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Zusammenfassung

3 Zusammenfassung

Das Phosphoprotein p53 ist ein Tumorsuppressor, welcher in jeder Korperzelle in geringen
Konzentrationen vorkommt. p53 gilt nach géngiger Vorstellung als ,,Wéchter des Genoms*,
der Zellen nach DNA-Schiadigung an ihrer Progression durch den Zellzyklus hindert. Es
kontrolliert einerseits Prozesse des DNA-Metabolismus, wie Replikation, Reparatur und
Rekombination und schiitzt andererseits die Zellen davor, dass sich DNA-Schidden in Form

von Mutationen im Genom manifestieren.

Als sequenzspezifischer Transaktivator ist p53 ein typisches Kernprotein, dessen
Kernlokalisation iiber Kernimport- (NLS) und Kernexportsignalsequenzen (NES) bestimmt
wird. Die subzellulire Lokalisation ist somit Ergebnis eines Gleichgewichts zwischen
Kernimport und Kernexport. Ein KernausschluB3 von p53 ist ein effektiver Mechanismus zur
Inaktivierung von p53, mit dem die tumorsuppressive Wirkung von p53 aufgehoben wird.
Tatséchlich kann in einigen Tumoren eine zytoplasmatische Akkumulation von p53
nachgewiesen werden. In allen undifferenzierten Neuroblastomen, sowie in einem
erheblichen Prozentsatz von inflammatorischen Mammakarzinomen und Pankreastumoren
ist p53 im Zytoplasma lokalisiert und zudem iiberexprimiert. Diese Gewebe zeigen auch

schon im Verlauf der Differenzierung eine zytoplasmatische Akkumulation von p53.

Obwohl der KernausschluB und die damit verbundene Sequestrierung von p53 im
Zytoplasma fiir die Progression einiger Tumore eine wichtige Rolle spielt, ist bislang noch
nicht geklart, tiber welche Bereiche von p53 die zytoplasmatische Retention vermittelt wird.
Bislang  existiert  kein  zellulires  Modell, an dem  der  zytoskelettale

Verankerungsmechanismus von p53 im Detail analysiert werden kann.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Zellen der Rattengliomzellinie C6, die eine
temperatursensitive Mutanten von p53, dass tsp53"*"'%, exprimieren, ein geeignetes Modell
fir die Identifizierung von Verankerungsdominen von p53 darstellen. Die
temperatursensitive Mutante entfaltet bei permissiver Temperatur (30°C) Eigenschaften von
Wildtyp p53, bei nicht-permissiver Temperatur (39°C) liegt sie in Mutantenkonformation
vor. Durch die zytoplasmatische Sequestrierung von tsp53 bei permissiver Temperatur
werden seine wachstumsinhibitorischen Eigenschaften blockiert. Es wurden in dieser Arbeit
nun sowohl amino- als auch carboxyterminale Deletionsmutanten von tsp53 hergestellt. Es
konnte gezeigt werden, dass die zytoskelettale Verankerung durch einen Bereich von AS 308

bis 357 im Carboxyterminus von p53 vermittelt wird. Fehlt der Carboxyterminus vollstéindig,
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so kann p53 nicht mehr im Zytoplasma verankert werden. Weiterhin scheint der Grad der
Phosphorylierung im Carboxyterminus Einfluss auf die Verankerung zu haben. Austausch
eines Serins in Position 309 gegen Alanin fithrt zu einer ausschlieBlich nukleédren

Lokalisation von tsp53, sowohl bei permissiver als auch bei nicht-permissiver Temperatur.
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4 Einleitung

4.1 Ursachen der Tumorentstehung

Tumore entstehen durch genetische Verdnderungen (Mutationen), mit denen zelluldre
Kontrollmechanismen der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und des programmierten
Zelltods (Apoptose) auller Kraft gesetzt werden. Der Verlust der Proliferationskontrolle
resultiert zum einen aus der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, die inhibitorisch auf
die Zellproliferation wirken, zum anderen aus der Aktivierung von Onkogenen, welche

proliferationsstimulierende Signale auslosen.

Onkogene enthalten per definitionem "die genetische Information, die nach einem
Aktivierungsprozess in der Lage ist, den neoplastischen Phénotyp einer Zelle zu initiieren
und aufrechtzuerhalten". Zelluldre Onkogene entstehen durch genetische Verdnderungen aus
Proto-Onkogenen, die Schliisselfunktionen in proliferationsstimulierenden Signalwegen
innehaben. Zu der Gruppe der Proto-Onkogene zéhlen Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren
(z.B. erb) als auch die Wachstumsfaktoren (z.B. sis) selbst, Proteine der Signaltransduktion
(z.B. ras) sowie Transkriptionsfaktoren (z.B. fos, myc). Der Wechsel vom Protoonkogen
zum Onkogen erfolgt hiufig durch eine Deletion regulatorischer Doménen dieser Proteine
(z.B. erb) oder durch Amplifikation der Gene (z.B. mdm2, EGF-R). Onkogene lassen Zellen
von externen Signalen (Wachstumsfaktoren) unabhidngig werden, erhalten also gegeniiber
den Proto-Onkogenen einen Funktionsgewinn (,,gain of function®). Da Onkogene auch in
Gegenwart des entsprechenden nicht-mutierten Proto-Onkogens wirksam werden, werden sie

auch als dominante Onkogene bezeichnet (B. Alberts und J. D. Watson, 1994).

Im Gegensatz zu den Onkogenen kodieren Tumorsuppressorgene fiir Proteine, welche
negativ regulierend in die Zellproliferation eingreifen. lhre Existenz macht sich erst durch
den Funktionsverlust (,,loss of function”) der Gene bemerkbar. In der Regel wird die
Tumorbildung nur dann begiinstigt, wenn beide Allele inaktiv sind. Haufig wird zuerst eines
der beiden Allele durch eine Punktmutation inaktiviert; der Verlust des zweiten, gesunden
Allels erfolgt durch Deletion (,,loss of heterozygosity” [LOH]). Zwei Tumorsuppressoren
haben herausragende Bedeutung: p53 (Gottlieb und Oren, 1996; Ko und Prives, 1996) und
das Retinoblastom-Genprodukt pRB (Hateboer et al., 1996). Wéhrend pRB als ,,gatekeeper*
im G1/S-Ubergang des Zellzyklus fungiert, wirkt p53 in iibergeordneter Funktion als
»guardian of the genome* (siche 4.3.2).
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Die Inaktivierung pRB- und p53-kontrollierter Signalwege spielt eine Schliisselrolle in der
Entstehung der meisten menschlichen Tumore. Humane Tumore zeigen ein umfangreiches
Spektrum von p53 Mutationen, wie Deletionen, Insertionen, Punktmutationen und den
Verlust der Heterozygotie (LOH). Sie lassen sich in iiber 60% aller humanen Tumore
nachweisen und bilden damit die hiufigste mit Krebs assoziierte Verdnderung eines
einzelnen Gens (Hollstein et al., 1991). Die hohe klinische Relevanz des p53-Status zeigt
sich darin, dass Mutationen im p53-Gen und die Uberexpression des mutierten p53-Proteins
in Mamma-, Lungen- und kolorektalen Karzinomen mit einer ungiinstigen Prognose und
einer geringen 5-Jahres-Uberlebens-Rate fiir die betroffenen Patienten korreliert (Kern et al.,

1989; Zeng et al., 1994).

4.2 Der Tumorsuppressor pS3

Das nukledre Phosphoprotein p53 wurde erstmals 1979 aus Immunprézipitaten des groflen T-
Antigens von SV-40 (Simian Virus 40) transformierten Nagerzellen isoliert (Lane und
Crawford, 1979). Es zeigte sich, dass p53 mit einer Reihe anderer viraler Onkoproteine
assoziieren kann (Sarnow et al., 1982). Da p53 in Tumorzellen iiberexprimiert wird
(Crawford et al., 1981) und zudem direkt an der Immortalisierung und Transformation
beteiligt ist (Eliyahu et al., 1984; Parada et al., 1984; Wolf et al., 1984a; Wolf et al., 1984b)
wurde p53 zunichst als Onkogen klassifiziert. Spatere Untersuchungen zeigten jedoch, dass
die urspriinglichen Transformationsexperimente mit einer mutierten p53 cDNA durchgefiihrt
worden waren (Hinds et al., 1989) und dass p53 sowohl in verschiedenen Tumorzelllinien
(Rotter und Wolf, 1985; Wolf und Rotter, 1985) als auch in humanen Primirtumoren durch
Mutation inaktiviert ist (Masuda et al., 1987). Zugleich konnte der Nachweis erbracht
werden, dass Wildtyp p53 in der Lage ist, das Tumorwachstum zu unterdriicken (Baker et
al., 1990; Casey et al., 1991; Chen et al., 1990; Chen et al., 1991; Finlay et al., 1989). Diese

Befunde gaben den Ausschlag, p53 endgiiltig als Tumorsuppressorgen zu klassifizieren.

4.2.1 Struktur und biochemischen Aktivititen von p53

Das p53-Gen lokalisiert beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 (Isobe et
al., 1986) und bei der Maus auf Chromosom 11 (Czosnek et al., 1984). Es weist eine Grofie
von 20 bzw.12,5 kb auf (Bienz et al., 1984; Lamb und Crawford, 1986). Rechnerisch ergibt
sich fiir das Protein ein Molekulargewicht von 43,5 kDa. In der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese lduft p53 jedoch auf der Hohe von 53 kDa. Dieses aberrante

Laufverhalten, das dem Protein seinen Namen gab (Oren, 1985), ist auf eine Anhdufung von
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helixbrechenden Prolin-Resten im Aminoterminus und auf posttranslationale Modifikationen

zurickzufiihren.

p53 hat eine Reihe unterschiedlicher biochemischer Aktivitdten, die sich den drei grofen
Doménen des Proteins zuordnen lassen (sieche Abb 1): (i) der sauren aminoterminalen
Domine, (ii) der zentralen, proteolyse-resistenten Kerndoméne und (iii) der basischen

carboxyterminalen Doméne.

Der Aminoterminus (N-Terminus) des p53 Proteins (AS 1-~100) enthilt die aus zwei
Untereinheiten bestehende transkriptionelle Aktivierungsdoméne (AS 1-43 und AS 40-83)
(Fields und Jang, 1990; Raycroft et al., 1990). Unter den Zielgenen ist eine eindeutige p53-
relevante Funktion nur fir p21/Waf1/Cipl, mdm2, GADD45, und bax beschrieben (Ko und
Prives, 1996). Die prolinreiche Region (AS 61-94) mit 5-fach wiederholtem PXXP-Motif
(P=Prolin; X=beliebige AS) iiberlagert teilweise mit der zweiten Untereinheit der
Transaktivierungsdoméne und scheint fiir die p53-abhingige Modulation des Wachstums

und Induktion der Apoptose bedeutsam zu sein (Walker und Levine, 1996).

