.1.1.) Das Vorhandensein von Zyklin D in arretieren Zellen (Abb.6: Oh) belegt den
Arrest im Zellzyklus; die Zellen liegen am Restriktionspunkt R1 nicht in der GO-Phase,

sondern in der G1-Phase vor. Die Anwesenheit von Zyklin E in arretierten Zellen (Abb.6:
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Oh) bedeutet den Arrest in der spéiten G1-Phase; es steigt dann an und ist im Gipfel der S-
Phase (Abb.6: 16h) kaum mehr nachweisbar.

Zyklin A kennzeichnet die Progression durch die S-Phase; 8h nach Restimulierung ist
Zyklin A erstmals darstellbar und erreicht die hochste Expression im Gipfel der S-Phase
(Abb.6: 16h).

Das erhaltene Zyklin-Expressionsmuster der synchronisierten CV-1 Zellen entspricht dem
typischen Verlauf einer proliferierenden Zelle (Abb.1). Hiermit ist die Integritit der

Zellzyklusregulation der verwendeten CV-1 Zelle belegt.

54. P53 und p21-Proteinexpression in restimulierten Zellen
nach Isoleucinarrest (G1-Arrest).

Wird eine Zelle einem Néhrstoffmangel (Isoleucinentzug) ausgesetzt, kommt es zu einem
Zellzyklusarrest. Wird ein Nihrstoffmangel in der Zelle festgestellt, akkumuliert p53 in der
Zelle und transaktiviert p53-abhingige Zielgene; zu diesen gehort p21. Die Vermittlung
eines Arrestes erfolgt hdufig iiber die Mediatoren p21 und p53. In dem folgenden Versuch
sollte getestet werden, wie sich diese beiden Proteine im Arrest und nach Restimulierung

darstellen und wie sie sich zueinander verhalten.

p21
P21 zeigt die hochsten Expressionen in den Zeitwerten (Abb. 6 + 7) Oh —8h; die Expression
fallt dann stetig ab und ist in der S-Phase (Abb.6 + 7: 14h-16h) nicht mehr nachweisbar. In
Ubereinstimmung mit dem Funktionsverstindnis von p21 als Zellzyklusarrest
vermittelndes Protein, zeigt es die hochsten Expressionen im Arrest (Abb.6 + 7: Zeitwert

Oh) und direkt nach der Restimulierung (Zeitwerte bis 8h) vor Erreichen der S-Phase.

p53
In arretierten Zellen (Abb.7: Oh) zeigt p53, als Ausdruck des vermittelten Arrestes, eine
hohe Protein-Expression; 2h nach der Restimulierung ist die Expression auf niedrige Werte

reduziert. Die Expression steigt dann kontinuierlich zur S-Phase hin an, in der die héchsten
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Anreicherungen ab der frithen (Abb.7: 10h) und dem Maximum der S-Phase (12h und 16h)

sichtbar sind. Der 6h-Zeitwert ist auf eine Fehlbeladung zuriickzufiihren.

0 4 8 10 12 14 16 25

. g— S - ’ - - p21
Stunden nach
Restimulierung: 0 2 4 6 8 10 12 16

Lnadhtiiandh bl 1 JEE

CV-1: Restimulierung nach Isoleucinarrest

Abbildung 7: Gegeniiberstellung der Proteinexpressionen von p53 und p21 in der Westernblot-
Analyse bei synchronem Eintritt in die S-Phase nach Isoleucin-Arrest.

Die Zellen wurden durch Austausch des Vollmediums gegen ein Isoleucin freies Medium in der G1-Phase
arretiert. Durch Gabe nach 48h von komplettem DMEM versetzt mit 10% FCS proliferierten sie synchron in
die S-Phase. Die Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitwerten geerntet und fiir die Analyse im Westernblot
prépariert.

Ausgehend von arretierten Zellen (Oh) nimmt die p21-Expression kontinuierlich zur S-Phase hin ab. Im
Maximum der S-Phase ist p21 nicht mehr nachweisbar. Die Expression von p53 zeigt ein davon
abweichendes Verhalten.

p53 folgt dem Fortschreiten der DNA-Replikation in der S-Phase mit steigender
Proteinexpression.

Die vergleichende Darstellung der Proteinexpressionsmuster verdeutlicht, dass sich die
Expressionsmuster von p21 und p53 nach der Stimulation gegenlédufig verhalten.

Daraus kann gefolgert werden, dass p21 in dieser Situation nicht durch p53 reguliert wird.
Diese Aussage wird durch die in Abb. 8 gezeigten Farbungen auf Einzelzellebene noch
unterstiitzt. Bis auf ganz vereinzelte Zellen (siehe Zeitpunkt 10h in Abb.8) konnte keine
Kolokalisation von p21 und p53 festgestellt werden. Dies bedeutet, dass in einer Zelle
zuniéchst die Expression von p21 abgeschaltet werden muss, bevor pS3 exprimiert werden

kann.
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Abbildung 8: Verlauf von p53 und p21 in den restimulierten Zellen in der Immunfluoreszenz.

Die Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert, mittels Isoleucientzug arretiert (Kap.4.4.4.) und nach
Restimulierung zu den gekennzeichneten Zeitwerten in Aceton fixiert. Die Detektion der Proteine (Kap 4.6.)
erfolgte mit monoklonalem anti-p21 AK (SX118, Pharmingen, San Diego, USA) und polyklonalem anti-p53
(6153). Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, Texasred gekoppelt und
anti-Kaninchen IgG, FITC gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
(Leica) aufgenommen.
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Die in der Gegeniiberstellung in der Westernblot-Analyse (Abb.7) demonstrierten pS3- und
p21-Expressionen wurden reprisentativ durch Immunfluoreszenz auf FEinzelzellebene

dargestellt (Abb. 8).

pS53
4h nach Restimulierung ldsst sich p53 nur in vereinzelten Zellen positiv fiarben. In den
folgenden Zeitwerten steigt die Anzahl positiv gefirbter Zellen stetig an; ein Maximum der
p53-Expression wird nach 10h bzw.12h erreicht. Im Vergleich zu den aus der FACS-

Analyse gewonnen Daten, entsprechen diese Zeitwerte dem Beginn der S-Phase.

p21-p53
4h nach Restimulierung ist zu erkennen, dass die p21-Firbung in den meisten Zellen
positiv ist. Die Zahl positiver Zellen fillt dann stetig in den folgenden Zeitwerten ab,
withrend p53 ansteigt. Die hohe Anzahl positiver Zellen 4h nach Arrest spiegelt den durch
p21 vermittelten Arrest wieder. Wie fiir synchron proliferierende Zellen nach einem

Zyklusarrest zu erwarten ist, fillt die p21-Expression stetig in den spiteren Zeitproben ab.

Im Gegensatz zur hohen p53-Expression in den Zeitproben 10h und 12h findet sich in
diesen, verglichen mit dem 4h-Zeitwert, nur eine geringere Anzahl p21 positiver Zellen.
Die p21- und die p53-Expressionen verlaufen in den synchronisierten CV-1 Zellen
gegensitzlich. Mit Ausnahme einiger weniger Zellen lassen sich in der Mehrzahl der
gefirbten Zellen keine Kolokalisationen der beiden Proteine erkennen. In einigen wenigen
Zellen ist hingegen eine Kolokalisation von p21 und p53 auszumachen. In diesen Zellen
konnte es zu einem Schadensereignis gekommen sein, wodurch die zeitgleiche Prisenz der

Proteine erklirbar wére.

Der kontinuierliche Anstieg der p53-Expression hin zur S-Phase ist nicht mit einer
Schadens-Reaktion zu erkldren. Nach klassischem Verstindnis vermitteln erhohte p53-
Proteinmengen einen Zellzyklusarrest, um Reparaturprozessen Zeit zu verschaffen. Die
Zellpopulation dieses Versuches proliferiert jedoch, der pS3-Anstieg in diesen Zellen dient

nicht der Arretierung.
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Anhand der gezeigten Ergebnisse ldsst sich feststellen, dass sich die Zellen arretieren
lassen und der induzierte Arrest ein G1-Arrest ist. Nach Restimulierung durchlaufen die
Zellen die S-Phase, in der sie die DNA replizieren. Das Muster der Zyklinexpression ist fiir
proliferierende Zellen typisch, der Verlauf der Zykline entspricht den korrespondierenden
zeitlichen FACS-Werten. Hierdurch wird die Integritit der Zellzyklus- Regulation der
verwendeten CV-1 Zelllinie nachgewiesen. Die in der Arbeit verwendete CV-1 Zelllinie
erweiset sich dadurch als geeignet, Proteinexpressionen im Verlaufe des Zellzyklus zu

studieren.

Beziiglich p53 und p21 zeigt das Experiment, dass der Wachstumsarrest (Abb.7: Oh) durch
p53 und p21 vermittelt ist, da beide Proteine im Arrest hochreguliert sind. Nach der
Stimulation wird p53 erst exprimiert, wenn keine p21-Expression mehr nachweisbar ist,
dies bedeutet, dass die erhohte p53-Expression in der S-Phase keine Arrest vermittelnde

Funktion haben kann.

5.5. Kerngebundene p53 Fraktion in der Immunfluoreszenz

Die bisher aufgefiihrten Befunde stellen einen p53-Anstieg in S-Phasezellen dar. Wire p53
direkt oder iiber eine Bindung an Replikationsfaktoren an replikativen Prozessen beteiligt
sein, sollte sich p53 auch in extrahierten Zellen, an nukledre Strukturen gebunden,

darstellen lassen.

Die folgende Abbildung stellt eine normal priparierte S-Phasenzelle dar, in der p5S3 im
Zellkern angeférbt ist. Bei der Firbung kommen alle p53-Proteine zur Darstellung, sowohl
die losliche als auch die gebundene Fraktion. Die p53-Molekiile sind nur im Zellkern

lokalisiert, gleichmifig in diesem verteilt, und sparen die Nukleoli aus.
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Abbildung 9: p53 in nicht extrahierter Zelle; pS3 ist homogen iiber den Zellkern verteilt

Die Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert und in Aceton fixiert. Die Detektion der Proteine (Kap 4.6.)
erfolgte mit polyklonalem anti-p53 AK (Sapo). Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-
Kaninchen IgG, FITC gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (Leica)
aufgenommen.

