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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Integritiit des Genoms ist fiir das Uberleben der Zellen essentiell, weshalb Zellen multiple
Mechanismen zur Fehlerbeseitigung und -vermeidung entwickelt haben. Die Bedeutung der
Entfernung von DNA-Lédsionen spiegelt sich deutlich in einer Vielzahl von
Krebsanfilligkeitssyndromen. So fithren Defekte im Nukleotid-Exzisionsreparturweg (NER)
zu Xeroderma pigmentosum, welches unter anderem mit erh6htem Auftreten von Hautkrebs
assoziiert ist. Mismatch-Reparatur (MMR)-Defekte erhohen die Sensitivitdt fiir Dickdarm-
Krebs und anderer Krebsarten (Kolodner, 1995). Eine dritte Art der Fehlerbeseitigung ist die
rekombinative Doppelstrangbruch (DSB)-Reparatur, deren Inaktivierung Sensitivitat
gegeniiber Bestrahlung und Immunschwéche hervorruft und im Falle von Mutationen in den
BRCAI- und BRCA2-Genen die Ursache fiir die familidre Anfélligkeiten gegeniiber Brust-
und Eierstockkrebs ist (Kinzler und Vogelstein, 1997). Wéahrend die MMR und NER sich auf
die Reparatur von Basenfehlpaarungen und -modifikationen beziehen, konnen DSBe und

Quervernetzungen nur iiber Rekombination repariert werden.

1.1 DSB-Reparatur

DSBe konnen infolge von @uBeren Einfliissen wie z. B. von ionisierenden Strahlen oder
DNA-schiadigenden Agenzien hervorgerufen werden, oder treten wéhrend zelluldrer Prozesse
spontan, wie z. B. bei der DNA-Replikation oder bei der V(D)J-Rekombination und Meiose,
auf (Hiom, 1999; Kowalczykowski, 2000; Flores-Rozas und Kolodner, 2000; Wilson, 1999).
Wihrend die DSBe meiotischen Ursprungs fiir die Entstehung der Artenenvielfalt essentiell
sind, stellen sie fiir die genomische Integritdt sich mitotisch teilender Zellen eine grof3e
Bedrohung dar. Wéhrend ein einziger DSB zum Zelltod fithren kann, kann ein falsch

reparierter DSB zu onkogenen Chromosomen-Aberrationen sowie zu Translokationen fiihren
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(Hiom, 1999). Wenn eine Zelle die Fahigkeit verloren hat DSBe zu reparieren, sich aber
trotzdem mitotisch teilt, kann es auch zur fehlerhaften Trennung homologer Chromosomen
fiihren, was wiederum in Aneuploidie resultieren wiirde (Slebos und Taylor, 2001). Um DSBe
beheben zu kénnen, wurden von der Zelle zwei Reparaturwege entwickelt: Nicht-homologes
End-Joining (NHEJ), auch illegitime Rekombination genannt, und homologe Rekombination
(HR), welche vereinfachend in die beiden hiufigsten Typen, die Genkonversion und das SSA
(single strand annealing) unterteilt wird (Karran, 2000). Diese DSB-Reparaturwege sind von
der Hefe bis zum Séduger hoch konserviert, wobei in der Hefe DSBe iiberwiegend tiber HR
repariert werden (Paques und Haber, 1997). Fiir hohere Eukaryonten wurde frither
angenommen, dass NHEJ dominiert (Jeggo et al., 1995). Jedoch zeigten die jilingsten
Untersuchungen, dass der HR-Anteil 30-50 % der DSB-Reparatur auch bei Sdugern ausmacht
(Lambert ef al., 1999; Liang et al., 1998).

1.1.1 NHEJ (Nicht-homologes End-Joining)

NHEJ reprédsentiert eine Art der DSB-Reparatur, welche ohne ausgedehnte
Sequenzhomologie ablaufen kann, wobei DNA-Enden mit keinerlei oder nur sehr kurzen
homologen Sequenzen von 1-5 Bp zusammengefiigt werden. NHEJ ist im Gegensatz zur HR
hiufig mit Fehlern behaftet, so dass es in S. cerevisiae zur Deletion von 1-22 Nukleotiden an
der Bruchstelle kommt (Wilson et al., 1999). In Sdugetieren werden mittels NHEJ unter
anderem auch DSBe im Laufe der V(D)J-Rekombination prozessiert, was bei SCID (severe
combined immune deficiency)-Mausen aufgrund ihrer Sensitivitdt gegeniiber ionisierender
Strahlung deutlich wurde. SCID-Méuse konnen durch eine Mutation im DNA-PK-Gen keine
B- und T-Lymphozyten bilden, d. h. die V(D)J-Rekombination ist in diesen Tieren gestort
(Wagener, 1999). Fiir NHEJ sind die Proteine DNA-PK (DNA-abhingige Proteinkinase) und
eine LigaselV/Xrcc4-Komplex notwendig. DNA-PK représentiert eine Kinase aus der PI3-
Kinase-Familie, welche bei der Signaltransduktion in Zellen nach DNA-Schéddigung beteiligt
sind. DNA-PK kann in vitro auch p53 phosphorylieren, scheint aber kein essentieller Faktor
der von p53 abhidngigen zelluliren Antwort auf DNA-Schiden zu sein, da in Zellen ohne
DNA-PK die Funktionen von wtp53 nicht beeinflusst werden (Meek, 1999). DNA-PK ist der
primidre DNA-Schaden-Erkennungsfaktor und hat ein hohes Steady-State-Niveau in der Zelle.
Es besteht aus einer katalytischen Proteinkinase-Doméne (DNA-PKkp) und einer DNA
bindenden Komponente (Ku). Die Bindung von Ku, einem Heterodimer von Ku70 und Ku80
(auch Ku86 genannt), an DNA-Enden aktiviert die katalytische Aktivitit der DNA-PKkp. Die
Komplexbildung stabilisiert die Interaktion zwischen Holo-DNA-PK und DNA-Enden. Nach



Einleitung 3

Prozessierung moglicher nichthomologer Enden durch die Nuklease Mrel1/Rad50/NBS
und/oder Polymerasen (Haber, 1998) wird ein Heterodimer aus der DNA-LigaselV und Xrcc4
(X-ray cross complementing 4) an die Schnittstelle rekrutiert und die Enden ligiert, wobei im

Ergebnis Deletionen oder Insertionen an der Bruchpunktregion entstehen konnen.

1.1.2 Konservative Homologe Rekombination (KHR)

Proteine, die bei der Ausfithrung der homologen Rekombination bendtigt werden, sind in
Tabelle 1 zusammengefasst. Zur Einleitung von kHR, meist vom Typ der unilateralen
Genkonversion, sind neben dem Einzelstrangbindeprotein RPA (replication protein A) und
Mitgliedern aus der Rad52-Epistase-Familie ein 100%ig homologer Strangabschnitt von
200 Bp notwendig (Elliott et al.,1998; Rubnitz und Subramani, 1984). In Hefe wurden die
Proteine aus der Rad52-Epistase-Gruppe besonders gut charakterisiert, so dass man heute
weill, dass hierzu die Proteine Rad51-55, Rad 57, Rad 59, Mrell und XRS2 gehoren.
Entsprechende Homologe wurden auch in Sdugetieren nachgewiesen (Lambert et al., 1999).
Bindung von Rad52, welches dhnlich wie Ku eine hohe Affinitdt zu dsSDNA-Enden hat (Van
Dyck et al., 1999), initiiert an DSB-Enden die Rekrutierung von Rad51. Die Schliissel-
Funktion bei der HR ist eine Filament-Bildung an ssDNA durch das RecA-Homolog Rad51
und anschlieBender Strangtransfer in einer Reaktion, welche durch Rad52 und RPA

unterstiitzt wird (New et al., 1998; Benson et al., 1998).

Funktion E. coli Hefe Sédugetiere Anmerkung
Einzelstrangbindung SSB RPA RPA
RecA Rad51 Rad51
Strangaustausch RecA Rad51 Rad51 Suche nach Homologien

Rad52 Rad52 Stimulation von Rad51

Rad55/57 Xrce2 Stimulation von Rad51

Xrec3 Ahnlichkeit mit Rad51

Rad51B-D Ahnlichkeit mit Rad51

Helikase/Exonuklease RecBCD | Rad50/Mrel1/Xrs2 | Rad50/Mrel1/NBS

Rad54 Rad54
Mediator nicht Rad53 Rad53 Kinase
essentiell Rad59

Tabelle 1: Vergleich der bei der homologen Rekombination involvierten Proteine von Prokaryonten und
Eukaryonten (s. Friedberg et al., 1995; Kanaar et al., 1998; Lambert et al., 1999).

Die 5’-Enden der DNA am DSB werden zuerst exonukleolytisch degradiert, so dass lange
3’-ssDNA  entstechen. Bei dieser Prozessierung der DNA-Enden scheint der
Rad50/Mrel 1/NBS-Komplex in noch nicht vollig gekliarter Weise beteiligt zu sein (Haber,
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1998). Katalysiert durch Rad51 kommt es dann zu einer Invasion von 3’-ssDNA-Enden in
einen homologen dsDNA-Abschnitt, welcher sich in der G1-Phase des Zellzyklus auf dem
homologen Chromosom und in der S- bzw. G2-Phase auch auf dem Geschwisterchromatid
befinden kann. Einige Modelle zum Strangtransfer wurden entwickelt, nimlich DNA-Liicken-
Reparatur (DNA gap repair) und von Synthese abhingige Strangligation (Ferguson und
Holloman, 1996; Paques et al., 1998). Bei der DNA-Liicken-Reparatur dringen beide ssDNA-
Enden in die homologe Duplex ein und die Liicke wird mittels DNA-Synthese aufgefiillt. Die
resultierenden Holliday-Junctions werden mit oder ohne Cross-Over getrennt. Bei der von
Synthese abhéngigen Strangligation dringt dagegen nur ein ssDNA-Ende in die homologe
Duplex ein und das eingedrungene Ende wird fiir die Auftfiill-Synthese als Primer beniitzt.
Nach DNA-Synthese wird der neusynthetisierte Strang mit dem anderen Ende des DSBes
ligiert und der komplementire Strang synthetisiert. Bei der Reparatur kleinerer Liicken
iberwiegt die HR ohne Cross-Over, wihrend bei grofleren Liicken eine Trennung mit Cross-
Over bevorzugt wird (Dronkert et al., 2000).

Die Notwendigkeit der einzelnen beteiligten Proteine aus der Rad52-Epistase-Gruppe ist
unterschiedlich: Wéhrend die Rad51-Null-Maus durch friihe embryonale Lethalitdt
gekennzeichnet ist (Lim und Hasty, 1996), sind Rad52-Null-Méuse lebensfahig und fruchtbar
(Rijkers et al., 1998). Obwohl Zellen aus Rad52-Null-Miusen rekombinationsdefizient sind,
sind sie nicht hypersensitiv gegeniiber DSBen. Rad54-Null-Miuse sind ebenfalls lebensfihig
und fruchtbar, jedoch sind die Zellen hypersensitiv gegeniiber DSB-induzierenden Agenzien
(Essers et al., 1997). Rad54 gehort zur SWI2/SNF2-Proteinfamilie, dessen Mitglieder DNA-
Protein-Interaktionen in ATP-abhidngiger Weise modulieren (Kingston et al., 1996). Das
Rad54-Protein aus der Hefe ist eine dsDNA-abhéngige ATPase, das mit Rad51, dem HR-
Schliisselprotein, beim Suchen der homologen Matrizen-DNA wechselwirkt (Clever et al.,
1997; Golub et al., 1997; Jiang et al., 1996; Petukhova et al., 1998; Swagemakers et al., 1998;
Tan et al., 1999). Zwei mit Rad51 verwandte Proteine, Xrcc2 und Xrcc3, interagieren beide
mit Rad51 und beeinflussen die DSB-Reparatur (Liu ef al., 1998; Pierce et al., 1999). Es wird
vermutet, dass die fiinf mit Rad51 verwandten Proteine Xrcc2, Xrce3, Rad51B, Rad51C und
Rad51D einen funktionellen Komplex bilden und mit Rad51, &dhnlich wie die Rad51-
Homologen Rad55 und Rad57 aus der Hefe, kooperieren (Sonoda et al., 2001). Ein Teil der
Rad51-Molekiile kolokalisiert mit den Tumorsuppressorproteinen Brcal und Brca2 in
mitotischen Zellkernen, wobei DNA-Schiden die Relokalisation der drei Proteine an PCNA
(proliferating cell nuclear antigene)-Orte zur Folge haben (Scully ef al., 1997a/b; Chen et al.,
1998). Wihrend Brca2 direkt an Rad51 bindet, wird Brcal nach DNA-Schédigung rekrutiert.
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Beide Proteine sind fiir die HR in Sidugern notwendig (Moynahan et al., 1999; Chen et al.,
1999). Neben Funktionen in der DNA-Reparatur sind fiir Brcal transkriptionelle
Regulatorfunktionen beschrieben worden, nicht aber fiir Brca2 (Sonoda et al., 2001). Der
Mismatch-Reparatur-Faktor Msh2 kontrolliert auBerdem die Genauigkeit der HR, indem er
den genetichen Austausch zwischen divergierenden Sequenzen inhibiert (Modrich und Lahue,
1996). Auch die regulatorische Beteiligung von p53 bei der HR wird zunehmend klarer, da
gezeigt werden konnte, dass Zellen mit mutiertem p53 durch erhohte HR-Raten
gekennzeichnet sind (Wiesmiiller et al., 1996; Bertrand et al., 1997; Mekeel et al., 1997,
s. auch 1.5.1). Auch fiir physikalische Interaktionen zwischen p53 mit Rad51 mit Brcal und
Brca2 gibt es Hinweise, was auf ein Zusammenspiel der genannten Proteine bei der
Aufrechterhaltung der genomischen Integritdt hindeutet (Stiirzbecher et al., 1996; Ouchi et
al., 1998; Marmorstein et al., 1998; Zhang et al., 1998). Kiirzlich wurde auch postuliert, dass
das Vorhandensein von mehreren Rad51-Homologen (s. oben) in Séugetieren und deren
Interaktionen mit regulatorischen Proteinen wie Brcal, Brca2 und p53 zu einer Koordination
von Rad51-Funktionen in einer von Cyklin-Kinasen oder Checkpoint-Faktoren abhingigen

Art fiihren kann (Sonoda ef al., 2001).

1.1.3 SSA (Single Strand Annealing)

Die pradominante Form der nkHR, ndmlich das SSA, wurde bisher bei der Hefe im Detail
untersucht, wodurch sich folgendes Bild ergab: Entsteht ein DSB innerhalb unmittelbar
aufeinander folgender gleichorientierter DNA-Sequenzen, die eine homologe Region von
mindestens 60-90 Nukleotiden besitzen (Wilson ef al.,1999), sind die Voraussetzungen fiir
DSB-Reparatur durch SSA erfiillt. Zunédchst werden am DSB die 5°-Stringe exonukleolytisch
degradiert, so dass lange 3’-ssDNA-Uberhinge enstehen (Klein, 1995). AnschlieBend werden
die resultierenden komplementiren ssDNA-Uberhinge zu dsDNA  hybridisiert,
nichthomologe ssDNA-Uberliufe nukleolytisch entfernt und die Enden ligiert. Damit bedingt
SSA den Verlust von Zwischensequenzen (Dronkert et al., 2000).

In der Hefe wird SSA von Rad52, Rad50, Mrell und Xrs2 ausgeiibt (Karran, 2000). Einmal
an DNA-Enden gebunden, verhindert Rad52 den exonukleolytischen DNA-Abbau durch den
Nuklease-Komplex Rad50/Mrell/Nbs. Auch eine Assoziation von DNA-Enden durch
intermolekulare Rad52-Rad52-Interaktionen wurde beobachtet (Hiom, 1999). Rad50 ist ein
ATP-abhingiges DNA-Bindeprotein und stimuliert Mrel1 in seiner wichtigsten Aktivitét, der
3’-5’-dsDNA-Exonukleaseaktivitit. Nbs (auch als Nibrin oder p95 bekannt) ist das

funktionell homologe Protein zum Xrs2 aus der Hefe. Das Nbs-Gen ist in Patienten mit dem
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Nijmegen Breakage Syndrom mutiert. Nach Bestrahlung bilden Rad50 und Mrell einen
Komplex und lokalisieren in nukledren Foci (Maser et al., 1997). Diese Bildung von Foci
bedingt die Phosphorylierung von Mrell, welche wiederum nur in Anwesenheit eines
funktionellen Nbs stattfindet (Dong et al., 1999). Nach erfolgreicher Hybridisierung der
komplementiren ssDNAs zu einer dsDNA werden vor der Ligation nichtgepaarte
Einzelstrangabschnitte entfernt, hochstwahrscheinlich durch die strukturspezifische
Endonuklease-Aktivitidt des XPF/Erccl-Komplexes, welches dem Radl/Rad10-Komplex aus
der Hefe entspricht. Zur Rekrutierung eines Endonuklease-Komplexes sind aulerdem Msh2
und Msh3 notwendig, wie in der Hefe gezeigt wurde. Msh2 und Msh3 zeigen also Aktivitdten
nicht nur in der Mismatch-Reparatur, wo sie als Heterodimer die Korrektur von grofleren
Basenfehlpaarungen und einzelstringigen DNA-Loops bewirken, sondern auch beim SSA in

der DSB-Reparatur (Karran, 2000).

1.2 Meganuklease I-Scel

DNA-DSBe konnen durch ionisierende Strahlen, durch Behandlung mit DNA-schiddigenden
Agenzien oder wihrend des natiirlichen DNA-Metabolismus entstehen (Moynahan und Jasin,
1997). Experimentell konnen DSBe durch spezifische Endonukleasen kiinstlich erzeugt
werden. Die Meganuklease (I-Scel) wurde in Hefe-Mitochondrien entdeckt, wo sie fiir die
Intron-Mobilitdt  verantwortlich ist (Colleaux et al., 1986). Die sogenannte
Dodekapeptidfamilie, zu denen auch I-Scel angehort, schneidet intronlose Gene am
Introninsertionsort und initiiert die Verbreitung bzw. Insertion der Gruppe-I-Introns. Die
Dodekapeptidfamilie ist in drei Klassen unterteilt: Die Mitglieder der Klasse I, zu denen
I-Scel, 1-Scell, I-Scelll, 1-ScelV, 1-Crel, 1-Ceul und I-Csul zdhlen, schneiden die DNA
innerhalb deren Erkennungssequenz und erzeugen dadurch 4 Bp lange 3’-Uberhinge. Die
Mitglieder der Klasse II, zu denen I-Tevl und I-TevIl zéhlen, schneiden die DNA auferhalb
deren Erkennungssequenz und erzeugen 2 Bp lange 3’-Uberhiinge, wihrend die Klasse III mit
einem einzigen bekannten Mitglied nach DSB 2 Bp lange 5’-Uberhiinge erzeugt (Petrin et al.,
1993). Das 235 Aminosduren lange Protein I-Scel (Plessis et al., 1992) besitzt eine 18 Bp
lange nicht palindromische Erkennungssequenz (Perrin et al., 1993). Die fiir I-Scel
kodierende cDNA wurde gemif3 dem Sduger-Universalcode genetisch optimiert und mit einer
NLS (Kernlokalisationssignal) ausgestattet. Die resultierende synthetische cDNA wurde in
Saugerzellen iiberexprimiert und erwies sich als nicht toxisch (Rouet et al., 1994; Jasin,
1996). Das Zusammentreffen eines I-Scel-Proteins und eines Plasmids mit I-Scel-

Erkennungssequenz wurde in Sdugetier-Zellen erfolgreich zur Initiation der Rekombination
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eingesetzt und fiihrte zur 10-100fachen Erhohung der spontanen Rekombinationsraten (Routte
et al., 1994a/b; Dronkert et al., 2000; Liang et al., 1998; Sprung et al., 1999; Richardson et
al., 1998; Smih et al., 1995; Cholika et al., 1995; Moynahan und Jasin, 1997; Brenneman et
al., 1996).

1.3 EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)

Das Griinfluoreszenzprotein GFP wurde als an Aequorin assoziiertes Protein entdeckt und ist
an der Biolumineszenz der Coelenteraten beteiligt (Prasher, 1995). Trotz identischer
Chromophor-Regionen unterscheiden sich die bekanntesten und am besten chrakterisierten
GFPe von der Qualle Aequorea victoria und von Renilla reniformis (Cubitt et al., 1995) in
threm Biolumineszenz-Verhalten und ihrer Sensitivitit gegeniiber Temperaturwechsel oder
pH-Verinderungen und in ihrer Tendenz zur Dimerisierung (Tsien, 1998). Nach Klonierung
der cDNA fiir das Aequorea-GFP (Prasher et al., 1992) und dessen Kommerzialisierung durch
die Firma Clontech wurde GFP zu einem der interessantesten Werkzeuge der
Molekularbiologie: GFPe wurden zur Identifizierung transformierter Zellen, zum
Genexpressions-Nachweis, zur Identifizierung der zelluldren Lokalisation nach Markierung
von Proteinen mit GFPe, zur Markierung unizelluldrer Organismen oder speziellen Zellen
eines multizelluldren Organismus erfolgreich eingesetzt (Prasher, 1995). wtGFP ist ein 238
Aminosduren langes Protein und liegt hauptsdchlich als Monomer vor und neigt erst bei
hoheren Konzentrationen zur Dimerisierung. Aequorea-GFP  (wtGFP) hat ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 395 nm und ein Emissionsmaximum bei
508 nm. Fir die Grinfluoreszenz essentiell sind eine von Sauerstoff abhéngige
posttranslationale Modifikation der Chromophor-Region, welche sich aus einem
Aminosédurentriplet (Ser65-Tyr66-Gly67) zusammensetzt und die Ummantelung des
Chromophors vor Ausbleicheffekten durch das umgebende Medium. Gereinigtes GFP
zeichnet sich aus durch hohe Stabilitit gegeniiber Temperaturwechsel bis auf 65 °C,
gegeniiber pH-Anderungen bis pH 11, gegeniiber 1 % SDS und gegeniiber den meisten
Proteasen. Fiir die Funktionalitét ist die Proteinstruktur extrem wichtig, so dass die Deletion
von mehr als einer Aminosdure am N-Terminus und mehr als 10-15 Aminosduren am
C-Terminus mit dem Verlust der Griinfluoreszenz einhergehen (Cubitt et al., 1995, Tsien,
1998). Nach seiner Kommerzialisierung wurden mehrere GFP-Varianten hergestellt, die
durch unterschiedlichste Eigenschaften gekennzeichnet sind (Expression in Bakterien,
Sensitivitit gegeniiber pH-Anderung etc.). Eine dieser Varianten ist das EGFP (Enhanced

Green Flurescent Protein), das durch zwei Aminosauresubstitutionen, nimlich Phe64 zu Leu
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und Ser65 zu Thr, und insgesamt 190 stummen Basenmutationen gegeniiber wtGFP
gekennzeichnet ist. Dadurch wurde beim EGFP das Exzitationsmaximum auf 490 nm erhdht
und die Anregung von GFP am FACScan mittels Standard-Argon-Laser (488 nm) ermdoglicht
(Limoén et al., 1997), vor allem aber wurden nach Exzitation bei 488 nm fiir EGFP 35fach
hohere Fluoreszenz-Intensititen gegeniiber wtGFP gemessen (Cormack et al., 1996). Neben
den oben genannten Verwendungsmdglichkeiten wurden GFPe in den letzten Jahren auch als
Marker fiir den Gen-Transfer (Bierhuizen et al., 1997a/b; Muldoon et al., 1997), fiir die
Virustiterbestimmung (Limén et al., 1997) und als Marker fiir erfolgreiche Rekombination

eingesetzt (Pierce et al., 1999; Slebos und Taylor, 2001).

1.4 RFP (Red Fluorescent Protein)

RFP (DsRed) wurde aus der indopazifischen Seeanemone Discosoma sp. isoliert und dient
wahrscheinlich dem Schutz des Organismus gegeniiber gefdhrlichen UV-Strahlen des
Sonnenlichtes (Matz et al., 1999). Genau wie GFP braucht der Fluorophor in DsRed keine
Kofaktoren oder Substrate fiir die Fluoreszenz. Es hat ein Exzitationsmaximum bei 558 nm
und wird effizient auch bei 488 nm (Argon-Laser) angeregt. Der Emissionsmaximum liegt bei
583 nm und erlaubt die Detektion mit einem Rhodamin oder Prompidiumiodid-Filter.
Aufgrund seines deutlich getrennten Emissionsspektrum eignet sich DsRed sehr gut fiir die
Doppelmarkierung mit GFPe.

DsRed ist ein 28 kDa schweres Polypeptid und hat denselben Chromophor wie das wtGFP
(GIn66-Tyr67-Gly68). Die Aminosduresequenz-Homologie zwischen den beiden Proteinen
liegt bei 23 %. Die Proteinfaltung von DsRed und damit auch die Fahigkeit zur Fluoreszenz
verlduft bei Raumtemperatur iiber ca. zwei Tage und ist von Sauerstoff abhidngig. Im
Gegensatz zu GFP neigt DsRed zur Bildung von Tetraméren und unter Umstidnden sogar zur

Bildung von hochmolekularen Oligomeren (Yarbrough et al., 2001).