Der Amimoterminus von p53 interagiert mit einer Vielzahl zelluldrer und viraler Proteine
(Ko und Prives, 1996). Zu den zelluldren Bindungspartnern gehéren Komponenten des
basalen Transkriptions-Initiationskomplexes TFIID (Lu und Levine, 1995; Seto et al., 1992;
Thut et al., 1995), wie z.B. das TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) oder der TBP-assoziierte
Faktor (TAF). Daneben binden mehrere Untereinheiten des TFIIH-Komplexes, die an der
Transkription und DNA-Reparatur beteiligt sind (Wang et al., 1995; Xiao et al., 1994).
Weitere Bindungspartner beteiligen sich an DNA-Replikation (RPA) (Dutta et al., 1993; Li
und Botchan, 1993) und DNA-Rekombination (Rad51) (Sturzbecher et al., 1996). Im
Aminoterminus (AS 17-27) liegt auch der Bindungsort fiir Mdm2 (murine double minute
chromosome-2).  Mdm2  ist mit p53  durch  einen  autoregulatorischen
Riickkopplungsmechanismus (Feedbackloop) verkniipft und vermittelt sowohl den
Kernexport als auch die Degradation von p53 im Zytoplasma (siche Abb.1 und Kap. 4.3)
(Brown et al., 1993; Chen et al., 1993; Picksley und Lane, 1993). Zu den wichtigsten viralen
Proteinen, die am Aminoterminus von p53 binden, zéhlt das adenovirale E1B 55kD (Sarnow
et al., 1982) und das E6-Protein der humanen Papillomviren 16 und 18 (Scheffner et al.,
1990; Werness et al., 1990) (siche Kap. 4.3.2.1).

Die zentrale hydrophobe Region von p53 (AS 100 bis 297) beinhaltet neben der
sequenzspezifischen DNA-Bindungsdomine (Bargonetti et al., 1993; Halazonetis et al.,
1993; Pavletich et al., 1993; Wang et al., 1993) auch die 3’-5"-Exonuklease-Aktivitit des
Proteins (Mummenbrauer et al., 1996). Sie ist hochkonserviert und zeigt innerhalb der

Vertebraten ausgepriagte Sequenzhomologien in den Bereichen II bis V (siche Abb.1)
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(Mechali et al., 1990; Soussi et al., 1990; Zakut-Houri et al., 1985). Mehr als 90% aller
»Missense«-Mutationen, die in menschlichen Tumoren identifiziert werden konnten,
betreffen diese DNA-Bindungsdoméne (Hollstein et al., 1991; Levine et al., 1991).
Besonders hiufig sind die Aminosduren der Position 175, 248 und 273 mutiert (hot-spot-
Mutationen) (Deppert, 1994; Donehower und Bradley, 1993), welche alle in den
konservierten Regionen II bis IV lokalisieren (Levine et al., 1991) (siche Abb.1). Innerhalb
dieser hochkonservierten Bereiche befinden sich Aminosiuren, die mit der DNA direkt in

Kontakt treten und damit die sequenzspezifische DNA-Bindung vermitteln.

248

175

|__sauer ] _hydrophob

basisch

282

eee, L | @EGCE®
Ndj] PXXP ] Cc
| 1 | | | i | | |
1 50 100 150 200 250 300 350 393
Transaktivierung sequenzspezifische DNA-Bindung Oligo— unspez. DNA-
p53 mRNA 5°-UTR-Bindung merisierung Bindung
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Abbildung 1: Struktur des Tumorsuppressors p53. Das Protein gliedert sich in drei
funktionelle Domanen, die unterschiedliche biochemische Eigenschaften aufweisen (===).
Roémische Ziffern kennzeichnen die phylogenetisch konservierten Sequenzen (I-V). Vier der
funf konservierten Regionen (lI-V) finden sich in der zentralen Domane. Senkrechte Balken
Uber dem Molekul markieren Aminosauren, die in humanen Tumoren mutiert sind, wobei die
Hohe der Balken mit der Haufigkeit des Vorkommens der Mutation Kkorreliert.
Phosphorylierungsstellen  sind mit  »P«,  Azetylierungsstellen mit »A« und
Sumoylierungsstellen mit »S« angegeben. Blaue Balken (== zeigen spezifische Interaktions-
stellen mit anderen Proteinen. Bezeichnungen siehe Abkirzungsverzeichnis.

Der Carboxyterminus (C-Terminus) von p53 (AS 297-393) weist eine amphipathische
helikale Struktur auf und ist iiber eine flexible »Linker«-Region (AS 300-325) mit der
zentralen Kerndomédne verbunden. Der Linkerregion benachbart liegt die
Oligomerisierungsdoméne (AS 325-356). Sie ermdglicht die Ausbildung eines Tetramers aus
zwei p5S3 Dimeren (Sturzbecher et al., 1992). Innerhalb der Oligomerisierungsdoméne liegen
die Kernlokalisationssignale (NLS) 1 bis 3, von denen NLS 1 das bedeutenste ist (Shaulsky
et al., 1990; Shaulsky et al., 1991a; Shaulsky et al., 1991c) und ein Kernexportsignal (NES;
AS 340-351) (Stommel et al., 1999). Letzteres ist im p53 Tetramer maskiert (Middeler et al.,
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1997). Der C-Terminus fungiert als negative Regulatordoméne fiir die sequenzspezifische
DNA-Bindung der Kerndoméne (Anderson et al., 1997; Hupp et al., 1992), bindet selbst
unspezifisch einzel- und doppelstringige DNA (Bakalkin et al., 1995; Steinmeyer und
Deppert, 1988; Wang et al., 1993) und kann zueinander komplementére Einzelstringe von
DNA und/oder RNA enzymatisch hybridisieren (Bakalkin et al., 1994; Brain und Jenkins,
1994; Nedbal et al., 1997; Oberosler et al., 1993).

4.2.2 Biologische Funktionen von p53

Wildtyp p53 tritt in normalem Gewebe in dullerst geringen Mengen von ungefahr 1.000-
10.000 Molekiilen pro Zelle auf (Patschinsky und Deppert, 1990). Wahrscheinlich befinden
sich diese p53-Molekiile in einem transkriptionsinaktiven, latenten Status und benétigen ein
exogenes Signal, um in den aktiven Zustand zu wechseln (Kastan et al., 1991a; Kastan et al.,
1991b). Die Aktivierung kann durch Phosphorylierung von AS 378 im Carboxyterminus von
pS3 durch die Proteinkinase C (PKC) ausgelost werden. Sie induziert eine
Konformationsdnderung des Proteins und ermdglicht damit die sequenzspezifische DNA-
Bindung (Hupp et al., 1995). Gleichzeitig wird die unspezifische DNA-Bindung blockiert
(Hoffmann et al., 1998). Durch Phosphorylierung aminoterminaler Serine und/oder
Threonine durch DNA-abhingige Protein-Kinasen, Casein-Kinasen, ATM-Protein (ataxia
telangiectasia), Jun-Kinase und/oder mitogen aktivierte Protein-Kinasen (MAP-Kinasen)
werden Stabilitdt und transkriptionelle Aktivitit von p53 gesteigert bzw. reguliert (Fiscella et
al., 1993; Giaccia und Kastan, 1998; Hall et al., 1996; Mayr et al., 1995; Meek, 1998; Shich
et al., 1997; Unger et al., 1999).

Eine Aktivierung von p53 kann durch direkte Schadigung der DNA (ionisierende Strahlung,
UV Strahlung, genotoxische Chemikalien), wie auch durch generalisierte Stressbedingungen
wie z.B. Hypoxie (Graeber et al., 1994), hohe Temperaturen (Matsumoto et al., 1994) oder
suboptimale Zellkulturbedingungen (z.B. Entzug von Serum) ausgeldst werden. Schon ein
einziger DNA-Doppelstrangbruch reicht aus, um eine p53 Aktivierung zu induzieren und
fiihrt zu einer erhdhten Halbwertszeit und einer Akkumulation von p53 im Zellkern (Kastan

etal., 1991a).

Das aktivierte p53 transaktiviert eine Reihe von Zielgenen, deren Funktion es in letzter
Konsequenz ist, zu verhindern, dass ein genetischer Schaden an die Tochterzellen
weitergegeben wird und sich als Mutation manifestiert. p53 erreicht dies, indem es die Zellen
im Zyklus arretiert und dadurch Spielraum fiir eine DNA-Reparatur schafft oder die
geschédigte Zelle in den programmierten Zelltod (Apoptose) fiihrt (Lane et al., 1994).
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4.2.2.1 Induktion von Zellzyklusarrest und Apoptose durch p53

Inwieweit nach Schiadigung der DNA ein Zellzyklus-Arrest oder die Apoptose induziert
wird, wird sowohl durch den zelluldren Hintergrund (Li und Ho, 1998; White, 1996), als
auch durch exogene Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren, beeinflusst (Canman et al.,

1995; Haupt und Oren, 1996; Midgley et al., 1995).

Das prominenteste Gen, das in Verbindung mit der Induktion eines Zellzyklusarrests von
p53 aktiviert wird, ist p27"*"?' p21 kodiert fiir einen Inhibitor cyclin-abhingiger Kinasen
(Cdk: cyclin dependent kinase) (el-Deiry et al., 1994; el-Deiry et al., 1993; Xiong et al.,
1993). Das Protein interagiert mit Cyclin D1/Cdk4/6- und Cyclin E/Cdk2-Komplexen, die
beide das Retinoblastomgenprodukt pRb phosphorylieren und damit die Progression der
Zelle von der G-Phase in die S-Phase ermoglichen. Werden die Cyclin-Cdk-Komplexe
durch p21 inaktiviert, so werden die Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus arretiert (Kuerbitz
et al., 1992). Unabhéngig davon komplexiert p21 auch mit PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) und blockiert damit direkt die DNA-Replikation, nicht aber die Funktion von PCNA
in der DNA-Reparatur (Li et al., 1994; Waga et al., 1994) . Ein weiteres Gen, welches unter
der transkriptionellen Kontrolle von p53 steht und Einfluss auf den Zellzyklus ausiibt, ist
GADDA45 (growth arrest DNA damage). GADDA4S5 bildet ebenfalls Komplexe mit PCNA und
beteiligt sich an der Exzisionsreparatur geschédigter DNA (Kastan et al., 1992; Smith et al.,
1994). p53 ist auch in der Lage, Zellen durch transkriptionelle Aktivierung des
Signaliibertragungsfaktors 14.3.3c im G,/M-Ubergang zu arretieren (Hermeking et al., 1997;
Schwartz et al., 1997; Stewart et al., 1995). 14.3.3c bindet die phosphorylierte Form der
Phosphatase Cdc25 und sequestriert diese im Zytoplasma (Yang et al., 1999; Zeng und
Piwnica-Worms, 1999). Dadurch, dass Cdc25 blockiert wird, unterbleibt die Aktivierung der
cyclin-abhéingigen Kinase Cdk1 und damit der Ubergang der Zellen von der G2-Phase in die
Mitose (Sanchez et al., 1997) (siche Abb. 2).