Nach einer Zell-Extraktion kommen nur gebundene Proteinfraktionen zur Darstellung. Die
Zellen werden bei dieser Technik mit einem Detergenz behandelt, das die aus einer
Doppellipidschicht bestehende Zellmembran permeabilisiert. Losliche Proteine werden bei
diesem Prozess aus der Zelle geschwemmt, dabei bleiben das Zytoskelett, der Zellkern und
die an feste Bestandteile gebundenen Proteine zuriick. Auf den folgenden beiden
Abbildungen wurden die Zellen nach diesem Verfahren aufbereitet und p53 in der

Immunfluoreszenz dargestellt.

pS3 CV-1 extrahiert Oh pS3 Cv-1 extrahiert 8h

Abbildung 10: p53 im Zellkern extrahierter CV-1 Zellen im G1-Arrest nach Isoleucinentzug und 8h

nach Restimulierung

Auf Deckgldschen kultivierte Zellen wurden kurz in PBS gewaschen und zwei Minuten in einem
Extraktionspuffer lysiert, wodurch alle Membransysteme und alle l6slichen zytoplasmatischen Anteile
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entfernt wurden, das Zytoskelett mit assoziierten Proteinen aber erhalten blieb (Hartwig, 1992). Die
Detektion der Proteine (Kap 4.6.) erfolgte mit monoklonalem anti-p5S3 AK (1801). Der Nachweis der
gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem
konfokalen Laserscanning Mikroskop (Leica) aufgenommen.

Auf den beiden Abbildungen ist erkennbar, dass p53 in feiner punktierter Form im
Zellkern gebunden detektiert wird. Das p53 Fluoreszenzmuster unterscheidet sich in der
Abbildung Oh nicht von der bei 8h nach Restimulierung.

p53 kann an zwei unterschiedliche nukledre Strukturen binden, die nach Permeabilisierung
in der Zelle verbleiben: das Chromatin oder die nukleare Matrix, welche aus RNS und
nukledren Proteinen besteht (He and Penman, 1990). An welche Struktur p53 in diesen
Abbildungen gebunden ist, miissen weiterfithrenden Experimente kldren. Im
Zusammenhang mit dem weiter oben gezeigten Resultat - die p53 Proteinmenge steigt im
Verlaufe der S-Phase an ohne einen Wachstumsarrest zu induzieren — kann man

annehmen, dass es sich bei dem strukturell gebundenen p53 um funktionelles p53 handelt.

5.6. Lassen sich an CV-1-Zellen SV40-Replikationsorte anhand des
Fiarbemusters charakterisieren?

Da sich p53 in proliferierenden Zellen nur unter bestimmten Umstinden wie nach
Schadensantwort oder Induktion wihrend der S-Phase darstellen lédsst, dann jedoch in der
Immunfluoreszenz nur homogen im Zellkern verteilt sichtbar ist, fillt es schwer, p53 in
Beziehung zu replikativen Proteinen oder DNA-Synthese im Zellkern darzustellen. Der
Umstand, dass die Replikation in der Zelle an iiber 30.000 verschiedenen Startpunkten
beginnt, erschwert zusitzlich, p53 zusammen mit Replikationsorten oder beteiligten
Proteinen darzustellen. Daher soll auf ein bei Replikationsstudien bewéhrtes Modellsystem
zuriickgegriffen werden, dass die Identifikation von DNA-Syntheseorten erleichtert.

In der Replikationforschung dient das SV40-Virus als Modell, replikative Prozesse zu
verstehen. In vitro lasst sich die SV40-DNA mit 9 Replikationsfaktoren kiinstlich
synthetisieren. Mit Ausnahme eines einzigen viralen Proteins, das SV40 T-Ag, verwendet
das Virus ausschlieBlich zelluldre Proteine zu seiner Vermehrung. Zelluldre Proteine, die
an der SV40-Replikation beteiligt sind, spielen damit auch eine Rolle bei zelluldren
Replikationsprozessen. SV40 wurde zum einen fiir die ausstehenden Experimente gewihlt,
da sich Viren im Zellkern an einzelnen wenigen, gut abgrenzbaren Bereichen im Zellkern
replizieren und zum anderen, weil die SV40-Replikation in der Immunfluoreszenz

strukturell noch nicht untersucht wurde.
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Abb. 12 zeigt p53 positive, nicht infizierte Zellen, 12h nach Restimulierung aus dem
Isoleucinarrest. p53 liegt gleichmiBig verteilt im Zellkern vor; Akkumulationen des
Proteins lassen sich nicht ausmachen. Diese Darstellung soll verdeutlichen, dass die

homogene Verteilung von p53 im gesamten Zellkern eine aussagekriftige Korrelation mit

DNA-Syntheseorten unmoglich macht.

Abbildung 11: P53 Morphologie in nicht infizierten Zellen. P53 liegt gleichméBig im Zellkern verteilt
vor.

Die Zellen wurden auf Deckglidschen kultiviert und in Aceton fixiert. Die Detektion der Proteine (Kap 4.6.)
erfolgte mit polyklonalem anti p53 AK (6153). Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-
Kaninchen IgG, FITC gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (Leica)
aufgenommen.

Aus der wissenschaftlichen Literatur sind p53-Akkumulationen in mit HCV (humanes
Cytomegalie Virus) oder HSV (Herpes Simplex Virus) infizierten Zellen bekannt. Diese
p53-Akkumulationen  kolokalisieren mit Orten der Virusreplikation. In den
Virusreplikationsorten konzentrieren sich zelluldre und virale Replikationsproteine wie
RPA (Replication protein A) oder Polymerase o-Primase. Proteine, die nicht der
Replikation dienen, sind in diesen Orten nicht zu erkennen (Wilcock and Lane, 1991;

Fortunato and Spector, 1998).

Um nun den in synchronisierten Zellen beobachteten Anstieg der p53-Expression in S-

Phase Zellen auf Einzelzellebene zu studieren, und p53 in Bezug zu replikativen
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Ereignissen zu bringen, sollten die Zellen mit dem DNA-Tumorvirus SV40 infiziert

werden.

In der verwendeten CV-1 Zelle sollte in dieser Arbeit zunichst untersucht werden, ob sich
die in der Literatur beschriebenen (Wilcock and Lane, 1991; Fortunato and Spector, 1998)
Replikationsfabriken auch bei Infektion mit dem SV40-Virus beobachten, verlidsslich
identifizieren und charakterisieren lassen.

Sollten sich diese Replikationsfabriken darstellen, sollte schlieBlich der Fragestellung
nachgegangen werden, ob p53 in diesen Virusfabriken auch akkumuliert vorzufinden ist.
Zu diesem Zwecke wurden die Zellen auf Proteine gefirbt, die in der SV40 Replikation
von zentraler Bedeutung sind. Diese zu farbenden Proteine mufiten die Vorbedingungen
erfiillen, dass sie bei positiver Fiarbung die Eindeutigkeit einer erfolgten Infektion einer
beobachteten Zelle belegen konnen. Zudem sollte eine positive Firbung die Identifikation

der beschriebenen Replikationszentren ermdoglichen.

Zelluldre Proteine, die sich bei Virusinfektion im Zellkern anhédufen, sind unter anderen
PCNA, RPA und die Polymerase a-Primase. Da p53 durch Bindungsstudien zusammen mit
Polymerase a im Komplex dargestellt werden konnte, wurde diese Polymerase o als
zelluldrer Replikationsmarker ausgewihlt.

Ein anderes Markerprotein, welches Aussagen iiber eine erfolgte SV40 Infektion einer
Zelle ermoglicht und als virales Replikationsprotein in zentralen Abldufen der SV40 DNA-
Synthese beteiligt ist, stellt das SV40 T-Ag dar.Diese beiden Proteine sollten zunichst in

einer Doppelfiarbung untersucht werden.

In der Uberblickdarstellung (Abb.12) sind drei SV40-Virus infizierte, SV40 T-Ag positive
Zellkerne abgebildet. Der Nachweis von SV40 T-Ag (Abb.12 B: rot) belegt die erfolgte
Infektion der Zellen. In Abb. 12 A sind die Zellkerne der gleichen Zellen auf das
Replikationsprotein ~ Polymerase  «-Primase gefirbt. Auffillig sind in der
Polymerasefiarbung einige stark griin-fluoreszierende Bereiche (Abb.12 A, beispielhaft mit

Pfeilen gekennzeichnet).
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SV40 wt T-Ag

Abbildung 12: SV40-Replikationsorte in CV-1 Zellen

Die Zellen wurden auf Deckglidschen kultiviert, mit SV40 wt infiziert und in Aceton fixiert. Die Detektion
der Proteine (Kap 4.6.) erfolgte mit monoklonalem anti-Pol a-Primase (SJK 132-20)) und polyklonalem anti-
SV40 T-Ag (R15). Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt
und anti-Kaninchen IgG, Texasred gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning
Mikroskop (Leica) aufgenommen.

Bei diesen drei Zellen handelt es sich um SV40 infizierte CV-1 Zellen. Die erfolgte Infektion wird durch den
Nachweis von SV40 T-Ag belegt (Abb.B). Die Polymerase o-Primase (Abb.A, griin) ist im ganzen Zellkern
darstellbar; sie konzentriert sich an umschriebenen Orten, in denen sie sich deutlich vom Durchschnitt der
Proteinfiarbung abhebt (Pfeile). In nicht infizierten Zellen lassen sich solche Akkumulationen nicht
ausmachen. (Zum Vergleich Abb.13)

Zum Vergleich sind in Abb. 13 nicht infizierte Zellen gezeigt, in denen die Polymerase o
Primase (ror gefirbt), gleichmiBig auf den Zellkern verteilt vorliegt. In diesen Zellen
lassen sich keine stark fluoreszierenden Foci erkennen, die sich vom Durchschnitt der

Féarbung abheben.
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Polymerase O-Primase

Abbildung 13: Gruppe zyklisierender, nicht infizierter CV-1 Zellen, Polymerase o-Primase: rot
gefirbt.

Zyklisierende Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert und in Aceton fixiert. Die Polymerase o-Primase
wurde mit dem Antikorper SJK 132-20 detektiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit

anti-Maus IgG, Texasred gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
(Leica) aufgenommen.