1.5 Das Tumorsupressorprotein pS3

Instabilititen im genetischen Material der Korperzellen (Verdnderung einzelner Nukleotide,
Verlust, Austausch oder Verdopplung von Chromosomen-Segmenten, Fehlen oder
Uberzihligkeit einzelner Chromosomen) konnen zur Entwicklung hyperproliferativer
Zellpopulationen bis hin zum Tumor und zur Metastasierung fithren, wenn im Verlauf dieses
Mehrstufenprozesses Onkogene aktiviert oder Tumorsuppressoren inaktiviert werden.
Besonders deutlich wird die Notwendigkeit fiir die Aufrechterhaltung der genetischen

Stabilitdt zur Vermeidung von Krebs am Beispiel des Tumorsuppressors p53, welches durch
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Gen-Mutation oder Deletion der beiden Allele in 50-60 % aller Tumore ausgeschaltet ist. In
einer weiteren Fraktion der Tumore fiihren epigenetische Mechanismen, wie Ausschluss aus
dem Zellkern, beschleunigter Abbau oder Komplexierung des Proteins, indirekt zur
funktionellen Inaktivierung von p53 (Wiesmiiller, 2000).

Nach der Entdeckung von p53 (Lane und Crawford, 1979) im Komplex mit dem grof3en
Tumor-Antigen des Simian Virus 40 (SV40) fiihrten weitere Experimente zundchst zu der
Annahme, dass p53 ein Onkogen sei. Weitere Untersuchungen in den spiten 80er Jahren
zeigten jedoch, dass man bis dahin mit Mutanten-p53 gearbeitet hatte und dass w#p53 dagegen
einen Tumorsuppressor reprasentiert. Das p53-Gen ist beim Menschen auf dem kurzen Arm
von Chromosom 17 (Isobe ef al., 1986) und bei der Maus auf Chromosom 11 (Czosnek et al.,
1984; Rotter et al., 1984) lokalisiert. Das menschliche p53-Gen hat eine Genomlidnge von
12,5 kBp und ist auf 11 Exons verteilt. Die mRNA variiert von Spezies zu Spezies zwischen
1,8 bis 3,0 kBp (Soussi et al., 1990) und das humane Translationsprodukt hat eine GréBe von
393 Aminoséduren (Levine und Momand, 1990). Selbst zwischen p53 aus Xenopus und dem
Menschen betrigt die Sequenz-Homologie 40 % und steigt innerhalb der insgesamt fiinf
hochkonservierten Bereiche (s. Abb. 1) weiter auf 90 % an (Jenkins et al., 1988; Soussi ef al.,
1990; Zakut-Houri et al., 1985).

Das Tumorsuppressorprotein p53 wird auf biochemischer Ebene in drei Doméinen unterteilt
(s. Abb. 1): Die aus iiberwiegend sauren Aminosduren bestehende N-terminale
Transaktivator-Doméne erstreckt sich von den Aminoséduren 1 bis 42 (Fields und Jang, 1990;
Lin et al., 1994). Die Bindung von p53 an Proteine des Transkriptionsapparates wie z. B. an
TFIH und an TBP-assozierte Faktoren (TAFs) erfolgt vermutlich in dieser Region (Lu und
Levine, 1995; Seto et al., 1992; Thut et al., 1995). Auch das MDM2-Protein (Murine Double
Minute Protein Chromosome 2) bindet an diese Doméne (Brown et al., 1993; Chen et al.,
1993; Picksley et al., 1994), hemmt dadurch die Transaktivierungsfunktion von p53 (Chen et
al., 1994; Zambetti und Levine, 1993) und initiiert auBerdem die p53-Degradierung iiber das
Ubiquitin-Proteasomen-System (Nakamura et al., 2000; Rodriguez, 2000). p19ARF, das
Produkt des Tumorsuppressorgens ARF (Alternative Reading Frame) kann mittels direkter
Bindung an das MDM2-Protein dessen antagonistische Wirkung auf p53 autheben und {iber
Stimulierung der p53-Acetylierung die Stabilisierung von p53 initiieren (Prives, 1998; Ryan
et al., 2001). In der N-terminalen Doméne sind auch mehrere Phosphorylierungsstellen
lokalisiert: Serl5 wird von ATM (Ataxia Telengiectasia Mutated Kinase) und DNA-PK
(dsDNA-aktivierte Protein Kinase), Thr18 von CK1 (Casein I-like Kinase) und Ser20 und
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Ser37 von der ATR (A4-T-Related Kinase) und DNA-PK phosphoryliert (Liang und Clarke,
2001).

273

50 100 150 200 250 300 350 393 AS
Transkriptionsaktivierung sequenzspezifische DNA-Bindung Oligomerisierung
3’-5’-Exonuklease —
NLS1

unspezifische DNA-Bindung
Rehybridisierung von DNA-Enden
Regulator-Domane

- PML TOPOI 15poil, WRN, SUMO1
TFID: TBP =\/= T
TAF 40, TAF 60 CKll, TFIIH: XPD
TFIIH: p62 RADS51 Edorf6 CSB
I\P/I(I)D”IZ\)/IZ SV40 T-Antigen RPA, TFIIH: XPB
AdE1B-55kD BRCA1, RAD54,

HBx

Abb. 1: Schematische Darstellung der p53-Doménen. Die Verteilung der krebsverursachenden Mutationen mit
Haufigkeitsprofil und die Phosphorylierungsstellen sind angegeben. Die hoch-konservierten Regionen sind mit
den romischen Ziffern I-V gekennzeichnet und in grau hervorgehoben. Funktionelle Doménen sind in blau und
Interaktionsregionen mit den angegebenen Proteinen in griin gekennzeichnet

Die zentrale, hydrophobe Doméne erstreckt sich zwischen den Aminosduren 100 bis 300 und
ist fiir die sequenzspezifische DNA-Bindung essentiell (Bargonetti ef al., 1993; El-Deiry et
al., 1992). Auf DNA-Ebene ist fiir die sequenzspezifische DNA-Bindung neben der DNA-
Konsensussequenz auch die rdumliche Struktur der DNA von Bedeutung (Kim ef al., 1997).
Die zentrale Doméne beherbergt auch die 3’-5’-Exonukleaseaktivitit (Mummenbrauer ef al.,
1996). Die p53-Mutationen, die in den meisten menschlichen Tumorzellen nachgewiesen
wurden, betreffen diese zentrale Domidne (Hollstein et al., 1991; Levine et al., 1991).
Besonders hédufig wurden Mutationen an den Aminosduren 175, 248 und 273 beobachtet
(Deppert, 1994; Donehower und Bradley, 1993). Uber diese Region interagiert p53 auBerdem
mit dem Tumorsuppressorprotein PML, welches mit p53 und CBP in nukledren Foci
kolokalisiert und dessen N-terminale Phosphorylierung und C-terminale Acetylierung
stimuliert. Der Verlust von PML in der Zelle fiihrt zur Beeintrachtigung der p53-
Stabilisierung, so dass auch PML einen p53 regulatorisch vorgeschalteten Faktor reprisentiert

(Ryan et al., 2001).
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Die C-terminale Doméne kann in drei Bereiche unterteilt werden (Ko und Prives, 1996): Eine
flexible Linker-Region (Aminosduren 300-320) zwischen der zentralen DNA-Bindedoméne
und der Oligomerisierungsdomédne (Aminosduren 320-360), iiber welche die pS3-Monomere
sich zu Dimeren und anschlieBend zu Tetrameren zusammenlagern (Stiirzbecher et al., 1992),
und eine extrem C-terminale Domine aus 30 Aminosduren mit multiplen Aktivititen. Diese
Region interagiert unspezifisch mit DNA und RNA (Foord et al., 1991; Oberosler et al.,
1993; Steinmeyer und Deppert, 1988), bindet DNA-schadenartige Strukturen, wie
einzelstringige DNA-Enden (Bakalkin et al, 1995), und reguliert die DNA-Bindungs- und
Exonuklease-Aktivititen der zentralen Doméne (Bayle et al., 1995; Janus et al., 1999; Hupp
et al., 1993; Wolkowicz et al., 1998). Neben der sequenzspezifische DNA-Bindung ist die
Tetramerisierung eine Voraussetzung fiir die effektive Auslibung der Transaktivierungs-
Funktion und wird mittels Phosphorylierung durch CKII an Ser392 stabilisiert, wihrend
Phosphorylierung durch Cyklin-abhingige Kinase Cdk2/CyklinB und Cdk2/CyklinA
destabilisierend wirkt (Liang und Clarke, 2001). Alle drei NLSe (Kern-Lokalisationssignale)
von p53 sind innerhalb des C-Terminus lokalisiert (Shaulsky et al., 1990). Das zweiteilige
NLS1 erstreckt sich zwischen den Aminosduren 305-322 und reprédsentiert das wichtigste
NLS. AuBerdem befindet sich in der C-terminalen Domine auch ein NES-Motiv (Kern-
Exportsignal), welches zwischen den Aminoséduren 340-351 lokalisiert ist (Liang und Clarke,
2001). Mehrere Lysine am C-Terminus sind Acetylierungsreste fiir Histon-Acetyltransferasen
wie p300/CBP und pCAF (Ryan et al., 2001), und sind somit fiir die p53-Stabilisierung néotig.
In proliferierenden Zellen liegen pro Zelle 1000 bis 10000 p53-Molekiile vor (Oren et al.,
1981; Patschinsky und Deppert, 1990). Unter diesen Bedingungen hat wtp53 eine kurze
Halbwertszeit von 5 bis 20 min. DNA-Schédden infolge von z. B. Bestrahlung mit UV- oder
ionisierenden Strahlen oder von Behandlung mit DNA-schddigenden Substanzen fithren zur
raschen Akkumulation von p53 durch die oben erwéhnten posttranslationalen Modifikationen
(Maltzman und Czyzyk, 1984; Nelson und Kastan, 1994), ndmlich Phosphorylierung am
N-Terminus und Acetylierung am C-Terminus (Lutzker und Levine, 1996; Siegel et al.,
1995). Durch diese p53-Stabilisierung wird in der Zelle entweder Zellzyklusarrest oder
Apoptose eingeleitet. Von p53 abhéngiger Zellzyklusarrest in der G1-Phase (Kastan et al.,
1991) wird vor allem iiber die transkriptionelle Aktivierung des p21"“"<¥!
(El-Deiry et al., 1993). p21V*“?! inhibiert durch direkte Bindung Cdk2 und verhindert die

-Gens reguliert

von Cdk2 abhingige Phosphorylierung des Retinoblastom-Genprodukts (Rb). Da die fiir die
Dissoziation des E2F-Rb-Komplexes essentielle Phosphorylierung des Rb so nicht stattfinden
kann, bleibt E2F komplexiert und die von E2F abhingige Transkription der DNA-Synthese-



Einleitung 12

Phasen-Gene, wie z. B. CyklinE, CyklinA und PCNA (Proliferating Cell Nuklear Antigen),
kann nicht stattfinden. AuBerdem kann p21V*"“P! direkt an PCNA, einen Hilfsfaktor der
DNA-Polymerase &, binden und damit zur Inhibition der von PCNA abhingigen DNA-
Replikation (Waga et al., 1994) nicht aber der von PCNA abhéngigen DNA-Reparatur fiihren
(Li et al., 1994). Neben einem Gl-Arrest wurde auch die Beteiligung von p53 am S- und
G2/M-Arrest beschrieben (Jacks und Weinberg, 1996): Durch die transkriptionelle
Aktivierung des /4-3-30-Gens wird die Aktivierung der Cdk1-Kinase inhibiert, welche fiir
den G2-M-Phasen-Ubergang benétigt wird.

Alternativ zur Einleitung des Zellzyklusarrestes kann die p53-Stabilisierung liber Aktivierung
von Zielgenen, die fiir Todesrezeptoren wie CD95(APO-1/Fas-R) und fiir den Antagonisten
des anti-apoptotischen Faktors Bcl2, nimlich Bax, kodieren, zur aktiven Zelltod (Apoptose)
fiihren (Clarke et al., 1993; Lowe et al., 1993; Miyashita und Reed, 1995; Ryan et al., 1993;
Shaw et al., 1992; Yonish-Rouach et al, 1991). Wihrend Apoptose einen
Schutzmechanismus gegen irreparable Schiadigung darstellt, wird durch den G1-Arrest der
Zelle gentigend Zeit zur Reparatur der entstandenen Schéden gegeben, bevor diese durch die
anschlieende Teilung an die nachkommende Generation weitergegeben werden. Obwohl die
transkriptionelle Aktivierung des p2/-Gens durch p53 eine zentrale Rolle fiir seine Tumor-
Suppressoraktivitét spielt, zeigten p21-Null-Méuse im Gegensatz zu p53-Null-Miusen keine
erhohten Krebs-Suszeptibilititen (Deng et al., 1995), was vermuten ldst, dass weitere

Aktivitdten von p53 der Entstehung von Tumoren entgegenwirken (Wiesmiiller, 2000).

1.5.1 Hinweise fiir eine Beteiligung von p53 bei der homologen

Rekombination

Die Erzeugung von p53-Null-Méausen machte deutlich, dass p53 nicht nur bei der zelluldren
Antwort auf DNA-Schidden funktionell ist, sondern auch eine zentrale Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Genom-Stabilitit/-Integritit spielt. So zeigte sich, dass p53
Aneuploidien, Allel-Verlusten, Schwesterchromatidaustduschen und Gen-Amplifikationen
entgegenwirkt (Cleaver et al., 1999; Harvey et al., 1993; Ishizaki et al., 1994; Livingstone et
al., 1992; Schwartz und Russel, 1999). Parallel dazu wurden biochemische Aktivitidten von
p53 bei der Erkennung von DNA-Schédden, der Rehybridisierung von DNA-Enden, dem
Strangtransfer und der exonukleolytischen Degradierung von DNA beobachtet und
konsequenterweise die Beteiligung von p53 an DNA-Reparaturprozessen postuliert
(Albrechtsen et al., 1999). Insbesondere die 3’°-5’-Exonukleaseaktivitit warf die Frage auf, ob
p53 an der Genauigkeitskontrolle der DNA-Replikation, an der Entfernung von ungepaarten
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DNA-Regionen wihrend der postreplikativen Mismatch-Reparatur oder an der Prozessierung
von DNA-Enden wihrend der DSB-Reparatur beteiligt ist. Im Zusammenhang mit der
Beteiligung von p53 bei der DNA-Replikation ist auch interessant, dass fiir p53 die
physikalische Interaktion mit dem Einzelstrangbindeprotein RPA und der DNA-Polymerase a
nachgewiesen wurde (Kiihn et al., 1999; Wold, 1997). Die Annahme, dass p53 an der DNA-
Reparatur beteiligt ist, wird unterstiitzt durch Befunde iiber die Bindung an Reparatur-
Proteine, wie z. B. an die Helikasen XPB und XPD des dualen Transkriptionsinitiations-/
-Reparatur-Faktors TFIIH, die Helikase CSB, die an der Kopplung der Transkription und dem
NER (Nucleotide Excision Repair) beteiligt ist, die Topoisomerase I und II, die bei
Transkription, Replikation, Reparatur und Rekombination mitwirken, das Werner’s Syndrom
Protein (WRN), eine Helikase und Exonuklease mit genomstabilisierender Wirkung, und Refl
und die Polymerase 3 mit Funktionen beim BER (Base Excisions Repair) (Albor et al., 1998;
Albrechtsen et al., 1999; Blander et al., 1999; Cowell et al., 2000; Gobert et al., 1999; Zhou
et al., 2001). Wie die Bedeutung der einzelnen Interaktionen einzuordnen ist, bedarf noch
weiterer Kldrung. So ist auch die direkte Beteiligung von p53 bei der NER iiber Modulation
von TFIIH-Aktivitdt unsicher: Wihrend einige Gruppen in Zellen mit reduzierten wtp53-
Niveaus NER-Defekte gesehen haben (Ford und Hannawalt, 1997; Mirzayans et al., 1996;
Smith et al., 1995; Wang et al., 1995), beobachteten andere mit pS3-defizienten Zellen nach
UV-Bestrahlung eher eine Erhohung von SCEs (Sister Chromatid Exchanges) als
Unterschiede bei der NER (Cleaver et al., 1999; Ishizaki et al., 1994). Kiirzlich wurde von
zwei bis dreifacher Stimulierung der BER durch wtp53 berichtet, wobei die krebsrelevanten
Mutanten sich einheitlich als inaktiv erwiesen, jedoch mit verkiirzten p53-Varianten
widerspriichliche Ergebnisse erzielt wurden (Offer et al., 2001; Zhou et al., 2001).

Wihrend die Beteiligung von p53 am NHEJ ebenfalls noch nicht eindeutig geklart ist (Bill et
al., 1997; Lee et al., 1999; Tang et al., 1999; Yang et al., 1997), ist dessen inhibitorische
Wirkung auf das HR von mehreren Gruppen berichtet worden. Die Interaktion von p53 mit
Faktoren, die an der HR beteiligt sind, wie z. B. Rad51 und die Rad51-Komlexpartner
BRCAT1 und BRCA2, wurde beschrieben (Albrechtsen et al., 1999; Marmorstein et al., 1998).
Inaktivierung von p53 durch Mutationen, durch Sequestrierung oder durch Interaktion mit
viralen Tumor-Antigenen fiithrt zu fiinf- bis 100facher Erh6hung der spontanen inter- und
intrachromosomalen HR-Raten (Bertrand et al., 1997; Dudenhoffer et al., 1998; Dudenhoffer
et al., 1999; Mekeel et al., 1997; Meyn et al., 1994; Saintigny et al., 1999; Wiesmiiller et al.,
1996; Willers et al., 2000; Xia et al., 1997). Dariiberhinaus wurden Daten fiir bestimmte p53-

Mutanten erhalten, die Funktionen in Bezug auf Inhibierung von HR und Induktion von G1/S-
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Arrest in unterschiedlicher Weise ausiiben (Dudenhoffer et al., 1999; Saintigny et al., 1999;
Willers et al., 2000). SchlieBlich zeigte sich, dass p53 spezifisch mit Holliday-Junctions und
3-Strang-Rekombinationsintermediaten in einer sequenzunabhingigen Weise interagiert
(Dudenhoffer et al., 1998; Janz et al., 2001; Lee et al., 1997, Siisse et al., 2000) und dass
dessen Neigung zur Komplexbildung mit DNA-Junctions in Gegenwart von Rad51 erhoht ist
(Stisse et al., 2000). Basenfehlpaarungen, die wihrend des Strangtransfers auf den
Rekombinationsintermediaten entstehen konnen, haben die Erhohung der Affinitit gegeniiber
diesen Intermediaten, deren exonukleolytischen Abbau und verstérkte
Rekombinationsregulation zur Folge (Dudenhoffer et al., 1998; Siisse et al., 2000). In der
Summe fiihrten die genannten Bindungseigenschaften und Aktivititen bei der Rekombination
zu der Annahme, dass p53 zusammen mit Rad51 komplementidr zum Mismatch-Reparatur-
Faktor MSH2 zur Genauigkeit des Strangaustauschprozeses beitrdgt (Dudenhoffer ef al.,
1998; Siisse et al., 2000).
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2. Problemstellung

DSBe, die infolge von duBeren Einfliissen, wie z. B. von ionisierenden Strahlen oder DNA-
schadigenden Agenzien hervorgerufen werden oder wihrend zelluldrer Prozesse spontan, wie
z. B. bei der DNA-Replikation oder bei der V(D)J-Rekombination und Meiose auftreten
(Hiom, 1999; Kowalczykowski, 2000; Flores-Rozas und Kolodner, 2000; Wilson, 1999),
stellen eine Bedrohung fiir die genomische Integritét von sich mitotisch teilenden Zellen dar.
Aus diesem Grunde reprisentiert die rekombinative Reparatur eine der wichtigsten und vor
allem auf unterschiedlichste DNA-Schéddigungen reagierende DNA-Reparatur-Form. Bisher
wurden Rekombinationsereignisse mit Hilfe von Test-Systemen, die auf der Rekonstitution
eines Selektionsmarkers oder auf der Rekonstitution eines intakten SV40-Genoms basieren,
bestimmt. Der erste Typ setzt eine Selektionsphase von mehreren Wochen voraus. Das in
unserer Arbeitsgruppe besonders gut charakterisierte, auf SV40-Viren basierende Test-System
erlaubt die Bestimmung von Rekombinationsereignissen nur im episomalen Kontext.
AuBlerdem fiihrt die SV40-Infektion zur Synchronisierung der Zellen in der S-Phase des
Zellzyklus. Dies macht die Bestimmung von Reparaturereignissen im Kontext der zelluldren
Chromosomen und die Analyse von an der Reparatur beteiligten Proteinen unter
Beriicksichtigung der Regulation im Zellzyklus unmoglich.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte schwerpunktmifig ein Test-System entwickelt werden,
welches durch eine kurze Reaktionszeit bei gleichzeitig hoher Sensitivitit gekennzeichnet ist.
Dies sollte durch die Bestimmung von Rekombinationsereignissen mittels Rekonstitution
eines intakten EGFP-Gens aus zwei deletierten Varianten ermoglicht werden. AuBerdem
sollten Rekombinationsvektoren durch die Auswahl unterschiedlicher Rekombinations-

Donor- und Akzeptorsequenzen die Bestimmung von Rekombinationsereignissen vom Typ
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der Genkonversion, dem SSA, dem NHEJ und gekoppelter Prozesse im chromosomalen
Kontext erlauben.

Die Initiation der HR durch ionisierende Strahlung ist auf die Erzeugung von DNA-DSBen
zurlickzufiihren. Ionisierende  Strahlung verursacht aber auch Einzelstrangbriiche,
Basenschdden und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen. Die Initiation der HR durch
Erzeugung von DSBen in einer bestimmten Genkopie auf dem zelluldren Genom erfordert
jedoch den Einsatz unphysiologisch hoher Strahlungsdosen. Aus diesem Grunde sollte zur
Initiation der DSB-Reparatur die Meganuklease I-Scel in Verbindung mit der 18 Bp langen
Erkennungssequenz in einer EGFP-Variante eingesetzt werden. Mit Hilfe dieses spezifischen
Werkzeugs in Verbindung mit dem auf EGFP basierenden Rekombinations-Test-System
sollte es moglich sein, neue Fragen nach den Regulationsmechanismen definierter DSB-
Reparatur-Pfade zu stellen.

In unsere Arbeitsgruppe konnte fiir das SV40-Test-System bereits gezeigt werden, dass das
Tumorsuppressorprotein p5S3 HR-Ereignisse reguliert (Wiesmiiller et al., 1996; Dudenhoffer
et al., 1998). In dieser Arbeit sollte die Beteiligung von wtp53 und verschiedensten p53-
Mutanten bei der Rekombination an chromosomal oder episomal vorliegenden EGFP-
Substraten analysiert werden. Zur Untersuchung von endogen reguliertem p53 sollten isogene
menschliche Zelllinien lymphoiden Ursprungs, ndmlich TK6 und WTKI1, mit
unterschiedlichem p53-Status eingesetzt werden. Fiir die Analyse verschiedener ektopisch
exprimierter p53-Varianten sollte die p53-negative Leukdmie-Zelllinie K562 verwendet
werden, um mogliche dominante Effekte endogener p53-Varianten ausschlieBen zu konnen.
Um die regulierbare Expression von sowohl dem Wachstumsinhibitor p53 als auch der
Endonuklease I-Scel zu erreichen, sollten induzierbare Systeme auf der Basis von durch
Ostradiol aktivierbaren Proteinen bzw. Transkriptionsfaktoren eingesetzt werden. Mit Hilfe
dieser sensitiven, reaktionsschnellen und kontrollierten Verfahren sollten die fiir p53
spezifischen Aktivitdten bei der DSB-Reparatur nicht nur im Hinblick auf die Beteiligung an
unterschiedlichen Reparaturwegen, sondern auch auf die Bedeutung fiir die

Tumorsuppression charakterisiert werden.