Neben einer Arretierung der Zellen im Zellzyklus im G1/S- oder G2/M-Ubergang ist p53
auch in der Lage Apoptose zu induzieren. Das Gleichgewicht zwischen apoptose-fordernden
Proteinen (z.B. Bax) und apoptose-hemmenden Proteinen (z.B. Bcl-2) bestimmt mafgeblich,
ob Apoptose eingeleitet wird (Lowe et al.,, 1993; Oltvai et al., 1993). p53 aktiviert die
Expression von bax wihrend es gleichzeitig die bc/-2 Expression reprimiert (Miyashita et al.,
1994; Miyashita und Reed, 1995). Bax destabilisiert die Mitochondrienmembran, setzt
Cytochrom C frei und aktiviert damit eine Kaskade apoptotischer Proteasen (Caspasen)
(Bennett et al., 1998; Cohen, 1997; Eskes et al., 1998; Goping et al., 1998; Schuler et al.,
2000; Schuler und Green, 2001). Neben der Transaktivierung von pro-apoptotischen Genen

induziert p53 eine Reihe von Genen, deren Produkte das Redox-Potential der Zelle steuern
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und dadurch an der Kontrolle von apoptotischen Vorgidngen beteiligt sind (Polyak et al.,
1997). p53 kann auch unabhidngig von seiner Funktion als Transaktivator Apoptose
induzieren (Chen et al., 1996; Haupt et al., 1995; Wagner et al., 1994). Der Ablauf dieses
Vorgangs ist allerdings noch nicht klar definiert (White, 1996) (siche Abb. 2).

4.2.2.2 Beteilisung von p53 an der DNA-Reparatur

Die Eigenschaft von p53 einzelstringige DNA zu binden, wie sie nach DNA-schiadigenden
Ereignissen auftritt, legt eine direkte Beteiligung von p53 an Reparaturprozessen nahe
(Steinmeyer und Deppert, 1988). Zudem bindet p53 an Uberhinge von Doppelstrangbriichen
(Bakalkin et al., 1995), an fehlerhaft gepaarten Basen (Lee et al., 1995) oder an
Rekombinationsintermediate, die bei Reparaturvorgingen auftreten (Lee et al., 1997). Bei
der Exzission fehlerhafter DNA-Abschnitte konnte moglicherweise die 3°-5° Exonuklease-
Aktivitdt von p53 eine Rolle spielen (Jabbur et al., 2000; Janus et al., 1999b; Mummenbrauer
et al., 1996). Fehlt p53, so ist die Reparatur zellulirer DNA beeintrichtigt (Ford and
Hanawalt, 1995; Smith et al., 1995). p53 interagiert aulerdem mit einer Reihe von Proteinen,
die an der DNA-Reparatur beteiligt sind (XPB/D: Xeroderma Pigmentosum B/D Protein;
XSB: Cockayne's Syndrome B Protein) und beeinflusst die Helikase-Aktivitdt dieser
Proteine (Wang et al., 1994; Xiao et al., 1994).

Das ,,dual role model of p53“ impliziert, dass nicht nur dem aktiviertem, sondern auch dem
,hicht-aktivierten®, latenten p53, eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der genetischen
Stabilitdt zukommt. Latentes p53 ist moglicherweise direkt an der Reparatur von endogenen
DNA-Schéden beteiligt, um Fehler in DNA-Reparaturprozessen und in der DNA-
Replikation zu verhindern (Janus et al., 1999a) (siche Abb. 2). Latentem p53 wird auch eine
Kontrollfunktion in Prozessen der Rekombination zugeschrieben. Wéhrend die homologe
Rekombination in der Meiose zur Variabilitit des Erbguts beitrdgt, muss sie in der Mitose
unterdriickt werden. Der Verlust von funktionellem p53 fiihrt zu einer erhohten
Rekombinationsrate (Bertrand et al., 1997; Mekeel et al., 1997), wihrend die Uberexpression
von Wildtyp p53 die Rekombinationsrate um etwa den Faktor 100 erniedrigt (Wiesmuller et
al., 1996).
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Abbildung 2: Funktion von p53. Das p53 Protein entfaltet seine tumorsupressive
Wirkung auf zwei verschiedenen Wegen. Inaktives p53 wird durch DNA-Schaden
aktiviert und induziert in Folge Gene, die an der Zellzykluskontrolle und dem
programmierten Zelltod (Apoptose) beteiligt sind. Im latenten Zustand kontrolliert p53
die Genauigkeit von DNA-Replikation, -Rekombination und -Reparatur.

4.3 Inaktivierung von p53

Die bisher beschriebenen Eigenschaften von p53 verdeutlichen mit welchen Mechanismen
der Tumorsuppressor p53 genetische Schiden erkennen und die Proliferation von genetisch
verdnderten Zellen verhindern kann und damit den Organismus vor einer unkontrollierten
Proliferation solcher Zellen schiitzt. Es ist daher verstindlich, dass es bei der Progression
von Tumoren hiufig zu einer Inaktivierung von p53 kommt (Carson und Lois, 1995). Zwei
Wege der Inaktivierung werden hierbei beschritten: (a) die Inaktivierung durch Mutation und

(b) die Inaktivierung durch epigenetische Mechanismen.

4.3.1 Inaktivierung von p53 durch Mutation

Missense Mutationen, die die zentrale DNA-bindende Domine betreffen, stellen die
haufigste Mutationsform von p53 dar (siche Abb. 1). Die Mutationen lassen sich in 2

Klassen einteilen: »Klasse I«-Mutationen betreffen Aminosauren (248W und 273H), die den
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Kontakt von p53 mit der DNA vermitteln (DNA-Kontaktmutanten); »Klasse Il«-Mutationen
(175H und 245D) fiihren zu einer Anderung der Tertidirstruktur des p53 Proteins
(Konformations-Mutanten). Beide ,,Mutations-Klassen* fithren zu einer verringerten DNA-
Bindungsaktivitét oder heben diese vollstindig auf und blockieren damit die transkriptionelle

Aktivitdt von p53.

In Bezug auf die biologischen Aktivitdten manifestieren sich Mutationen in einem Verlust
wildtyp-spezifischer Funktionen von p53: mutiertes p53 ist nicht mehr in der Lage, Zellen
im G1/S-Ubergang zu arretieren und hat damit die wachstumssuppressiven Eigenschaften
verloren (Baker et al., 1990; Diller et al., 1990). Ebensowenig kann es den tumorigenen
Phénotyp von Tumorzellen revertieren (Chen et al., 1990; Mercer et al., 1990) oder die
Immortalisierung oder Transformation von priméren Fibroblasten durch zelluldre oder virale

Onkogene hemmen (Eliyahu et al., 1989; Finlay et al., 1989).

Die biologische in vivo Relevanz einer Mutation in p53 wird am Li-Fraumeni-Syndrom
deutlich (Li und Fraumeni, 1969). Diese Erkrankung beruht auf einem vererbaren Defekt im
pS3 Gen, welcher auf Klasse I Mutationen, oder Klasse II Mutationen zuriickzufiihren ist
(Iavarone et al., 1992; Malkin, 1993; Malkin, 1994; Srivastava et al., 1990; Toguchida et al.,
1992). Betroffene Familien zeigen eine hohe Prédisposition fiir die Entwicklung von
Tumoren. Die weitreichende Bedeutung von p53 Mutationen in der Keimbahn wurde durch
die Entwicklung eines p53 ,,Knockout“~-Mausmodells eindrucksvoll bestétigt (Donehower et
al.,, 1992). Miuse, in denen das p53-Gen gezielt ausgeschaltet ist, weisen zwar keine
Entwicklungsstorungen auf, zeigen jedoch bereits innerhalb von sechs Monaten multiple

Tumore (Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994).

Mit der Inaktivierung durch Mutation werden p53 abhingige Kreisldufe aufgehoben werden.
MDM2 kann durch mt-p53 nicht mehr hochreguliert werden; folglich zeigt mutp53 eine
wesentlich langere Halbwertszeit als wt-p53 (Finlay et al., 1988; Hinds et al., 1990). Auch
die Exonuklease-Aktivitdt wird durch Mutationen in der zentralen Domidne aufgehoben
(Mummenbrauer et al., 1996). Zudem wird durch die verdnderte Tertidrstruktur die
Interaktion von p53 mit zelluldren und viralen Proteinen blockiert: mt-p53 ist weder in der
Lage an den Transkriptionsfaktor TBP (Seto et al., 1992) noch an das groB3e T-Antigen des
SV40 Virus zu binden (Halevy et al., 1990; Jenkins et al., 1988).

Fiihren zusdtzlich Mutationen in anderen Tumorsuppressorgenen (z.B. in »b) zu einem
vollstdndigen Verlust der Zellzykluskontrolle, so kann eine »gain of function«-Mutation in
p53 mit dominant-negativen, onkogenen Eigenschaften die Tumorentstehung begiinstigen.
Die Existenz einer intrinsischen onkogenen Eigenschaft von mt-p53 konnte durch eine mt-

p53 induzierte Transformation p53-negativer Zellinien bewiesen werden. mt-p53 verursacht
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eine verstirkte Proliferation (Dittmer et al., 1993), erhoht die Tumorigenitét (Shaulsky et al.,
1991b) und steigert das Metastasierungspotential (Pohl et al., 1988). Méause, die homozygot
fiir eine p53 Mutation sind, entwickeln wesentlich frither Tumore und besitzen eine deutlich
schlechtere Prognose, als p53 defiziente knockout Miuse, was ebenfalls auf eine onkogene
Wirkung von mt-p53 hindeutet (Harvey et al.,, 1995). Ein fir mt-p53 neuartiger
Funktionsgewinn, ist die spezifische Bindung an MAR-Elemente (,,matrix attachment
region) der DNA (Will et al., 1998), mit der die Genexpression beeinflusst werden kann. Es
konnte gezeigt werden, dass mt-p53 die Transkription zelluldrer und viraler Gene stimulieren

kann (Dittmer et al., 1993).