Auf der Abbildung lisst sich erkennen, dass die Polymerase a gleichmidfig im Zellkern verteilt vorliegt und
nicht in bestimmten Orten konzentriert ist, wie dies auf der Abb.12/A erkennbar ist.

Diese Resultate konnten darauf hinweisen, dass es sich bei den dargestellten
Akkumulationen (Abb.12) um SV40-Replikationsorte handelt.
Der genaueren Beurteilung, ob eine Korrelation zwischen Polymerase «o-Primase

Anhiufung und T-Ag-Verteilung vorliegt, dienen die nichsten, detaillierteren Aufnahmen.
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Polymerasea-Primase SV40 wt T-Ag

Abbildung 14: Akkumulationen von Polymerase o-Primase korrelieren mit SV40 T-Ag Verteilung in

infizierten Zellen

Die Zellen wurden auf Deckglédschen kultiviert, mit SV40 infiziert und in Aceton fixiert

Firbung einer CV-1-Zelle gegen die Proteine Polymerase o-Primase (SJK 132-20) und das SV40-T-Ag
(R15). Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt und anti-
Kaninchen IgG, Texasred gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
(Leica) aufgenommen.

Der Nachweis des SV40 T-Ag (Abb.14: rof) beweist die Infektion der Zelle. Auch in
dieser Zelle akkumuliert die Polymerase o-Primase (Abb. 14: griin) an umschriebenen
Orten des Zellkernes. An korrespondierenden Orten akkumuliert, wenngleich auch iiber

den gesamten Zellkern verteilt, das SV40 T-Ag.
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5.6.1. An nachgewiesenen Substrukturen des Zellkernes wird DNA
synthetisiert

Um der Frage nachzugehen, ob an Orten der Akkumulation von Polymerase o und T-Ag
auch DNA synthetisiert wird, wurde eine Doppelfirbung der infizierten Zellen
durchgefiihrt. Zu den bislang erfolgten Proteinfiarbungen kommt nun die Firbung aktiver
DNA-Synthesesorte (Abb.15 A) hinzu. Dies geschieht durch den Nachweis des
Thymidinanalogons BrdU. Dazu wurde dem Medium der Zellen 20 Minuten vor ihrer
Fixierung 1 ul 1 pg/ml BrdU zugegeben. Dieses wird von den zelluldren Polymerasen in
die DNA eingebaut und ldsst sich nach Fixierung der Zellen durch Denaturierung der DNA
mittels HCL mit monoklonalen Antikorpern detektieren. Als Zweitantikdrper wurde ein

FITC gekoppelter anti-Maus Antikorper, Ziegenspezies, hinzugegeben.

SV40wt T-Ag

Merge image

Abbildung 15: SV40 T-Ag reichert sich an Orten aktiver DNA-Synthese an.
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Die Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert, mit SV40 infiziert und vor der Fixierung in Aceton mit BrdU
markiert. Replizierte DNA wurde durch Einbau des Thymidinanalogon Brom-desoxy-Uridin (BrdU) markiert
(Gratzner et al., 1976). Der Einbau wurde durch Immunfluoreszenzmarkierung mit Antikorpern gegen BrdU
visualisiert. Darstellung des SV40 T-Ag mit polyklonalem anti-T-Ag AK (R15). Der Nachweis der
gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt und anti-Kaninchen IgG, Cy3
gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (Leica) aufgenommen.

A: Bromdesoxyuridin, ein Nukleosidanalogon, wird in die DNA eingebaut und mit monoklonalen
Antikorpern darstellgestellt. Pfeile: Orte der BrdU-Markierung zeigen DNA-Synthesestellen-Stellen an.

B: Das groie T-Ag des SV40-Virus initiiert zusammen mit der Polymerase a-Primase die SV40-Replikation
an den Repikationurspriingen. Pfeile: T-Ag akkumuliert an Orten der Virus-Synthese.

C: Die beiden Bilder werden iibereinandergelegt, um beurteilen zu konnen, ob die Orte der Akkumulation
innerhalb der Zelle an gleicher Lokalisation vorliegen. Pfeile: DNA-Syntheseorte (BrdU) und SV40 T-Ag
kolokalisieren.

In den Zellen sind mit einigen exemplarischen Pfeilen die Stellen der Virus-Replikationsstellen angemerkt.

Der Nachweis des Bromdesoxyuridin-Einbaus (BrdU) an den beschriebenen Substrukturen
des Zellkerns belegt, dass es sich hierbei um DNA-Synthesesorte handelt (Abb.15 A:
griin). Die zeitgleiche Anreicherung des SV40 T-Ag (Abb. 15 B: blau) an diesen
Bereichen identifiziert diese als Virusreplikationszentren.

Die SV40-Virus-Replikation erfolgt nicht gleichméBig iiber den gesamten Zellkern verteilt,
sondern ist an einzelnen Orten lokalisiert.

Bei Betrachtung im Mikroskop hebt sich das Muster der Virus-Replikationsorte durch die
besonders hohe Konzentration der Replikationsfaktoren oder des BrdU charakteristisch
von Orten zelluldrer Replikation nicht infizierter Zellen deutlich ab. Das typische
Farbemuster ldsst sie im Mikroskop sofort und verlédsslich erkennen, selbst wenn keine

Dreifachfiarbung oder Fiarbung gegen T-Ag durchgefiihrt wird.

5.6.2. p53 akkumuliert an S40-Replikationsorten

Es stellt sich nun die Frage, ob p53 in diesen replikativen Foci nachweisbar ist. Dazu
wurde eine Doppelfirbung auf p53 und Polymerase a in infizierten Zellen durchgefiihrt.

In den durch Pfeile gekennzeichneten Bereichen des Zellkernes der dargestellten Zellen
akkumuliert die Polymerase o (Abb. 16 A: griin). Das Muster und die Intensitit der
Féarbung kennzeichnen diese Bereiche als Virusreplikationszentren.

In diesen beiden Zellkernen ist p53 stabilisiert, einige Bereiche heben sich durch eine

schwache p53-Anreicherung hervor (Abb. 16 B: Pfeile, rof).
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N
N

Polymerase o-Primase

Abbildung 16: P53 kolokalisiert mit dem Replikationsfaktor Polymerase o-Primase in SV40 wt
infizierten Zellen

Die Zellen wurden auf Deckglédschen kultiviert, mit SV40 infiziert und in Aceton fixiert. Die Polymerase o-
Primase wurde mit dem monoklonalen Antikoérper SJK 132-20 und p53 mit polyklonalem anti-p53 AK
(6153) detektiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt und
anti-Kaninchen IgG, Texasred gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning
Mikroskop (Leica) aufgenommen.

Werden die Proteinfirbungen iibereinander projiziert (Abb. 16: C), wird deutlich, dass p53

zusammen mit der Polymerase a-Primase an korrespondierenden Orten akkumuliert.
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5.6.3. Kolokalisiert an diesen Orten p53 mit SV40-T-Ag?

Es ist bekannt, dass T-Ag und p53 Komplexe formieren. Nach dem bislang giiltigen
Konzept, inaktiviert SV40 T-Ag durch die Bindung an p53 die p53 vermittelte
Transaktivierung von Zielgenen, die einen Wachstumsstopp oder Apoptose induzieren.
Dadurch wiirden dem Virus bessere Vermehrungsbedingungen geschaffen.

Andererseits soll die Bindung von p53 an T-Ag die T-Ag vermittelte Initiation der DNS
Replikation unterdriicken.

Bis jetzt konnte demonstriert werden, dass p53 an Orten der DNA-Synthese vorhanden ist.
Wie es dorthin gelangt ist noch unklar. Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung einer
eventuellen p53-Beteiligung an replikativen Prozessen. Von besonderer Bedeutung ist die
Beantwortung der Frage, ob p53 an diesen Orten in konfokalen, optischen Schnitten auch

mit SV40 T-Ag kolokalisiert.

Sollte nun p53 mit T-Ag an Orten der DNA Synthese kolokalisieren, muss zunichst davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei um die bekannten p53-T-Ag Komplexe handelt.
Die p53-Prisenz DNA-Synthesezentren mit einer Replikations-Beteiligung zu

interpretieren wére dann nicht moglich.
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SV40-T-Ag

Abbildung 17: P53 kolokalisiert mit wt SV40 T-Ag an Virus-Replikationsstellen.

Die Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert, mit SV40 infiziert und in Aceton fixiert. p53 wurde mit
monoklonalen Antikorper anti-pS3 AK (1801) und SV40 T-Ag mit polyklonalem anti-T-Ag AK (R15)
detektiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt und anti-
Kaninchen IgG, Texasred gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
(Leica) aufgenommen.

In Abb. 17 ist der Zellkern einer auf p53 und T-Ag gefiarbten SV40 infizierten Zelle

dargestellt, in der sich beide Proteine an identischen Stellen anreichern.

Zusammenfassend konnte mit den bislang dargestellten Experimenten gezeigt werden, dass
SV40 in der untersuchten Zelllinie Replikationsfabriken bildet, wie sie in der Literatur fiir
andere Viren beschriebenen sind. In diesen Orten akkumulieren Proteine, die an der viralen
Replikation beteiligt sind; SV40 T-Ag als Initiationsprotein der viralen Replikation, und
als zelluldres Markerprotein die Polymerase o-Primase, die von SV40 iiber Bindung an das

T-Ag fiir die Replikation des viralen Genoms rekrutiert wird. Die Identifikation der
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beobachteten Stellen als Orte der Virus-Replikation gelingt durch den Nachweis der BrdU-
Inkorporation; sie findet nur an ganz bestimmten Stellen im Zellkern statt.
An eben diesen Foci ist auch p53 aullergewohnlich konzentriert vorhanden und

kolokalisiert mit T-Ag.