Material und Methoden

17

3. Material und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1 Gerite

Agarosegelelektrophoresesystem Horizon™: Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

Analysenwaage PM460:

Bestrahlungskanone LISA 1:

Brutschrénke:

DurchfluBzytometer Coulter Epics”®
XL-MCL:

Durchfluflzytometer DAKO Galaxy:

DurchfluBzytometer FACScalibur:

Elutriator Coulter J6-MC:

Geldokumentationsanlage:

Gene Pulser” mit Pulse Controller:

Immunfluoreszenz-Mikroskop Axiovert:

PCR-Gerit:

Photometer Bio Spec:

Polyacrylamid-Gelelektrophoresesystem:

Power Supply EPS 1000:
Power Supply EPS 2A 200:
Sterilbank:

Western-Blotkammer TE Series:

Mettler, Gie3en
Rotabel SLPI, Genas, Frankreich

Heraeus, Hannover

Beckman, Miinchen

DAKO® Diagnostika GmbH, Hamburg
Becton Dickinson, Heidelberg
Beckman, Miinchen

Intas, Gottingen

Biorad, Miinchen

Zeiss, Jena

MWG-Biotech, Ebersberg
Shimadzu, Duisburg

Hoefer Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg
Hoefer, San Francisco, USA
Heraeus, Hannover

Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg
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Zentrifugen
5415C:
5810R:
Coulter ZU L70:
Rotanta 96R:
Sorvall RC-5B:

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckman, Miinchen
Hettich, Tuttlingen

Du Pont, Bad Homburg

3.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamide/Bis Solution (19:1) 40% (w/v):
Agarose:
Ammoniumperoxodisulfat (APS):
Ampicillin:

Bacto Agar:

Bacto Trypton:

Bacto Yeast-Extract:
Bromphenolblau:

Carbenicillin:
Dimethylpimelimidat:
Dimethylsulfoxid (DMSO):
DMEM:

DMSO:

DNA Marker A/Hind III:
DNA-Langenmarker 1Kb+:
dNTPs:

Ethanolamin:
FCS/low estradiol:
FCS:

FCS:

G418 (Geneticin):
Glutamin:
Hygromycin B:
Kanamycin:

Klenow-Fragment:

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Difco Laboratories, Detroit, USA

Difco Laboratories, Detroit, USA

Difco Laboratories, Detroit, USA

Merck, Darmstadt

ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Miinchen

MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
New England Biolabs, Frankfurt am
Main; MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Miinchen

Promocell, Heidelberg

PAA, Colbe

Roche, Mannheim

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt am Main
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Leupeptin:
Luminol:
Magermilchpulver:
Natriumpyruvat:
Natriumtetraborat:
Nonidet P40:
PCI [Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1)]:
p-Cumarin Séure:
Pefablock:
Penicillin/Streptomycin:
Pepstatin A:

Pierce Super-Signal-ULTRA chemiluminescent

substrate:
Polybren:
Propidiumiodid (PI):
Proteinase K:
Puromycin:

Restriktionsendonukleasen:

RNAse A:

RPMI 1640 ohne Phenolrot:
RPMI 1640:

Streptomycin:
T4-DNA-Polymerase:
T4-Polynukleotid-Kinase:
Taq-DNA-Polymerase:
TEMED:

Tetracyclin:

Trasylol® 500000KIE (Aprotinin):
Trisma Base:

Trypsin:

Tween 20:

Biomol, Hamburg

Sigma, Miinchen

De Vau Ge Gesundkostwerk, Liineburg
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Fluka, Neu Ulm

Biomol, Hamburg
Sigma, Miinchen

Biomol, Hamburg
Biochrom, Berlin

Biomol, Hamburg

Pierce, Illinois, USA

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt am
Main; MBI-Fermentas, St. Leon-Rot;
Roche, Mannheim

Sigma, Miinchen

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Biochrom, Berlin

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
QIAGEN, Hilden

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Bayer, Leverkusen

Serva, Heidelberg

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Fluka, Neu Ulm
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Viapurex Steriles Wasser:
B-Mercaptoethanol:
B-Ostradiol:

Baxter, Unterschleisheim
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Die nicht auf der Liste aufgefiihrten Standard-Chemikalien wurden von den Firmen Biorad

(Miinchen), Merck (Darmstadt), Serva (Miinchen) und Sigma (Miinchen) bezogen.

3.1.3 Sonstige Materialien

ABI PRISM Big Dye Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit:

CAT-ELISA Kit:

Concert High Purity Plasmid Maxiprep System:

DOTAP Transfektionreagenz:

Dounce-(Hand)-Homogenisator:

Einfrierr6hrchen:

Elektroporationskiivetten (0,4cm):

FACS-Rohrchen PS 12-75:

Farbfilm Elite Chrome 400 Kodak:

Filterpapier Whatman 3MM:

Immobilon™-P Membran:

Lipofektamin-Transfektionsreagenz:

Nucleobond, AX500:

Polypropylenréhrchen 15ml/50ml:

Prestained SDS-Molecular Weight Marker 7B:
ProteinG-Sepharose (PGS):

QIAEX II DNA Purification Kit:

QIAGEN Plasmid Maxi Kit:

QIAGEN Plasmid Mini Kit:

QIAmp Mini DNA Kit:

QIAquick PCR-Purification Kit:

Rapid DNA Ligation Kit:

ReaktionsgefaBe 0,5ml/1,5ml/2ml:
Rontgenfilm Kodak X-OMAT® / Biomax™MR:
Sheath-Losung (ISOTON II):

PE Aplied Biosystems, Weiterstadt

Roche, Mannheim

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Roche, Mannheim

NeoLab, Heidelberg

Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich

Biorad, Miinchen

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
Amersham, Buchler-KG, Braunschweig
Schleicher und Schiill, Dassel

Millipore, Eschborn
Gibco, BRL  Life  Technologies,
Eggenstein

Macherey & Nagel, Diiren

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Roche, Mannheim

Eppendorf, Hamburg

Amersham Buchler KG, Braunschweig

Beckman und Coulter, Krefeld
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Spinnerflaschen in verschiedenen Groéfen:

Sterivex (Sterilfilter):
ZK-96-, 24- und 6-Loch- Platte:
ZK-Flasche 25 cm? /90 cm?:

Bellco Glass, Inc., Vineland, NJ, USA
Millipore, Eschborn

Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich
Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich

ZK-Platte 9 cm® (beschichtet oder unbeschichtet): Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich

3.1.4 Puffer und Losungen
3.3 % Weich-Agar Stammldsung

2xHeBS:

5SxDNA-Stoppuffer:

ECL-Lo6sung 1:

ECL-Losung 2:

Hypotonischer Lysis-Puffer:

NP40-Lysispuffer:

33¢g Bacto Agar
add. auf 100 ml ddH»O (autoklavieren)
247 mM NacCl,

10 mM KCl,

1,4 mM Na,HPO4

42 mM Hepes

50 % Glyzerin,

0,1 M EDTA,

1 % Bromphenolblau
2,5 mM Luminol,

400 uM p-Cumarin Séure,

100mM Tris/HCI, pH 8,5
13 mM H,0,,

100 mM Tris/HCI, pH 8,5
20 mM HEPES pH 7,4
5 mM Na4P,04

5mM EGTA

1 mM MgCl,

1 mM Na3zVOq4

Aprotinin, Leupeptin, Pefablock und Pepstatin A
(frisch zugeben, s. Proteinaseinhibitoren)

1% NP40

50 mM HEPES

150 mM NaCl

Aprotinin, Leupeptin, Pefablock und Pepstatin A

(frisch zugeben, s. Proteinaseinhibitoren)
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PBS: 140 mM NaCl
3mM KCl
& mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO4, pH 7,4
Proteinaseinhibitoren:
Trasylol® (Wirkstoff Aprotinin): 1,4 mg/ml Infusionslosung
Leupeptin (1000x): 5 mg/ml in 50% Glyzerin
Pefablock (200x): 25 mg/ml in 50% Glyzerin
Pepstatin A (200x): 1 mg/ml in Ethanol
10xSDS-PAGE-Laufpuffer: 151g Trisbase (2,5M)
720 g Glycin (19M)
S0g SDS (10%) mit ddH,O auf 51.
2xSDS-Probenpuffer: 125 mM Tris/HCI, pH 6,8
20 % Glyzerin
4% SDS
3,1 % DTT
0,05 % Bromphenolblau
4 % [B-Mercaptoethanol (frisch
zugeben)
4xSDS-Sammelgelpuffer: 0,5M Tris/HCI, pH 6,8
0,4 % SDS
4xSDS-Trenngelpuffer: I,5M Tris/HCI, pH 8,8
0,4 % SDS
TAE (50%): 121 g Trisbase
27,55 ml Eisessig
50 ml 0,5M EDTA, pH 8,0 mit ddH,O
auf 500ml auffiillen
TBS-T: 20 mM Tris/HCL, pH 7,6
137 mM NaCl
0,2 % Tween 20
TBS-T-5% MP: 5% Magermilchpulver in TBS-T
TCM-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8
10 mM CaCl,
10 mM MgCl,



Material und Methoden

23

TE-Puffer:

TES:
TFB-I-Puffer:

TFB-II-Puffer:

Tris-Glycin-Puffer:

Trypsin-Losung:

10 mM
I mM
0,8 %
100 mM
50 mM
10 mM
30 mM
15 %

10 mM
10 mM
75 mM
15 %
250 mM
50 mM
0,05 %
0,5 mM

Tris/HCI pH 8,0

EDTA

SDS in TE

RbCl

MnCl,

CaCl,

Kaliumacetat

Glyzerin; mit 0,2M Essigsdure auf
pH 5,8

MOPS

RbCl

CaCl,

Glyzerin, mit NaOH auf pH 7,0
Glycin

Tris/HCI, pH 8,3.

Trypsin

EDTA, pH 8,0 in 1x PBS.

Standardpuffer und Losungen, die nicht aufgefiihrt sind, wurden, wie im Methodenbuch von

Sambrock et al., 1989 beschrieben, angesetzt.

3.1.5 Nahrmedien
Antibiotikum-haltiges LB-Medium:

Erhaltungsmedium DMEM 5(10)/1:

LB-Medium mit verschiedenen Antibiotika, die

in folgenden Konzentrationen verwendet wurden:
50-100 pg/ml Ampicillin
50-100 pg/ml Carbenicillin

30 pg/ml
30 pg/ml
12 pg/ml
5-10 %

1 %

Kanamycin
Streptomycin
Tetrazyklin

FCS
Penicillin/Streptomycin

in DMEM-Fliissigmedium
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Erhaltungsmedium RPMI [J12/1:

Erhaltungsmedium RPMI 10/1:

Konditioniertes Selektionsmedium:

LB-Agar:

LB-Medium:

W-Broth- Medium:

Selektionsmedium:

FCS (gestrippt):

24
12 % FCS (0stradiolarm)
1 % Penicillin/Streptomycin
1% Glutamin

in phenolrotfreiem RPMI1640-Fliissigmedium

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin

1 % Glutamin

in RPMI1640-Fliissigmedium

Selektionsmedium  versetzt —mit  frischem,
sterilfiltrierten Uberstand von Zellen, in einem
Verhéltnis von 1:2 bis 4:1

I5¢g Bacto Agar in 11 LB-Medium
(autoklavieren und nach dem Abkiihlen auf 50 °C

mit oder ohne Antibiotika ausplattieren)

10g Bacto-Trypton

5¢g Hefeextrakt

10g NaCl in 11 ddH,0, pH 7,4

10 mM MgSOg4

10 mM MgCl, in LB-Medium pH mit

KOH auf 7,6 bringen
Erhaltungsmedium mit frisch zugegebenem
Selektionsagens (G418, Hygromycin oder

Puromycin (Konzentrationen s. Tab. 3)

10g Norit A (Aktivkohle)
lg Dextran 40
11t FCS (PAA), 30 min riihren lassen,

anschlieBend bei 14000 rpm
abzentrifugieren und Uberstand

sterilfiltrieren.
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3.1.6 Antikorper

Primdr-Antikorper:

anti-HA-tag:

anti-hMDM2:

anti-hp2 1(WAF-1):

DOLI:

PAb421:

Sunddr-Antikérper

Ziege anti-Maus, konjugiert mit

3.1.7 DNA

monoklonaler Maus-Antikérper 12CA5 gegen das
Hamagglutinin-Epitop, die Nonapeptidsequenz
YPYDVPDYA vom Influenza Hemagglutinin Protein
(Hybridomaiiberstand, Arbeitskonzentration 1:20-1:50)
monoklonaler Maus-Antikdrper gegen das humane
MDM2-Protein, erkennt ein N-terminales Epitop
zwischen den Aminosduren 26 und 150 (Calbiochem,
Bad Soden, Arbeitskonzentration 1:1000)

monoklonaler Maus-Antikorper, der das humane

1WA Protein  erkennt (Calbiochem, Bad Soden,

p2
Arbeistskonzentration 1:1000)

monoklonaler Maus-Antikorper gegen das humane p53-
Protein, erkennt ein N-terminales Epitop zwischen den
Aminosduren 20 und 25 (Calbiochem, Bad Soden,
Arbeitskonzentration 1:1000-1:5000)

monoklonaler Maus-Antikorper gegen das humane p53-
Protein, erkennt ein C-terminales Epitop zwischen den

Aminosduren 372 und 382 (Hybridomaiiberstand,
Arbeitskonzentration 1:200)

Peroxidase: Biomol, Hamburg (Arbeitskonzentration

1:10000)

pSCMV-Red-EJ: Retroviraler Kontrollvektor bei der Untersuchung von Rekombinations-

ereignissen. Er erlaubt die Expression des RFP unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Als Rekombinationsakzeptor wurde das EJ-EGFP-
Gen 5’ vom RFP-Gen kloniert (Hinsch, 2000).

pSCMV-Red-HR:  Retroviraler Kontrollvektor bei der Untersuchung von Rekombinations-

ereignissen. Er erlaubt die Expression des RFP unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Als Rekombinationsakzeptor wurde das HR-EGFP-
Gen 5’ vom RFP-Gen kloniert (Hinsch, 2000).
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pSN-M: Retroviraler Expressionsvektor mit einer multiplen Klonierungsstelle.
Der Vektor enthilt das Verpackungssignal und den 5°- und 3°-LTR des
MPSV. Der Vektor wurde von Frau Carol Stocking, HPI, Hamburg, zur
Verfligung gestellt.

pSPuroCMV-N’-CMV-Red —EJ:  Retroviraler =~ Vektor = zur  Untersuchung  von

Rekombinationsereignissen. Er erlaubt die Expression des RFP unter
der Kontrolle des CMV-Promotors. Als Rekombinationsakzeptor wurde
das EJ-EGFP-Gen 5° vom RFP-Gen und die Donorkassette, bestehend
aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und dem Donor N’-EGFP unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, 3’ von der CMV-RFP-Kassette kloniert
(Hinsch, 2000).

pSPuroCMV-N’-CMV-Red-HR:  Retroviraler =~ Vektor  zur  Untersuchung  von

Rekombinationsereignissen. Er erlaubt die Expression des RFP unter
der Kontrolle des CMV-Promotors. Als Rekombinationsakzeptor wurde
das HR-EGFP-Gen 5’ vom RFP-Gen und die Donorkassette, bestehend
aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und dem Donor N’-EGFP unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, 3’ von der CMV-RFP-Kassette kloniert
(Hinsch, 2000).

pSPuroCMV-wtEGFP-CMV-Red-EJ: Retroviraler Kontrollvektor zur Unstersuchung von

Rekombinationsereignissen. Er erlaubt die Expression des RFP unter
der Kontrolle des CMV-Promotors. Als Rekombinationsakzeptor wurde
das EJ-EGFP-Gen 5’ vom RFP-Gen und ein Fragment, bestehend aus
dem Puromycin-Resistenz-Gen und dem w#-EGFP-Gen unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, 3° von der CMV-RFP-Kassette kloniert
(Hinsch, 2000).

pSPuroCMV-wtEGFP-CMV-Red-HR: Retroviraler Kontrollvektor zur Unstersuchung von

Rekombinationsereignissen. Er erlaubt die Expression des RFP unter
der Kontrolle des CMV-Promotors. Als Rekombinationsakzeptor wurde
das HR-EGFP-Gen 5’ vom RFP-Gen und ein Fragment, bestehend aus
dem Puromycin-Resistenz-Gen und dem w#-EGFP-Gen unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, 3’ von der CMV-RFP-Kassette kloniert
(Hinsch, 2000).
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pBlueScriptll KS ("): Ein Plasmidderivat des pBR322 mit einer multiplen Klonierungsstelle

pC53.2485":

pC53.4.2N5

pC53.Cx22AN;

pC53.Cx353

pC53.Cx7AN;™:

pCMV-I-Scel:

pDsRed-N1:

pEGFP-N1:

pGC-Vektor:

(Stratagene, Heidelberg). Das Plasmid wurde im Text als pBS
bezeichnet.

Vektor zur Expression des humanen p53 mit einer Arginin zu
Tryptophan Mutation an Position 248 unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Vektor zur Expression des humanen p53 mit einer Arginin zu Histidin
Mutation an Position 273 unter der Kontrolle des CMV-Promotors.
Vektor zur Expression des humanen p53 mit einer Arginin zu Histidin
Mutation an Position 175 unter der Kontrolle des CMV-Promotors.
Vektor zur Expression des humanen temperatursensitiven p53 mit einer
Alanin zu Valin Mutation an Position 143 unter der Kontrolle des
CMV-Promotors.

Vektor zur Expression des humanen p53 mit einer Asparagin-Sédure zu
Glycin Mutation an Position 281 unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Vektor zur Expression des humanen wtp53 unter der Kontrolle des
CMV-Promotors.

Vektor zur Expression des CAT-Gens unter der Kontrolle des Gal4-
Promotors (Braselmann et al., 1993).

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

Vektor zur Expression des RFP-Gens unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. Eine multiple Klonierungsstelle erlaubt die C-terminale
Markierung von Proteinen mit dem RFP (Clontech, Californien, USA)
Vektor zur Expression des EGFP-Gens unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. Eine multiple Klonierungsstelle erlaubt die C-terminale
Markierung von Proteinen mit EGFP (Clontech, Californien, USA)
Eukaryontischer Expressionsvektor. Der Vektor basiert auf pSP65 und
erlaubt die Expression eines klonierten Gens unter der Kontrolle des

Gal4-Promotors (Braselmann et al., 1993).
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pIREShyg:

pKEX-174Y:

pKEX-wt:

pMV-GalER-VP:

pRetro-On:

pSV2-CAT:

pSV53(1-333)her:

pSV53(1-363)her:

pSV53(138V)her:

Eukaryontischer Vektor zur Expression eines klonierten Gens
gemeinsam mit dem Hygromycin-Resistenz-Gen liber eine gemeinsame
mRNA unter der Kontrolle des CMV-Promotors (Clontech, Californien,
USA).

Vektor zur Expression von p53 aus der Ratte mit einer Cystein zu
Tyrosin Mutation an Position 174 unter der Kontrolle des CMV-
Promotors (Preuss et al., 2000).

Vektor zur Expression von wtp53 aus der Ratte unter der Kontrolle des
CMV-Promotors (Preuss et al., 2000).

Retroviraler Vektor zur Expression des Ostradiolabhidngigen chiméren
Transkriptionsfaktors GalERVP unter der Kontrolle des 5°LTRs des
murinen Moloney-Leukidmie-Virus (Braselmann ef al., 1993).
Retroviraler ~Expressionsvektor mit einem durch Tetrazyklin
aktivierbaren Promotor. Erlaubt die Expression von klonierten Genen in
Anwesenheit von Tetrazyklin/Doxyzyklin (Clontech, Californien,
USA).

Vektor zur konstitutiven Expression des CAT-Gens unter der Kontrolle
des SV40-Promotors (Winnacker, 1985).

Vektor zur Expression eines um 60 Aminoséuren verkiirzten humanen
wtp53 (Aminosduren 1-333) unter der Kontrolle des SV40-Promotors.
Das produzierte p53-Protein ist mit der Ostradiolbindedomine des
humanen Ostradiolrezeptors fusioniert und erlaubt die funktionelle
Aktivierung durch Ostradiol (Dudenhéffer et al., 1999).

Vektor zur Expression eines um 30 Aminosduren verkiirzten humanen
wtp53 (Aminosduren 1-363) unter der Kontrolle des SV40-Promotors.
Das produzierte p53-Protein ist mit der Ostradiolbindedomine des
humanen Ostradiolrezeptors fusioniert und erlaubt die funktionelle
Aktivierung durch Ostradiol (Dudenhéffer et al., 1999).

Vektor zur Expression des humanen temperatursensitiven p53 mit einer
Valin zu Alanin Mutation an Position 138 unter der Kontrolle des
SV40-Promotors. Das produzierte p53-Protein ist mit der
Ostradiolbindedoméne des humanen Ostradiolrezeptors fusioniert und
erlaubt die funktionelle Aktivierung durch Ostradiol. Der Vektor wurde
von Frau Dr. Christine Dudenhoffer hergestellt.
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pSV53her: Vektor zur Expression des humanen wtp53 unter der Kontrolle des
SV40-Promotors. Das produzierte p53-Protein ist mit der
Ostradiolbindedomine des humanen Ostradiolrezeptors fusioniert und
erlaubt die funktionelle Aktivierung durch Ostradiol (Roemer and
Friedmann, 1993).

pUCIS: Ein Plasmidderivat von pBR322 mit einer multiplen Klonierungsstelle
(New England Biolabs, Frankfurt am Main)

pUC-Puro: Ein Plasmidderivat von pUC18. Der Vektor pRetro-On wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Nael und EcoRI verdaut und das
Puromycin-Resistenz-Gen mit pUC-18 nach EcoRI- und Smal-Verdau
ligiert. Der Vektor wurde von Frau Dipl. Biol. Gisa S. Boehden
hergestellt.

Die mit " " bezeichneten Plasmide wurden von Frau Dr. Katrin Will, zur Verfiigung gestellt.

Die Vektoren die im Rahmen dieser Arbeit kreiert wurden, werden unter 4.1 ausfiihrlich

beschrieben.

3.1.8 Oligonukleotide

Die Sequenzen der Oligonukleotide wurden in 5'- zu 3'-Richtung angegeben. Die
hochgestellten Zahlen geben die Positionen der Oligonukleotide innerhalb der jeweiligen
Sequenz an. Zur besseren Ubersicht ist die Puromycin-Sequenz in der Farbe violett und die
EGFP-Sequenz in griin, die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonuklease EcoRI in
hellblau, I-Scel in dunkelblau, BamHI in violett, Xbal in dunkelgriin und SexAl in violett
(unterstrichen) dargestellt. Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-
Biotech, Ebersberg bezogen.

hp53-1-1 320CCAGAATGCCAGAGGCTGCTC ¢ (P33-¢DNA)
hp53-2-2 P GGGAAGGGACAGAAGATGACAG"? (P33-ePNA)
hp53-3-1 3 GGCTCTGACTGTACCACCATCGS? (P33-¢DNA)
hp53-4-2 193 GGGCAGCTCGTGGTGAGGCTC! ! (PFePNA)
Puro-1-1 2001 CCCGCAACCTCCCCTTCTAC! S (PRetro-On)
Hyg-1-1 ¥ GGAAAGCCTGAACTCACCGCGA ¥ PIRFSHe)
Hyg-2-2 2B GCTTCTGCGGGCGATTTGTGTA Y (PIRES Hye)
Hyg-3-2 ?GAACCCGCTCGTCTGGCTAAG PIRES YY)
Hyg-4-1 PATACACAAATCGCCCGCAGAAGC™ ! PIRESTve)

Sce-1-1 PGGTCCGAACTCTAAACTGCTGA™ (F5¢eePNA)
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Sce-1-2
Sce-1-2b
Sce-3-1
Sce-4-2
EGFP-11

EGFP-12
EGFP-13

EGFP-14
EGFP-15

EGFP-16b

EGFP-17b

EGFP-18
EGFP-20-2
EGFP-21-1
EGFP-EJ1

EGFP-EJ2b

EGFP-PCRI1
EGFP-PCR2
EGFP-PCR3
EGFP-Sce-1
EGFP-Sce-2
EGFP-Seq 1-1
EGFP-Seq 2-1
EGFP-Seq 3
EGFP-Seq 4
trgEGFP1

638 A GATCAGGTAAGACATAGAATC008 (-Scel-cDNA)

2 GGGGTCAGGTAGTTTTCA S (-Seel-cDNA)

O L CTTACCTGATCTTCTACAACCTG? (FSeel-eDNA)

63 CAGCAGTTTAGAGTTCGGACCGA*! 1-Seel-¢DNA)

6 GTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGS .

L TAGGGATAACAGGGTAAT ’GCTTCAGCCGCTACCCCGACY PEGFP-ND)

1236 1209 (pEGFP-N1)

GTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGC

AGGAGG GGATCC!7

. GCGGCCGCTTTACTTGTACAGCT!' 383 (PEGFP-ND)

TCCCTA 4 CGGGCAGCTTGCCGGTGGTGC ! PEGFPND

13 CGCGCGACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGT —

L GCC 1888(pRetro-On)/ (pEGFP-N1)

2 GACY P TAGGGATAACAGGGTAATS

. GGCGTGCAGTGCTTCAGCCG®?® (PEGFP-ND)

85caccec®™®atraccergTraTCCCTAY GTCA -

- GGGTGGTCACGAGGGTGS>> (PEGFP-ND

890 ACTGCACGCCGTAGGTCAGY! (PEGFP-ND)

" GTGAACAGCTCCTCGCCCTTG PEOFPRD

1372 1392 (pEGFP-N1)

CTCGGCATGGACGAGCTGTAC

8 GACCTACY " TAGGGATAACAGGGTAATY
885 (pEGFP-N1)

- CCTACGGCGTG

B CACGCCGTAGGY P ATTACCCTGTTATCCCTAY GTAGGTC &
860 (pEGFP-N1)

- AGGGTGGTCACGA

2 GTGAGCAAGGGCGAGGAGCT ! PEOFFND

1400 1378 (pEGFP-N1)

CTTTACTTGTACAGCTCGTCCAT

B3l G ACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTA 108 (PEGEP-ND)

CTAGGGATAACAGGGTAATG

CATTACCCTGTTATCCCTAG

918 GCAGCACGACTTCTTCAAGT Y PEGFP-ND)

1173 1154 (pEGFP-N1)

GTTCACCTTGATGCCGTTCT

N G T TGTGGCTGTTGTAGTTGTA 08 (PEGFP-ND

2 T GTTGTAGTTGTACTCCAGCTT!' % (PEGFP-NT)

AGGAGGCTCGAGTAGTGA®®?

— GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT ' (PEGFP-ND)
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trgEGFP2
EGFP-wt-1
EGFP-wt-2

GCTGCTCTCGAG " GCGGCCGCTTTACTTGTACAGCT! 7> PEGFPND

32 GTGACCACCCTGACCTACS® PEGFP-ND)

8 GTAGGTCAGGGTGGTCACSS? PEGEP-ND

3.1.9 Biologisches Material

3.1.9.1 Bakterienstimme

E. coli DH 5a

E. coli SURE

Genotyp: F’/endA1 hsdR17 (re-my+) glnV44 thi-1 recAl gyrA (Nal’)
relAl A(lacIZY A-argF)U169 deoR(@80dlacA(lacZ)M15) (New
England Biolabs, Frankfurt am Main)

Genotyp: e14'(McrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 supE44 thi-1
gyrA96 RelAl lac recB rec] sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F’ proAB
lacl’ZA(M15Tn10(Tet")] (Stratagene, Californien, USA)

E. coli XL 10 Gold ~ Genotyp: Tet'A (mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44

E. coli SCS 11

thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB lacl’ZAM15Tn10 (Tet")
Amy Cam']" (Stratagene, Californien, USA)

0 Genotyp: rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx
dam decm supE44A (lac-proAB) [F’ traD36 proAB lacl’ZAMI15]
(Stratagene, Californien, USA)

3.1.9.2 Eukaryontische Zelllinien

GaMVS5:

HL60:

K562:

Amphotrope Helferzelllinie fiir die Produktion von rekombinanten Retroviren
entstanden durch stabile Transfektion der Verpackungszelllinie GpENVAmI12
mit dem Vektor pMV-GalER-VP. Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium
DMEM 10/1 verwendet.

Humane promyelozytire Zelllinie mit p53'/ -Genotyp (#ATCC CCL 240

American Type Cell Culture Collection). Zur Erhaltung wurde das
Kulturmedium RPMI 10/1 verwendet. Die Zelllinie wurde von der Abt. von
Prof. Dr. W. Ostertag, Heinrich-Pette-Institut, Hamburg, zur Verfligung
gestellt.

Eine humane, chronisch myelozytire Leukimie-Zelllinie mit p53”-Genotyp
(#ATCC CCL 243, American Type Cell Culture Collection). Zur Erhaltung

wurde das Kulturmedium RPMI 10/1 verwendet. Die Zelllinie wurde von der
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KMV5:

KMV-ts4:

KMV-wt5:

MethA:

MHE]J:

MHHR:

MHHR-her:

MHA:

mkSA:

Abt. von Prof. Dr. W. Ostertag, Heinrich-Pette-Institut, Hamburg, zur
Verfligung gestellt.
K562-Derivat, welches den durch Ostradiol regulierbaren Transaktivator

GalERVP nach stabiler Transfektion mit dem Vektor pMV-GalERVP

exprimiert (diese Arbeit). Zur FErhaltung wurde das Kulturmedium
RPMI 0J12/1 verwendet.

KMV5-Derivat, welches nach stabiler Transfektion mit dem Vektor p53(138V)
in pGC humanes p53(138V) in Gegenwart von Ostradiol exprimiert (diese
Arbeit). Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI [112/1 verwendet.
KMVS5-Derivat, welches nach stabiler Transfektion mit dem Vektor wtp53 in
pGC humanes wtp53 in Gegenwart von Ostradiol exprimiert (diese Arbeit).
Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI [112/1 verwendet.
Methylcholanthren transformierte Maus-Fibroblasten-Zelllinie mit endogenem
Mutanten-p53 (132 Cys-Phe, 168 Glu-Gly, 234 Met-Ile). Zur Erhaltung
wurde das Kulturmedium DMEM 5/1 verwendet (DeLeo et al., 1977).
KMVS5-Derivat, welches mit dem Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-
HygbPuroCMV-EJ stabil transfiziert wurde (diese Arbeit). Zur Erhaltung

wurde das Kulturmedium RPMI 0012/1 verwendet.

KMVS5-Derivat, welches mit dem Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-
HygbPuroCMV-HR stabil transfiziert wurde (diese Arbeit). Zur Erhaltung

wurde das Kulturmedium RPMI [012/1 verwendet.
KMV5-Derivat, welches nach  stabiler  Transfektion mit dem

Rekombinationsvektor pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-HR und dem Plasmid

pSV53-her humanes wtp53 in Fusion mit einer Ostradiolbindedomine
exprimiert (diese Arbeit). Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI
[J12/1 verwendet.

KMVS5-Derivat, welches mit dem Rekombinationsvektor p5xtrsSV40-
HygbPuroCMV-A stabil transfiziert wurde (diese Arbeit). Zur Erhaltung wurde

das Kulturmedium RPMI [012/1 verwendet.
Fibroblastenzelllinie aus der Maus (Kit ef al., 1969). Zur Erhaltung wurde das
Kulturmedium DMEM 5/1 verwendet. Die Zelllinie wurde von Dr. C. Schulze-

Garg, Heinrich-Pette-Institut, Hamburg, zur Verfiigung gestellt.
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mkSA-EGFP: mkSA-Zellen, die das EGFP-Gen nach stabiler Transfektion mit dem Vektor
pEGFP-N1 konstitutiv exprimieren. Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium
DMEM 5/1 verwendet. Die Zelllinie wurde von Dr. C. Schulze-Garg,
Heinrich-Pette-Institut, Hamburg, zur Verfiigung gestellt.

p53(138V)-A2: KMV5-Derivat, welches nach stabiler Transfektion mit dem
Rekombinationsvektor pSxEh-I-ScelRESsp53(138V)Gal4nPuroA humanes

p53(138V) in Gegenwart von Ostradiol exprimiert (diese Arbeit). Zur
Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI 1J12/1 verwendet.
Sce-A3: KMV5-Derivat, welches nach  stabiler  Transfektion mit dem

Rekombinationsvektor pSxEsGal4l-ScelbPuroA I-Scel in Gegenwart von

Ostradiol exprimiert (diese Arbeit). Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium
RPMI J12/1 verwendet.

TK6: Humane Lymphoblastenzelllinie mit endogenem wtp53 (Xia ef al, 1997). Zur
Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI 10/1 verwendet. Die Zelllinie wurde
von Herrn Dr. J. Dahm-Daphi, Abt. Strahlentherapie, Universitdtskrankenhaus
Eppendorf, Hamburg, zur Verfligung gestellt.

T™V: TK6-Derivat, welches den durch Ostradiol regulierbaren Transaktivator
GalERVP nach stabiler Transfektion mit dem Vektor pMV-GalERVP
exprimiert (diese Arbeit). Zur FErhaltung wurde das Kulturmedium
RPMI J12/1 verwendet.

WMV: WTK1-Derivat, welches den durch Ostradiol regulierbaren Transaktivator
GalERVP nach stabiler Transfektion mit dem Vektor pMV-GalERVP

exprimiert (diese Arbeit). Zur Erhaltung wurde das Kulturmedium
RPMI [012/1 verwendet.
wt-HEJ: KMV-wt5-Derivat, welches mit dem retroviralen Rekombinationsvektor

pSxEsSV40-HygbPuroCMV-EJ stabil transfiziert wurde (diese Arbeit). Zur

Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI 1J12/1 verwendet.
wt-HA: KMV-wt5-Derivat, welches mit dem retroviralen Rekombinationsvektor

pSxEsSV40-HygbPuroCMV-A stabil transfiziert wurde (diese Arbeit). Zur

Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI [J12/1 verwendet.
WTKI: Humane Lymphoblastenzelllinie mit endogenem Mutanten-p53 mit dem
Aminosdureaustausch 237 Methionin zu Isoleucin (Xia et al, 1997). Zur

Erhaltung wurde das Kulturmedium RPMI 10/1 verwendet. Die Zelllinie wurde
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von Herrn Dr. J. Dahm-Daphi, Abt. Strahlentherapie, Universititskrankenhaus
Eppendorf, Hamburg, zur Verfligung gestellt.
wtp53-A9: KMV5-Derivat, welches nach stabiler Transfektion mit dem retroviralen

Rekombinationsvektor pSxEh-I-ScelRESswtp53Gal4nPuroA humanes wtp53

in Gegenwart von Ostradiol exprimiert (diese Arbeit). Zur Erhaltung wurde das

Kulturmedium RPMI 0 12/1 verwendet.
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation von DNA wurde in einem Reaktionsgefil (0,2 ml) folgender

Reaktionsansatz vorbereitet:

10-100 ng DNA (10 ng Plasmid DNA bzw. 2 pul genomische DNA)

0,5 ul Oligonukleotid 1 (100 pM/ul)
0,5 ul Oligonukleotid 2 (100 pM/ul)
2 ul dNTPs (10 mM)

10 pl Taqg-Puffer (10x)

20 ul Q-Losung (5%)

1U Taq-DNA-Polymerase

und mit ddH,O auf 100 pl aufgefiillt.

Der Ansatz wurde in einer auf 90 °C vorgeheizten PCR-Maschine unter folgender

Standardeinstellung inkubiert:

Denaturierung

zur Amplifikation 35 Zyklen:
Denaturierung
Hybridisierung
Neustrangsynthese

nach Ablauf der Zyklen

3 min

5 min

1 min

1 min

2 min

92 °C (Plasmid-DNA)
oder

94 °C (genomische DNA)

92°C
T
72 °C
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Neustrangsynthese 7 min 72 °C
Abkiihlung auf 4°C.

Die Schmelztemperatur Ty, fiir die Oligonukleotide wurde nach der Formel
T = [4x 2(G+C) + 2x 2 (A+T)] - 10 [°C]

errechnet und die Hybridisierungstemperatur entsprechend gewéhlt.

3.2.1.2 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Klonierung, Charakterisierung, oder Orientierungsbestimmung eines DNA-Fragmentes
wurde mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen behandelt. Die Reaktionen wurden in
einem Mindestvolumen von 20 pl angesetzt und, soweit vom Hersteller nicht anders
empfohlen bei 37 °C fiir 1-2 h inkubiert. Es wurde ein Verhiltnis von 1 U Enzym pro 1 pg
eingesetzte DNA eingehalten. Fiir die Reaktionen wurden die vom Hersteller mitgelieferten
Puffer benutzt und zu jedem Ansatz BSA 10 mg/ml (100x) zugegeben. Die Enzyme wurden
durch Hitze (10 min bei 75 °C oder 20 min bei 65 °C) oder durch Zugabe von 50 mM EDTA
(10x) inaktiviert.

3.2.1.3 Isolierung der Restriktionsfragmente und PCR-Produkte

PCR-Produkte und die Restriktionsfragmente, welche zur Sequenzierung oder zur Klonierung
eingesetzt wurden, wurden durch Agarosegelelektrophorese in TAE aufgetrennt. Die
Isolierung der Banden aus dem Gel erfolgte iiber das QIAEX II-Kit nach Anleitung des

Herstellers. Zur direkten Aufreinigung von DNA aus Reaktionsansétzen wurde das QIAEXII-
oder das QIAquick PCR-Purification-Kit nach Angaben des Herstellers (QIAGEN) benutzt.

3.2.1.4 Kinasierung von PCR-Fragmenten
PCR-Fragmente wurden unter folgenden Bedingungen phosphoryliert:

15 ul PCR-Ansatz

1 ul dATP (100 mM)

Sul Kinase-Puffer (10x)

1 ul T4-Polynukleotidkinase (U/ul)

ad 50 pl mit ddH,O.

Die Reaktionsansitze wurden fiir 45 min bei 37 °C inkubiert.
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3.2.1.5 Herstellung von glatten DNA-Enden

Insert- und Vektor-DNAs ohne komplementdre DNA-Enden wurden durch Auffill- (an 5'-
tiberhdngenden Enden) oder Abbaureaktionen (an 3'-iiberhdngenden Enden) geglittet.

Das Auffiillen der 5'-Uberhiinge zur Erzeugung von dsDNA erfolgte durch Behandlung mit

dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I unter folgenden Bedingungen:

0,1-4 pg DNA

1 ul dNTPs (0,5 mM)
10 pl Klenow-Puffer (10x)
I-5U Klenow-Fragment

ad 100 pl mit ddH,O.
Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Die Abbaureaktion von einzelstringigen 3'-Uberhiingen wurde durch die Behandlung mit

T4-DNA-Polymerase unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1 g DNA

1 ul dNTPs (0,1 mM)

10 pl T4-DNA-Polymerase Puffer (10x)
1-3U T4-DNA-Polymerase

ad 100 pl mit ddH,O.

Die Ansitze wurden 20 min bei 12 °C inkubiert.

3.2.1.6 Behandlung mit alkalischer Phosphatase
Um Vektor-Religation zu verhindern, wurde vor der Ligation zwischen Fragment und Vektor
die Vektor-DNA unter folgenden Bedingungen mit alkalischer Phosphatase (SAP) behandelt.
Nach Inaktivierung der Restriktionsendonuklease wurde direkt zum Reaktionsansatz

'/10 Volumen SAP-Puffer (10x) und

2,5U SAP pro 1 ug eingesetzter DNA, zugegeben.
Die Inkubationsdauer bei 37°C betrug fiir Vektor-DNA mit iiberhdngenden Enden 15 min und
fiir Vektor-DNA mit stumpfen Enden 1 h.

3.2.1.7 Ligation
Die Ligationen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit Hilfe des rapid-DNA-
ligation-kit nach Angaben des Herstellers (Roche) duchgefiihrt. Fiir jede Ligation wurde ein

Insert-/Vektorverhéltnis von 2:1 bis 9:1 eingehalten.
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3.2.1.8 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um DNA von Proteinen zu befreien, wurden die Proben entweder:
in einem Verhéltnis von 1:1 (v/v) mit PCI (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol)
versetzt, der Ansatz gut durchmischt, das Gemisch fiir 5 min bei 14000 rpm
(Eppendorf-Tischzentrifuge) zentrifugiert, die wélBrige Phase in ein sauberes
Reaktionsgefal} iiberfiihrt und die DNA mit Ethanol gefillt,

oder die Probe wurde hintereinander je einmal mit Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und
Chloroform jeweils in einem Verhiltnis von 1:1 (v/v) versetzt und wie oben

weiterverfahren.

3.2.1.9 Fillung der DNA mit Ethanol

Zur DNA-Fillung, wurden ein 2,5 faches Volumen Ethanol abs und 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat, pH 4,6, zum Reaktionsansatz gegeben. Der Ansatz wurde gut durchmischt und
fiir mindestens 30 min bei —20 °C inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 15-30 min bei
14000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das
DNA-Pellet wurde mit eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen, fiir 30 min bei 37 °C

getrocknet und in TE aufgenommen.

3.2.1.10 Einfrieren von Bakterienkulturen
Die Bakterienkultur (in LB-Medium) wurde entweder:
a) mit Glyzerin (Endkonzentration 30-50 %), oder
b) mit DMSO (Endkonzentration 10 %) versetzt.
Durch auf- und abpippetieren wurde eine homogene Mischung erzeugt und ziigig bei -70°C

eingefroren.

3.2.1.11 Herstellung von kompetenten Bakterien

Zur Herstellung von kompetenten Bakterien wurden alle Arbeitsschritte im Kiihlraum auf Eis
und alle Zentrifugationsschritte in einer auf 4 °C gekiihlten Zentrifuge durchgefiihrt.

Mit einem sterilen Zahnstocher wurde aus der eingefrorenen Bakterienstammkultur eine LB-
Platte (je nach Bakterienstamm mit oder ohne Antibiotikum s. 3.1.9.1) ausgestrichen und {iber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Mit einer Einzelkolonie von der Platte wurden
5 ml LB-Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C mit einer Schiittelgeschwindigkeit von

180 rpm inkubiert. Mit dieser Kultur wurde eine 50 ml W-Broth (mit oder ohne Antibiotikum)
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angeimpft und bis zu einer ODssy von 0,22-0,3 in einem Schiittler bei 37 °C und 180 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur 15 min auf Eis gestellt und bei 4 °C und
3000-4000 rpm fiir 15 min abzentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge). Das Pellet wurde in
12 ml eiskaltem TFB-I-Puffer resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde 45 min
(DH5a fiir 15 min) auf Eis inkubiert und fiir 10 min bei 4 °C und 3000-4000 rpm
abzentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge). AnschlieBend wurde das Pellet in 4 ml TFB-II-
Puffer resuspendiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden je 100-200 ul Aliquots in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu acht Wochen bei -80 °C gelagert.

Um die Transfektionseffizienz der kompetenten Zellen zu testen, wurde ein Aliquot mit 2 ng
pUCI18 transformiert und 10 % des Transformationsansatzes auf eine LB-Amp-Platte (je nach
Bakterienstamm mit oder ohne zusétzliche Antibiotika) ausgestrichen. Nach
Ubernachtinkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden die Kolonien gezihlt. Bei einer guten

Kompetenz betrug die Transfektionseffizienz etwa 10’ Kolonien/pg pUC1S8.

3.2.1.12 Transformation von Ligationsansitzen

Wihrend die kompetenten Bakterien (s. 3.2.1.11) auf Eis aufgetaut wurden, wurden 5-10 pl
des Ligationsansatzes (s. 3.2.1.7) mit 30 pl eiskaltem TCM-Puffer verdiinnt und auf Eis
gestellt. Das Gemisch wurde auf die kompetenten Bakterien gegeben und durch vorsichtiges
auf- und abpipettieren gut durchmischt. Nach Inkubation auf Eis fiir 15-30 min wurde der
Ansatz bei 42 °C fiir 90 s hitzegeschockt. Nach Abkiihlen auf 4 °C fiir 5 min wurde 1 ml LB-
Medium ohne Antibiotika zum Ansatz gegeben und fiir 45-60 min bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 upl des Ansatzes auf eine antibiotikumhaltige LB-Platte
ausgestrichen. Der Rest wurde 1 min bei 8000 rpm abzentrifugiert (Eppendorf-
Tischzentrifuge) und der Uberstand bis auf ca. 100 pl verworfen. Das Pellet wurde im
verbliebenen Uberstand resuspendiert und auf eine zweite antibiotikumhaltige LB-Platte

ausgestrichen. Die Platten wurden iiber Nacht in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.13 Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir Mini-Plasmidprdparationen wurden je 5 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium mit je einer

transformierten Bakterienkolonie angeimpft und auf einem Schiittler bei 37 °C und 180 rpm
iiber Nacht inkubiert. 1,5 ml dieser Ubernachtkultur wurden in einem Reaktionsgefil bei
14000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) fiir 1 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet zur Isolierung der Plasmid-DNA mit dem QIAmp-Mini-DNA-Kit nach
Anleitung des Herstellers (QIAGEN) bearbeitet.
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Die in 10 mM Tris, pH 8,5, aufgenommene Plasmid-DNA wurde durch Restriktion
(s. 3.2.1.2) und analytische Agarosegelelektrophorese (s. 3.2.1.3) untersucht.
Fiir Maxi-Plasmidpriparation wurde eine Ubernachtkultur von 200-400 ml in einem 2 1

Kolben bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden bei 5000 rpm (Sorvall-

Zentrifuge) fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Isolierung der Plasmid-
DNA aus dieser Kultur wurde mit Hilfe des QIAGEN-Plasmid-Maxi-Kits nach Angaben des
Herstellers (QIAGEN) durchgefiihrt. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde durch Restriktion
mit verschiedenen Endonukleasen (s. 3.2.1.2) und anschlieBender Agarosegelelektrophorese

(s. 3.2.1.3) oder durch Sequenzierung (s. 3.2.1.15) charakterisiert.

3.2.1.14 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung der Plasmid-DNA

Die Konzentration von Nukleinséurepréparationen wurde photometrisch bestimmt und das

Ergebnis durch Agarosegelelektrophorese tiberpriift.

Die DNA-L6sung wurde fiir die photometrische Analyse 1:200 mit 10 mM Tris, pH 8,5,

verdiinnt und die Extinktion dieser Verdiinnung bei 260 nm und 280 nm (OD,¢p und OD5g)

gegen 10 mM Tris, pH 8,5, als Referenz bestimmt.

Nach Sambrook et al. (1989) gilt folgender Richtwert:

Fir dsDNA ODy0 x 0,05 x Verdiinnung entspricht der DNA-Konzentration in
pg/ul. Ein Quotient von ODygp zu ODygp von iiber 1,8 zeigt an, dass die

DNA frei von Proteinen ist.

3.2.1.15 Sequenzanalyse der DNA
Zur Sequenzanalyse wurde der ABI-PRISM-Big-Dye-Ready-Reaction-Cycle-Sequencing-Kit

verwendet. Der Kit enthdlt neben vier Didesoxyribonucleotiden, die jeweils mit einem
Chromophor eines unterschiedlichen Absorbtionsspektrums gekoppelt sind, eine Variante der
DNA-Polymerase von Thermus aquaticus, welche sich gegeniliber modifizierten
Didesoxyribonukleotiden toleranter als normale 7ag-Polymerase verhalt.
Zur Sequenzierung wurde folgender Reaktionsansatz vorbereitet:

200-500ng DNA

3ul BigDye MSequencing Reagent

1 ul Oligonukleotid (100 pmol/ul)

add 20 pl mit ddH,O.

Der Ansatz wurde in einer PCR-Maschine unter folgender Standardeinstellung inkubiert:
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26 Zyklen:
Denaturierung 10s 96°C
Hybridisierung 5s 50 °C oder Ty,

Neustrangsynthese 4 min 60 °C
AnschlieBend wurde auf 4 °C gekiihlt.
Der Ansatz wurde mit Ethanol gefillt (s. 3.2.1.9).
Die gelelektrophoretische Auftrennung und automatische Detektion der Lage und der
Absorbtionsmaxima der Banden erfolgte entweder im Heinrich-Pette-Institut (Abteilung Prof.
Dr. J.-M. Buerstedde) oder in einem Servicelabor (Institut fiir Zellbiochemie und Klinische

Neurobiologie, Hamburg).

3.2.2 Zellkulturtechniken

3.2.2.1 Erhaltung und Kultur von eukaryontischen Zellen
Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank. Alle

Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilbank (Heraeus)
durchgefiihrt und alle Medien, Puffer und Losungen fiir die Zellkultur auf 37 °C vorgewérmt.

Auftauen von Zellen: In einem Polypropylenréhrchen wurden 20 ml Erhaltungsmedium

vorgelegt und ziigig die bei 37 °C aufgetauten Zellen dazugegeben. Nach Zentrifugation bei
250xg fiir 5 min wurde der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet wurde
vorsichtig in 10 ml frischem Erhaltungsmedium resuspendiert und in eine 9 cm-Schale/
90 cm’-Flasche iiberfiihrt. Die Zellen wurden zur Erholung 24-48 h inkubiert und danach fiir
Versuche auf mehrere Platten/Flaschen expandiert.

Erhaltung von Zellen: Alle 2-3 Tage, nach dem Erreichen der 80-90%igen Konfluenz, wurden

Suspensionskulturzellen durch auf- und abpipettieren gut durchmischt. Adhirent wachsende
Zellen wurden durch Trypsinierung von der Platte abgelost und durch auf- und abpipettieren
im Kulturmedium vereinzelt. Nach Zellzahlbestimmung wurden die Zellen in einer
Konzentration von 10° Zellen/ml auf einer neuen Platte ausgesit. Die Zellzahl wurde mit
Hilfe der Thoma-Zihlkammer nach Anleitung des Herstellers (NeoLab) bestimmt. Die
Suspensionskulturzellen wurden entweder in unbeschichteten Schalen oder Flaschen und
adhdrent wachsende Zellen in beschichteten Schalen kultiviert.

Einfrieren von Zellen: Die Zellen aus einer konfluent bewachsenen Platte/Flasche wurden

durch Zentrifugation bei 250xg fiir 5 min geerntet. Das Zellpellet wurde in 1 ml

Einfriermedium (90 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert und in ein Einfrierrohrchen
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iiberfithrt. Zum langsamen Einfrieren wurden die Rohrchen in einem Styroporkasten bei

—80 °C vier Tage gelagert und danach in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

3.2.2.2 Bestrahlung von Zellen

Zur Erzeugung von Doppelstrangbriichen und zur Initiation von Rekombination, wurden die
Zellen in einer Bestrahlungskanone (Cs'*’-Quelle, LISA1) mit ionisierenden Strahlen
behandelt. Bei einer Dosis von 500 Rad werden ca. 75 Doppelstrangbriiche im Genom erzeugt
(El-Awady et al., 2001). Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen als Monolayer auf der
Platte wachsen. Nach Bestrahlung wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt, um freie

Radikale, die bei der Bestrahlung gebildet werden, zu beseitigen.

3.2.2.3 Transfektion von eukaryontischen Zellen

Transfektion durch Caz;(POy),-Prdzipitation: Bei der Kalziumphosphat-Technik wird die

DNA in Form von feinkérnigen Kalziumphosphat-Prazipitaten auf die Zellen aufgebracht und
von ihnen durch Endozytose aufgenommen. Das Prizipitat wird durch langsame Mischung
eines Ansatzes, aus DNA, Kalziumchlorid und Phosphationen, erhalten.

Dafiir wurden in ein Polypropylenréhrchen

500 pl 2xHeBS und
20 pg DNA vorgelegt. Dazu wurden tropfenweise
500 pl 0,25 M CaCl, gegeben.

Um ein feines Prézipitat zu erhalten, wurden bei der Zugabe von CaCl, entweder gleichzeitig
mit einer Pasteuerpipette Luftblasen im Rohrchen erzeugt oder der Ansatz nach jedem
Tropfen so lange geschiittelt, bis in der Losung keine Schlieren mehr zu sehen waren. Das so
erhaltene DNA-Kalziumphosphat-Prézipitat wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefend auf die Zellen gegeben. Nach 16-20 h Inkubation im Brutschrank wurde das
Medium mit DNA-Kalziumphosphat-Prézipitat abgesaugt und frisches Medium auf die Zellen
gegeben.