4.3.2 Inaktivierung von p53 durch epigenetische Mechanismen

Mutationen (siche Kap. 4.3.1) stellen nicht den einzigen Weg dar, mit dem die
tumorsupprimierende Wirkung von p53 aufgehoben werden kann. Tumore enthalten hiufig
intakte wt-p53 Allele, jedoch sind Mechanismen fehlreguliert, die die Aktivitit von p53
kontrollieren. Zwei Mechanismen konnen zu einer Ausschaltung von wt-p53 fiihren: (a) die
Inaktivierung von wt-p53 durch verstirkte Degradation und (b) die Inaktivierung von wt-p53

durch Kernausschluss.

4.3.2.1 Inaktivierung durch verstirkte Degradation

Ein epigenetischer Mechanismus der Inaktivierung von p53 besteht in der Komplexierung
mit zelluldren oder viralen Proteinen, die p53 verstirkt der Degradation zuleiten. Hier spielt
das zelluldre Protein Mdm?2 eine zentrale Rolle. Es komplexiert p53, transportiert es aus dem
Zellkern und fiihrt es der ubiquitinabhéngigen, proteosomalen Degradation im Zytoplasma
zu (Honda et al., 1997; Momand et al., 2000). Da mdm?2 selbst ein Zielgen von p53 ist, wird
auf diese Weise die Funktion von p53 iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus
reguliert (Otto und Deppert, 1993; Picksley und Lane, 1993). Mdm2 erhilt onkogene
Eigenschaften, wenn es durch Uberexpression p53 konstitutiv eliminiert (Momand et al.,
1992). Dies trifft auf etwa 40-60% aller Osteo-Sarkome, sowie auf 30% der Weichteil-
Sarkome zu (Cordon-Cardo et al., 1994; Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997; Oliner et
al., 1992). In vivo Experimente haben gezeigt, dass durch FEinbringen von Mdm2-
blockierenden Peptiden die suppressiven Funktionen von wt-p53 in diesen Tumoren aktiviert

werden konnen (Chen et al., 1998).

Den gleichen Mechanismus der pS53-Inaktivierung verfolgen Tumorviren. Das virale
Onkoprotein E6 der humanen Papilloma Viren (HPV) Typ 16 und 18, das E1B55kD-Protein
sowie das E4orf6 Protein der Adenoviren binden wt-p53 (Huibregtse et al., 1991; Steegenga
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et al, 1998; Steegenga et al., 1996) und flihren den Tumorsuppressor iiber den
ubiquitinabhingigen Abbauweg einer verstirkten proteolytischen Degradation zu (Scheftner
et al., 1993; Scheffner et al., 1990). Damit verhindern sie die Akkumulation von p53 im
Zellkern, was fir die Entfaltung seiner tumorsuppressiven Aktivitit erforderlich ist
(Scheftner et al., 1990). Weitere virale Interaktionspartner, die zu einer Inaktivierung von
wt-p53 fiihren, sind das virale SV40 T-Antigen des Simian Virus (Jenkins et al., 1988;
Montenarh et al., 1986; Montenarh und Quaiser, 1989; Tan et al., 1986), das ,,Epstein-Barr
nuclear antigen-5“ (EBNA-5) (Szekely et al., 1993), sowie das HBx-Protein des Hepatitis B
Virus dar (Truant et al., 1995).

4.3.2.2 Inaktivierung durch Kernausschluss

In fast allen undifferenzierten Neuroblastomen und etwa in 30% der inflammatorischen
Mammakarzinome wird Wildtyp-p53 iiberexprimiert und akkumuliert im Zytoplasma (Moll
et al.,, 1995a; Moll et al., 1992). In gleicher Weise zeigen einige Glioblastome (Ali et al.,
1994; Sembritzki et al., 2002) und einzelne Zellen in Retinoblastomen eine zytoplasmatische
Akkumulation von wt-p53 (Schlamp et al., 1997). Zelllinien, die aus undifferenzierten
Neuroblastomen isoliert wurden und wt-p53 im Zytoplasma akkumulieren, sind nicht in der
Lage, als Reaktion auf genotoxischen Stress einen Zellzyklusarrest einzuleiten. p53 bleibt in
diesen Zellen nach moderater Bestrahlung transkriptionell inaktiv (Moll et al., 1996). Erst
bei hoherer Strahlendosis kommt es zu einer Translokation des Proteins in den Zellkern,

einer Transaktivierung von p21 und einem p53-vermittelten Wachstumsarrest.

Die Akkumulation des Proteins im Zytoplasma ist auf mehreren Wegen denkbar: (a) durch
eine Maskierung der Kernlokalisationssignale (NLS), so dass das Protein fir
Kerntransportproteine nicht mehr zugénglich ist, (b) durch eine kontinuierliche Stimulation
des Kernexports und (c¢) durch eine Komplexierung mit zytoplasmatischen Proteinen, die zu

einer »aktiven« Verankerung des Proteins im Zytoplasma fiihrt.
(a) Inaktivierung durch Maskierung des NLS

Liang und Mitarbeiter zogen die Moglichkeit eines gestdrten Kernimports als Ursache fiir
die zytoplasmatische Akkumulation von wt-p53 in Betracht. Sie identifizierten im
Carboxyterminus von p53 eine Domidne (AS 326-355), die offensichtlich mit der
Linkerregion und dem anschlieBenden NLS 1 in Wechselwirkung treten kann (Liang und
Clarke, 1999; Liang et al., 1998). Wurde diese Doméne deletiert, so wurde die
Bindungsfihigkeit von p53 an das Kernimportprotein Importin o abgeschwécht, wodurch
pS53 verstirkt im Zytoplasma der Zellen sequestriert wurde. Die Doméine AS 326-355 von

p53 wurde deshalb als cytoplasmic sequestration domaine (CSD) bezeichnet. Denkbar ist,
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dass durch den engen Kontakt der CSD mit dem Anfangsbereich des Carboxyterminus von
pS53 die subzelluldre Lokalisation von p53 gesteuert bzw. reguliert werden kann. Wird der
Sequenzbereich vor dem NLS I von Proteinen maskiert, so wird der regulierende Einfluf3 der
CSD unterbrochen und Importin o nicht mehr gebunden, was zur Folge hitte, dass p53 im
Zytoplasma zuriickgehalten wird und somit nicht als Transkriptionsfaktor im Zellkern aktiv

sein kann.
(b) Inaktivierung durch beschleunigten Kernexport

Alternativ muss ein beschleunigter Kernexport von p53 als Ursache fiir die zytoplasmatische
Lokalisation in Betracht gezogen werden. Diese Hypothese griindet sich auf die Tatsache,
dass innerhalb der Tetramerisierungsdomine von p53 ein Kernexportsignal liegt, das sehr
groBe Homologien zu Kernexportsignalen anderer Proteine aufweist und einen Mdm2-
unabhéngigen Kernexport ermdglicht. Wird dieses Signal durch einen Aminoséureaustausch
zerstort (Leucin gegen Alanin in den Positionen 348 und 350), akkumuliert p53 schlieBlich
im Zellkern (Stommel et al., 1999). Allerdings ist dieses Signal nur zuginglich, wenn p53 als
Monomer vorliegt. Inwieweit die Aktivierung dieses Signals die primére Ursache fiir die
zytoplasmatische Lokalisation von wt-p53 ist, ist umstritten. Zytoplasmatisches wt-p53 in
Neuroblastomzelllinien liegt im Komplex mit Mdm2 und dem Glukokortikoidrezeptor vor
(Sengupta et al., 2000; Sengupta und Wasylyk, 2001). Dies spricht gegen einen Mdm2-
unabhéngigen Kernexport und eher fiir eine gestorte Degradation (Lu et al., 2000; Zaika et
al., 1999).

(¢c) Inaktivierung durch zytoplasmatische Verankerung

Beobachtungen an der C6 Gliomzelllinie der Ratte, die mit einer temperatursensitiven
Mutante von p53 (tsp53¥*"'*°) transfiziert wurden, zeigten, dass p53 sowohl in Mutanten- als
auch in Wildtypform in diesen Zellen nur dann zytoplasmatisch lokalisiert war, wenn diese
Zellen Vimentinfilamente als Bestandteil ihres Zytoskeletts enthielten (Klotzsche et al.,
1998). In vimentinnegativen Zellen lag tsp53 nur im Zellkern vor. Wurden vimentinnegative
Zellen mit einem exogenen Mausvimentin komplettiert, so lokalisierte tsp53 wiederum im
Zytoplasma. Dies weist auf eine Beteiligung von Vimentin an der Verankerung von p53 im
Zytoplasma hin. Da p53 in diesen Zellen nicht direkt an Vimentin gebunden ist, muss davon
ausgegangen werden, dass diese Interaktion unter Beteiligung von Briickenproteinen
stattfindet. Inwieweit u.U. Mdm2, Parc, oder der Glukokortikoidrezeptor die Bindung von
tspS3 an Vimentin vermittelt, ist noch ungekldrt. Untersuchungen an menschlichen
Glioblastomen zeigten eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
Vimentinexpression und der Anwesenheit zytoplasmatischen wt-p53 in Tumorzellen. Dies

muss als Hinweis gewertet werden, dass die vimentinabhédngige zytoplasmatische
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Lokalisation nicht ein auf das C6 Zellsystem beschrianktes Phédnomen ist, sondern auch auf

die Situation in menschlichen Tumoren zutrifft (Sembritzki et al., 2002).
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44 Problemstellung

4.4.1 Fragestellung

Die bisher beschriebenen Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die zytoplasmatische
Akkumulation von wt-p53 in Tumorzellen auf die Bindung an zytoplasmatische Strukturen
zuriickzufiihren ist. Die Suche nach Wegen, die Wechselwirkung von wt-p53 mit
zytoplasmatischen Proteinen zu storen, ist daher von besonderem Interesse fiir die
Tumortherapie. Ein Ansatz wére nun, nach Interaktionspartner von p53 in diesem Geschehen
zu suchen und diese gezielt auszuschalten. Hier miissen spezies- und/oder gewebsspezifische
Unterschiede beriicksichtigt werden. Ein alternativer Ansatz, der hier verfolgt wird, besteht
darin, Doménen in p53 zu identifizieren, {iber die das p53-Protein im Zytoplasma verankert
wird. Moglicherweise gibt es einen oder mehrere genau umschriebene Sequenzbereiche in
p53, die fiir seine zytoplasmatische Retention verantwortlich sind. Die Kenntnisse iiber die

Existenz entsprechender Doménen ist liickenhaft.