5.7. Wie lasst sich die p53-Prasenz an Replikationsorten
erklaren?

Fiir die Kolokalisation von SV40 T-Ag und p53 an Replikationsorten lassen sich drei
Hypothesen aufstellen:

1.  p53 iibernimmt eine eigenstindige Funktion in der Replikation,
inhibierend oder stimulierend; in der Nihe liegt T-Ag mit eigener
Funktion;

2. T-Ag bindet p53 irgendwo im Zellkern, um es zu inaktivieren;
iibernimmt dann T-Ag seine Funktion als Initiationsprotein,
transportiert es pS53 ,Huckepack®/ mit ihm komplexiert in die
Replikationszentren;

3. p53 iibernimmt eine eigenstindige Funktion in der Replikation und

wird durch T-Ag am Orte durch Bindung inaktiviert.

Vor dem Hintergrund der bekannten p53-T-Ag-Komplexbildung ist es nicht moglich zu
differenzieren, ob p53 auf andere Art und Weise als durch T-Ag, wie z.B durch einen

anderen Replikationsfaktor wie der Polymerase a-Primase, an diese Orte dirigiert wird.

5.7.1. SV40 Infektion SV40 transformierter COS-1 Zellen

Hinsichtlich der quantitativen Proteinverhiltnisse von p53 zu SV40 T-Ag in einer
infizierten Zelle besteht bislang Unklarheit.

Einige Publikationen beschreiben ein Uberwiegen der T-Ag Molekiile iiber p53 (von der
Weth et al., 1993) andere fordern ein gegensitzliches quantitatives Verhiltnis dieser
beiden Proteine zueinander (Lober, Dobbelstein, 2002). Fiir die dieser Arbeit zugrunde

liegende Fragestellung, ob p53 an replikativen Prozessen beteiligt ist, ist das Wissen dieser
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Verhiltnisse von Bedeutung. Denn nur eine freie pS3-Fraktion kdnnte eine Funktion in der
Zelle tibernehmen.

Nach bisherigem Verstindnis wiirde p53 die Replikation des Virus hemmen; daher stehen
SV40 Strategien zur Verfiigung, p53 zu inaktivieren.

Sollte SV40 T-Ag quantitativ p53 iiberwiegen, und der Zweck der p53-T-Ag-
Komplexbildung in der Inaktivierung von p53 zu suchen sein, dann wiirfe sich die Frage
auf, warum p53 in den Virusreplikationszentren akkumuliert. Wie auf den
Fluoreszenzaufnahmen erkennbar ist, verteilt sich T-Ag in infizierten Zellen auf den
gesamten Zellkern. Daher konnte eine Komplexbildung von p53 und T-Ag, die der
Inaktivierung von p53 dient, bei quantitativem Uberwiegen der SV40 T-Ag Molekiile,
auch auBerhalb der viralen Zentren im restlichen Zellkern moglich sein. Uberwoge
hingegen p53 quantitativ iiber T-Ag, dann gibe es eine freie Fraktion, die sich in den

Viruszentren akkumulieren konnte, um dort Funktionen zu iibernehmen.

Sollte pS3 nun in einer normalen Zelle quantitativ T-Ag tiberwiegen, stellt sich die Frage
nach der subzelluldren p53-Verteilung in Zellen, in denen ein quantitativer T-Ag-
Uberschuss vorhanden ist. Zellen, die benannte Bedingungen erfiillen, stehen mit der
Zelllinie COS-1 zur Verfiigung.

COS-1 ist eine CV-1 Zelllinie, die mit einer Mutante von SV40 transformiert wurde, deren
SV40- Replikationsursprung (,,origin®“) eine 6 Basenpaar lange Deletion besitzt. SV40 T-
Ag wird in dieser Zelllinie exprimiert, die Replikation des Virus kann jedoch nicht
erfolgen. T-Ag liegt also bereits in einer nicht infizierten Zelle stark exprimiert vor. Wird
diese Zelllinie mit einem replikationskompetenten SV40-Virus infiziert, resultiert eine

zusitzliche T-Ag-Anreicherung.

Abb. 18 stellt eine SV40 infizierte COS-1 Zelle dar. Es ist deutlich erkennbar, dass p53 an
drei Orten im Zellkern stirker gefidrbt wird (Abb.18 A: griin). Das Fiarbemuster dieser
Bereiche identifiziert diese bereits als Virusreplikationszentren. Die nebenstehende
Farbung stellt SV40 T-Ag dar, das sich im gesamten Zellkern nachweisen ldsst und an p53
entsprechenden Stellen verdichtet ist. In infizierten COS-1 Zellen kolokalisiert p53 mit T-

Ag an Orten der viralen Replikation.
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SV40 T-Ag

Abbildung 18: Mit SV40 wt infizierte COS-1-Zelle. COS-1 ist eine SV40 transformierte Zelle, die T-Ag
exprimiert; T-Ag ist in dieser Zelle in hoher Konzentration enthalten.

Das bedeutet, dass pS3 auch in einer Zelllinie an Orten der DNA-Synthese angereichert
wird, in der T-Ag p53 quantitativ komplett binden sollte; dies tiberrascht besonders
dadurch, dass der quantitative Uberschuss auch eine Bindung auBerhalb der
Replikationsorte ermoglichen sollte.

Auf Basis der bisher dargestellten Befunde kann festgestellt werden, dass p53 in den
Zellbereichen lokalisiert ist, in denen die Replikation stattfindet, unabhéingig davon ob T-
Ag p53 iiberwiegt oder umgekehrt. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass nicht
alle pS3 Molekiile durch T-Ag gebunden sind, sondern auch eine T-Ag freie pS3-Fraktion

in der Zelle existiert.
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5.7.2. st p53 durch SV40 T-Ag in die Replikationszentren
rekrutiert oder méglicherweise durch andere
Replikationsfaktoren? Modell SV40 T402

Dem bisher giiltigen wissenschaftlichen Modell folgend, welches einen T-Ag-p53-
Komplex beschreibt, wire eine Akkumulation von p53 und T-Ag in den Replikations-Foci
nicht iiberraschend, brichte jedoch zusammen mit den neuen Erkenntnissen der p53-

Funktionen und Protein-Interaktionen keine Klarheit dariiber, warum p53 dort vorliegt.

Wie ordnet sich nun die Beobachtung ein, dass p53 auch an Replikationsproteine bindet,
mit ihnen funktionell interagiert, bei zelluldrer Proliferation wihrend der S-Phase ansteigt,
dabei nicht iiber seine Transaktivatorfunktion p21 aktiviert wird und folglich keinen
Zellzyklusarrest induziert, wenn es nicht Funktionen in der Replikation {ibernimmt?

Liegt pS3 nun in Replikations-Zentren vor, weil es durch das Virus in diese transportiert
wird, um deaktiviert zu werden oder zu noch ungeklirten Replikationsaufgaben von einem
anderen Replikationsfaktor wie z.B. der Polymerase o-Primase, DNA-PK oder RPA

dorthin rekrutiert wird?

Die bislang verfolgten Infektionen und Ergebnisse sollten mit einem Virusstamm
wiederholt und iiberpriift werden, der eine Bindung zwischen T-Ag und p53 nicht zulisst.
Dazu geeignet ist ein SV40-Virusstamm, der T-Ag Mutante SV40 T-Ag T402, dessen T-
Ag p53 nicht binden kann.

Charakterisierung des Fdarbemusters SV40 T402 infizierter CV-1 Zellen

Die CV-1 Zellen wurden mit dem SV40 Virus T402 infiziert und gegen die Antigene
Polymerase o, SV40 T-Ag und BrdU gefiarbt (Abb.19). Anhand der dargelegten
Aufnahmen ldsst sich feststellen, dass die Bindungsmutante SV40 T402 in der infizierten

CV-1-Zelle zu Replikation féhig ist.
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Polymerase 0.-Primase

SV40 T-Ag T402

Abbildung 19: Charakterisierung des Fiarbemusters SV40 T402 infizierter CV-1 Zellen
Die Zellen wurden auf Deckglidschen kultiviert, mit SV40 T402 infiziert und in Aceton fixiert. Die Detektion

der Proteine und des BrdU erfolgt mit den gleichen Methoden und Antikorpern wie unter den oben
demonstrierten Bildern beschrieben.

Virale Replikation findet an umschriebenen Stellen im Zellkern statt, an denen sich die
verwendeten Replikationsmarker SV40 T-Ag, Polymerase o-Primase und BrdU
konzentrieren. Diese Akkumulationen entsprechen in ihrem Firbemuster den durch SV40

wt induzierten Replikationszentren.
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Akkumuliert p53 an DNA-Syntheseorten in SV40 T402 infizierten Zellen?

Abbildung 20. P53 liegt in SV40 T402 infizierten Zellen an DNA-Syntheseorten vor.

Die Zellen wurden auf Deckglidschen kultiviert, mit SV40 T402 infiziert und vor der Fixierung in Aceton mit
BrdU markiert. BrdU wird in die DNA eingebaut und lidsst sich immunfloureszenz technisch detektieren. p53
wurde mit polyklonalem Antikorper anti-p53 AK (6351) und BrdU mit monoklonalen Antikorper anti- BrdU
detektiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit anti-Maus IgG, FITC gekoppelt und anti-
Kaninchen IgG, Texasred gekoppelt. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
(Leica) aufgenommen.

Auf der Abb. 20 wird eine SV40 T402 infizierte CV-1 Zelle auf p53 (Abb.20 A: rof) und
BrdU (Abb.20 B: griin) gefiarbt. Es ist das charakteristische Muster infizierter Zellen
sichtbar; pS3 akkumuliert zusammen mit BrdU an vier tibereinstimmenden Orten. Auch in

SV40 T402 infizierten Zellen ist p53 an DNA-Synthesestellen nachweisbar.
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P53 kolokalisiert mit T-Ag in SV40 T402 infizierten Zellen

SV40 T-Ag T402

Abbildung 21: An den Orten der Akkumulation von BrdU und p53 findet sich auch SV40 T-Ag T402.

An fiinf charakteristischen Stellen im optischen Schnitt des Zellkerns finden sich DNA-
Synthesesorte (BrdU in Abb.21 A), und an identischen Stellen hiuft sich pS3 (ror gefirbt)
an. In der p53-Firbung dominieren sieben stidrker gefidrbte Bereiche iiber eine schwache
Grundfirbung, an fiinf wird auch DNA synthetisiert. Alle Orte der stidrkeren p53-
Konzentration stimmen mit SV40 T-Ag T402 Akkumulationen iiberein. Die zwei Stellen,

an denen p53 nicht mit BrdU kolokalisiert, jedoch mit T-Ag iibereinstimmt, markieren
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wahrscheinlich Orte, an denen die Replikation vorbereitet wird oder bereits abgeschlossen
ist.