Transfektion durch Elektroporation: Bei diesem Verfahren werden die Zellen kurz einem

elektrischen Feld ausgesetzt. Diese Behandlung erzeugt fiir einige Millisunden kleine
depolarisierte (elektrisch neutrale) Poren in der Zellmembran, wodurch die Passage von
Molekiilen, auch von DNA und RNA, in die Zelle moglich wird. Die Elektroporation wurde
wie bei Baum ez al. (1994) beschrieben durchgefiihrt. Dafiir wurden pro Ansatz 0,1-1x10’
Zellen fiir 5 min bei 250xg zentrifugiert und in 400 pl Kulturmedium resuspendiert. In einer

Elektroporationskiivette wurden 10-20 ug DNA in einem Hochstvolumen von 40 ul vorgelegt
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und Zellsuspension dazupipettiert. Der Ansatz wurde durch auf- und abpipettieren gut
durchmischt.

Die Elektroporation erfolgte bei 200-300 Volt und 1050uF. Die Zellen wurden nach der
Elektroporation sofort in eine 9 cm-Platte mit Erhaltungsmedium aufgenommen und 24-96 h
im Brutschrank inkubiert.

Transfektion durch Lipofektamin und DOTAP: Bei diesen Methoden wird die DNA in

Liposomen eingepackt und wahrscheinlich durch Endozytose in die Zellen genommen. Ein
Vorteil des DOTAP-Reagenz ist, dass mit und ohne Serum im Kulturmedium gearbeitet
werden kann. Die Transfektion wurde nach Angaben des Herstellers (Gibco bzw. Roche)

durchgefiihrt.

3.2.2.4 Bestimmung der Transfektionseffizienz und Reportergenassays
Zur Bestimmung der Transfektionseffizienzen wurden eukaryontische Zellen mit dem
Plasmid pEGFP-NI1 (s. 3.1.7) transfiziert (s 3.2.2.3). 4-96 h nach Transfektion wurde der
prozentuale Anteil der griinfluoreszierenden Zellen entweder am Immunfluoreszenz-
Mikroskop oder am Durchflullzytometer bestimmt.
Zur Bestimmung der transkriptionellen Aktivitdt von GalERVP wurden Zellen transient:
a) mit einem der Plasmide pCAT-4 oder pSV2-CAT (s. 3.1.7) transfiziert. 24-96 h
nach Transfektion wurde der CAT-ELISA nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
b) mit einem der Reporter-Plasmide EGFP in pGC, I-Scel in pGC, wtp53 in pGC
(s. 4.1.1) oder einem der Kontrollplasmide pEGFP-N1, pCMV-I-Scel, pC53-wt;

(s. 3.1.7) transfiziert. 6-72 h nach Transfektion wurden die Fluoreszenzen am
Durchflulzytometer (s. 3.2.2.13) und die Proteinexpression im Western-Blot

(s. 3.2.3.6) analysiert.

3.2.2.5 Retrovirale Infektion von eukaryontischen Zellen

Herstellung von Viren: Die virusproduzierende Helferzelllinie GaMV6 wurde vier Tage vor

der Infektion in einer Konzentration von 1-5x10° Zellen/ml ausgesit und bis zwei Tage vor
Infektion tiglich mit frischem Medium gefiittert. Am Tag der Infektion wurde der
Virusiiberstand der Helferzelllinie mit Hilfe einer Spritze abgesaugt und mit Hilfe eines
WeiBrandfilters (0,45 um Porendurchmesser) sterilfiltriert.

Fiir die Infektion von adhdrent wachsenden Zellen wurden die Zellen einen Tag vor der

Infektion in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml ausgesit und anschlieBend der

sterilfiltrierte Virusiiberstand auf die Zellen gegeben. Zur optimalen Infektion wurden die
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Zellen der Reihenfolge nach 1 h bei 37 °C, 1 h bei 32 °C und UN bei 37 °C im Brutschrank
mit Viren inkubiert. Am niichsten Tag wurde der Virus-Uberstand abgesaugt und die Zellen

mit frischem Erhaltungsmedium versorgt.

Suspensionskulturzellen wurden bei 250xg fiir 5 min abzentrifugiert, das Zellpellet im
Virusiiberstand resuspendiert und in eine 25 cm’-Flasche iiberfiihrt. Nach Inkubation fiir 1 h
bei 37 °C wurden die Zellen in der Flasche bei 32 °C und 250xg fiir 1 h abzentrifugiert
(Zentrifuge Rotanta, mit Mikrotiterplatten-Einsidtzen) und UN unter gewohnten
Zellkulturbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit frischem Medium
versorgt.

Nach 48 h Erholungsphase wurden infizierte Zellen zur Isolierung der Klone mit stabil ins
zelluldre Genom integrierter Virus-DNA fiir 14-16 Tage mit G418 selektioniert.

Bei niedrigem Virustiter wurden die Zellen zweimal hintereinander infiziert und Polybren
(800 pg/ml) und/oder Lipofektamin (4pg/ml) zum Virusfiltrat hinzugegeben. AuBerdem
wurde die Helferzelllinie nicht ldnger als drei Wochen in Kultur gehalten werden. Auch die
Unterlassung des tdglichen Mediumwechsels der Helferzelllinie bis zur Infektion hatte eine

Verbesserung der Infektionsrate zur Folge.

3.2.2.6 GTU- und MOI-Bestimmung

Zur Bestimmung der Infektionsrate der Viruspartikel, die von der Helferzelllinie GaMV6
produziert wurden, wurde die Zelllinie MethA in einer Konzentration von 2,5x10°
Zellen/Loch in einer 24-Loch Platte ausgesit und infiziert (s. 3.2.2.5). Zur Infektion wurden
verschiedene Verdiinnungen des Virusiiberstandes eingesetzt. Nach 14-16 Tagen Selektion
mit G418 wurden die Kolonien ausgezdhlt und die GTU (Geneticin Transfer Units) nach
folgender Formel ermittelt;

GTU = Anzahl der Kolonien pro Loch x Verdiinnungsfaktor.

Die MOI ergibt sich aus der Formel: GTU
MOI =

Anzahl der ausgeséten Zellen

3.2.2.7 Selektion und Klonierung von eukaryontischen Zellen

3.2.2.7.1 Selektion und Klonierung von adhirent wachsenden Zellen
Zur Isolierung von Klonen, die ein gewiinschtes DNA-Fragment in ihr zellulires Genom
integriert haben, wurden die Zellen 48 h nach Transfektion oder retroviraler Infektion aus

einer 9 cm-Platte auf finf 9 cm-Platten verteilt. Nach Absetzen der Zellen (ca. 6 h) wurde das
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Erhaltungsmedium abgesaugt und Selektionsmedium auf die Zellen gegeben. Nach 14-16
Tagen Selektion wurden die makroskopisch sichtbaren Klone mit Hilfe von
Klonierungsringen (0,5-1 cm im Durchmesser) isoliert und in eine 96-Loch Platte iiberfiihrt.

Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden die Klone auf grof3ere Platten {iberfiihrt.

3.2.2.7.2 Selektion und Klonierung von Suspensionskultur-Zellen

Um einzelne Klone picken zu kdnnen, wurden die Suspensionskultur-Zellen 48 h nach
Transfektion oder Infektion durch Einzelzellklonierung oder Weich-Agar-Klonierung
vereinzelt:

Einzelzellklonierung: Die transfizierten oder infizierten Zellen wurden im Selektionsmedium

auf eine Konzentration von 5 Zellen/ml gebracht. Es wurden je 100 pul dieser Suspension pro
Loch (0,5 Zellen pro Loch) einer 96-Loch-Platte pipettiert und fiir 14-16 Tage unter
gewohnten Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach Ablauf der Zeit im Selektionsmedium
wurden die Klone aus den konfluent bewachsenen Lochern zum Einfrieren und zu weiteren
Untersuchungen ohne Selektionsdruck auf groBere Platten umgesetzt.

Weich-Agar Klonierung: In einer sterilen Schottflasche wurde folgender Ansatz vorbereitet:

10°-10° transfizierte oder infizierte Zellen
12 % FCS

2% Glutamin (200 mM)

1 % Natriumpyruvat

1 % Penicillin/Streptomycin

add 90 ml mit Kulturmedium ohne Serum und Selektionsagens. Dazu wurden
10 ml 3,3 % Bacto-Agar (Endkonzentration 0,33%)

gegeben und gut durchmischt. Jeweils 3 ml dieser Suspension wurde pro Loch einer 6-Loch
Platte pipettiert, zur Festigung des Agars 15-20 min bei 4 °C gelagert und unter
Standardbedingungen fiir 14-16 Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Die makroskopisch sichtbaren Klone wurden nach Ablauf der Selektionszeit mit Hilfe einer
200 pl-Pipette unter einem Mikroskop gepickt und in eine 96-Loch-Platte iiberfiihrt. Die
Zellen wurden durch auf- und abpippetieren im Erhaltungsmedium ohne Selektionsagens gut

resuspendiert. Bei Konfluenz wurden die Klone auf grofere Platten expandiert.
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3.2.2.8 Priparation von genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen
0,5-1x10” Zellen wurden bei 250xg fiir 5 min abzentrifugiert, in 1 ml PBS resuspendiert und
erneut sedimentiert. Das Zellpellet wurde entweder in Stickstoff schockgefroren oder gleich
zur Isolierung von genomischer DNA mit Hilfe des QIAmp Mini DNA Kits nach Angaben
des Herstellers (QIAGEN) bearbeitet.

3.2.2.9 Priparation von episomaler DNA

Adhérent wachsende und Suspensionskultur-Zellen wurden wie folgt beschrieben lysiert:

Adhdrent wachsende Zellen: Zellen in drei bis funf konfluent bewachsenen Platten wurden

von Medium befreit und 3mal mit PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das
PBS abgesaugt und 0,5 ml eiskaltes TES auf die Zellen gegeben. Mit einem Gummispatel
wurden die Zellen von der Platte abgeschabt und an einer Pasteurpipette entlang gleitend in
ein Polystyrolrohrchen tiberfiihrt.

Suspensionskultur-Zellen: Zellen aus drei bis funf konfluent bewachsenen Platten/Flaschen

wurden bei 250xg fiir 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde 2mal mit PBS gewaschen
und erneut sedimentiert. Auf das Zellpellet wurde 0,5 ml eiskaltes TES gegeben. Durch
vorsichtiges Schwenken auf einem Roller bei 4 °C wurden die pelletierten Zellen
resuspendiert.

Prdparation von episomaler DNA: Nach der Zelllyse (s. oben) wurde zur Zellsuspension in

TES % des Volumens an 5 M NaCl (Endkonzentration 1 M) zugegeben. Der Ansatz wurde
durch vorsichtiges Schwenken des Reaktionsgefdfles gemischt und iiber Nacht im Kiihlraum
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 14000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) fiir 30 min
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Nach Zugabe von RNAse-A
(Endkonzentration 50 pg/ml) wurde das Lysat vorsichtig gemischt und fiir 1-2 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde Proteinase K (50 pg/ml) zugegeben und fiir mindestens 5 h
(bis liber Nacht) bei 37 °C inkubiert. Das Zelllysat wurde entweder durch PCI- oder
Phenol/Chloroform-Behandlung (s. 3.2.1.8) extrahiert. Die wéBrige Phase wurde mit einem
zweifachem Volumen Ethanol versetzt und 2 h bei —20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei
14000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) fiir 30 min wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen und fiir ca. 30 min bei 37 °C getrocknet. Das Pellet (episomale DNA) wurde in
100 pl TE aufgenommen.
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3.2.2.10 Propidiumiodid-Farbung

Zur Analyse verschiedener Zellzyklusstadien wurden die Zellen mit dem DNA-Farbstoff
Propidiumiodid (PI) gefarbt und anschlieBend am Durchflulzytometer analysiert.

Dafiir wurden 10° Zellen 5 min bei 250xg abzentrifugiert, in 1 ml PBS resuspendiert und
erneut sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und in ein
Polypropylenrohrchen iiberfiihrt. Unter standigem Vortexen wurde zu den Zellen 9 ml eines
eiskalten Wasser/Methanol/Chloroform-Gemischs (in einem Verhiltnis von 1:4:5) gegeben
und fiir mindestens 15 min auf Eis inkubiert (die so fixierten Zellen koénnen bis zu zwei
Wochen bei —20 °C gelagert und danach wie unten beschrieben weiter bearbeitet werden).

Die fixierten Zellen wurden bei 250xg fiir 6 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde in 1-5 ml PBS resuspendiert und bei 250xg erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 pl PI-Lésung (PI (50 pg/ml) und
RNAse-A (50 pg/ml) in einem Verhiltnis von 1:2) resuspendiert. Nach der Inkubation fiir 30
min auf Eis wurde 1 ml PBS dazugegeben und die Proben am Durchflulzytometer analysiert
(s. 3.2.2.13).

Bei mehreren Proben (z.B. Zeitvergleichsexperimente) wurde das Verhiltnis von 2,5 pg PI
pro 10° Zellen eingehalten, um bei der FACS-Analyse mogliche Verschicbungen des
typischen Zellzyklusbildes auf der X-Achse des Diagramms durch unterschiedliche

Farbeintensititen zu vermeiden.

3.2.2.11 Rekombinations-Messung
Zur Bestimmung der Rekombinationsraten wurden die Zellen sowohl transient als auch stabil
mit den retroviralen Rekombinationsvektoren transfiziert:

Rekombinations-Messung nach transienter Transfektion: Die Zellen wurden entweder

1. mit 10-20 pg des retroviralen Rekombinationsvektors, welcher das /-Scel-Gen unter
der Kontrolle des Gal4-Promotors als Abstandhalter beinhaltet, elektroporiert und die
[-Scel-Expression und damit die gezielte Einfithrung eines Doppelstragbruchs durch
Ostradiol-Gabe induziert oder

2. mit 10 pg eines retroviralen Rekombinationsvektors, ohne I-Scel-Expressions-
Kassette, und mit 10 pg des Plasmids pCMV-I-Scel oder 10 pg des Kontrollplasmids
pBS zur Bestimmung der basalen Rekombinationsraten koelektroporiert.

Rekombinations-Messung in Klonen mit stabil integriertem Rekombinationsvektor: Klone,

welche einen retroviralen Rekombinationsvektor ohne /-Scel-Expressions-Kassette stabil in

ihr zelluldres Genom integriert tragen, wurden mit 10 pg des Plasmids pCMV-I-Scel zur
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Initiation der Rekombination durch gezielten Schnitt oder mit 10 ug pBS zur Messung der
basalen Rekombinationsraten elektroporiert.

24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Elektroporation oder Induktion wurden 1-2 ml-Aliquots aus
den Ansidtzen genommen und die Zellen bei 250xg fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 1-5 ml PBS (mit 0,2 % EDTA versetzt) resuspendiert und erneut bei 250xg fiir 5
min zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge). Die Zellen wurde in einer Konzentration von
10° Zellen/ml in PBS (mit 0,2 % EDTA versetzt) resuspendiert und am DurchfluBzytometer
in den FL1- und FL2-Kanilen gemessen. Pro Ansatz wurden 30000 Zellen analysiert und die
Rekombinationsraten in transfizierten Zellen als griinfluoreszierende Zellen in der
Gesamtzellpopulation errechnet. Unter Korrektur der Werte beziiglich der jeweiligen
Transfektionseffizienzen wurden dann Rekombinationsraten bezogen auf transfizierte Zellen

ermittelt (s. 3.2.2.13).

3.2.2.12 Durchfluf3zentrifugation (Elutriation)

Die DurchfluBBzentrifugation ermdglicht die Trennung von Zellpopulationen unterschiedlicher
Zellzyklusstadien. Bei dieser Methode werden die Zellen in eine mit Fliissigkeit gefiillte
Zentrifugationskammer gepumpt, die einen offenen Durchflufl besitzt. Durch entgegengesetzt
wirkende Krifte, Zentrifugalkraft und DurchfluBBkraft, bildet sich in der Kammer ein
Gradient. Die Zellen orientieren sich nach ihrer Grofle, Dichte und Sedimentationsrate
innerhalb dieses Gradienten. Nach einer Equilibrierungsphase konnen Zellen gleicher
Zellzyklusstadien in Fraktionen langsam hinausgespiilt und gesammelt werden.

10® Zellen wurden fiir 5 min bei 250xg zentrifugiert und in 1-5 ml Laufmedium (RPMI,
0,1 % FCS) resuspendiert. Mit Hilfe einer Spritze wurde die Zellsuspension in die
Sammelrohrchen des Elutriators gespritzt. Bei der niedrigsten Stufe der Pumpe wurden die
Zellen in die DurchfluBzentrifugationskammer hineingepumpt. Die Trennung der Zellen in
unterschiedlichen Zellzyklusphasen erfolgte bei entweder konstanter Rotorgeschwindigkeit
von 2000 rpm durch langsame Erhéhung der Durchflufirate von 4 auf 30 ml/min, oder bei
konstanter Durchflulirate von 16-26 ml/min durch langsames Verringern der
Rotorgeschwindigkeit von 3500 auf 1000 rpm. Die hinausgespiilten Zellen wurden in 50 ml-
Fraktionen gesammelt und bei 250xg fiir 6 min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert, wiederholt zentrifugiert und das Zellpellet wie
unter 3.2.2.10 beschrieben mit Propidiumiodid gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen der

einzelnen Fraktionen am DurchfluBzytometer analysiert (s. 3.2.2.13).
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3.2.2.13 Durchflufizytometrie

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

Vor der Untersuchung wurden 0,1-1x107 Zellen bei 250xg fiir 5 min abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut sedimentiert. Die Zellen wurden in 1ml
PBS (mit 0,2% EDTA versetzt) resuspendiert und auf eine Konzentration von 10° Zellen/ml
gebracht. 1-2 ml dieser Suspension wurde in ein FACS-Rohrchen {iberfiihrt und die
Fluoreszenzen der Zellen automatisch am Zytometer analysiert.

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

Zur Quantifizierung griinfluoreszierender Zellen wurden die Werte im Histogramm (Zellzahl
versus Fluoreszenzintensitdt) entweder durch Setzen von Markern im Griinfluoreszenz-
Bereich des FL1-Kanals (1-2 GroBenordnungen iiber der Autofluoreszenz) oder durch das
Abziehen des FL1-Diagramms einer nicht fluoreszierenden Zellpopulation errechnet.

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

sichtbar gemacht.
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3.2.3 Proteinchemische Techniken

3.2.3.1 Priparation von Zellhomogenaten

10°-107 Zellen wurden fiir 5 min bei 250xg zentrifugiert und in einer Konzentration von
0,5-1x10* Zellen/pl mit SDS-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden fiir 10 min bei 100 °C
aufgekocht und bis zur Western-Blot-Analyse bei —20 °C aufbewahrt.

3.2.3.2 Zellfraktionierung
Die Zellfraktionierung wurde wie bei Molloy et al., (1989) beschrieben durchgefiihrt. Dabei

wurden die Zellen aus drei konfluent bewachsenen 9 cm-Platten bei 250xg fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert.
Nach der Zentrifugation bei 250xg fiir 5 min wurde das Zellpellet auf Eis in 0,75 ml
hypotonischem Lysis-Puffer vorsichtig resuspendiert. Die Suspension wurde in einen
Dounce-Homogenisator {iberfiihrt und die Zellen durch Auf- und Abziehen (40x) des Pistills
aufgeschlossen. Das Homogenat wurde 5 min bei 1000xg abzentrifugiert. Der Niederschlag
wurde in Lysis-Puffer resuspendiert und erneut bei 1000xg abzentrifugiert. Das so erhaltene
Pellet wurde als Kernfraktion (P1) bezeichnet. Der Uberstand des zweiten
Zentrifugationsschrittes (U1) wurde aufbewahrt und ebenfalls analysiert. Der Uberstand des
ersten Zentrifugationsschrittes wurde 45 min bei 100000xg in eine zytosolische (S100) und
eine partikuldre (P100) Fraktion aufgetrennt. In den aufgetrennten Fraktionen wurden die
Proteinkonzentrationen bestimmt und nach entsprechender Verdiinnung die Fraktionen mit
gleicher Proteinkonzentration mit 2xSDS-Probenpuffer in einem Verhéltnis von 1:1 (v/v)

versetzt und bis zur Western-Blot-Analyse bei —20 °C gelagert.

3.2.3.3 Immunprizipitation

1-5x10” Zellen wurden fiir 5 min bei 250xg zentrifugiert, in 1 ml PBS resuspendiert und
erneut sedimentiert. Das Zellpellet wurde entweder sofort fiir den Versuch verwendet oder
nach Schockgefrieren in Stickstoff bis zur Immunprézipitation bei —80 °C gelagert. Alle

Zentrifugationsschritte wurden in einer auf 4 °C gekiihlten Eppendorf-Tischzentrifuge

duchgefiihrt.

3.2.3.3.1 Lyse

Das Zellpellet wurde in 200 pul NP40-Lysispuffer (mit Proteasechemmern) resuspendiert und
fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat fiir 20 min bei 14000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand in ein sauberes Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Nach der
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Proteinkonzentrationsbestimmung wurden alle Proben auf eine Konzentration von 1 mg

Protein pro 200 pul gebracht.

3.2.3.3.2 Immunprazipitation mit ungekoppeltem Antikorper

100 pl PGS (Protein G-Sepharose, 10 % Sediment in Lysispuffer) wurden fiir 30 s bei
14000 rpm abzentrifugiert, je 3mal mit 300 pl Lysispuffer gewaschen und erneut
sedimentiert. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand vorsichtig
abgesaugt und die PGS in 300 ul Antikdrperlosung/Hybridomaiiberstand resuspendiert. Zur
Antikdrperbindung an Protein G wurden PGS und Hybridomaiiberstand unter stdndigem
Schwenken fiir 1 h im Kiihlraum inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 14000 rpm fiir 30 s
wurde das Pellet 3mal mit NP40-Lysispuffer gewaschen und erneut sedimentiert. Das Pellet
wurde in 200 pl Zelllysat (s. oben) resuspendiert und unter stindigem Schwenken fiir
mindestens 2 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die gekoppelten Protein-Antikorper-
PGS-Kiigelchen 30 s bei 14000 rpm abzentrifugiert und 3mal mit Lysispuffer gewaschen. Das
Pellet wurde in 20 pul SDS-Probenpuffer aufgenommen und fiir 10 min bei 100 °C aufgekocht.
Die Proben wurden bis zur Western-Blot-Analyse bei —20 °C gelagert.

3.2.3.3.3 Immunprazipitation mit gekoppeltem Antikorper

Zur Kopplung von Antikérper an PGS wurden 2-20 ml PGS 3mal mit 2-10 ml
NP40-Lysispuffer gewaschen und bei 14000 rpm fiir 30 s zentrifugiert. Das Pellet wurde im
Hybridomaiiberstand in einem Verhiltnis von 100 ml Uberstand pro 1 ml PGS resuspendiert
und iiber Nacht bei 4 °C auf einem Roller inkubiert. Die Antikorper(AK)-PGS-Komplexe
wurden abzentrifugiert und zweimal mit zehnfachem Volumen 0,2 M Natriumtetraborat
(pH 9,0) gewaschen. Die pelletierten AK-PGS-Kiigelchen wurden in 0,2 M Natriumtetraborat
(pH 9,0, 10faches Volumen) resuspendiert und mit Dimethylpimelimidat bis zu einer
Endkonzentration von 20 mM versetzt. Das Gemisch wurde fiir 30 min bei RT auf einem
Roller geschwenkt. Die Reaktion wurde durch Waschen mit 0,2 M Ethanolamin gestoppt.
Anschliefend wurde fiir zwei Stunden in 0,2 M Ethanolamin inkubiert. Die mit AK
gebundenen PGS-Kiigelchen wurden zweimal mit PBS und zweimal mit NP40-Lysispuffer
gewaschen. Das Pellet wurde in NP40-Lysispuffer auf 10 % Suspension gebracht und bei 4°C
gelagert.

Vor der Immunprézipitation wurde zur Unterdriickung von unspezifischen Bindungen das
Zelllysat mit 100 pl PGS (10 % Suspension) fiir 1 h auf einem Schiittler inkubiert. Die

Suspension wurde fiir 30 s bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues



Material und Methoden 52

Reaktionsgefal iberfiihrt und das Pellet verworfen. Die mit AK gebundene PGS
(100 pl/Ansatz) wurde dreimal mit NP40-Lysispuffer gewaschenen und im prédinkubierten
Lysat resuspendiert. Das Gemisch wurde fiir 3-4 h auf einem Schiittler bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Protein-AK-PGS bei 14000 rpm fiir 30 s zentrifugiert und dreimal
mit NP40- Lysispuffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Prézipitat in 20-40 pul SDS-
Probenpuffer aufgenommen, 10 min bei 100 °C gekocht und bis zur Western-Blot-Analyse

bei —20 °C gelagert.

3.2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentration von Proteinen wurde nach Bradford, wie bei Sambrook et al., (1989)
beschrieben, bestimmt. Dafiir wurde folgende Mischung angesetzt:

1 ul  Zelllysat (ohne DTT und Bromphenolblau),

99 ul ddH,O und

990 nul Bradford-Losung.
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und 5-20 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde
bei A=595nm die Extinktion der Proben und der BSA-Eichreihe gemessen und so die

Proteinkonzentration photometrisch bestimmt.