Vorliegende Daten weisen auf eine Beteiligung des Carboxyterminus von p53 an der
zytoplasmatischen Verankerung. Wurden Neuroblastomzellen mit einem carboxyterminalen
p53 Peptid (DD1=AS 302-392) transfiziert, so akkumulierte das endogene wt-p53 im
Zellkern. Offensichtlich konnte p53 durch das carboxyterminale Fragment aus der
zytoplasmatischen Verankerung gelost werden (Ostermeyer et al., 1996). Endogenes
zytoplasmatisches Wildtyp p53 konnte mit dem carboxyterminal bindenden monoklonalen
Antikorper pAb421, der den Bereich von AS 372 bis 382 erkennt, nicht detektiert werden.
Moglicherweise ist dieser Bereich durch die Bindung anderer Proteine maskiert. Fiir eine
Beteiligung des C-Terminus von p53 spricht auch die Beobachtung, dass der Verlust der AS
326-355 zu einem abgeschwichten Kernimport fiihrt (Liang und Clarke, 1999).
Moglicherweise ist auch eine Maskierung carboxyterminal gelegener
Phosphorylierungsstellen fiir die zytoplasmatische Retention von p53 verantwortlich

(Knippschild et al., 1995).

4.4.2 Zielsetzung und experimentelles Modell

Ziel der Arbeit war es, Doménen von p53 zu identifizieren, die fir die zytoplasmatische
Verankerung des Proteins essentiell sind. Zur Realisierung dieses Ziels sollten bestimmte
Sequenzabschnitte der temperaturssensitiven Mutante tsp53Y* '* deletiert oder einzelne AS

in regulatorischen Dominen ausgeschaltet werden. Die Bedeutung des jeweils betroffenen
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Bereichs fiir die zytoplasmatische Verankerung sollte anhand der subzelluldren Lokalisation
des mutierten Tumorsuppressors erfasst werden. Diese Arbeiten sollten mit der
temperatursensitiven Mutante p53"*"'* (tsp53) durchgefiihrt werden (Eliyahu et al., 1985;
Finlay et al., 1988; Hinds et al., 1989).

Dabei weist diese tsp53-Mutante bei 39°C Mutantenkonformation auf und lokalisiert in
stabil transfizierten Zellen im Zytoplasma (Gannon et al., 1990). Sie zeigt unter diesen
Bedingungen keine wachstumssuppressiven FEigenschaften, und ermoéglicht damit die
Etablierung stabil transfizierter Zelllinien. Nach einem Wechsel auf die permissive
Temperatur (30°C) nimmt das Protein seine Wildtypkonformation an und akkumuliert
innerhalb weniger Stunden im Zellkern. tsp53 entfaltet nun seine wachstumssuppressive
Wirkung und kann die transformierenden Eigenschaften von Onkogenen wie ras oder myc
unterdriicken (Martinez et al., 1991; Michalovitz et al., 1990). Es kommt zur Aktivierung
von p53-Zielgenen, wie p2Iwafl, mdm2 oder bax, die, je nach zellulirem System, einen
Zellzyklusarrest oder die Apoptose induzieren (Martinez et al., 1991). Nach léngerer
Kultivierung bei 30°C progressieren einzelne Zellen und wachsen zu klonalen Foci aus.
Charakteristisch fiir diese progressierenden Zellen ist, dass tsp53 nun in seiner
Wildtypkonformation im Zytoplasma lokalisiert (Knippschild et al., 1996b); d.h. tsp53 kann

sowohl in Mutanten- als auch in Wildtypform zytoplasmatisch verankert werden kann.

Die Funktionalitdt verschiedener tsp53 Mutanten in Bezug auf die Verankerung sollte am
Subklon C6D8 der C6 Gliomzelllinie der Ratte (Bohn et al., 1993; Roser et al., 1991)
iiberpriift werden. Dieser Klone exprimiert kein endogenes p53, ist jedoch in der Lage,
exogenes tsp53 unter Beteiligung des Intermediérfilamentproteins Vimentin im Zytoplasma
zuriickzuhalten (Klotzsche et al., 1998). Die Verankerung von tsp53 im Zytoplasma ist nicht
von seiner Proteinkonformation abhingt. Der zytoplasmatischen Retention von tsp53 in

Wildtyp- und Mutantenkonformation liegt offensichtlich der gleiche Mechanismus zugrunde.
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Mutantenkonformation
zytoplasmatische Lokalisation
translationsabhangig
Zellen proliferieren

o
39°C Temperaturshift

39°C

30°C / \ 30°C

‘ Progression

Wildtypkonformation
zytoplasmatische Lokalisation
translationsabhangig
Zellen proliferieren

Wildtypkonformation
nukleare Lokalisation
Zellen arretieren

Abbildung 3: Subzelluldare Lokalisation und Funktion der temperatursensitiven Mutante
tsp53""% . tsp53'2"* |iegt bei 39°C in Zellen in seiner Mutantenkonformation vor und ist im
Zytoplasma sequestriert. Durch einen Temperaturshift der Zellen auf 30°C gelangt
tsp53*@"% wieder in den Zellkern, liegt in Wildtypkonformation vor und vermittelt einen
Wachstumsarrest. Nach langerer Kultivierung der Zellen bei 30°C tUberkommen die Zellen
ihren Wachstumsarrest und bilden einzelen klonale Focis aus. tsp53'*'® liegt im

Zytoplasma in Wildtypkonformation vor.
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5 Material & Methoden

5.1 Material

5.1.1 Eukaryontische Zelllinien

e (C6D8 (Roseretal., 1991):

Der Klon C6DS ist ein Subklon der Rattengliomzelllinie C6 (Benda et al., 1968).

5.1.2 Bakterienstimme

Die Klonierungen wurden mit den E.coli Stimme DHS5a (Hanahan, 1983) und XL1-Blue
(Bullock et al., 1987) durchgefiihrt. In den in vitro-Mutagenese-Experimenten wurde der

reparaturdefiziente E.coli-Stamm NM522 mutS (Pharmacia Biotech) verwendet.

5.1.3  Antikorper

e  Primére Antikdrper (monoklonal)

IgG-Maus anti p53 (pAb 248) (Yewdell et al., 1986)

IgG-Maus anti p53 (pAb 242) (Yewdell et al., 1986)

IgG-Maus anti p53 (pAb 240) (Gannon et al., 1990)

IgG-Maus anti pS3 (pAb 421) Aszites (Harlow et al., 1981)

e  Briickenantikdrper

IgG-Kaninchen anti Maus-IgG ; affinitétsgereinigt (DAKO, Glostrup — Danemark)
IgG-Ziege anti Kaninchen-IgG ; affinititsgereinigt (Sigma, Miinchen)

e  Markierte Antikdrper und Verbindungen

1gG-Ziege anti Kaninchen-IgG / FITC-konjugiert (Miles Yeda, Rehovot — Israel)
1gG-Ziege anti Maus-IgG / FITC-konjugiert (Dianova, Hamburg)

IgG-Esel anti Maus-IgG / TexasRed-konjugiert (Jackson Immuno Research Laboratories,

West Grove; Pennsylvania — USA)

IgG-Schaf anti DIG-peroxidase (Anti-DIG-POD) (Boehringer Mannheim)
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5.14 Enzyme

Restriktionsendonukleasen Alle  verwendeten  Restriktionsendonukleasen
sowie die dazugehorigen Puffer wurden von
Boehringer Mannheim oder New England Biolabs
(NEB), Schwalbach bezogen

T4 Polynukleotidkinase New England Biolabs, Schwalbach
Shrimp alkalische Phosphatase (SAP)  Boehringer Mannheim

FPLCpure® T4 DNA Ligase Pharmacia Biotech

5.1.5 Vektoren

Die verwendeten Vektoren basieren auf dem Plasmid pBr322 (Bolivar et al., 1977; Sutcliffe,
1978). Die in den Vektor ecinklonierten Gene stehen wunter retroviraler

Transkriptionskontrolle.

e pLXSN (Clontech):

Das Plasmid pLXSN (5874bp) besitzt ein Neomycin-Resistenzgen. Das Resistenzgen steht
unter transkriptioneller Kontrolle des myeloproliferativen Sarkomvirus Promotors. Die
Restriktion mit FEcoRI fiihrt zur Linearisierung des Plasmids. Uber diese
Restriktionsschnittstelle wurde die fiir das temperatursensitive p53 kodierende murine cDNA
(pLXSN  V*3p53) eingefiigt. Die temperatursensitive Mutante von p53 wurde

freundlicherweise von Fr. Prof. V. Rotter, Weizmann Institut, Israel, zur Verfiigung gestellt.

e pLTRcGY (Eliyahu et al., 1985):

Der pLTRcG9-Vektor (ca.9800bp) ist ein eukaryontischer Expressionsvektor fiir murines
tsp53V*"%. Die temperatursensitive p53 Mutante unterscheidet sich von Wildtyp p53 durch
einen Aminosdureaustausch von Alanin zu Valin an der Position 135. Das tsp53-Gen wurde
als Chimére aus p53 cDNA und genomischer p53 DNA kloniert und steht unter
transkriptioneller Kontrolle des murinen Harvey Sarkomvirus Promotors. Die Restriktion mit

Sall fiihrt zur Linearisierung des Plasmids.

e  pCl-neo (Promega):

Der eukaryontische Expressionsvektor pCl-neo (5474bp) enthélt den Simian Virus 40
Promotor und besitzt ein Neomycin vermittelndes Resistenzgen. Einklonierte Gensequenzen
stehen unter transkriptionaler Kontrolle des humanen Zytomegalievirus Promotors. Die

Restriktion mit EcoRI fiihrt zur Linearisierung des Plasmids.
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e pRC/RSV (Invitrogen):

Der eukaryontische Expressionsvektor (7179bp) enthilt einen Rous Sarkomvirus (RSV)
Promotor und ein Neomycinresistenzgen Durch Restriktion mit EcoRl wird das Plasmid

liniearisiert.

e pRC/RSV-17kT (Scheidig, 1999):

Dieser Vektor enthilt die cDNA fiir das SV40 17kT.

e pUCI19 (Messing, 1983):

Dieser prokaryontische Expressionsvektor (2686bp) wurde zur Klonierung der
verschiedenen c-terminalen Mutationsfragmente eingesetzt. Das Plasmid wird mit Xbal

liniearisiert.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit die folgenden tsp53 Expressionsvektoren kloniert: pCI-
neo tsp53, pCl-neo tsp53+17kT, pCl-neo tsp53/An-ATG41, pCl-neo tsp53/Ac-TGA308,
pCl-neo tsp53/Ac-TGA357 und pCl-neo tsp53/Py-312ala. Die in diesen Expressionsvektor
eingefligten carboxyterminalen Fragmente von p53 besitzen eine chimére Sequenz; sie
beinhalten die Intronabschnitte 2-5. Durch die Integration dieser Intronsequenzen konnte die
genomische Integritdt sowie die Stabilitdt der mRNA erhoht werden. Zudem ist eine stabilere

Expression der entsprechenden Proteine in den eukaryontischen Zellinien erreicht worden.