Die Orte, an denen BrdU nachweisbar ist, sind durch die Anwesenheit des T-Ag T402 als SV40
Reproduktionszentren identifiziert. An entsprechenden Stellen akkumuliert pS3, obgleich p53 nicht
an T-Ag T402 binden kann.

Wenn das T-Ag T402 in diesem Versuch nicht an p53 binden kann, dann konnen die
antiviralen Funktionen von p53 nicht unterdriickt werden. Dennoch vermag sich SV40 zu

replizieren.

Lin und Simmons (1991) vertraten die Auffassung, dass das T-Ag des SV40 T402 keine
Komplexe mit menschlichem p53-Protein ausbilden kann, jedoch an murines p53 noch
eine geringe Bindungsfihigkeit besteht (Lin ef al., 1991). Zeitgleich zu den Experimenten
meiner Arbeit ergaben Untersuchungen in unserem Labor, dass das T-Ag T402 an
Primaten-p53 binden kann (Deppert, personliche Mitteilung). Die Bindungsféahigkeit ist im
Vergleich zu SV40 T-Ag wt jedoch um ca. 90 Prozent reduziert. Aufgrund der potenziellen
Restbindungsfihigkeit haben die bis hierher gewonnenen Immunfluoreszenz-Befunde nur
eine eingeschrinkte Aussagekraft. Die Tatsache, dass p53 in SV40 T402-Virus-
Replikationsfoci vorliegt, kann also nur als Hinweis gewertet werden, dass p53 unabhéngig

von T-Ag an diesen Orten akkumuliert.

5.7.3. LLCMKZ2-Zellen exprimieren ein Mutanten p53, welches
nicht an SV40 T-Ag binden kann

Um Gewissheit in der dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragestellung zu gewinnen,
miissen die bisher gewonnenen Daten in einem weiteren Modell verifiziert werden,

welches eine Bindung zwischen p53 und T-Ag verldsslich ausschlieft.

Eine diese Kondition erfiillende Zelllinie liegt mit der Mutanten-p53 (mt) exprimierenden
Zelllinie LLCMK?2 vor, deren p53 keine Komplexe mit SV40 T-Ag zu bilden fihig ist (von
der Weth, Deppert, 1993).

Von besonderem Interesse ist also die intranukledre Lokalisation von p53 mt in dieser

Zelle unter den Bedingungen der SV40 Infektion. Akkumuliert pS3 in dieser Zelle auch in
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Virus-Replikationsfoci und kolokalisiert mit DNA-Synthesestellen, obgleich die Bindung
an SV40 T-Ag nicht stattfinden kann?

SV40 T-Ag

Abbildung 22 und 23: SV40 T-Ag bindungsunfihiges p53mt akkumuliert in SV40 Replikationszentren
mit DNA-Syntheseorten.
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pS3 mt in LLCMK

SV 40 T-AG

Abbildung 23

Entsprechend den infizierten CV-1 Zellen lassen sich in SV40 wt infizierten LLCMK2-
Zellen (Abb. 22 + 23) in der p53 Firbung (rot) einzelne Bereiche deutlich von der p53-
Grundfirbung abgrenzen (Pfeile), obgleich p53 in nicht infizierten LLCMK2-Zellen in
jeder Zelle im Zellkern deutlich und gleichmifig ohne Akkumulationen verteilt vorliegt
(Bilder nicht gezeigt). Anhand des Fiarbemusters und der Verteilung lassen sich diese
Stellen als SV40-Replikationsfoci identifizieren. Der Nachweis, dass es sich bei den
gezeigten Zellen um SV40 infizierte Zellen handelt und T-Ag an p53 korespondierenden
Stellen stidrker konzentriert erscheint (Pfeile), wird durch die T-Ag-Farbung (Abb. 22 + 23:
blau) erbracht. An diesen Zentren und ausschlieBlich dort findet DNA-Synthese statt (Abb.

22 + 23: BrdU, griin). In dem mit ,,merge” gekennzeichneten Bildern werden die
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Féarbungen iibereinander projiziert. Deutlich erkennbar sind Replikationsfoci, in denen
BrdU, p53 und T-Ag kolokalisieren.

Es lisst sich festhalten, dass, wie auch schon aus der Literatur bekannt (von der Weth,
Deppert 1993) das SV40 Virus in LLCMK2 Zellen zu Replikation fihig ist. Es repliziert
wie in der CV-1-Zelle an umschriebenen Stellen im Zellkern. Auch in dieser Zelllinie

kolokalisiert SV40 T-Ag in den Replikationszentren mit p53.

5.7.4. Bindungsmutante SV40 T402 in Mutanten-p53
exprimierenden LLCMK2-Zellen

Um einem kritischen Argument hinsichtlich der Verlésslichkeit der ausgeschlossenen
Bindungsfihigkeit zwischen p53 mt aus LLCMK2-Zellen und T-Ag wt einerseits und
SV40 T-Ag T 402 und p53 wt andererseits zuvorzukommen, wurden die beiden Modelle
miteinander kombiniert. Die LLCMK2-Zelllinie wurde mit SV40 T402 infiziert. LLCMK2
enthilt ein p53 Protein, das nicht an SV40 T-Ag binden kann, das T-Ag der SV40-Mutante
T402 exprimiert ein T-Ag, das seinerseits nur sehr eingeschrinkt an pS3 bindet (Abb.24).

Auch in diesem Versuch fand eine Replikation des Virus statt. p53 kolokalisiert mit Virus-
DNA Replikationszentren.

Es ldsst sich zusammenfasssen, dass SV40 wt und die Mutante T402 fihig sind, sich in der
LLCMK?2 Zelllinie zu replizieren, die ein pS3 mt exprimiert, das sich nicht an T-Ag binden
kann. Die Mutation beeintrichtigt nicht die Fiahigkeit von p53, sich mit Replikationsfoci zu
assoziieren. Trotz ausgeschlossener Bindung zu SV40 T-Ag kolokalisiert pS3 mit Stellen

aktiver DNA-Synthese.

Aus diesen Befunden resultiert die Folgerung, dass p53 nicht iiber SV40 T-Ag in die
Replikationsfoci eingeschleust wird, sondern an diesen Orten iiber die Bindung an zelluldre

Proteine akkumuliert.
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P53 mt in LLCMK

SV40 T-AG T402

Abbildung 24: LLCMK?2-Zellen wurden mit SV40 T402 infiziert.
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6. DISKUSSION

Der Tumorsuppressor p53 sichert die Integritit des zelluliren Genoms vermittels einer
Reihe biochemischer Fihigkeiten. Bei genotoxischen Stresssituationen, wie ionisierender
Strahlung (Kastan et al, 1991), UV-Bestrahlung (Nelson und Kastan, 1994), Hypoxie
(Graeber et al., 1994) oder Nukleotidmangel (Linke et al., 1996) kommt p53 eine zentrale
Rolle bei der Vermittlung zelluldrer Antwortmechanismen zu. In normalen Zellen ist die
pS53-Proteinmenge aufgrund einer geringen Halbwertzeit von ca. 20 Minuten sehr gering
und in diesem Zustand wurde p53 im klassischen Verstindnis als inaktiv verstanden.
Kommt es zu DNA-Schiden, wird p53 stabilisiert; dies fiihrt zu einer Akkumulation und
Aktivierung des Proteins. Die bestuntersuchte Funktion eines stabilisierten und
»aktivierten” p53 ist die eines Transkriptionsfaktors, der die Expression verschiedener
Gene bewirkt. Dadurch wird u.a. durch Transaktivierung von p21 ein Zellzyklusarrest in
der G1-Phase bewirkt, was der Zelle dienen soll, vor Eintritt in die S-Phase DNA-Schiden
zu reparieren. Bei ausgedehnteren, irreparablen Schiden kann andererseits der

programmierte Zelltod, die Apoptose induziert werden.

Neueren Erkenntnissen zufolge kann p53 in vitro an Prozessen der DNA-Rekombination,
DNA-Reparatur oder DNA-Replikation partizipieren. Solche Funktionen konnten tiber die
in der zentralen Domine lokalisierte 3°—5’ Exonukleaseaktivitit vermittelt werden. Im
gleichen Bereich liegt auch die sequenzspezifische DNA-Bindungsdomine, iiber die die
Transaktivierung ermdglicht wird. Diese beiden Eigenschaften sind gegensitzlich reguliert,
wobei zur Aktivierung der Transaktivierungsdomine fiihrende Modifikationen eine

Inaktivierung der Exonukleaseaktivitit bewirken.

Ausgehend von in der Fachliteratur beschriebenen Proteininteraktionen zwischen p53 und
replikativen Faktoren war es das Ziel dieser Arbeit, p53 in replikativen Phasen zu

untersuchen.

In der Arbeit von (Shoat et al., 1987) wurde eine Funktion von p53 in proliferierenden
Zellen gefordert, da sich zeigen lieB3, dass die Zellen nicht mehr zu Proliferation fihig
waren, nachdem die p53-Expression durch gegensitzliche RNS (anti-sense RNA) inhibiert

wurde. Auch beim Ubergang von der GO-Phase in die G1-Phase und beim Ubergang von
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der G1-Phase in die S-Phase konnte fiir p53 eine aktive Funktion gezeigt werden (von der

Weth, Deppert 1993; Deppert, Steinmeyer, 1990).

Fordert man eine p53-Beteiligung an replikativen Prozessen, so ist es von besonderem

Interesse, die pS3-Expression im Verlaufe des Zellzyklus und der S-Phase zu studieren.

Eine Analyse dieser Art setzte eine synchron proliferierende Zellpopulation voraus. Zu
diesem Zwecke musste vor Beginn der Untersuchungen eine Methode gefunden werden,
die eine voriibergehende Arretierung bewirkt und eine nachfolgende Proliferation der
Zellen wieder erlaubt. Bei der Synchronisierung sollte auBerdem darauf Wert gelegt
werden, dass die Zellen wihrend der temporiren Arretierung im Zellzyklus verbleiben.
Nur durch diese Bedingung ist eine eventuelle physiologische und S-Phasen bezogene
Verinderung der p53-Proteinexpession beurteilbar, die auf eine Beteiligung wihrend der
Replikation hindeuten konnte.