3.2.3.5 Proteinprizipitation mit Trichloressigsiure

Zur Fillung von Proteinen wurde zur Probe eine 100%ige Trichloressigsdure-Losung
gegeben, so dass sich eine Endkonzentration von 5-10 % ergab. Der Ansatz wurde 1 h auf Eis
inkubiert und anschlieBend bei 14000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (Eppendorf-
Tischzentrifuge). Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette
abgenommen und das Pellet zuerst mit 300 pl eiskaltem 70%igen Ethanol und dann mit
eiskaltem Aceton (300 pl) gewaschen. Das Proteinpellet wurde in 20 ul NP40-Lysispuffer
resuspendiert. Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die Proben mit SDS-
Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 100 °C aufgekocht. Die Proben wurden kurz

abzentrifugiert und bis zur Western-Blot Analyse bei —20 °C aufbewabhrt.
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3.2.3.6 Western-Blot-Analyse

Vor dem Gelauftrag wurden die Proben stets 5 min aufgekocht. Je 0,1-1x10° Zellen oder bis
zu 1 mg Protein wurden pro Tasche geladen.

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde entsprechend der von
Laemmli (1970) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der SDS-
PAGE-Gele ist in der Tabelle 2 zusammengefasst. Bei 25 mA pro Mini-Gel (Hoefer

Apparatur, Pharmacia) wurden die Proteine fiir 60-90 min elektrophoretisch aufgetrennt.

zur Trennung der Proteine
in Grofie von: 60-200 kDa | 16-70 kDa 16-70 kDa 12-45 kDa
Trenngel Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
8 %ig 10 %ig 12 %ig 15 %ig
Acrylamid 30%, 0,8 bisAA 12 ml 15 ml 18 ml 22,5 ml 3,9 ml
4x SDS/Tris pH 8,8 11,25 ml 11,25 ml 11,25 ml 11,25 ml -—--
4x SDS/Tris pH 6,8 - - - - 7,5 ml
H,0 21,75 ml 18,75 ml 15,75 ml 11,25 ml 18,3 ml
10 % APS 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul 30 pl

Tabelle 2: Pipettierschema fiir SDS-PAGE Gele. Die Losungen wurden mit Ausnahme von APS und TEMED in
einen Erlenmayer-Kolben pipettiert und fiinf Minuten entgast (optional). APS und TEMED wurden dazugegeben
und vorsichtig durchmischt. In der GelgieB-Kammer (Hoefer Apparatur, Pharmacia) wurde das Trenngel
zwischen einer Glas- und Aluminiumplatte (beide getrennt durch 0,1 cm Spacer) gegossen und mit Isopropanol
iiberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde Isopropanol dekantiert, auf das Trenngel das
Sammelgel gegossen und die Kdmme (0,1 cm) eingesteckt.

Der Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran wurde iiber

eine Hoefer-Naf3blotapparatur nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Geblottet wurde in
Tris-Glycin-Puffer auf Eis bei 100 Volt fiir 1 h.

Zum immunchemischen Nachweis von Proteinbanden wurde der Blot 1-4 h in 5 %

Magermilchpulver in TBS-T-Puffer geblockt und {iber Nacht mit dem primdren Antikorper
(in 5 % Magermilchpulver in TBS-T-Puffer) bei 4 °C geschwenkt. Danach wurde kurz mit
TBS-T- Puffer gespiilt und dreimal 15 min mit TBS-T gewaschen. Nach der Inkubation mit
dem sekunddren Antikdrper (in 5 % Magermilchpulver in TBS-T-Puffer) fiir 30 min bis zu
1 h bei Raumtemperatur wurde der Blot erneut mit TBS-T-Puffer gespiilt und viermal 15 min
mit TBS-T- Puffer gewaschen.

Alternativ wurde die Membran mit einer schnelleren Methode nach dem Elektrotransfer der
Proteine 15-30 min unter Rotlicht getrocknet (Blocken) und 15 min mit 5 %
Magermilchpulver in TBS-T-Puffer angefeuchtet. Anschlieend wurde 1 h mit dem priméren
Antikorper und eine halbe Stunde mit dem sekundédren Antikorper inkubiert. Der Blot wurde

nach Antikorper-Inkubation jeweils kurz gespiilt und 15 min mit TBS-T gewaschen.
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Die Immundetektion erfolgte entweder mit dem kommerziell erhiltlichen Pierce-Super-

Signal-Ultra-Chemilumineszenz-Substrat oder mit selbst angesetzten Chemilumineszenz-
Substrat-Losungen (ECL-Losung 1 und 2) wie folgt:

Nach dem letzten Waschschritt wurde der Blot abgetropft und in eine feuchte Wanne gelegt.
Zigig wurde H,O, und Luminol (Pierce- oder ECL-Losung 1 und 2) gemischt und auf den
Blot gegeben. Der Blot wurde 5 min (Pierce) oder 1 min (ECL-L&sungen) im Dunkeln mit
dem Substrat bei Raumtemperatur inkubiert. Der Blot wurde abgetropft und in eine lichtdichte
Kassette gelegt. Die Proteinbanden wurden durch Auflegen und Entwickeln von Rontgen-

Filmen sichtbar gemacht.
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4. Ergebnisse

Um Rekombinationsereignisse im Kontext des zelluliren Genoms untersuchen zu konnen,
wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit ein neues Test-System entwickelt, das auf der
Rekonstitution des EGFP-Gens basiert. Eine schematische Darstellung des Prinzips des neu

entwickelten Test-Systems ist in Abb. 2 gezeigt.

Akzeptor Donor
5¢-LTR A-EGFP Abstandhalter N*“-EGFP 3°-LTR
P , —
=

Initiation der Rekombination
durch die Expression von I-Scel

AGGGATAACAGGGTAAT.
| ATCOETATTGTOOCATTA.

I-Scel-Erkennungssequenz
A; A_EGFP

x I-Scel

Homologe Rekombination und
Rekonstitution des wtEGFP-Gens

— wtEGFP
Abb. 2: Prinzip des neu entwickelten Test-Systems. Die Rekombinationssubstate wurden in gleicher
Orientierung auf dem retroviralen Vektor pSN-M kloniert. Nach Initierung der Rekombination durch die
Expression von I-Scel und Restriktion an der I-Scel-Erkennungssequenz im Rekombinationsakzeptor
(4-EGFP) kommt es zur Rekonstitution des wtEGFP-Gens durch homologe Rekombination und im Ergebnis

fluoresziert die Zelle griin. Die Rekombinationsraten werden errechnet, indem die Anzahl der
griinfluoreszierenden Zellen mit Hilfe des FACScan bestimmt werden.
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Um die Rekombinationssubstrate linear und stabil ins zelluldre Genom inserieren zu konnen,
wurden die Rekombinationsvektoren basierend auf dem 5,4 kBp langen retroviralen Vektor
pSN-M (s. 3.1.7) kloniert. Grundsétzlich werden fiir die Analyse von homologen
Rekombinationsprozessen zwei mutierte Formen eines Reporter-Gens bendtigt. Fiir die
Rekonstitution eines Reporter-Gens durch nicht-homologe Rekombination ist eine Genkopie
ausreichend. In dieser Arbeit wurden in den ersten Ausfithrformen des Test-Systems zwei
mutierte Formen des EGFP-Gens in gleicher Orientierung in pSN-M Kkloniert. Als
Rekombinationsakzeptoren wurden drei an der Chromophor-Region (Aminosduren 65-67)
mutierte EGFP-Varianten (4-, HR-, EJ-EGFP, Abb. 3) erzeugt, welchen unterschiedlich
grofle Bereiche in der Umgebung dieser Region fehlten (4- und HR-EGFP) und eine
Variante, welche in dieser Region eine kurze Verdopplung aufweist (EJ-EGFP). Mittels PCR-
Amplifikation wurde gleichzeitig die Chromophor-Region des EGFP-Gens durch die 18 Bp
lange I-Scel-Erkennungssequenz ersetzt, um Rekombination durch Einfithrung eines DSBes
zu initieren. Zur Untersuchung von konservativen Reparaturereignissen wurde N'-EGFP, ein
446 Bp langes 5’-terminales EGFP-Fragment (Bp 1-446 kodierend fiir die Aminosduren
1-148) und zur Untersuchung von nicht-konservativen Ereignissen Stop-EGFP, welches ein
nicht translatierbares EGFP-Gen représentiert (Start-Methionin wurde durch zwei Stopkodons
ersetzt), als Rekombinationsdonoren generiert. Als Abstandhalter wurde das Hygromycin-
Resistenz-Gen unter der Kontrolle des CMV- oder SV40-Promotors, oder das /-Scel- und/oder

p353-Gen unter der Kontrolle des Gal4-Promotors in den retroviralen Vektor pSN-M integriert.

EcoRI-Erkennungssequenz

AEGFP . .cCG|GAATTC| TAGGGATAACAGGGTAAT | CT. .

I-Scel-Erkennungssequenz

HR-EGFP .. CTG AC| TAGGGATAACAGGGTAAT | GGC|GTG. .
[
"wtEGFP .. GCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACC CTG| ACC TAC GGC| GTGCAGIGCTTCAGCC . .
—
1 1
Thr Tyr Ay
65 66 67

EJ-EGFP ..CTG| ACCTAC| TAGGGATAACAGGGTAAT [CCTACGGC GTG .

[-Scel-Erkennungssequenz

Abb. 3: Schematische Darstellung der Rekombinationsakzeptoren 4-, HR- und EJ-EGFP. Die wtEGFP Sequenz
wurde zur Orientierung zentral angeordnet und die drei Aminosduren ,,T65-Y66-G67%, die die Chromophor-
Region bilden, in einem griinen Késtchen hervorgehoben. Die EcoRI-Erkennungssequenz wurde durch einen
roten und die I-Scel-Erkennungssequenz durch einen blauen Rahmen markiert und die deletierten bzw.
inserierten Sequenzen im Vergleich zur wtEGFP-Sequenz durch griine Umrahmung markiert.
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Nach Inserierung der Donor-, Abstandhalter- und Akzeptor-Sequenzen in die retroviralen
Rekombinationsvektoren wurden diese transient oder stabil in die gewiinschte Zielzelllinien
eingebracht und durch Koexpression des /-Scel-Gens unter der Kontrolle des Gal4- oder des
CMV-Promotors DSB-Reparatur, also Rekombination, initiert.

Zur besseren Ubersicht wurden die Ergebnisse in zwei Kapitel unterteilt: Im ersten wird die
Erzeugung der verschiedenen retroviralen Rekombinations- und Kontrollvektoren in
chronologischer Reihenfolge und im zweiten die Etablierung zelluldrer Systeme zur

Bestimmung von Rekombinationsraten beschrieben.

4.1 Klonierungsstufen bei der Erzeugung der Expressionsvektoren und
retroviralen Rekombinationsvektoren
4.1.1 Klonierung unterschiedlicher Gene in den pGC-Vektor fiir von

Ostradiol abhiingiger Expression

Die cDNA-Sequenzen fiir die EGFP-, I-Scel-, wtp53- und p53(138V)-Gene wurden in den
pGC-Vektor unter der Kontrolle des Gal4-Promotors kloniert, um eine von Ostradiol
abhingige Expression dieser Gene in Abhéngigkeit des GalERVP-Transkriptionsfaktors
(s. 4.2.2) zu ermoéglichen. Im folgenden Abschnitt werden die Klonierungsschritte zu den

einzelnen Vektoren ausfihrlicher beschrieben.

4.1.1.1 Klonierung des Vektors EGFP in pGC

Das Plasmid pEGFP-N1 wurde mit den Restriktionsendonukleasen Sa/l und Eagl geschnitten
und das resultierende 762 Bp lange EGFP-cDNA-Fragment mit dem pGC-Vektor nach
Restriktionsverdau mit Sa/l und Eagl zur Fertigstellung des EGFP-Expressionsvektors EGFP
in pGC ligiert (zur Ubersichts. Abb. 4, A).

4.1.1.2 Klonierung des Vektors I-Scel in pGC

Der Vektor pCMV-I-Scel wurde mit den Restriktionsendonukleasen Accl und Sacl verdaut,
mit dem Klenow-Fragment behandelt und das 855 Bp lange /-Scel-cDNA-Fragment mit dem
EcoRV geschnittenen pGC-Vektor zur Fertigstellung des I-Scel-Expressionsvektors
I-Scel in pGC in der gezeigten Orientierung inseriert (s. Abb. 4, B).
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Accl / Sacl
Sall / Eagl Sall / Eagl Klenow
[E—
A B

EcoRV

Abb.4: Klonierung der Vektoren EGFP in pGC (A) und I-Scel in pGC (B). Die blauen Pfeile geben die

Transkriptionsrichtungen der Proteine in 5° - 3” Richtung an.

4.1.1.3 Klonierung der Vektoren wtp53 in pGC und p53(138V) in pGC

¢ EcoRI FcoRl
n ==/ V1

hwtp53 in pUC 18

Ncol

Ncol

B

EcoRV

—»
Gald  wip53/p53(138V)

wtpS3 in pGC
p53(138V) in pGC

EcoRI
Klenow

wtp53 in pUC 18
p53(138V) in pUC 18

V3 R —

Abb. 5: Klonierung der Vektoren wtp53 in pGC und p53(138V) in pGC. Die blauen Pfeile geben die

Transkriptionsrichtung in 5’ zu 3° Richtung an. V1, V2, V3: Vektorfragmente; I1, 12, I3: Insert-Fragmente.

Der Vektor pC53-wt; (s. 3.1.7) wurde mit der Restriktionsendonuklease EcoRI behandelt und
die 1,8 kBp lange wtp53-cDNA (s. Abb. 5, I1) vom Menschen in das Plasmid pUC-18 nach

Linearisierung mit der Restriktionsendonuklease EcoRI (s. Abb. 5, V1) zur Fertigstellung des
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wtp53 in pUC-18 inseriert (s. Abb. 5). Im néchsten Schritt wurden die Plasmide pSV53her

und pSV53(138V)her mit der Restriktionsendonuklease Ncol verdaut und das 0,5 kBp lange
wip53- oder p53(138V)-cDNA-Fragment (s. Abb. 5, 12) mit dem Plasmid wtp53 in pUC-18
nach Verdau mit der Ncol-Restriktionsendonuklease (s. Abb. 5, V2) zur Fertigstellung der
Vektoren hwtp53 in pUC-18 bzw. p53(138V) in pUC-18 ligiert. AnschlieBend wurden die
Plasmide hwtp53 in pUC-18 und p53(138V) in pUC-18 mit der Restriktionsendonuklease

EcoRI verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und die 1,8 kBp lange wip53- oder
p33(138V)-cDNA (s. Abb. 5, I3) mit dem pGC-Vektor nach Restriktionsverdau mit EcoRV
(s. Abb. 5, V3) zur Klonierung der Expressionsvektoren hwtp53 in pGC bzw. p53(138V) in
pGC ligiert. Nach der Fertigstellung der Vektoren wurden die wep53- und p53(138V)-Gene

mit den Oligonukleotiden hp531-1, -2-2, -3-1 und -4-2 (s. 3.1.8) sequenziert, um das Fehlen
einer Mutation bzw. die Existenz der Mutation im Kodon 138 (Alanin zu Valin) zu

iiberpriifen.

4.1.1.4 Klonierung der Vektoren wtpS3-IRES-I-Scel in pGC wund
p53(138V)-IRES-I-Scel in pGC

wtp53 in pGC pCMV-IRES-I-Scel
p53(138V) in pGC

Sacl / Accl
T4-Polymerase
Xbal ym
Klenow
IRES [-Scel
[ —

—»
Gald wtp53/p53(138V) IRES I-Scel

wtp53-IRES-I-Scel in pGC
53(138V)-IRES-I-Scel in pGC

Abb. 6: Ubersicht zur Klonierung der Vektoren wtp53-IRES-I-Scel in pGC und p53(138V)-IRES-I-Scel in pGC.
Die blauen Pfeile geben die Expressionsrichtungen der Proteine an.

Um die synchrone Expression der beiden Proteine I-Scel und p53 bicistronisch iiber ein
einziges Transkript zu bewerkstelligen, wurden die beiden cDNAs {iiber ein so genanntes
IRES-Element verkniipft. Die IRES-Sequenz, ein 450-600 Bp langer Abschnitt des
600-1200 Bp langen 5’-UTR des Picornavirus-Genoms (Rees ef al., 1996), welches aus einer
7,5 kBp langen Plusstrang-mRNA besteht (Jang et al., 1988), bildet Sekundirstrukturen und
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ermOglicht dadurch das Andocken der Ribosomen iiber die 40S-Untereinheit, ohne die fiir die
Translation zellulirer mRNAs essentielle 5’-CAP-Sequenz (Jackson et al., 1990). Die
Effizienz der IRES-Sequenz variiert von Zelle zu Zelle sehr stark (Borman et al., 1997).

Das Plasmid pIRES-I-Scel (s. 4.1.2.2.3.2) wurde mit den Restriktionsendonukleasen Accl und
Sacl verdaut, mit T4-DNA-Polymerase behandelt und das resultierende 1,4 kBp lange
Fragment, bestehend aus der IRES-Sequenz und der /-Scel-cDNA, mit den Plasmiden wtp53
in pGC bzw. p53(138V) in pGC nach Verdau mit Xbal und Klenow-Fragment-Behandlung
zur Generierung der Vektoren wtp53-IRES-I-Scel in pGC bzw. p53(138V)-IRES-I-Scel in
pGC ligiert (s. Abb. 6).

4.1.2 Herstellung der Rekombinationsvektoren

Die Rekombinationsvektoren wurden durch sequenzielle Insertion des Donors, Abstandhalters
und der Akzeptor-Kassette in den retroviralen Vektor pSN-M (s. 3.1.7) erzeugt. Da innerhalb
von der multiplen Klonierungsstelle des pSN-M nur wenige einmalige Erkennungssequenzen
zur Verfligung standen, wurden die einzelnen Elemente der Abstandhalter und Akzeptor-
Kassetten, separat zusammengefiigt und anschlieBend komplett in den retroviralen Vektor
pSN-M inseriert. In dem folgenden Abschnitt werden die Klonierungsstufen zu den einzelnen

retroviralen Rekombinationsvektoren ausfithrlicher beschrieben.

4.1.2.1 Insertion des Rekombinationsdonors in den retroviralen Vektor

pPSN-M

Xhol Agel / Gsul
Klenow Klenow
[E—

—»
5¢-LTR N-EGFP  3‘-LTR
=]

Abb. 7: Klonierung des Vektors pSxE. Der blaue Pfeil gibt die Orientierung der Transkriptionsrichtung in 5° - 3’
Richtung an.
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Das kommerziell erhiltliche Plasmid pEGFP-N1 wurde mit den Restriktionsendonukleasen
Agel und Gsul verdaut, mit T4-DNA-Polymerase behandelt und anschlieBend das
resultierende, am 3’-Ende trunkierte 457 Bp lange EGFP-cDNA-Fragment (N’-EGFP) mit
dem 5,4 kBp langen retroviralen Expressionsvektor pSN-M nach Xhol-Restriktion und
Klenow-Fragment-Behandlung zur Fertigstellung des Vektors pSxE ligiert (s Abb. 7). Durch
Sequenzierung des N’-EGFP-Gens mit den Oligonukleotiden EGFP-Seql-1, -3 und -4
(s. 3.1.8) wurde die Integritdt der EGFP-cDNA bis zur Deletion ab Bp 446 bestétigt.

4.1.2.2 Insertion der Abstandhalter und des Rekombinationsakzeptors

Als Abstandhalter zwischen den Rekombinationssubstraten wurde eine Hygromycin-
Resistenz-Kassette, eine [-Scel- und/oder wip53- bzw. p53(138V)-Expressionskassette
eingesetzt. Die Akzeptorkassette, bestechend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und dem
Rekombinationsakzeptor, wurde zuerst innerhalb des Plasmids pUC-Puro assembliert und

dann in die jeweilige Rekombinationsvektorvorstufe mit Donor und Abstandhalter integriert.

4.1.2.2.1 Vorbereitung des Rekombinationsakzeptors (A4-EGFP) in

pUC-Puro
Mit Hilfe von PCR-Reaktionen wurden 46 Bp aus der Chromophor-Region des EGFP-Gens

durch die EcoRI (6 Bp) und die I-Scel-Erkennungssequenz (18 Bp) ersetzt (s. Abb. 3). Um die
Anzahl der Promotoren zwischen den 5°- und 3’-LTRs minimal zu halten, wurde die
kodierende Sequenz des Rekombinationsakzeptors in den Leserahmen des Puromycin-
Resistenz-Gens fusioniert. Bei der ersten PCR wurde mit Hilfe der Oligonukleotide EGFP-15
und -14 (s. 3.1.8) aus dem kommerziell erhéltlichen Plasmid pEGFP-N1 ein 214 Bp langes
5’-EGFP-Fragment amplifiziert. Nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen SexAl und
EcoRI wurde das Fragment in das Plasmid pUC-Puro (s. 3.1.7) nach SexAl- und EcoRI-
Restriktion zur Erzeugung des Vektors pUC-Puro-Aa inseriert (s. Abb. 8).

Bei der zweiten PCR wurde mit Hilfe der Oligonukleotide EGFP-11 und -13 (s. 3.1.8) aus
dem kommerziell erhdltlichen Plasmid pEGFP-N1 ein 627 Bp langes 3’-EGFP-cDNA-
Fragment (s. Abb. 8§, PCR 2) amplifiziert. Das Fragment wurde mit der
Restriktionsendonuklease EcoRI verdaut und mit dem Plasmid pUC-Puro-Aa nach Restriktion
mit EcoRI zur Herstellung des Vektors pUC-Puro-A ligiert. Nach der Fertigstellung des
Vektors wurde das 4-EGFP-Gen mit den Oligonukleotiden EGFP-Seql-1, -3 und -4 (s. 3.1.8)
sequenziert und die Deletion der Chromophor-Region bzw. die Insertion der EcoRI- und

[-Scel-Erkennungssequenzen bestdtigt. An Position 487 in der EGFP-cDNA (Kodon 163
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AAG zu AGG) wurde auBlerdem eine Transition von A nach G nachgewiesen. Der Vektor
pUC-Puro-A wurde von Frau Dipl. Biol. Gisa S. Boehden hergestellt und anschlieend die

Mutation durch Sequenzierung nachgewiesen.

pEGFP-N1
5‘ 3‘
PCR 1/ Oligonukleotidpaar: EGFP-15 EGFP-14 ™~
PCR 2 / Oligonukleotidpaar: EGFP-11 EGFP-13
1-Scel
=
BamHI EcoRI

SexAl v EcoRI

I-Scel

IEcoR1

pUC-Puro-Aa

EcoRI L

v
Puro AEGEFP
[ [ A ]

pUC-Puro-A

Abb. 8: Klonierung des Vektors pUC-Puro-A. Um die Fusion zwischen dem EGFP- und dem Puromycin-
Resistenz-Gen zu ermdglichen, wurden die 5’-terminalen 36 Bp des Oligonukleotides EGFP-15 iiberlappend zu
den 3’-terminalen 36 Bp des Puromycin-Resistenz-Gens gewéhlt. Gleichzeitig wurde dadurch das Stopkodon
UGA des Puromycin-Resistenz-Gens deletiert und im Leseraster der Ubergang zum EGFP-Gen ermdglicht.
EGFP-14 und —11 wurden zur Deletion von 46 Bp aus der Chromophor-Region des EGFP-Gens (Bp 166-211
vom Startkodon) und zur Insertion der EcoRI- (6 Bp) und I-Scel-Erkennungssequenzen (18 Bp) eingesetzt. Das
Oligonukleotid EGFP-13 diente auch zur Insertion von je einer BamHI- und EcoRI-Erkennungssequenz am
5’-Terminus der EGFP-cDNA.

4.1.2.2.2 Insertion des Hygromycin-Resistenz-Gens als Abstandhalter

Das Hygromycin-Resistenz-Gen wurde zuerst unter die Kontrolle des CMV-Promotors
gebracht und anschlieend die CMV-Hygromycin-Kassette in den retroviralen Vektor mit
Rekombinationsdonor (pSxE, s. 4.1.2.1) kloniert. In einem letzten Klonierungsschritt wurde

die Akzeptor-Kassette in den Vektor integriert.
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Zur Erzeugung des Vektors pCMV-Hyg wurde das kommerziell erhéltliche Plasmid
pIRES-Hyg zur Entfernung des IRES-Elements mit der Restriktionsendonuklease HindIll
verdaut und religiert (s. Abb. 9, V1).

Vi
<«———— (_pIRES-Hyg
Hindlll

Sall Nrul / Begl Religation
Klenow T4-Polymeras
V2 B/

—»
5‘LTR CMV Hggro N -EGFP
pUC-Puro-A
BamHI
Notl
BamHI
Notl
z=r "
> V’V_’
5‘LTR Puro l A-AEGFPI CMV Hygro N -EGFP 3‘LTR

pSxEsCMV-Hyg-bnPuro-A

Abb. 9: Klonierung der Vektoren pCMV-Hyg, pSxEsCMV-Hyg und p5SxEsCMV-HygbnPuro-A. 11-13: Insert 1-
3. VI1-3: Vektor 1-3. Die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an, der graue die Orientierung der
kodierenden Sequenz fiir das N’-EGFP-Gen.