5.1.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von MWG, Miinchen, oder TIB MOLBIOL, Berlin,
synthetisiert, falls keine anderweitigen Angaben vorliegen. Zu allen aufgefiihrten
Oligonukleotiden wurde auch der entsprechende Gegenstrang synthetisiert.

Mutagenese Primer:

e tsp53 /Ac-TGA308 5'-GCA-AAG-AGA-GCG-CTG-CCC-ACC-TGA-
ACA-AGC-GCC-TCT-CCC-CCG-3°

o tsp53 /Ac-TGA357 5'-C-CAT-GCT-ACA-GAG-GAG-TCT-TGA-GAC-
GCA-GGG-CTC-ACT-CC-3"

o tsp53/Ppy-312ala 5'-G-CCC-ACC-TGC-ACA-AGC-GCC-GCT-CCC-
CCG-CAA-AAG-AAA-AAA-CC-3°

Selektions Primer fiir die in vitro Mutagenese (Pharmacia Biotech):

e Scal/Mlul U.S.E. Primer 5 -CTG-TGA-CTG-ACG-CGT-CAA-CCA-AGT-C-3°
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p53 Sequenzierprimer:

e  SeqPr mup53 /248 fir 3" 5'-ATT-ATC-CTT-ACC-ATC-ATC-ACA-3°
¢ i.v.M. SeqPr mu/Ac-tsp53 fiir 3° 5°-GCC-TGC-CCT-GGG-AGA-GAC-CGC-CG-3°
e SeqPr pCI neo/An-tsp53 fiir 3° 5 -ATT-AGA-GAA-GAC-TCT-TGC-3"

5.1.7 Molekulargewichtsstandards

Zur Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen und zur GroBenbestimmung von

DNA-Fragmenten wurden folgende Standards verwendet:

e  Protein-Standard I (Prestained SDS-PAGE Standards - Broad Range, Bio-Rad)

Myosin 200 kDa
B-Galactosidase 116 kDa
Bovine Serum Albumin 85 kDa
Ovalbumin 49 kDa
Carbonic anhydrase 38 kDa
Soybean trypsin inhibitor 32 kDa
Lysozyme 20 kDa
Aprotinin 7 kDa

e Protein-Standard (Prestained Marker, Sigma — Miinchen)

Bovine Serum Albumin 66 kDa
Ovalbumin 45 kDa
Glucosedehydrogenase 36 kDa
Carboanhydrase 29 kDa
Trypsinogen 24 kDa
Trypsinogeninhibitor 20 kDa
a-Lactalbumin 14 kDa

e DNA-Lingenmarker (Lambda-DNA mit HindIII restringiert)
23kbp - 9,4kbp — 6,7kbp — 4,4kbp — 2,3kbp — 2,0kbp

e DNA-Lingenmarker (1Kb Plus DNA-Ladder, Gibco)

12kbp — 5,0kbp — 2,0kbp — 1,65kbp — 1,0kbp — 850bp — 650bp — 500bp — 400bp- 300bp —
200bp — 100bp

e DNA-Lingenmarker (100bp DNA-Ladder, Gibco)

1,5kbp — 1,4kbp — 1,3kbp — 1,2kbp — 1,1kbp — 1,0kbp — 900bp — 800bp — 700bp — 600bp —
500bp - 400bp
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5.1.8 Chemikalien und Biochemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (siche Methodenteil) waren vom

Reinheitsgrad ,,zur Analyse und wurden, falls im Text nicht gesondert erwdhnt, von

folgenden Firmen bezogen:

Amersham, Braunschweig
Bayer, Leverkusen
Biochrom, Berlin
Boehringer, Mannheim
Difco, Detroit - USA
Fluka, Neu Ulm

Gibco BRL, Berlin

Merck AG, Darmstadt

Pharmacia Fine Chemicals AG, Uppsala — Schweden

Riedel de Haen, Bad Seelze

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

5.1.9 Gerite

Analysenwaage PM460

Brutschrank fiir Bakterien
Brutschrank fiir Zellkultur
Brutschrank fiir Zellkultur

Digital Color Printer Mavigraph
Fluoreszenzmikroskop Universal
Fluoreszenzmikroskop Leica DM IRB
Fotoautomatik MC63
Gelelektrophoresekammer fiir DNA
Gelelektrophoresekammer fiir Proteine
Geltrockner Modell 583
Lichtmikroskop Labovert

Netzgerit PowerPac 3000

pH-Meter PHM&2

Rotor Sorvall SS34

Rotor Sorvall SW27

Rotor Sorvall HB4

(Mettler, Gieflen)
(Heraeus, Hamburg)

(Heraeus, Hamburg)

(New Brunswick Scientific, Edison; New York

USA)

(Sony, Deutschland)

(Zeiss, Jena)

(Leica, Wetzlar)

(Zeiss, Jena)

(Gibco BRL, Berlin)

(Hoefer, Miinchen)

(Bio-Rad, Miinchen)

(Leica, Wetzlar)

(Biorad, Miinchen)
(Radiometer, Kopenhagen; Danemark)
(DuPont Inst., Bad Homburg)
(DuPont Inst., Bad Homburg)
(DuPont Inst., Bad Homburg)
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Rontgenfilmentwicklermaschine
Schiittler MS-1 Minishaker
Sterilwerkbank HA2448GS

Ultraschall Sonifier B12
UV-Spektrometer Ultrospec 111
Wasserbad Typ 1003
Western-Blot-Apperatur Mini Trans Blot
Zentrifuge Sorvall RC-5B

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge Rotanta 96R

5.1.10 Filme und Fotochemikalien

B & W Printing Pack UPC-1020
Roéntgenfilm Kodak BIOMAX ™ MR
Rontgenfilm Kodak X-OMAT~ MR

(Fuji, Hamburg)

(IKA, Wilmington, North Carolina; USA)
(Bio-Flow, Meckenheim)

(Branson, Danbury; Conneticut — USA)
(Pharmacia, Uppsala — Schweden)

(GFL, Burgwedel)

(Bio-Rad, Miinchen)

(DuPont Inst., Bad Homburg)
(Eppendorf, Hamburg)

(Hettich, Tuttlingen)

(Sony, Deutschland)
(Kodak, Rochester — USA)
(Kodak, Rochester — USA)

5.1.11 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Deckgliser & 12mm

Einfrierr6hrchen

Filterpapier Whatman 3MM
Gewebekulturschalen & 6cm / & 9cm
24-well Gewebekulturplatten
Ionenaustauscher-Séule Nucleobond Ax
Mikrodialysemembran Type VS (0,25um)
Nitrocellulosemembran Hybond-C Super

Objekttriager

5.1.12 Computer-Software

Photoshop 5.0

Endnote6.0

Microsoft Office 97

PowerScan software TCS NT" Version 1.6.5
TCS NT " software

Vektor NTI, Version 4.0

Windows NT' for workstation

(Menzel-Gléser, Braunschweig)
(Nunc, Roskilde — Danemark)
(Schleicher und Schuell, Dassel)
(Nunc, Roskilde — Dénemark)
(Nunc, Roskilde — Danemark)
(Macherey-Nagel, Diire)
(Millipore, Eschborn)
(Amersham, Braunschweig)

(Menzel-Glaser, Braunschweig)

(Adobe Acrobat)
(Berkley, Californien)
(Microsoft)

(Leica, Wetzlar)
(Leica, Wetzlar)
(InforMax Inc.)
(Microsoft)
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5.2 Methoden
5.2.1 Zellkultur

5.2.1.1 Prokaryontische Zellkultur

3.2.1.1.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien (Hanahan, 1983)

Zur Préparierung von transformationskompetenten Bakterienzellen wurde die sogenannte
Mehrionentechnik angewandt. Dazu wurden Bakterien (DH50 bzw. NM522 mutS) auf LB-
Agar ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelkolonien wurden gepickt und in
einer 5 ml Ubernachtkultur angezogen. 50 ml ¥ Broth wurden mit 1,0 ml der
Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C auf einem Schiittler bei 280 rpm bis zu einer ODssq
0.22 (£ 0,3) angeziichtet. Die Bakteriensuspension wurde auf sterile Zentrifugenréhrchen
verteilt und 15 min. auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 4°C
zentrifugiert (3000rpm; 10 min.; SS34-Rotor, Sorvall), das erhaltene Sediment in 12 ml
eiskaltem TfB I Puffer resuspendiert, und erneut 15 — 30 min. auf Eis inkubiert. Nach
erneutem Zentrifugieren der Rohrchen bei 4°C (3000rpm; 10 min.; SS34-Rotor, Sorvall)
sowie vorsichtiges resuspendieren der Bakterien in eiskaltem TfB II Puffer, erfolgte eine
weitere Inkubationsphase der Bakteriensuspension fiir 15 min. auf Eis im Kiihlraum.
AnschlieBend wurden die Bakterien in autoklavierte Eppendorf-Reaktionsgefalie a 150 ul
aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der so

gewonnenen transformationskompetenten Bakterien erfolgte anschlieBend bei -70°C.

e  LB-Medium: 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Bacto Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, in H,O,
mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt, autoklaviert.

e  LB-Amp-Medium: LB-Medium mit 0,01% (w/v) Ampicillin
e  LB-Agarplatten: LB-Medium mit 1,5% Agar fiir Agarplatten
e  LB-Amp-Agarplatten: LB-Agarplatten mit 0,01% (w/v) Ampicillin

e  yBroth: 100 ml LB-Medium, 10 mM MgSO,4, 10 mM MgCl,, mit KOH auf pH 7,6 eingestellt,
autoklaviert.

. TfB I: 100 mM RbCl, 50 mM MgCl,, 10 mM CacCl,, 30 mM KAc, 15% (v/v) Glycerol mit
Essigsédure auf pH 5,8 eingestellt, sterilfiltriert.

. TfB II: 10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerol mit NaOH auf pH 7,0
eingestellt, sterilfiltriert.
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5.2.1.1.2 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA (Kaiser und
Hogness, 1960)

Die bei —70°C gelagerten transformationskompetenten Bakterienzellen wurden langsam auf
Eis aufgetaut. Etwa 100 ng Plasmid-DNA (oder 10 ul eines Ligationsansatzes) wurden mit
150 pl kompetenter E.coli-Bakterien (DHS5a bzw. NM522 mutS) vorsichtig gemischt und 30
min. auf Eis inkubiert. Es folgte fiir 45sec. ein Temperaturschock bei 42°C. Nach Zugabe
von 1 ml ampicillinfreiem LB-Medium wurden die Zellen bei 37°C fiir 90 min. inkubiert.
Diese Phase erlaubte die Auspragung der plasmidkodierten Antibiotikaresistenz. 50 pl der
Bakterienzellsuspension wurden auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausplattiert und {iber

Nacht bei 37°C kultiviert.