Mit Hilfe des Isoleucinentzuges gelingt eine verldssliche Induktion eines Zellzyklus-
Arrestes am Restriktionspunkt R1 in der spéiten G1-Phase (Tobey, 1973), aus dem sich die

Zellen auch wieder zur Proliferation stimulieren lassen.

Reprisentative Aussagen iiber Anderungen der Proteinexpessionen proliferierender Zellen
setzen eine Charakterisierung und Priifung der Integritit der Zellzyklusregulation der
verwendeten Zelllinie voraus. Diese erfolgten mit Hilfe der FACS-Analyse sowie mit der

Darstellung der Zykline im Westernblot arretierter und restimulierter CV-1 Zellen.

In den Untersuchungen wurde die Fragestellung beleuchtet, wie sich die p53-Expression
im Verlauf durch die S-Phase verhilt. Augenmerk wurde darauf gerichtet, ob sich
quantitative Anderungen der Proteinexpression im Westernblot erkennen lassen und wenn
dem so wire, wie sie zu den Zeitwerten nach Restimulierung korrelieren.

SchlieBlich sollte die Lokalisation des p53 in der Zelle mit Hilfe der konfokalen

Lasermikroskopie charakterisiert werden.

In durch Isoleucinentzug arretierten CV-1 Zellen ist das p53-Protein stark exprimiert
(Abb.7 + 8:. Oh). Diese Proteinkonzentration in der Zelle ldsst sich mit der Vermittlung des

Zellzyklusarrestes iiber die Transaktivierung von p21 erkliren.
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Bemerkenswert ist die nachfolgende Dynamik der p53-Proteinexpression. 2h nach
Restimulierung aus dem Arrest ist pS3 kaum mehr nachweisbar, die Expression steigt bei
Progression in die S-Phase wieder an. Interpretiert man die p53-Expression im Arrest
(Abb.7: Oh) mit der Vermittlung eines Proliferationsstopps, dann ist der niedrige Wert in
der 2h-Zeitprobe (Abb.7) verstindlich, da die Zellen nun proliferieren. Die Arrest
vermittelnde Funktion von p53 ist beendet, das Protein wurde degradiert.

Ausgehend von geringen Werten im Zeitwert 2h nach Restimulierung nehmen nun in den
folgenden Zeitwerten die detektablen Proteinmengen kontinuierlich bis zum Hoéhepunkt
der S-Phase zu. Die ansteigende Dynamik der p53-Proteinmengen in den restimulierten

Zellen iiberrascht hinsichtlich der herkommlich definierten Funktion von p53.

Erhohte p53-Mengen werden als stabilisiertes und ,,aktiviertes pS53 verstanden, p53
fungiert als Transaktivator von p21. Vor diesem Hintergrund wére dementsprechend eine
hohe p2l1-Expression zu erwarten. Die Gegeniiberstellung der p53- und p2l-
Proteinexpressionsmuster (Abb.7 + 8) verdeutlicht jedoch eine gegensitzliche

Expressionstendenz dieser beiden Proteine.

Der Verlauf der Zykline im Westernblot und die in der FACS-Analyse demonstrierte
Progression der Zellen macht deutlich, dass die hohe p53-Proteinmenge in S-Phase Zellen

nicht der Transaktivierung von p21 oder der Vermittlung eines Zyklusarrestes dienen kann.

Diese Versuche belegen, dass eine Verinderunge bzw. eine Zunahme der p5S3-Menge nicht
ausschlieflich mit einer ,Aktivierung“ des Proteins im herkommlichen Sinne
gleichzusetzen ist.

Die Zunahme des p53-Proteinanteils parallel zum Fortschreiten der S-Phase legt die
Annahme nahe, dass es in einem ,,nicht aktivierten* Zustand an replikativen Prozessen

beteiligt ist.

Beziiglich der floureszenzmikroskopischen Darstellungen der kerngebundenen p53-

Fraktionen in extrahierten Zellen (Abb.10) lassen sich folgende Uberlegungen anstellen.

In arretierten Zellen (Abb.10: Oh) und in Zellen 8h nach Restimulierung aus dem Arrest
unterscheidet sich das Anfarbungsmuster des p53 nicht. In beiden Zeitwerten weist p53

eine gepunktete, iiber den gesamten Zellkern verteilte Struktur auf. In der Westernblot
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Analyse (Abb.7) wird deutlich, dass die Proteinexpression von p21 und von p53 im Arrest
(Oh) deutliche Signale zeigen. Die Prisenz des p53 in diesem Stundenwert lieBe sich, wie
bereits erwihnt, mit der Vermittlung eines Zellzyklusarrestes iiber die Transaktivierung

von p21 interpretieren.

Da die Verteilung in den beiden unterschiedlichen Zeitwerten (Abb.10: Oh + 8h nach
Restimulierung) jedoch identisch ist, ab dem 8h-Wert gesichert die S-Phase beginnt (siehe
Abb. 6: im Westernblot Zyklin A) und damit keine arretierten Zellen vorliegen, lie3e sich
die p53-Priasenz moglicherweise auch anders erkléren.

Am Restriktionspunkt R1 in der spdten Gl-Phase ist die Zusammenstellung des
Prireplikationskomplexes bereits erfolgt (Dutta and Bell, 1997) und die Zellen sind
»lizensiert fiir den Beginn der Replikation. In diesem Komplex sind unter anderen,
Replikationsfaktoren wie RPA und Polymerase o-Primase enthalten (Stillman). An beide
Proteine kann p53 binden (Kiihn et al., 1999). Eine funktionelle Kooperation von p53 mit
der Polymerase o konnte demonstriert werden (Melle and Nasheuer, 2002). Auch der p53-

RPA Komplex konnte in der Initiation Bedeutung haben.

Zum Zeitpunkt der ,,Lizensierung® ist p53 in der fein gepunkteten Morphologie bereits
nachweisbar.
Hinsichtlich der p53-Morphologie in extrahierten Zellen (Abb.10) konnte folgende

Hypothese aufgestellt werden:

Mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie lassen sich optische Schnitte durch eine Zelle
legen. Fluoreszenzsignale aus Schichten iiber oder unter der justierten optischen Zellebene
werden nicht aufgefangen. Dadurch lassen sich optische Signale eindeutig einer
bestimmten Schicht zuordnen. Das unterscheidet diese Technologie von der klassischen

Immunfluoreszenz.

In den Versuchen mit der CV-1 Zelle lieBen sich mit dem Lasermikroskop
Fluoreszenzsignale im Zellkern innerhalb einer Schichtdicke von ca. 3um detektieren.
Innerhalb dieser Distanz war es moglich, ungefidhr 5 verschiedene Schnitte zu legen. Bei
optimaler Zellpriparation und bestmoglichen Firbebedingungen lieBen sich Resultate

erzielen, wie sie in Abb.10 dargestellt sind.
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In Anbetracht der Intensitdt und des Durchmessers dieser Signale, konnten 4 bis 5 solcher
Schichten voneinander unterscheidbar abgebildet werden.

Z#hlt man in Abb.10 die Fluoreszenzpunkte, so kommt man auf eine Anzahl von ca. 200
differenzierbaren Signalen. Wird diese Zahl mit der Anzahl der abgrenzbaren Schnitte, 3
bis 5, multipliziert, so bedeutet dies, dass zu gleicher Zeit im Zellkern etwa 500 bis 1000
solcher Punkte enthalten sind.

Fiihrt man sich vor Augen, dass die Replikation der DNA von ca. 50.000 verschiedenen
Urspriingen (,,origins“) zu unterschiedlichen Zeitpunkten initiiert wird und die Signale in
Oh und in der S-Phase bei 8h (Abb.10) nach Restimulierung identischer Natur sind, kénnte
die Vermutung geduflert werden, dass es sich hierbei um Replikationsurspriinge (,,origins‘)
handelt, an die p53 gebunden ist.

Ein identisches Farbemuster ist aus Arbeiten dieses Labors mit einer

initiationskompetenten Polymerase o-Primase bekannt (Dehde, 2001).

Moglicherweise ist pS3 iiber noch zu identifzierende Faktoren an Orten der Replikations-
Initiation gebunden. Mit dem bei der Initiation der DNA-Replikation bedeutsamen Protein
RPA (Replication Protein A), vermag p53 zu komplexieren. RPA ist in der Replikation wie
auch in Reparaturprozessen beteiligt. Fiir die Funktion dieses Komplexes wurde postuliert,
dass iiber diesen die Polymerase «o-Primase, die ebenfalls p53 bindet, in den
Initiationskomplex der Replikation rekrutiert werden konnte (He, 1993). An dieser Stelle
soll die mogliche Proofreaderfunktion, die pS3 mit seiner 3’— 5’-Exonukleaseaktivitit
ausiiben konnte, nicht unerwihnt bleiben. p53-Polymerase-a-Komplexe wurden isoliert
und in vitro-Studien belegten eine funktionelle Interaktion dieser Proteine (Huang P, 2002
Bakkhanashvilli, 2001; Melle and Nasheuer 2002).

Dariiber hinaus wurde eine weitere Moglichkeit prisentiert, wie p53 an replikativen
Prozessen beteiligt sein konnte. Uber die N-terminale saure Doméne kann p53 den Beginn

der Replikation an den Urspriingen (,,origins*) stimulieren (Li and Stillman, 1998).

p53 sollte in Replikationsprozessen auf subzelluldrer Ebene mit der Immunfluoreszenz
untersucht werden. Da p53 in nicht-extrahierten Zellen, wenn es in der Immunfluoreszenz
darstellbar ist, im Zellkernen nur homogen verteilt ist, fillt eine Korrelation mit
Replikationsbereichen schwer. Dieser Tatsache Rechnung tragend, sollte ein Testsystem

etabliert werden, in dem sich p53 an Orten der Replikation konzentriert.
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Aus der Literatur sind p53-Akkumulationen in mit Cytomegalie- und Herpes Simplex-
Viren infizierten Zellen beschrieben (Wilcock und Lane, 1991; Fortunato und Spector,

1998).