Das daraus resultierende Plasmid pCMV-Hyg wurde mit den Restriktionsendonukleasen Nrul
und Bcgl verdaut, mit T4-DNA Polymerase behandelt und das 1,8 kBp lange Fragment
(s. Abb. 9, 12), bestehend aus dem CMV-Promotor und dem Hygromycin-Resistenz-Gen, mit
dem Sal/l-liniearisierten und mit dem Klenow-Fragment behandelten Vektor pSxE (s Abb. 9,
V2) ligiert, so dass daraus die Rekombinationsvorstufe pSxEsCMV-Hyg resultierte.

Das Plasmid pUC-Puro-A wurde mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Notl verdaut
und das 1,3 kBp lange Fragment (s. Abb. 9, 13), bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen
und der 4-EGFP-cDNA, mit Vektor pSxEsCMV-Hyg (s. Abb. 9, V3) nach Verdau mit den

Restriktionsendonukleasen BamHI und Nofl ligiert, was in Rekombinationsvektor

pSxEsCMV-Hyg-bnPuro-A resultierte.
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4.1.2.2.3 Rekombinationsvektor-Varianten mit dem [/-Scel-Gen als

Abstandhalter

Um den jeweiligen retroviralen Rekombinationsvektor gleichzeitig fiir die induzierbare
Expression von I-Scel zu nutzen, wurde das /-Scel-Gen unter der Kontrolle des Gal4-
Promotors als Abstandhalter in die Vorstufe mit Rekombinationsdonor (pSxE, s. 4.1.2.1)

inseriert, noch bevor die Rekombinationsakzeptor-Kassette integriert wurde.

4.1.2.2.3.1 Klonierung des retroviralen Rekombinationsvektors pSxEsGal4-
I-Scel-bPuro-A

Zur Vorbereitung einer Drei-Fragment-Ligation wurde erstens pGC-Vektor (s. 3.1.7) mit der
Restriktionsendonuklease Clal verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt, mit der
Restriktionsendonuklease Sa/l nachverdaut und das 200 Bp lange Gal4-Promotor-Fragment

isoliert (s. Abb. 10, I1a).

Xbal

Clal Sall
Klenow Klenow Klenow
Sall Sall
— = Ia Vi
—»
5‘LTR Gal4 _ [-Scel N-EGFP 3‘LTR

pUC-Puro-A

BamHIl
BamHI
[ A | 12
V2
> —»
5‘°LTR Puro  A-EGFP Gal4d [-Scel N“-EGFP 3‘LTR
[ A = — E—

p5xEsGal4-I-Scel-bPuro-A

Abb. 10: Klonierung der retroviralen Vektoren p5SxEsGal4-I-Scel und pSxEsGal4-1-Scel-bPuro-A. 11-2: Insert 1-
2. V1-2: Vektor 1-2. Die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtungen und die grauen die Lesrichtung von
N’-EGFP auf dem Vektor in 5’ zu 3’ Richtung an.
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Zweitens wurde das Plasmid I-Scel in pGC (s. 4.1.1.2) mit der Restriktionsendonuklease Xbal
linearisiert, mit dem Klenow-Fragment behandelt, mit der Restriktionsendonuklease Sa/l
nachgeschnitten und ein 855 Bp langes /-Scel-cDNA-Fragment isoliert (s. Abb. 10, I1b).
Drittens wurde der Vektor pSxE (s. 4.1.2.1) mit der Restriktionsendonuklease Sa/l verdaut,
mit dem Klenow-Fragment behandelt und der linearisierte Vektor isoliert (s. Abb. 10, V1).

Zur Klonierung des Vektors pSxEsGal4-1-Scel wurden der Vektor-1 und die Inserts-1a und

-1b miteinander ligiert.

Das Plasmid pUC-Puro-A wurde mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut und das
1,3 kBp lange Fragment (s. Abb. 10, 12), bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und
der A-EGFP-cDNA, mit Vektor p5xEsGal4-I-Scel nach Linearisierung mit BamHI
(s. Abb. 10, V2) zur Fertigstellung des Vektors pSxEsGal4-I-Scel-Bpuro-A ligiert.

4.1.2.2.3.2 Rekombinationsvektor-Varianten mit dem p53-Gen als
Abstandhalter

Um die rekombinationsinhibierende Wirkung von wtp53 untersuchen zu konnen, wurde
beabsichtigt, sowohl das Rekombinationssubstrat als auch ein p53-Expressionskonstrukt in
einem Schritt in die Zellen einzufiihren. Zu diesem Zweck wurden die cDNAs fiir wip53 und
p33(138V) in den retroviralen Rekombinationsvektor integriert. Dabei wurden die p53-Gene
zuerst wie beschrieben unter die Kontrolle des Gal4-Promotors gebracht (s. 4.1.1.3). Um mit
Hilfe eines einzigen von Ostradiol abhingigen Promotors sowohl p53 als auch die
Meganuklease I-Scel in Zellen zu Expression zu bringen, wurde das /-Sce/-Gen hinter das
p33-Gen gesetzt und iiber ein IRES-Element fiir die Translationsinitiation verkniipft. Der
Reihenfolge nach wurden die IRES-/-Scel-Kassette, wip53 oder p53(138V) unter der
Kontrolle des Gal4-Promotors und anschlieBend die Akzeptorkassette in die

Rekombinationsvektorvorstufe mit Donor (pSxE, s. 4.1.2.1) inseriert.

4.1.2.2.3.2.1 Klonierung des Plasmids pCMV-IRES-I-Scel
Das kommerziell erhéltliche Plasmid pIRES-Hyg wurde mit den Restriktionsendonukleasen

EcoRI und BspEI verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und das 615 Bp lange IRES-
Fragment isoliert. Der Vektor pCMV-I-Scel wurde mit der Restriktionsendonuklease EcoRI
verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt, dephosphoryliert und zur Generierung des

Vektors pPCMV-IRES-I-Scel mit dem IRES-Fragment ligiert (s. Abb. 11).
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pIRES-Hyg

EcoRI1/ BspEl
Klenow

EcoRI1
Klenow

IRES [-Scel

—
pCMV-IRES-I-Scel

Abb. 11: Klonierung des Vektors pCMV-IRES-I-Scel.

4.1.2.2.3.2.2 Fertigstellung der Rekombinationsvektoren pSxEhScel-

IRESswtpS3-Gal4nPuro-A und pSxEhScel-IRESsp53(138V)-Gal4nPuro-A
Der Vektor pCMV-IRES-I-Scel (s. 4.1.2.2.3.2.1) wurde mit den Restriktionsendonukleasen

Accl und Sacl verdaut, mit T4-DNA-Polymerase behandelt und das 1,4 kBp lange Fragment,
bestehend aus der IRES-Sequenz und der /-Scel-cDNA (s. Abb. 12, I1) mit Vektor pSxE
(s. 4.1.2.1) nach Restriktionsverdau mit Hindlll und Klenow-Fragment-Behandlung
(s. Abb. 12, V1) ligiert, um den Vektor pSxEhScel-IRES zu erhalten. Die Plasmide wtp53 in

pGC oder p53(138V) in pGC (s. 4.1.1.3) wurden mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und

Clal verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und jeweils das 2 kBp lange Fragment,
bestehend aus der humanen wip53- oder p53(138.Val)-cDNA und der Gal4-Promotor-
Sequenz (s. Abb. 12, 12) mit dem Vektor pSxEhScel-IRES nach Sa/l-Verdau und Klenow-

Fragment-Behandlung (s. Abb. 12, V2) zur Fertigstellung der Vektoren p5SxEhScel-
IRESswtp53.Gal4 bzw. pSxEhScel-IRESsp53(138V)Gal4 ligiert.

SchlieBlich wurde das Plasmid pUC-Puro-A (s. 4.1.2.2.1) mit der Restriktionsendonuklease
BamHI verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und das 1,3 kBp lange Fragment
(s. Abb. 12, 13), bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und der 4-EGFP-cDNA, mit
den Vektoren pSxEhScel-IRESswtp53.Gal4 und pSxEhScel-IRESsp53(138V)Gal4 nach Notl-

Verdau und Klenow-Fragment-Behandlung (s. Abb. 12, V3) zur Fertigstellung der Vektoren
pSxEhScel-IRESswtp53Gal4nPuro-A und pSxEhScel-IRESsp53(138V)Gal4nPuro-A ligiert.
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HCMV-IRES-I-Scel

. f;dl/ Sacl él HindlIl
-ro ymeras KlenOW

(= — | |

wtp53 in pGC
p5xEhScel-IRES R23(138V) in pGC

Sall Klenow

Xbal / Clall

PSXEhScel-IRESswtp53Gal4
pSxEhScel-IRESsp53(138V)Gal4

l BamHI
K
131 i Klenow V3
—» <+—
5‘LTR Puro  A-EGFP  [-Scel IRES p53wt/(138V)Gald N-EGFP 3‘LTR
[ A | = D —

pSxEhScel-IRESswtp53Gal4nPuroe-A
pSxEhScel-IRESsp53(138V)Gal4nPuro-A
B E—

Abb. 12: Sequenzielle Herstellung der Vektoren pSxEhScel-IRES, pSxEhScel-IRESswtp53Gal4 bzw.
pSxEhScel-IRESsp53(138V)Gal4 und pSxEhScel-IRESswtp53Gal4nPuro-A bzw. pSxEhScel-
IRESsp53(138V)Gald4nPuro-A. 11-3:  Insert 1-3. VI-3: Vektor 1-3. Die blauen Pfeile geben die
Transkriptionsrichtung an und der graue die Lesrichtung des EGFP-Donors in 5’ zu 3’ Richtung.

4.1.2.2.4 Rekombinationsvektor-Varianten mit dem Hygromycin-Resistenz-

und dem /-Scel-Gen als Abstandhalter
Der Vektor p5SxEsGal4-1-Scel (s. 4.1.2.2.3.1) wurde mit der Restriktionsendonuklease Ncol

verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt, mit der Restriktionsendonuklease Notl
nachverdaut und das 1,1 kBp lange Fragment, bestehend aus der /-Sce/-cDNA und der Gal4-
Promotor-Sequenz isoliert (s. Abb. 13, I1).

Der Vektor pSxEsCMV-Hyg (s. 4.1.2.2.2) wurde mit der Restriktionsendonuklease BamHI

verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt, mit der Restriktionsendonuklease Notl

nachverdaut (s. Abb. 13, V1) und zur Klonierung des Vektors pSxEsCMV-HygbnGal4-1-Scel

mit dem Gal4-/-Scel-Fragment ligiert. Parallel dazu wurde das Plasmid pUC-Puro-A
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(s. 4.1.2.2.1) mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut, mit dem Klenow-Fragment
behandelt und das 1,3 kBp lange Fragment, bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und
der A-EGFP-cDNA isoliert (s. Abb. 13, 12) und mit dem Vektor pSxEsCMV-HygbnGal4-I-
Scel nach Notl-Verdau und Klenow-Fragment-Behandlung (s. Abb. 13, V2) zur Fertigstellung
des Vektors pSxEsCMV-HygbnGal4-I-ScelnPuro-A ligiert.

p5xEsGald-I-Scel

Ncol
Klenow BamHI
Notl Klenow
It ::\% vi

—> —>

pUC-Puro-A
Notl l BamHI
Klenow Klenow

5°LTR Puro AEGFP Gal4 [-Scel CMV Hygro N“-EGFP 3°‘LTR
A

p5xEsCMV-HygbnGal4-I-SceInPuro-A

Abb. 13: Klonierung der Vektoren p5SxEsCMV-HygbnGal4-I-Scel und pSxEsCMV-HygbnGal4-1-ScelnPuro-A.
Die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtungen an und der graue die Lesrichtung des Donors auf dem
retroviralen Vektor in 5’ zu 3° Richtung.

4.1.2.2.5 Herstellung neuer Akzeptorgen-Varianten

Zusitzlich zu A EGFP wurden zwei neue Rekombinationsakzeptoren HR- und EJ-EGFP
kloniert, um die Homologien in Nachbarschaft des DSBs zu vergrofern (s. Abb. 3). Durch
Klonierung von HR-EGFP wurde die Deletion an der Chromophor-Region des EGFP-Gens
von 46 Bp auf 4 Bp reduziert. Bei der Klonierung von EJ-EGFP wurden 5 Bp der
Chromophor-Region des EGFP-Gens dupliziert und dadurch Mikrohomologien flankierend
zum DSB generiert. Die molekularbiologische Erzeugung der neuen Akzeptoren erfolgte iiber

drei unabhéngige PCR-Reaktionen. Die amplifizierten Fragmente wurden zuerst in pUC-18
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anstelle von A-EGFP kloniert und anschlieBend in die Rekombinationsvektorvorstufe

pSxEsGal4-1-Scel (s. 4.1.2.2.3.1) integriert.

4.1.2.2.5.1 Erzeugung neuer Akzeptorgene und Klonierung in pUC-Puro

5¢ 3¢
PCR 1/ Oligonukleotidpaar: EGFP-15 EGFP-EJ-
EGFP-17b P
PCR 2 / Oligonukleotidpaar: EGFP-EJ-1 EGFP-13
EGFP-16b
PCR 3/ Oligonukleotidpaar: EGFP-15 EGFP-13
I-Scel
- : .
P A-EGFP -
uro -
I - I SexAl BamHI EcoRI
SexAl
pUC-Puro-A EcoRI
SexAl
EcoRI
v
Puro HR/EJ-EGFP
[ LA J
UC-Puro-HR
UC-Puro-EJ

Abb. 14: Klonierung der Vektoren pUC-Puro-HR und pUC-Puro-EJ. Die Oligonukleotide EGFP-17b und
-16b wurden zur PCR-Amplifikation von HR-EGFP benutzt und dadurch die Bp 188-201 aus der EGFP-cDNA
durch die 18 Bp lange /I-Scel-Erkennungssequenz ersetzt. Die Oligonukleotide EGFP-EJ-1 und -EJ-2 wurden zur
PCR-Amplifikation von EJ-EGFP benutzt und dadurch die Bp 187-201 aus der EGFP-cDNA dupliziert und die
18 Bp lange I-Scel-Erkennungssequenz eingefiigt.

Zur Generierung von HR-EGFP wurden wie zur 4-EGFP-Herstellung zwei PCR-Reaktionen
mit dem kommerziell erhidltlichen Plasmid pEGFP-N1 (s. 3.1.7) als Matrize und den
Oligonukleotiden EGFP-15 und -17b (s. 3.1.8) bzw. EGFP-13 und -16b (s. 3.1.8)
durchgefiihrt. Zur Amplifikation von EJ-EGFP aus dem kommerziell erhdltlichen Plasmid
pEGFP-N1 wurden fiir die erste PCR die Oligonukleotide EGFP-15 und -EJ-2 (s. 3.1.8) und
fiir die zweite PCR die Oligonukleotide EGFP-15 und -EJ-1 (s. 3.1.8) eingesetzt. Die in der
ersten PCR amplifizierten 5’-EGFP-Bereiche (257 Bp fiir HR-EGFP, 266 Bp fiir EJ-EGFP)
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und der 3’-Bereich aus der zweiten PCR (556 Bp fiir HR-EGFP, 565 Bp fir EJ-EGFP)
wurden isoliert und die HR- oder EJ-EGFP-Fragmente aus der ersten und zweiten PCR
jeweils mit den Oligonukleotiden EGFP-15 und -13  (s. 3.1.8) in einer dritten PCR zum
vollstdndigen 0,7 kBp langen HR- bzw. EJ-EGFP-Fragment fusioniert. Die PCR-Fragmente
(HR-EGFP bzw. EJ-EGFP) wurden mit den Restriktionsendonukleasen SexAl und EcoRI
verdaut und mit dem SexAl-und EcoRI-Vektorfragment von pUC-Puro-A (s. 4.1.2.2.1) durch
Ligation zu den Plasmiden pUC-Puro-HR und pUC-Puro-EJ zusammengefiigt (s. Abb. 14).

Nach der Fertigstellung der pUC-Puro-Vektoren wurden die HR- und EJ-EGFP-Gene mit den
Oligonukleotiden EGFP-Seql-1, 3 und -4 (s. 3.1.8) sequenziert und jeweils die Deletion der
Chromophor-Region und die Insertion der I-Scel-Erkennungssequenz bestétigt. Innerhalb der
HR-EGFP-Sequenz wurde abweichend vom wtEGFP-Gen an Bp 193 eine Transversion von
C nach A [Leu65 (CTG) zu Met (ATG)] und innerhalb der EJ-EGFP-Sequenz an Bp 366 eine
Transition von C nach T [Asn122 (AAC) zu Asn (AAT)] festgestellt. Sowohl die Herstellung
von diesen Vektoren als auch die anschlieBende Sequenzierungen wurden in Kooperation mit

Frau Dipl. Biol. Gisa S. Boehden durchgefiihrt.

4.1.2.2.5.2 Fertigstellung der Rekombinationsvektoren mit HR-EGFP bzw.
EJ-EGFP als Akzeptor und dem /-Scel-Gen als Abstandhalter

pSxEsGal4-1-Scel

BamHI

UC-Puro-HR
pUC-Puro- EJ

A ]

S‘LiR Puro HR/EJ-EGFP Gal4 [-Scel N‘-EGFP 3‘'LTR
[ A E— E——

p5xEsGal4-1-ScelbPuro-HR
p5xEsGal4-I-ScelbPuro-EJ

Abb. 15. Klonierung der Vektoren p5xEsGal4-I-Scel-bPuro-HR und -EJ. Die blauen Pfeile geben die
Transkriptionsrichtungen an und der graue die Lesrichtung des Donors auf dem retroviralen Vektor in 5’ zu 3’
Richtung.

Die Plasmide pUC-Puro-HR bzw. pUC-Puro-EJ (s. 4.1.2.2.5.1) wurden mit der Restriktions-
endonuklease BamHI verdaut und die resultierenden 1,3 kBp langen Fragmente, bestehend

aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und je einem der Rekombinationsakzeptoregene HR- bzw.
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EJ-EGFP, in die Rekombinationsvektorvorstufe pSxEsGal4-I-IScel (s. 4.1.2.2.3.1) nach

Linierasierung mit BamHI kloniert, so dass die finalen Rekombinationsvektoren pSxEsGal4-1-
IScelBpuro-HR und p5SxEsGal4-1-IScelBpuro-EJ entstanden (s. Abb. 15).

4.1.3 Optimierung des Rekombinations-Test-Systems durch verbessertes

Vektordesign

Nachdem in ersten Versuchen zur Rekombinationsanalyse mit den oben beschriebenen
Rekombinationsvektoren gezeigt worden war, dass durch die Fusion zwischen den
kodierenden Sequenzen des Puromycin-Resistenz-Gens und einer der EGFP-Akzeptorgen-
Varianten die Griinfluoreszenz-Eigenschaft des EGFPs stark reduziert wird (s. 4.2.5.1),
wurden die verschiedenen Akzeptoren (A4A-/HR-/EJ-EGFP) unter der Kontrolle des CMV-
Promotors jeweils als separate Expressions-Kassetten integriert. Dariliberhinaus wurde durch
Erweiterung der homologen Sequenzen zwischen dem Akzeptor und dem Donor durch
Verldngerung des Donors von 446 Bp (N-EGFP) auf 720 Bp (Stop-EGFP) bzw. 721 Bp

(WtEGFP) angestrebt, eine Erhohung der Rekombinationsraten zu erzielen.

4.1.3.1 Generierung der Plasmide pUC-PuroCMV-A, pUC-PuroCMV-HR

und pUC-PuroCMV-EJ
Die Plasmide pUC-PuroCMV-A, pUC-PuroCMV-HR und_pUC-PuroCMV-E]J mit

verbesserten Akzeptorgen-Kassetten wurden generiert, indem das jeweilige Akzeptorgen mit
CMV-Promotor in Plasmid pUC-Puro hinter dem Puromycin-Resistenz-Gen angeordnet

wurde.

4.1.3.1.1 Klonierung der Plasmide pCMV-A, pCMV-HR und pCMV-EJ

Im ersten Schritt wurden die Plasmide pUC-Puro-A (s. 4.1.2.2.1), pUC-Puro-HR- bzw. pUC-
Puro-EJ-EGFP (s. 4.1.2.2.5.1) mit der Restriktionsendonuklease SexAl verdaut, mit dem

Klenow-Fragment behandelt, mit der Restriktionsendonuklease Notl nachverdaut und die 0,7
kBp langen 4-, HR- bzw. EJ-EGFP-cDNA-Fragmente (s. Abb. 16, I1) mit dem kommerziell
erhiltlichen Plasmid pEGFP-N1 nach Hindlll-Verdau, Klenow-Behandlung und Notl-
Nachverdau (s. Abb. 16, V1) zur Erzeugung der Vektoren pCMV-A, pCMV-HR bzw. pCMV-

EJ ligiert .
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pUC-Puro-A
UC-Puro-HR

—

Hindlll l EcoRI EcoRI

Klenow

Notl | DI W—

V2
BamHI
Puro Ahalb EcoRI

A/HR/EJ-EGFP

E pUC-Puro-Ahalb

pCMV-A

pCMV-HR
pCMV-EJ Nil
Asel St
T4- Polymerase
T4-Polymerase Nodl
Notl ot
CMV AHR/EJ-EGFP V3
131 LA ]

Puro CMV  AHR/EJ
[ I A

EcoRI

pUC-PuroCMV-A
pUC-PuroCMV-HR
pUC-PuroCMV-EJ

Abb. 16: Sequenzielle Klonierung der Vektoren pCMV-A, pCMV-HR, pCMV-EJ, pUC-Puro-Ahalb und pUC-
PuroCMV-A, pUC-PuroCMV-HR bzw. pUC-PuroCMV-EJ.

4.1.3.1.2 Klonierung des Plasmids pUC-Puro-Ahalb

Um die durch die PCR am 3’-Terminus des 4-EGFP-Gens inserierten BamHI- und EcoRI-
Erkennungssequenzen auch fiir die Kassetten aus Akzeptorgen und CMV-Promotor nutzen zu
konnen, wurde zunidchst die 3’-Hilfte des A-EGFP-Gens (s. Abb. 16) mittels der

umspannenden EcoRI-Schnittstellen im Plasmid pUC-Puro-Ahalb subkloniert. Dafiir wurde

das Plasmid pUC-Puro-A (s. 3.1.7) mit der Restriktionsendonuklease EcoRI verdaut und das
0,5 kBp lange 3’-terminale A-EGFP Fragment isoliert (s. Abb. 16, 12). Parallel dazu wurde
das Plasmid pUC-Puro mit der Restriktionsendonuklease EcoRI verdaut (s. Abb. 16, V2) und
der Vektor pUC-Puro-Ahalb durch Ligation hergestellt.
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4.1.3.1.3 Fertigstellung der Plasmide pUC-Puro-CMV-A, pUC-Puro-CMYV-
HR und pUC-Puro-CMV-EJ
Die Plasmide pCMV-A, pCMV-HR und pCMV-EJ (s. 4.1.3.1.1) wurden mit der

Restriktionsendonuklease Asel verdaut, mit T4-DNA-Polymerase behandelt, mit der
Restriktionsendonuklease Notl nachverdaut und die 1,3 kBp langen Fragmente, bestehend aus
dem CMV-Promotor und je einem der Rekombinationsakzeptoren 4-, HR- oder EJ-EGFP,

isoliert (s. Abb. 16, 13). Diese Fragmente wurden mit dem Vektoranteil von pUC-Puro-Ahalb

(s. 4.1.3.1.2) ligiert, nachdem dieser mit der Restriktionsendonuklease Nsil geschnitten, mit
T4-DNA-Polymerase behandelt und mit der Restriktionsendonuklease Nofl nachgeschnitten
worden war (s. Abb. 16, V3), sodass die Plasmide pUC-Puro-CMV-A, pUC-Puro-CMV-HR

bzw. pUC-Puro-CMV-EJ mit vollstindiger Akzeptor-Kassette entstanden.

4.1.3.2 Fertigstellung der Rekombinationsvektoren pSxEsGal4-1-
ScelbPuroCMV-A, p5xEsGal4-I-ScelbPuroCMV-HR und p5xEsGal4-1-
ScelbPuroCMV-EJ

pUC-PuroCMV-A
pUC-PuroCMV-HR
pUC-PuroCMV-EJ

pSxEsGal4-I-Scel

BamHI l BamHI
I A
———» —> —»
5‘LTR Puro CMV A/HR/EJ  Gal4 I-Scel N‘-EGFP 3‘°LTR
—_— ] — B

p5xEsGal4-I-Scel-PuroCMV-A
p5xEsGal4-I-Scel-PuroCMV-HR
p5xEsGal4-I-Scel-PuroCMV-EJ

Abb. 17.: Klonierung der Rekombinationsvektoren pSxEsGal4-1-ScelbPuroCMV-A, pSxEsGal4-1-
ScelbPuroCMV-HR und p5xEsGal4-I-ScelbPuroCMV-EJ. Die blauen Pfeile geben die Transkriptions-
richtungen an und der graue die Lesrichtung des Donors auf dem retroviralen Vektor in 5° zu 3’ Richtung.

Die Plasmide pUC-PuroCMV-A/-HR/-EJ (s. 4.1.3.1.3) wurden mit der Restriktions-
endonuklease BamHI verdaut und die 2 kBp langen Fragmente, bestehend aus dem
Puromycin-Resistenz-Gen, dem CMV-Promotor und je einem der Rekombinationsakzeptoren

4, HR- oder EJ-EGFP, jeweils mit der retroviralen Rekombinationsvektorvorstufe



Ereebnisse 74

pSxEsGal4-1-Scel (s. 4.1.2.2.3.1) nach Linearisierung mit BamHI zur Generierung der finalen
Rekombinationsvektoren p5xEsGal4-I-ScelbPuroCMV-A, p5xEsGal4-I-ScelbPuroCMV-HR
bzw. pSxEsGal4-1-ScelbPuroCMV-EJ ligiert (s. Abb. 17).