Mit Zellen einzelner Kolonien wurden 5 ml ampicillinhaltiges LB-Medium angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (200 rpm) inkubiert. 500 ul der Uber-Nacht-Kultur

wurden mit 500ul sterilem Glycerin gemischt und bei —70°C konserviert.

5.2.1.2 Eukaryontische Zellkultur

5.2.1.2.1 Erhaltungszellkultur

Die Kultivierung der Rattengliomazellen C6D8 erfolgte in Gewebekulturschalen (& 9 cm)
mit 10 ml Kulturmedium bei 39°C bzw. 30°C in einer 5%igen CO,-Atmosphéare. Nach dem
Absaugen des Mediums, wurden die subkonfluent gewachsenen Kulturen (max. 80%
Konfluenz) mit 1 ml vorgewdrmtem Trypsin/EDTA fiir etwa 3 min. bei 37°C inkubiert.
Nach dem Losen der adhdrenten Zellen vom Boden der Kulturschale wurde die
Zellsuspension 1:10 bis 1:5 in frisches, vorgewdrmtes Zellkulturmedium verdiinnt und

ausgesat.

e  Zellkulturmedium: DMEM (PAA Laboratories, Linz — Osterreich) 13,37 g, NaHCO; 3,7 g, FCS
(PAA Laboratories, Linz — Osterreich) 10% ad 1000ml H,O, mit Essigsdure pH 6,9 eingestellt,
sterilfiltriert.

e  Trypsin/EDTA: 0,5 mM EDTA (pH 8,0), 0,05% Trypsin in PBS, steril filtriert.

5.2.1.2.2 FEinfrieren und Auftauen von Mammaliazellen

Die ahédrent wachsenden C6DS8 Zellen wurden in @9 cm Gewebekulturschalen bei 37°C bis
zu 80-90%iger Konfluenz expandiert. Zum Einfrieren wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin
abgelost, mit 10 ml Zellkulturmedium gewaschen und sedimentiert (5 min. bei 1000 rpm).

Das gewonnene Zellsediment wurde in 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert und in
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Kryorohrchen schrittweise iiber 24 Stunden in fliissigem Stickstoff abgesenkt. Fiir eine

kurzzeitige Lagerung (max. 3 Monate) geniigte das Einfrieren der Zellen bei —70°C.

Das Auftauen erfolgte bei 37°C, wonach die Zellen vorsichtig mit 10 ml vorgewarmtem

Medium gewaschen und anschlieBend in Gewebekulturschalen ausgesét wurden.

Zur Vorbereitung von in situ Immunfluoreszenzmarkierungen der Zellen wurden diese auf

Deckglédschen (& 12 mm) bis zu 50%iger Konfluenz expandiert.

. Einfriermedium: DMEM 2 x konzentriert, 45,5% FCS, 0,5% NaHCO;, 11% DMSO

5.2.2  Molekularbiologische Methoden

5.2.2.1 Minipriparation von Plasmid-DNA aus Bakterien (Birnboim und Doly,
1979)

Fiir die Préparation von Plasmiden im Analyseverfahren wurde das »QiaVac Manifold«
Vakuumsystem und der DNA-Minipréparationskit von Qiagen verwendet. Die Aufreinigung
der Plasmid-DNA basiert auf einer alkalischen Lyse der Bakterien und einer anschlieBenden
Aufreinigung der Lysate mittels Anionenaustausch-Chromatographie. Dazu wurden 5 ml
LB-Amp-Medium mit einer Einzelzellkolonie beimpft und {iber Nacht bei 37 °C und 200
rpm im Schiittler inkubiert. 1,5 ml dieser Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorf-
Reaktionsgefdll tiberfiihrt und in einer Eppendorfzentrifuge (6000 rpm, 1 min. bei RT)
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakteriensediment in 250 ul Pl
Puffer (+ RNase) (Qiagen) resuspendiert. Durch Zugabe von 250 pl P2 Puffer (Qiagen)
wurden die Bakterien lysiert und die Proteine denaturiert. Nach flinfminiitiger Inkubation bei
RT wurden zur Neutralisation 500 pl Puffer N3 (Qiagen) dazugegeben und der Ansatz durch
vorsichtiges Invertieren durchmischt. Im Anschlul daran wurden die denaturierten
Bestandteile bei 4°C sedimentiert (Eppendorfzentrifuge; 10 min. 10.000 x g) und der
Uberstand in die Filterstrips iiberfiihrt, die in eine »QiaVac« Vakuumkammer gespannt
wurden. Nach Anlegen eines Vakuums wurden die Uberstinde durch die
Anionenaustauschfilter gesogen, wobei die DNA im Filter gebunden wurde. Nach mehreren
Waschschritten (1 x mit je 1 ml PB Puffer (Qiagen) und 2 x mit je 1 ml PE Puffer (Qiagen))
wurde die DNA mit je 100 pl 10 mM Tris/HCI pH 8.5 eluiert. Jeweils 5 pl wurden fiir einen

Restriktionsverdeau eingesetzt.

e  DNA Mini-Priparations Kit: Mini-Preparation Kit (Qiagen, Hilden)
e  Flutionspuffer: 10mM Tris/HCI, pHS8.5 eingestellt.
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5.2.2.2 Maxiprdiparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um Plasmid-DNA in groBeren Mengen zu gewinnen wurde ein Maxi-Préiparationskit
(Qiagen) verwendet. Zur DNA-Plasmid Gewinnung wurden zundchst 5 ml
antibiotikahaltiges LB-Medium in einem sterilen 10 ml Plastikréhrchen mit einer einzelnen
Bakterienkolonie angeimpft und ca. 10 Std. bei 37°C und 180 rpm geschiittelt. Von dieser
Startkultur wurden etwa 100 pl benutzt, um 250 ml (fiir »high copy«-Plasmide) bzw. 500 ml
(fiir »low copy«-Plasmide) LB-Amp-Kulturmedium anzuimpfen. Diese wurde iiber Nacht
bei den gleichen Bedingungen inkubiert wie die Startkultur. Die Bakteriensuspension wurde
abzentrifugiert (Sorvall RC-5B-Zentrifuge, GSA-Rotor, 6500 rpm, 7 min., 4°C) und das
Sediment in 12 ml eiskaltem Puffer S1 (+ RNase A) resuspendiert. Weitere 12 ml des
Puffers S2 wurden dazugegeben und 5 min. bei RT inkubiert. Nach weiterer Zugabe von 12
ml Puffer S3 und Mischen wurde die Losung 5 min. auf Eis belassen. Zur Sedimentierung
der Zelltrimmer wurde der Ansatz 45 min. bei 4°C und 12.000 rpm (HB4-Rotor)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen Faltenfilter filtriert, bevor er auf eine mit 5
ml Puffer N2 dquilibrierte NUCLEOBOND AX500-Séaule (Macherey & Nagel) aufgebracht
wurde. Bei dieser Sdule handelte es sich um einen Anionen-Austauscher auf der Basis von
Silica-Gel. Nach dem Waschen mit zweimal 12 ml Puffer N3 erfolgte die Elution der
Plasmid-DNA mit zweimal 6ml Puffer N5. Die DNA wurde mit 0,7 Vol. Isopropanol bei RT
gefillt und durch Zentrifugation (HB4-Rotor, 12.000 rpm, 30 min., 4°C) sedimentiert.
AbschlieBend wurde sie mit 70% EtOH gewaschen und nach kurzem Trocknen in

pyrogenfreiem sterilem Wasser aufgenommen.

e  DNA-Préparations Kit: Maxi-Preparation Kit (Qiagen, Hilden)

e S Puffer: 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 ng RNase A / ml, pH 8,0.
° S2 Puffer: 200 mM NaOH, 1% SDS.

° S3 Puffer: 2,8 M K-Acetat, pH 5,1.

. N2 Puffer: 100 mM Tris, 15% Ethanol, 900 mM KCIl, pH 6,3 mit H;PO,.

e N3 Puffer: 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1150 mM KCIl, pH 6,3 mit H;PO,.
e NS5 Puffer: 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1000 mM KCI, pH 8,5 mit H;PO,.

5.2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur spektroskopischen Konzentrationsbestimmung wurde ein kleines Volumen der DNA-
Losung (5-50 pl) mit TE-Puffer auf 400 pl verdiinnt. In einer Quarzkiivette wurde die
optische Dichte (OD) der Losung bei 230, 260 und 280 nm gegen TE-Puffer bestimmt
(Shimadzu DioSpec-1601E). Saubere DNA, ohne Proteinkontamination, hat einen
OD»60/ODy3p Quotienten von 1,8 —2,0. Der Absorbtionskoeffizient fiir die Bestimmung der
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entsprechenden Konzentration liegt fiir ds-DNA bei 50 pg/ml, fiir ss-DNA bei 40 pg/ml und
fiir Oligonukleotide bei 20 pg/ml (Maniatis et al., 1982).

Alternativ konnten DNA-Mengen im FEthidiumbromid gefarbten 1%igen-Agarosegel
abgeschitzt werden. Dabei wurden die Fluoreszenzintensititen von DNA-Banden mit denen

von bekannten DNA-Mengen verglichen.

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

5.2.2.4 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, doppelstrangige DNA an fiir sie spezifischen,
meist palindromen Sequenzen zu schneiden. Die fiir einen Restriktionsverdau bendtigte
Enzymmenge richtete sich nach der zu schneidenden DNA-Menge. 1 Unit (U) ist definiert
als die Enzymmenge, die 1 ug DNA in einem 50 pl Ansatz in ca. einer Stunde vollstindig
schneidet. Der Restriktionsverdau wurde fiir 1 bis 4 Stunden bei der fiir das
Restriktionsenzym optimalen Temperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Uberpriifung

der Restriktion im Agarosegel sowie eine Reinigung der geschnittenen DNA.

5.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese (Ausubel, 1992)

Zur analytischen und préparativen Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von DNA-
Fragmenten wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Diese Auftrennungsmethode
beruht darauf, daf liniearisierte DNA-Fragmente im Agarosegel umgekehrt proportional
zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist
dabei abhingig von der Linge des DNA-Fragments, der Agarose-Konzentration und der
angelegten Spannung. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in 0,8 bis 1,5%igen
Agarosegelen mit der Abmessung 80 x 90 x 7 mm. Die Agarose wurde in TAE-Puffer, der
auch als Laufpuffer diente, durch Erhitzen geldst. Nach Abkiihlen der Gellosung auf etwa
60°C wurde 1 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben.