Fir die Infektion von CV-1 Zellen steht das SV40-Virus zur Verfiigung, dessen
Replikation weithin geklédrt ist und in der Replikationsforschung héufig Verwendung
findet. An diesem Modell gewonnene Erkenntnisse lassen daher Riickschliisse auf zellulire
Replikationsabldufe zu. SV40 wurde aulerdem verwendet, weil einerseits das Farbemuster
SV40-infizierter Zellen bislang nicht verdffentlicht ist und andererseits weitergehende
Erkenntnisse in der SV40-Replikation bedeutsam sind, da diesem Virus moglicherweise

eine Bedeutung in der Entstehung menschlicher Tumore zukommt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass in SV40-infizierten Zellen sowohl SV40 T-Ag, als DNA-
Synthesemarker die Polymerase o als auch das inkorporierte BrdU an identischen Stellen
akkumulieren. Zusammengenommen identifizieren diese Ergebnisse diese Bereiche als

SV40-Replikationszentren.

Die im ersten Teil der Arbeit demonstrierte Zunahme chromatingebundenen p53 in S-
Phase Zellen legt die Annahme einer p53-Beteiligung an replikativen Prozessen nahe. In
den sicher identifizierten Virus-Replikationszentren wurde p53 ebenfalls konzentriert

vorgefunden. Unklar blieb jedoch, wie diese Akkumulationen zu interpretieren sind.

p53 vermag in in vitro-Versuchen die SV40-Replikation zu inhibieren (Braithwaite, 1987;
Gannon and Lane, 1990). Nach klassischem Verstindnis bindet SV40 T-Ag an p53, um
diese hemmende Funktion aufzuheben (Bargonetti, 1992; Segawa, 1993). In diesem Sinne
kidme der Pridsenz von p53 in Replikationszentren als Funktion eine inhibitorische Wirkung

Zu.

Uber das quantitative Verhiltnis von SV40 T-Ag zu p53 in infizierten Zellen gibt es
unterschiedliche Angaben. In der Arbeit von Weth und Deppert (1993) wird ein vielfaches
Uberwiegen der T-Ag-Molekiile iiber die p53-Molekiile in der infizierten Zelle
beschrieben. Folgt man dieser Annahme, dann liele sich der Sinn der p53-Pridsenz in den
SV40-Replikationsfoci als Folge einer p53-T-Ag Komplexbildung in Frage stellen. Denn

SV40 T-Ag reichert sich bei Infektion im gesamten Zellkern an und wére bei quantitativem
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Uberschuss damit in der Lage, p53 iiberall im Zellkern durch Bindung zu inhibieren.
Dennoch konzentriert sich p53 in den Replikationszentren.

In einer anderen Arbeit werden gegensitzliche Proteinverhiltnisse beschrieben (Lober et
al., 2002). Bei Infektion der Zelle wird p53 stabilisiert und akkumuliert in dem Malle, dass
es alle T-Ag-Molekiile bindet; Es verbleibt noch eine ungebundene p53-Fraktion. Die
Tatsache, dass p53 in den Versuchen dieser Arbeit in Replikationszentren nachweisbar ist,
lieBe sich mit dieser freien, ungebundenen Fraktion erkliren.

Klarheit iiber die quantitativen p53-T-Ag-Proteinverhiltnisse und deren Auswirkungen auf
die p53-Prisenz in den Replikationsfoci sollten die Infektionen von COS-1-Zellen
schaffen. COS-1-Zellen sind SV40 transformierte Zellen, die ein initiations-inkompetentes
SV40 T-Ag exprimieren. Wird diese Zelllinie mit SV40 infiziert, kommt es zu einer

zusitzlichen Anreicherung von T-Ag.

Auch in dieser Zelllinie akkumuliert p53 zusammen mit SV40 T-Ag an einzelnen Orten
des Zellkernes, die anhand ihres Bildmusters als Virusreplikationszentren identifiziert
werden. Die Akkumulation von p53 in den Replikationsorten iiberrascht, da das
quantitative Uberwiegen von T-Ag eine Inaktivierung von p53 durch Bindung im Zellkern
aullerhalb der Replikations-Foci ermoglichen sollte. p53 wird nicht aus den

Replikationsorten eliminiert.

Da bekannt ist, dass p53 an replikative Faktoren wie RPA oder Polymerase a-Primase
bindet, liegt die Annahme nahe, dass eine p53-Rekrutierung durch diese Proteine in die
Viruszentren erfolgt.

Eine Kldrung dieser Hypothese kann nur moglich sein, wenn die p53-T-Ag Bindung
ausgeschlossen wird.

Dazu wurden die CV-1 Zellen mit einem SV40 Virus infiziert, dessen T-Ag eine reduzierte
Bindungskapazitit an p53 aufweist (SV40 T402). AuBerdem stand eine Zelllinie zur
Verfiigung, die ein mutiertes (mt) p53 exprimiert, welches nicht an SV40 T-Ag binden
kann (von der Weth and Deppert, 1993). Der endgiiltigen Sicherheit dienten die
Infektionen der LLCMK?2-Zelllinie mit SV40 T402.

Das Virus konnte sich in Analogie zu den aus der CV-1-Zelle bekannten Bereichen in
einzelnen Replikationszentren vermehren. Dabei akkumulierte p53 an Orten der viralen

DNA-Synthese, obwohl die Bindung an SV40 T-Ag verhindert ist.
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Die Resultate weisen nach, dass die Akkumulation von p53 in Replikationszentren nicht
durch seine Bindung an SV40 T-Ag erkldrt werden kann. Da sich die Replikation von
SV40 hinsichtlich der verwendeten Replikationsfaktoren nur durch ein einziges virales
Protein, das SV40 T-Ag, von der zelluldren Replikation unterscheidet, kann postuliert
werden, dass p53 auch an zelluliren DNA-Syntheseprozessen beteiligt ist. Untermauert
wird diese Forderung durch die Dynamik der p53-Proteinexpression in der S-Phase
synchronisierter CV-1-Zellen. Mutiertes p53 (aus LLCMK2-Zellen) ist per Definition
defekt und konnte in den Replikationszentren keine Funktion ausiiben. Dennoch wird p53
in diesen Orten vorgefunden. Bekannt ist, dass Polymerase o auch an mutiertes, nicht
funktionelles p53 bindet (Chemnitz, Dissertation 2003).

Obwohl die Bindung von mut p53 an Polymerase a nicht funktionell ist, liefert sie ein
starkes Argument fiir die T-Ag unabhingige Rekrutierung von wt p53 in
Replikationszentren durch Polymerase o.

Die Experimente dieser Arbeit unterscheiden sich von dhnlichen Studien (Wilcock and
Lane, 1991; Forunato and Spector, 1998; u.a.), die mit Herpes Simplex (HSV) oder
Cytomegalie Virus (CMV) infizierten Zellen durchgefiihrt wurden.

In unserer Arbeit konnte p53 in Replikationszentren dargestellt werden, wobei
ausgeschlossen werden konnte, dass die Bindung iiber das virale Tumorantigen -das SV40
T-Ag- erfolgt.

Zudem wurden die induzierten Anderungen der Proteinverteilung in mit SV40 infizierten
CV-1-Zellen noch nicht veroffentlicht.

Auch andere Arbeitsgruppen konnten p53 an Replikations-Orten ausmachen und dabei
Kolokalisationen mit replikativen Proteinen wie RPA, Polymerasea-Primase, PCNA oder

DNA PK darstellen (Wilcock and Lane 1991; Forunato and Spector 1998).

Bei der Interpretation musste jedoch eine Frage ungeklirt bleiben. Wie lassen sich diese
Lokalisationen beurteilen?

Eine wichtige Funktion des SV40 T-Ag, neben seiner Aufgabe in der Initiation der viralen
Replikation, wurde dem Protein durch seine Interaktionen mit p53 zugesprochen. Diese
Bindung sollte dem Virus durch Inhibierung der p53 eigenen antiproliferativen und
antiviralen Eigenschaften als Strategie dienen, bessere Vermehrungsbedingungen fiir die
virale DNA zu garantieren. Auch andere Viren verfiigen iiber dhnliche Proteine, die

Tumorantigene, die an p53 binden.
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Durch in vitro Studien wurde versucht, die Aufgabe dieser Interaktionen zu klédren. Hierbei
deuteten die Resultate stets auf eine Hemmung der p53-Eigenschaften hin. Durch die
Bindung an T-Ag wird in vitro die p5S3-Transaktivierungsaktivitit vollstandig unterdriickt
(Bargonetti, 1992). Daher konnen die Interpretationsversuche bislang erfolgter
Kolokalisationen, -vor dem Hintergrund der neu entdeckten p53-Bindungspartner und
neuer p53-Eigenschaften-, diesem Protein in den Replikationsfoci eine aktive Funktion
einzurdumen, nur als ,,vage* Spekulationen gewertet werden. Denn durch die bislang
ausschlieBlich als inhibierend verstandenen Eigenschaften der viralen Tumorantigene bei
der Interaktion mit p53, konnte p53 stets nur als inaktiviertes, gebundenes Protein in den

Replikationsbereichen verstanden werden.

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt die Annahme einer p53-Beteiligung an replikativen
Prozessen dadurch, dass die nach bisherigem Verstindnis wichtige Interaktion zwischen
pS53 und T-Ag ausgeschlossen wird, p53 aber dennoch an Replikationsorten vorgefunden
wird.

Die Aussagekraft der Kolokalisationsstudien dieser Arbeit wird vor allem durch den
Umstand bestirkt, dass sie in der CV-1-Zelllinie vorgenommen wurden, in der zuvor ein
besonderes p53-Verhalten in der S-Phase demonstriert wurde, welches nicht mit seinen
klassischen Eigenschaften im Sinne der Vermittlung eines Zellzyklusarrestes oder der

Apoptose erklart werden kann.

Welche Funktionen kdnnte p53 in der viralen Replikation ausiiben?

Das SV40-Genom liegt in Form eines Ringchromosoms vor. Bei der Replikation der
viralen DNA entsteht eine groBe Anzahl freier DNA-Enden, die spiter zu einem
Ringchromosom ligiert werden miissen. Hierbei konnte p53 iiber die C-terminale Domine
direkt mit diesen freien viralen DNA Enden interagieren (Bakalkin, 1994 und 1995) und
mit der Eigenschaft, DNA zu ligieren (Wu and Levine, 1995), konnte p53 bei dem Aufbau
der Ringchromosomen beitragen.

Das SV40-Virus konnte auch die zelluldren Reparaturmechanismen rekrutieren, um die
Genauigkeit der viralen DNA-Replikation zu erhohen. So konnte p53 zunichst iiber den C-
Terminus an fehlerhafte DNA binden und dann Komponenten der DNA-Reparatur wie
RPA, XPD oder XPB (Wang and Taffe, 1995) binden. Mit diesen Reparaturfaktoren geht

p53 in vitro eine Bindung ein.
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Der in dieser Arbeit exemplarisch verwendete Replikationsmarker Polymerase o-Primase
kolokalisierte mit p53 an Orten der viralen Replikation. Zwischen diesen beiden Proteinen
konnte eine physische wie auch funktionelle Interaktion demonstriert werden (Melle and
Nasheuer, 2002). Polymerase ¢-Primase verfiigt im Gegensatz zu anderen Polymerasen
tiber keine intrinsische Exonukleaseaktivitit. Von Polymerasen fehlerhaft in die DNA
eingebaute Nukleotide schneiden Exonukleasen aus und sind damit fiir die
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit von grofer Wichtigkeit. Die Entdeckung,
dass p53 die Figenschaft einer 3’— 5’ Exonuklease zeigt und mit Polymerase a-Primase
interagiert, warf die Frage auf, ob p53 fiir die Polymerase «o-Primase
Proofreaderfunktionen iibernehmen kann. Tatséchlich vermochte ein p53-Pola-Komplex
in vitro einen Primer zu verldngern, der am 3’-Ende ein ungepaartes Nukleotid beinhaltete.
Dieses ungepaarte Nukleotid konnte nur durch diesen p53-Polymerase a- Komplex
entfernt werden, Polymerase o-Primase allein vermochte dieses nicht.

Durch die mikroskopischen Studien gelang es, bislang nur durch in vitro oder durch
Koexpressionsexperimente beschriebene Protein-Interaktionen auch auf subzelluldrer
Ebene nachzuweisen. Die Resultate konnen zwar nicht belegen, dass diese Komplexe
tatsdchlich existieren, doch konnen sie die aus Oberflichenbindungsstudien und
Immunprézipitationen postulierte Existenz dadurch erhirten, dass diese Proteine auch

tatsdchlich in enger Nachbarschaft in der Zelle dargestellt werden konnten.

Treten beim Fortschreiten der Replikationsgabel Strangbriiche oder unreparierte DNA-
Lisionen auf, kommt der Replikationsprozess zum Stehen und die homologe
Rekombination wird stimuliert. Kiirzlich wurde nachgewiesen, dass p53 die Frequenz der
homologen Rekombination unabhiingig von seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor zu
reduzieren vermag (Janz and Wiesmiiller, 2002; Livingstone et al., 1992). Eine Reduktion
der Rekombinationsfrequenz kann die Stabilitdt der viralen DNA erhohen; in diesem Sinne
konnte die p53-Prisenz in den Replikationszentren ebenfalls erklédrt werden.

Die vorliegende Studie ergidnzt als kleines Mosaikstiick die Suche nach einem
vollstindigeren Bild der p53-Funktion in der Zelle. Die an den SV40 infizierten Zellen
gewonnen Befunde konnen als Hinweise dazu beitragen, die zelluldren Abldufe der
Replikation zu erhellen.

Weitergehende Klarheit konnen Untersuchungen in nicht-infizierten Zellen bringen. Dazu

miissten Experimente durchgefiihrt werden, die z.B. pS3 mit unterschiedlichen Proteinen
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der Replikation anhand von Kolokalisationsversuchen in Zusammenhang bringen. Der
Unterscheidung, in welcher Phase und an welchen Orten der Replikation p53 auch in nicht-
infizierten Zellen nachweisbar ist, konnen folgende Experimente dienen.

Ob p53 in Phasen der Initiation enthalten ist, miissten konfokale Féarbungen mit
Initiationsproteinen wie ORC, cdc6, mecm, RFC, RPA, cdc 45 erfolgen oder auf Proteine
der Elongation wie Polymerase 8, € und DNA-Syntheseorten mittels BrdU. Fiir die BrdU-
Féarbungen miissten sehr kurze Inkubationen mit BrdU erfolgen. Die Experimente konnten
im gleichen Studiensystem des Isoleucin-Arrestes mit CV-1 Zellen erfolgen. Durch die
feingepunktete Darstellung von p53 in extrahierten Zellen bote sich dieses Extraktions-
Verfahren an, eindeutige Kolokalisationen nachzuweisen oder auszuschlieBen. Zeitgleich
oder nach ersten Resultaten wiren Experimente an primiren und/ oder humanen Zelllinien
von besonderem Interesse, das Verstidndnis von p53 in Replikationsprozessen im Hinblick

auf onkologische Grundlagenforschung und medizinische Anwendung zu vertiefen.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse zusammengestellt, die wesentliche Hinweise dafiir
liefern, dass p53 auBlerhalb seiner ,,normalen* Funktionen als Transaktivator von
Zellzyklus-, Reparations- und Apoptosegenen weitere Funktionen ausiiben kann. Die
erhaltenen Resultate deuten auf eine Beteiligung von p53 an der DNA- Replikation hin.

In folgenden Systemen wurden die Versuche durchgefiihrt. Der Untersuchung der p53-
Proteinexpression im Verlaufe der S-Phase diente eine mittels Isoleucinentzug
synchronisierte CV-1-Zellpopulation. Um p53 mit Replikationsbereichen in der Zelle in
Zusammenhang zu bringen, wurden die Zellen mit dem SV40-Virus infiziert.
Typischerweise replizieren Viren in eng umschriebenen Bereichen im Zellkern einer
infizierten Zelle. In der Replikationsforschung dient SV40 als Modell, die Ablédufe der
zelluldren Replikation zu verstehen, da das Virus mit Ausnahme eines einzigen viralen
Proteins, des T-Antigens, ausschlieBlich zelleigene Faktoren zu seiner Vermehrung
verwendet. Ein Problem des SV40-Modells ist der Umstand, dass das virale T-Ag mit p53
Komplexe bildet. Dies erschwert die Interpretation einer aufgezeigten Kolokalisation von
p53 mit Orten aktiver DNA-Synthese. Aus diesem Grunde musste ausgeschlossen werden,
dass diese Interaktion passiv iiber eine Bindung an das SV40 T-Ag erfolgt. Mit der SV40
T-Ag-Mutante T402 und der Mutanten p53 exprimierenden Zelllinie LLCMK?2 konnte die
Komplexbildung zwischen SV40 T-Ag und p53 ausgeschlossen werden.

Die nach Ausschluss der Komplexbildung erfolgte p53-Prisenz an DNA-Syntheseorten
lasst die Interpretation zu, dass p53 durch zellulire Faktoren wie z.B. RPA oder
Polymerase a-Primase an diese Orte dirigiert wird.

Vermittels der 3°’—5° Exonukleasefunktion, der Fihigkeit freie DNA-Enden zu ligieren
oder mit der N-terminalen Doméine DNA-Synthese an den Urspriingen der Replikation zu
stimulieren, konnte p53 iiber die Komplexbildung mit zelluldren Proteinen wie RPA oder

der Polymerase a-Primase an der DNA-Replikation beteiligt sein.
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Abkiirzungen

8.3. Abkirzungsverzeichnis

Abb.
AK

AS
ATP
bp
BrdU
BSA
Cdk
COS
c-terminal
DMEM
DMSO
DNA
DNase
E. coli
ECL
EGTA

et al.
FACS
FCS
FITC

g

G1, G2
°C

h
HEBS
HEPES
hpi
HPV
HSV
IeG

Ile

kDa

M

M Phase
MCM
MDM?2

ug
min
ml

mM

mmol

Abbildung

Antikorper

Amminosduren

Adenosintriphosphat

Nukleotidpaare

Brom-desoxy-Uridin
Rinderserumalbumin

Cyclin dependent kinase

CV1 origin SV40

Carboxy-terminal

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxiribonuklease

Escherichia coli

Enhanced Chemoluminescence
Ethylen-glycol bis (2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsdure

et alii (und andere)

Fluoreszenz Activated Cell Sorter, Durchflusszytometrie
fetal calf serum (fotales Kélberserum)
Fluoreszeinisothiocyanat

Gramm, relative Zentrifugationskraft
Gap-Phasen des Zellzyklus

Grad Celsius

hour (Stunde)

HEPES-gepufferte Salzlosung
(N-2-hydroxyethyl)-piperazin-N’(2-ethan sulfonsiure
hours post infection (Stunden nach der Infektion)
humanes Papillomavirus

Herpes Simplex Virus
Immunglobulin G

Isoleucin

Kilodalton

molar

mitotische Phase des Zellzyklus
Minichromosom Maintenance Protein
murine double minute chromosome-2
Mikrogramm

Mikroliter

Minuten

Milliliter

millimolar

Millimeter

Millimol
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Abkiirzungen

mt

NP 40
nt
ORC
PAGE
PBS
PCNA
PEG

PI
PIPES
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pRb
Pre-RC
RFC
RNA
RNase
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wafl
wt

mutant

Nonidet P-40
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Origin Recognition Complex
Polyacrylamidgelelektrophorese
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proliferating cell nuclear antigen
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Piperazin-1,4-bis (2-ethan sulfonséure)
Polymerase Epsilon

Polymerase Delta

DNA Polymerase o
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Prereplicative Complex
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Ribonukleinsédure
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replication protein A

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Phase replikative Phase des Zellzyklus
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src-Homologie-Domine

Simian Virus 40

groBes SV40 Tumorantigen

Tris gepufferte Salzlosung mit Tween 20
Enzymaktivititseinheit (unit)
Ultraviolettes Licht

Volumen pro Volumen

Virionprotein

wildtype p53 activated fragment
wildtyp

zum Beispiel
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