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die DNA-Proben mit 1/10 Vol. 10x DNA-
Probenpuffer versetzt. Parallel zu den Proben wurden standardisierte DNA-Léngenmarker
(100bp und/oder 1000bp Leiter, Pharmacia) aufgetrennt, die zur Abschitzung der DNA-
Fragmentldnge in den Proben dienten. Die Separation erfolgte bei konstant 90V. Die
Detektion der DNA erfolgte iiber UV-Licht der Wellenldnge 254 nm; die bildgebende
Dokumentation mit der ,,digit-STORE“-Anlage (INTAS).

. TAE: 40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA, pH 8,0.
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. 10x DNA-Probenpuffer: 100 mM EDTA pH 8,0, 50% Glycerin, 1% SDS, 0,25%
Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol.

5.2.2.6 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennte DNA-Fragmente wurden aus dem Gel mit
Hilfe des »Qiaex II Agarose Gel Extraction-Kit« (Qiagen) eluiert. Dazu wurde die
gewiinschte DNA-Bande unter UV-Licht identifiziert, mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Dieser
Arbeitsschritt mufite sehr ziigig ablaufen, um Strangbriiche und Mutationen der DNA durch
UV-Licht zu verhindern. Nach Zugabe des dreifachen Volumens vom Puffer QX1 wurden
15 ul QIAEX Glasmilchsubstrat hinzugegeben und das Ganze durch Erhitzen bei 50°C fiir
10 min. geschmolzen. Zwischenzeitlich wurde die Lésung mehrmals durch leichtes Vortexen
erneut durchmischt. Nach Zentrifugation und Abnahme des Uberstands wurde das Pellet in
1x mit 500 pl Puffer QX1 und 2x mit je 500 pl Puffer PE gewaschen. Das Pellet wurde
anschlieffend getrocknet und die gebundene DNA durch Zugabe von 20 ul 10 mM Tris / HCI
(pH 8,5) eluiert.

e  DNA-Extraktion: Qiaex II Agarose Gel Extraction-Kit (Qiagen, Hilden)

5.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten (Ausubel, 1992)

Zur Ligation von DNA Enden wurde der »Rapid Ligation Kit« (Boehringer, Mannheim)
verwendet. Dazu wurden Vektor-DNA und DNA-Fragmente in 1x DNA Verdiinnungspuffer
in einem Gesamtvolumen von 10 pl aufgenommen. Vektor-DNA und DNA-Fragment
wurden dabei im Verhiltnis 1:1, 1:3 und 1:5 eingesetzt. Fiir 100 ng Vektor-DNA wurde die

Menge des einzusetzenden DNA-Fragmentes durch die Formel errechnet:

100 ng Vektor-DNA x Insert [Kb]
Vektor-DNA [Kb]

x molares Verhéltnis [1/x] = Insert

Zu dem Ansatz wurden 10 pl 2x T4 DNA Ligasepuffer gegeben. AbschlieBend wurde 1 pl
der T4 DNA-Ligase zum Gesamtansatz hinzugefiigt. Nach leichtem Durchmischen wurde
der Reaktionsansatz fir 5 min. bei RT inkubiert und konnte anschlieBend direkt zur

Transformation eingesetzt werden.
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5.2.2.8 Kinasierung der Primer

Die Kinasierung dient dazu, eine reaktive Phosphatgruppe an das 5°-Ende des Primers
anzuhdngen, um den bindenden Nukleotiden Energie bereit zustellen. Zur Kinasierung am
5"-Ende wurden 100 pmol des Primers eingesetzt. Zu diesem Ansatz wurden noch 3 pl 10x
T4 Polynukleotid-Kinase Puffer sowie 10 mM ATP hinzugefiigt. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz mit ddH,O auf ein Volumen von 28 ul aufgefiillt. Nach Zugabe von 2 ul T4
Polynukleotid-Kinase wurde der Ansatz fiir 30 min. bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsstop
der Kinasierung erfolgte durch Erhitzen der Proben fiir 10 min. bei 65°C. Die kinasierten

Primer konnten anschlieBend direkt zur in vitro Mutagenese eingesetzt werden.

5.2.2.9 In vitro Mutagenesereaktion (Pharmacia)

Das in vitro-Mutageneseverfahren bietet die Moglichkeit, in isolierte DNA-Molekiile
spezifische Mutationen zu erzeugen. Die moglichen biologischen Funktionen eines DNA-
Bereiches werden analysiert, indem man diesen zuerst gezielt mutiert, in eine geeignete
Empféngerzelle einbringt und anschlielend die biologischen Auswirkungen der eingefiigten
Mutation untersucht. Bei diesem Verfahren ist es moglich, durch entsprechende Primer
gezielt Punktmutationen auf dem einklonierten DNA-Fragment einzufiihren. Voraussetzung
fiir diese Methode ist einzelstringige DNA (pUC19), sowie ein Mutations- und
Selektionsprimer. Der Selektionsprimer soll auf dem Einzelstrang eine vorhandene, bekannte
Restriktionsschnittstelle in eine neuartige Restriktionsschnittstelle auf dem neu
synthetisierten DNA-Strang erzeugen. Der Mutationsprimer hingegen soll gezielt eine neue
Plasmid-DNA Mutation in das einklonierte DNA-Fragment einfiigen. Die in-vitro

Mutagenese 148t sich in fiinf aufeinanderfolgende Schritte unterteilen:

Im ersten Schritt erfolgte die Anlagerung der Primer an die einzelstringige Plasmid-DNA,
sowie, durch Zugabe von Nukleotiden, die Neusynthese des zweiten DNA-Stranges, welcher
sowohl eine Mutation auf dem einklonierten DNA-Fragment als auch eine Mutation fiir eine
neue Restriktionsschnittstelle beinhaltete. Im darauf folgenden Schritt erfolgte die Selektion
fir den neu synthetisierten DNA-Strang durch Restriktion mit einem fiir die neue
Restriktionsschnittstelle spezifischen Enzym. Durch die Transformation der nicht verdauten
Plasmid-DNA in einen reparaturdefizienten E.coli Stamm (NM522 mutS) im dritten Schritt
wurde vermieden, dass die Bakterien die gesetzten Mutationen durch DNA-
Reparaturmechanismen korrigierten. Als ndchster Schritt erfolgte die Minipréparation mit
anschlieBendem zweiten Restriktionsverdau, um eine erneute Selektion fiir den

mutationstragenden DNA-Strang vorzunehmen. Die abschlieende Transformation in E.coli
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DHS5a und das Ausplattieren auf LB-Amp-Agarplatten filhrte zum Wachstum von

Einzelkolonien, die die gewiinschten Mutationen in ihrem Plasmid integriert hatten.

5.2.2.9.1 In-vitro Mutagenese Primer

Bei der Auswahl der in-vitro Mutagenese Primer sollte darauf geachtet werden, dafl die
Primer komplementir zum vorliegenden DNA-Einzelstrang sind, eine mittlere Lédnge von 20
bis 30 Nukleotiden haben und dass sowohl der Mutations- als auch der Selektionsprimer eine
dhnliche Hybridisierungstemperatur aufweisen. Die Hybridisierungs-Temperatur (AT =
»Annealing“-Temperatur) eines Primers kann nach folgender Formel abgeschitzt werden

(Suggs et al., 1981):
[(A+T)x 2+ (G+C)x 4] - 10=AT

Die durch den Selektionsprimer neu eingefiigte Restriktionsschnittstelle dient zur
Differenzierung zwischen mutiertem und nicht-mutiertem DNA Strang mittels

Restriktionsverdau.

5.2.2.9.2 Durchfiihrung der In-vitro Mutagenese

Zur Durchfiihrung der in-vitro Mutagenese wurden 40 ng der Plasmid-DNA (pUC19) in
einem 20 pl Gesamtansatz in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefd3 gegeben. Nach Zugabe
von jeweils 1,25 pmol des Selektionsprimers (Pharmacia) als auch des Mutationsprimers
wurde zum Ansatz noch 1/10 Vol. des 10x »One-Phor-All« (OPA) Puffers hinzugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde schlielich mit ddH,O auf das Endvolumen von 20 pl aufgefiillt
und fiir 10 min. bei 100°C im Heizblock denaturiert. Anschlieend wurde der Ansatz fiir 5
min. auf Eis gestellt, herausgenommen und 30 min. bei RT inkubiert, so dass in dieser Phase
die Primer mit der einzelstrangigen Plasmid-DNA hybridisieren konnten. Die Zugabe von 7
pl des Nukleotid-Mixes und 3ul des Reaktions-Mixes (jeweils Pharmacia), sowie die
Inkubation fiir 50 bis 60 min. bei 37°C im Brutschrank, ermoglichte die Synthese des
mutierten, komplementdren DNA-Stranges. Der Reaktionsstop erfolgte durch 15 miniitiges
Erhitzen des Ansatzes bei 85°C. Der komplette Reaktionsansatz konnte direkt fiir die erste

Selektion eingesetzt werden.

Durch einen Restriktionsverdau des nicht mutierten DNA-Stranges erfolgte die Selektion
zwischen den mutierten und nicht-mutierten komplementéren Plasmid-Stringen. Zum
Mutageneseansatz wurden 10 pl des 10x konzentrierten OPA-Puffers hinzugefiigt und mit
ddH,0 auf ein Volumen von 48 pl gebracht. Nach Zugabe von 2 pl des benétigten Enzyms

wurde der Reaktionsansatz fiir zwei bis vier Stunden bei 37°C inkubiert.
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Zur Transformation in den reparaturdefizienten E.coli Stamm (NM522 mutS) wurden 20 pl
des Restriktionsverdaus eingesetzt. In einer Ubernachtkultur bei 37°C im Schiittler (180

rpm) erfolgte die Vervielfdltigung des mutierten Plasmids.

Durch  Minipréparation konnte die gewonnene Plasmid-DNA einem zweiten
Selektionsschritt zugefiihrt werden, um die restliche nicht-mutierte DNA zu eliminieren.
Dazu wurde die unverdaute, zirkuldre, mutierte DNA erneut transfiziert (15 pl), diesmal
jedoch in den FE.coli Stamm DHS5a. Nach Ausprigung der plasmidkodierten
Ampicillinresistenz wurden 150 pl, 100 ul und 75 pl der Bakteriensuspension auf
ampicillinhaltigen