4.1.3.3  Fertigstellung der retroviralen Rekombinationsvektoren
pSxEsCMV-HygbPuroCMV-A, pSxEsCMV-HygbPuroCMV-HR und

pSxEsCMV-HygbPuroCMV-EJ
Die Plasmide pUC-PuroCMV-A, pUC-PuroCMV-HR und pUC-PuroCMV-EJ wurden mit der

Restriktionsendonuklease BamHI verdaut und die 2 kBp langen Fragmente, bestehend aus
dem  Puromycin-Resistenz-Gen, @~ dem  CMV-Promotor und je einem  der
Rekombinationsakzeptoren 4-, HR- oder EJ-EGFP mit der Rekombinations-Vektorvorstufe
pSxEsCMV-Hyg (s. 4.1.2.2.2) nach Restriktionsverdau mit BamHI zur Fertigstellung des
Rekombinationsvektors pSxEsCMV-HygbPuroCMV-A, p5xEsCMV-HygbPuroCMV-HR
bzw. pSxEsCMV-HygbPuroCMV-EJ ligiert (s. Abb. 18).

pUC-PuroCMV-A
pUC-PuroCMV-HR
pUC-PuroCMV-EJ]

BamHI lBamHI
] [ A
—> P N
5‘LTR Puro CMV  WHR/EJ CMV Hygro N“-EGFP 3‘LTR

A R |

pSxEsCMV-HygbPuroCMV-A
pSxEsCMV-HygbPuroCMV-HR
p5xEsCMV-HygbPuroCMV-EJ

Abb. 18.: Ubersicht  iiber  die Klonierung der  retroviralen =~ Rekombinationsvektoren
pSxEsCMV-HygbPuroCMV-A, p5SxEsCMV-HygbPuroCMV-HR und pSxEsCMV-HygbPuroCMV-EJ. Die
blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtungen an und der graue die Orientierung des N-EGFP Gens auf dem
Rekombinationsvektor in 5° zu 3’ Richtung.
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4.1.3.4  Fertigstellung der retroviralen Rekombinationsvektoren

p5xwtsGal4-1I-Scel BpuroCMV-A, -HR und -EJ

Mit der Verwendung eines vollstindigen wtEGFP-Gens als Rekombinationsdonor (ohne
Promotor) sollte die Homologie zwischen Akzeptor- und Donor-Gen erweitert werden.

Hierfir wurde die Vektorvorstufe pSxEsGal4-1-Scel (s. 4.1.2.2.3.1) mit den

Restriktionsendonukleasen BamHI und Ncol verdaut und das 1,1 kBp lange Fragment,
bestehend aus der Gal4-Promotor-Sequenz und der /-Scel-cDNA isoliert (s. Abb. 19, I1).
Parallel dazu wurde der Vektor pSxwtEGFP (s. 4.1.4.2) mit den Restriktionsendonukleasen
BamHI und Ncol verdaut (s. Abb. 19, V1) und fiir die Herstellung des Vektors pSxwtsGal4-1-
Scel mit dem Gal4-Promotor-/-Scel-Fragment ligiert. Die Plasmide pUC-PuroCMV-A/-HR/

-EJ (s. 4.1.3.1.3) wurden mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut und die 2 kBp
langen Fragmente, bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen, dem CMV-Promotor und

einem der Rekombinationsakzeptoren 4-, HR- oder EJ-EGFP isoliert (s. Abb. 19, 12).

pSxEsGal4l-Scel

BamHI BamHI
Ncol Ncol
) [ — Vi
—»

5¢-LTR Gal4 [-Scel wtEGFP 3¢-LTR

pSxwtsGal4I-Scel

pUC-PuroCMV-A
pUC-PuroCMV-HR
pUC-PuroCMV-EJ

BamHI l BamHI
) 12| | A
5 LTR Puro CMV  AHR/EJ Gal4 I-Scel wtEGFP 3_LTR

p3xwtsGal4-I-SceIbPuroCMV-A
pSxwtsGal4-I-ScelbPuroCMV-HR
pSxwtsGal4-1-ScelbPuroCMV-EJ

Abb. 19.: Klonierung der retroviralen Rekombinationsvektoren pSxwtsGal4l-ScelbPuroCMV-A, pSxwtsGal4l-
ScelbPuroCMV-HR  und  pSxwtsGal4l-ScelbPuroCMV-EJ. Die  blauen Pfeile geben  die
Transkriptionsrichtungen an und der graue die Lesrichtung des Donors auf dem retroviralen Vektor in 5’ zu 3’
Richtung.
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Diese Fragmente wurden in den Vektor pSxwtsGal4-I-Scel durch Ligation inseriert, nachdem

dieser mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut worden war (s. Abb. 19, V2), so dass
die finalen Rekombinationsvektoren pSxwtsGal4-I-ScelbPuroCMV-A, pSxwtsGal4-1-
ScelbPuroCMV-HR bzw. p5xwtsGal4-I-ScelbPuroCMV-EJ entstanden.

4.1.3.5 Generierung des Stop-EGFP-Gens als neuem Rekombinationsdonor

Da mit dem wtEGFP-Gen als Donor trotz des Fehlens eines unmittelbar vorgeschalteten
Promotors in geringfiigigem Malle Expression beobachtet wurde, wurde das Start-Methionin
des EGFP-Gens iiber PCR durch zwei Stopkodons (TAG-TGA) ersetzt und damit die
Expression auf der Ebene der Translation vermindert. Dafiir wurde aus dem kommerziell
erhéltlichen Vektor pEGFP-N1 (s. 3.1.7) mit Hilfe der Oligonukleotide trgEGFP-1 und -2
(s. 3.1.8) ein entsprechend mutiertes 738 Bp langes EGFP-Fragment amplifiziert. Nach
Restriktionsverdau mit Xkol wurde das PCR-Fragment in den Vektor pSN-M (s. 3.1.7) nach
Ligation mit Xhol inseriert und so der Vektor pSxtrEGFP erzeugt (s. Abb. 20). Im Anschluss
wurde das Stop-EGFP-Gen mit den Oligonukleotiden EGFP-Seql-1, -3 und -4 (s. 3.1.8)

sequenziert und die Deletion des Start-Methionins sowie die Insertion der zwei Stopkodons

TAG-TGA bestitigt.

5¢ 3¢
Oligonukleotidpaar: trgEGFP-1 ¢ trgEGFP-2
; ;
1
Xhol Xhol
Xhol

‘ Xhol

Abb. 20: Ubersicht iiber die Klonierung des Vektors pSxtrEGFP. Durch die Oligonukleotide trgEGFP1 wurde
das Start-Methionin vom EGFP-Gen durch zwei Stopkodons (TAG-TGA) ersetzt und am 5’- und am
3’-Terminus je eine Xhol-Erkennungssequenz wéhrend der PCR-Amplifikation inseriert.
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4.1.3.6
pSxtrsGal4I-ScelbPuroCMV-A,

pSxtrsGal4I-ScelbPuroCMV-EJ
Der Vektor p5xEsGal4-I-Scel (s. 4.1.2.2.3.1) wurde mit den Restriktionsendonukleasen

retroviralen Rekombinationsvektoren

pSxtrsGal4l-ScelbPuroCMV-HR

Fertigstellung  der

und

BamHI und Ncol verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und das 1,1 kBp lange
Fragment, bestehend aus der Gal4-Promotor-Sequenz und der /-Scel-cDNA isoliert (s. Abb.
21, 11).

pSxEsGal4l-Scel

Sall BamHI / Ncol
Klenow Klenow
V1 [ ! —

5-LTR  Gal4 [-Scel top-EGFP  3‘-LTR

==_,_=

pUC-PuroCMV-A
pUC-PuroCMV-HR
pUC-PuroCMV-EJ

BamHI
V2 12 ] A
5¢-LTR Puro  CMV AHR/EJ  Gald I-Scel Stop-EGFP 3°-LTR
= I [ =

pSxtrsGal4-I-ScelbPuroCMV-A
p5xtrsGal4-I-ScelbPuroCMV-HR
pSxtrsGal4-I-ScelbPuroCMV-EJ

Abb. 21.: Klonierung der retroviralen Rekombinationsvektoren pSxtrsGal4l-ScelbPuroCMV-A, pSxtrsGal4l-
ScelbPuroCMV-HR und p5xtrsGal4l-ScelbPuroCMV-EJ. Die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtungen
an und der graue die Lesrichtung des Donors auf dem retroviralen Vektor in 5’ zu 3 Richtung.

Der Vektor pSxtrEGFP (s. 4.1.3.5) wurde mit der Restriktionsendonuklease Sal/l verdaut, mit
dem Klenow-Fragment behandelt (s. Abb. 21, V1) und zur Fertigstellung des Vektors
pSxtrsGal4I-Scel mit dem Gal4-Promotor-/-Scel-cDNA-Fragment ligiert . Die Plasmide pUC-

PuroCMV-A/-HR/-EJ (s. 4.1.3.1.3) wurden mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut

und die 2 kBp langen Fragmente (s. Abb. 21, 12), bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-

Gen, dem CMV-Promotor und je einem der Rekombinationsakzeptoren 4-, HR- oder EJ-
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EGFP, mit dem Vektor pSxtrsGal4l-Scel nach Restriktionsverdau mit BamHI (s. Abb. 21,
V2) zur pSxtrsGal4l-ScelbPuroCMV-A, p5xtrsGal4l-
ScelbPuroCMV-HR bzw. p5xtrsGal4l-ScelbPuroCMV-EJ ligiert.

Fertigstellung der Vektoren

4.1.3.7 Optimierte = Rekombinationsvektor-Varianten = mit einem

Hygromycin-Resistenz-Gen im Abstandhalter-Bereich

4.1.3.7.1 Vorbereitung der Rekombinationsvektorvorstufe pSxtrsHyg

Der Vektor pCMV-Hyg (s. 4.1.2.2.2) wurde mit den Restriktionsendonukleasen Nrul und
Bcgl verdaut, mit der T4-DNA-Polymerase behandelt und das 2 kBp lange Fragment,
bestehend aus dem CMV-Promotor und dem Hygromycin-Resistenz-Gen isoliert (s. Abb. 22,
I1). Das CMV-Promotor-Hygromycin-Resistenz-Gen-Fragment wurde weiter mit der
Restriktionsendonuklease HindlIll verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und das 1,4
kBp lange Hygromycin-Resistenz-Gen isoliert (s. Abb. 22, 12). Dieses Fragment wurde mit
dem Vektor pSxtrEGFP (s. 4.1.3.5) ligiert, nachdem dieser mit Sa/l geschnitten und mit dem
Klenow-Fragment behandelt worden war (s. Abb. 22, V2). Im Ergebnis wurde die
Rekombinations-Vektorvorstufe pSxtrsHyg generiert.

5¢-LTR

 § [ —
Sall HindIll
Klenow Klenow
V2 R 2

Hygro Stop-EGFP

i Nrul / Begl
T4-Polymerase

3¢-LTR

Abb. 22.: Klonierung des Vektors pSxtrsHyg.
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4.1.3.7.2 Fertigstellung der retroviralen Rekombinationsvektoren

p5xtrsSV40-HygBpuroCMV-A, -HR und -EJ
Das kommerziell erhédltliche Plasmid pEGFP-N1 (s. 3.1.7) wurde mit den

Restriktionsendonukleasen Pvull und Clal verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und
das resultierende 340 Bp lange SV40-Promotor-Fragment (s. Abb. 23, 11) mit dem HindllI-
geschnittenen und mit Klenow-Fragment-behandelten Vektor pSxtrsHyg (s. Abb. 23, V1) zur
Klonierung des Vektors pSxtrsSV40-Hyg ligiert.

HindIll
Klenow

pUC-PuroCMV-A
pUC-PuroCMV-HR
pUC-PuroCMV-EJ

l BamHI

BamHI
y2 12 | ' L A

5 ‘—i :TR Puro  CMV AHR/EJ &\/ 40 Hygro '_IStop—E GFP 3°-LTR
| |

pSxtrshSV40HygbPuroCMV-A
pSxtrshSV40HvgbPuroCMV-HR
p5xtrshSV40HygbPuroCMV-EJ

Abb. 23: Ubersicht iiber die Klonierung der Vektoren pSxtrsSV40-Hyg und p5x.tr.sSV40-HygBpuroCMV-
A/HR/EJ. Die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtungen an und der graue die Lesrichtung im Donor-Gen
in 5” zu 3’ Richtung.

Anschlieend wurden die drei Plasmide pUC-PuroCMV-A, -HR und -EJ (s. 4.1.3.1.3) mit der

Restriktionsendonuklease BamHI verdaut und die 2 kBp langen Fragmente, bestehend aus
dem Puromycin-Resistenz-Gen, dem CMV-Promotor und einem der Rekombinations-
akzeptoren A4-, HR- oder EJ-EGFP isoliert (s. Abb. 23, 12). Parallel dazu wurde der Vektor
pSxtrsSV40-Hyg mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut (s. Abb. 23, V2) und zur
Klonierung der Vektoren pSxtrsSV40-HygBpuroCMV-A, pSxtrsSV40-HygBpuroCMV-HR

bzw. pSxtrsSV40-HygBpuroCMV-EJ mit den oben beschriebenen 2 kBp langen Fragmenten

ligiert.
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4.1.4 Herstellung von Positiv-Kontrollplasmiden

Um Expression und Leuchtintensitdt von EGFP im Kontext der Rekombinationsvektoren zu
testen und um Transfektionseffizienzen fiir Rekombinationsvektoren zu bestimmen, wurde
das wtEGFP-Gen an Stelle des Rekombinationsakzeptors integriert. Im folgenden Abschnitt

werden die einzelnen, dafiir bendtigten Klonierungsschritte erldutert.

4.1.4.1 Klonierung des Vektors pSbPuro-wtEGFP

Um die Leuchtstiarke des EGFP-Proteins in Fusion mit der Puromycin-N-Acetyltransferase zu

priifen, wurde der Vektor pUC-Puro-wtEGFP hergestellt (s. Abb. 24). Hierfiir wurde das

kommerziell erhéltliche Plasmid pEGFP-N1 (s. 3.1.7) mit den Restriktionsendonukleasen
Ncol und Notl verdaut und das resultierende 725 Bp lange EGFP-cDNA-Fragment (s. Abb.
24, 11) mit dem Plasmid pUC-Puro-A (s. 4.1.2.2.1) nach Verdau mit den
Restriktionsendonukleasen Ncol und Notl (s. Abb. 24, V1) ligiert.

pUC-Puro-A M
Ncol l Ncol
Notl Notl
Vi P
Puro wtEGFP
(pUC-Puro-wtEGFP)
BamHI L BamHI
2| | | V2
—»
5¢-LTR Puro wtEGFP 3-LTR
E
i pSb-Puro-wtEGFP ;

Abb. 24: Ubersicht iiber die Klonierung des Vektors pSbPuro-wtEGFP. Der blaue Pfeil gibt die
Transkriptionsrichtung in 5’- zu 3’-Richtung an.

Das Plasmid pUC-Puro-wtEGFP wurde mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut

und das 1,3 kBp lange Fragment, bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen und der
wtEGFP-cDNA (s. Abb. 24, 12) mit dem BamHI verdauten retroviralen Vektor pSN-M
(s. Abb. 24, V2) ligiert, was in der Klonierung des Vektors pSbPuro-wtEGFP resultierte.
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4.1.4.2 Klonierung der Vektoren pSxwtEGFP und pSnwtEGFP
Um die EGFP-Expression unter der Kontrolle des MPSV-5’-LTRs zu priifen, wurden die

Vektoren pSxwtEGFP und pSnwtEGFP erzeugt. Hierfiir wurde das kommerziell erhéltliche

Plasmid pEGFP-NI1 (s. 3.1.7) mit den Restriktionsendonukleasen Agel und Nofl verdaut, mit
dem Klenow-Fragment behandelt und das 0,7 kBp lange wtEGFP-cDNA-Fragment mit dem
retroviralen Vektor pSN-M (s. 3.1.7) nach Restriktion mit Xkol (pSxwtEGFP) bzw. mit Notl
(p5SnwtEGFP) und nach Klenow-Fragment-Behandlung ligiert (s. Abb. 25).

Xhol oder l AgKell / Notl
Notl enow
. [

—»
5¢-LTR wtEGFP 3*-LTR

"

SxwtEGFP
pSnwtEGFP

Abb. 25: Klonierung der Vektoren pSxwtEGFP und pSnwtEGFP. Der blaue Pfeil gibt die Transkriptions-
richtung an.

4.1.4.3 Klonierung des Vektors pSbPuro-CMV-wtEGFP

Um die EGFP-Expression unter der Kontrolle des CMV-Promotors im Kontext des

retroviralen Vektors pSN-M (s. 3.1.7) zu priifen, wurde der Vektor pSbPuro-CMVwtEGFP

hergestellt (s. Abb. 26). Hierfiir wurde das kommerziell erhéltliche Plasmid pEGFP-N1
(s. 3.1.7) mit den Restriktionsendonukleasen X%ol und Notl verdaut und das 0,8 kBp lange
EGFP-cDNA-Fragment (s. Abb. 26, 11) mit dem Plasmid pUC-PuroCMV-A (s. 4.1.3.1.3)
nach Restriktion mit XAiol und Notl (s. Abb. 26, V1) ligiert, was in der Klonierung des
Vektors pUC-PuroCMV-wtEGFP resultierte. AnschlieBend wurde das Plasmid pUC-
PuroCMV-wtEGFP mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut und das 2 kBp lange

Fragment, bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen, dem CMV-Promotor und der
wtEGFP-cDNA (s. Abb. 26, 12) mit dem retroviralen Vektor pSN-M nach BamHI-Verdau (s.
Abb. 26, V2) ligiert.
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Abb. 26: Klonierung der Vektoren pUC-PuroCMV-wtEGFP und pSBpuro-CMV-wtEGFP. Die blauen Pfeile
geben die Transkriptionsrichtungen in 5°- zu 3’-Richtung an.

4.1.5 Herstellung von Negativ-Kontrollplasmiden und NHEJ-Plasmid

Rekombinationsvektoren mit nur einem der beiden mutierten EGFP-Gene als
Rekombinationsakzeptor, also ohne Donor, wurden mit oder ohne Abstandhalter erzeugt, um
sie fiir Negativ-Kontrollen bei der Rekombinationsratenbestimmung heranzuziehen. Fiir den
Fall, dass an der Akzeptorposition das EJ-EGPF-Gen positioniert war, wurde der donorfreie

Vektor nicht fiir Negativkontrollen sondern fiir NHEJ-Bestimmungen eingesetzt.

4.1.5.1 Klonierung der Negativ-Kontroll- bzw. NHEJ-Vektoren ohne Donor
und ohne Abstandhalter
Die Plasmide pUC-PuroCMV-A/-HR/-EJ (s. 4.1.3.1.3) wurden mit der Restriktions-

endonuklease BamHI verdaut und die 2 kBp langen Fragmente, bestehend aus dem
Puromycin-Resistenz-Gen, dem CMV-Promotor und einem der Rekombinationsakzeptoren
A, HR- oder EJ-EGFP mit dem BamHI-verdauten retroviralen Vektor pSN-M ligiert, sodass
die Negativ-Kontrollvektoren pSbPuroCMV-A bzw, pSbPuroCMV-HR und der NHEJ-Vektor
pSbPuroCMV-EJ generiert wurden (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Ubersicht iiber die Klonierung der Vektoren pSbPuroCMV-A, p5bPuroCMV-HR und p5bPuroCMV-
EJ. Die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtungen der Proteine an.

4.1.5.2 Klonierung der Negativ-Kontroll- bzw. NHEJ-Vektoren ohne Donor

und mit Abstandhalter
Der Vektor p5xEsGal4-I-Scel (s. 4.1.2.2.3.1) wurde mit den Restriktionsendonukleasen

BamHI und Ncol verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt und das 1,1 kBp lange
Fragment, bestehend aus dem Gal4-Promotor und der /-Scel-cDNA (s. Abb. 28, I1) mit dem
Xhol-verdauten und Klenow-Enzym-behandelten retroviralen Vektor pSN-M (s. Abb. 28, V1)
ligiert, sodass der Vektor p5xGal4-I-Scel kreiert wurde. Parallel dazu wurden die Plasmide

pUC-PuroCMV-A/-HR/-EJ (s. 4.1.3.1.3) mit der Restriktionsendonuklease BamHI verdaut

und die 2 kBp langen Fragmente, bestehend aus dem Puromycin-Resistenz-Gen, dem CMV-
Promotor und einem der Rekombinationsakzeptoren 4-, HR- oder EJ-EGFP (s. Abb. 28, 12)
mit dem Vektor p5SxGal4-I-Scel nach BamHI-Verdau (s. Abb. 28, V2) ligiert. Auf diese

Weise  wurden die  Rekombinationsvektor-Negativ-Kontrollplasmide  p5xGal4-I-
ScelbPuroCMV-A bzw. p5xGal4-1-ScelbPuroCMV-HR und der NHEJ-Vektor p5xGal4-I-
ScelbPuroCMV-EJ hergestellt. In diesen Vektoren verblieb /-Scel/-Gen unter der Kontrolle

des Gal4-Promotors an der Abstandhalterposition ohne nachfolgenden Donor.
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Abb. 28: Ubersicht iiber die Klonierung der Vektoren p5xGal4-I-Scel und p5xGald-I-ScelbPuroCMV-A,

p5xGal4-1-ScelbPuroCMV-HR  und

p5xGal4-1-ScelbPuroCMV-EJ. Die blauen Pfeile

Transkriptionsrichtungen in 5° zu 3* Richtung an.
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4.2 Zellsysteme
4.2.1 Vorversuche

4.2.1.1 Feststellung der Selektionsbedingungen
Zur Isolierung von Klonen, die die transfizierte oder transduzierte DNA stabil in ihr zelluldres
Genom integriert tragen, wurden in Vorversuchen die optimalen Selektionsbedingungen fiir
die Zelllinien K562, TK6 und WTK1 ermittelt. Dafiir wurden die drei Zelllinien mit G418,
Hygromycin oder Puromycin infolgenden Konzentrationen in Weich-Agar kultiviert:

G418: 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 mg/ml,

Hygromycin: 0,6; 1,0; 5; 10; 20; 40 ug/ml,

Puromycin:  0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 pg/ml.
Der Versuch wurde zweimal wiederholt und die Zellen jeweils zehn Tage lang beobachtet.
Die Konzentrationen, bei denen die Zellen mindestens fiinf bis sechs Tage iiberlebt und ein
16-32-Zellstadium (entsprechen 4-5 Zellteilungen) erreicht hatten, wurden als endgiiltige
Selektionskonzentrationen gewéhlt. Die fiir K562, TK6 und WTKI1 ermittelten

Konzentrationen wurden in Tabelle 3 zusammengefasst.

Selektionsagens Zelllinie
K562 TK6 WTKI1
G418 1-1,2 mg/ml 0,4-0,5 mg/ml 0,6-0,8 mg/ml
Hygromycin 20 pg/ml 10-20 pg/ml 10-20 pg/ml
Puromycin 0,25 ug/ml 0,05 pg/ml 0,1 pg/ml

Tabelle 3: Konzentrationen von verschiedenen Selektionsagentien fiir die Zelllinien K562, TK6 und WTKI1.
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4.2.1.2 Auswahl der optimalen Transfektionsmethode

Um die optimale Transfektionsmethode zu ermitteln, wurden die Zelllinien HL60 und MethA
in einem Vorversuch mit 10 pg pEGFP-NI transfiziert bzw. ohne DNA gleichbehandelt. Die
Transfektionseffizienz wurde 24 h nach Transfektion sowohl am Immunfluoreszenz-
Mikroskop als auch am Durchflulzytometer ermittelt. Dabei wurde untersucht, welche der
unter 3.2.2.3 (Material und Methoden) beschriebenen Transfektionsmethoden fiir die
getesteten Zelllinien am effizientesten ist. Hierbei erwies sich die Elektroporationsmethode
fiir Suspensionskultur-Zellen am geeignetsten, da durch alternative Methoden 0 % der Zellen
transfiziert wurden. Zur Ermittlung der optimalen Elektroporationsbedingungen wurden die
Zelllinien MethA, HL60, K562, TK6 und WTKI1 bei 1050 pF und bei verschiedenen
Stromstirken (200; 220; 240; 260; 280 und 300 V) elektroporiert. 24 h nach Elektroporation
wurden die Transfektionseffizienzen am DurchfluBzytometer (FACS-Calibur) im FL1-Kanal
analysiert. Bei der Auswertung der Daten wurden die FL1-Histogramme der Zellen, die ohne
DNA (Negativkontrolle) elektroporiert wurden, von denen, die mit dem Plasmid pEGFP-N1
transfiziert wurden, abgezogen und damit die Transfektionseffizienzen als relative Anzahl der
griinfluoreszierenden Zellen ermittelt. Die fiir die verschiedenen Zelllininen bei

unterschiedlichen Stromstarken ermittelten Transfektionseffizienzen wurden in der Tabelle 4

zusammengefasst.
Transfektionseffizienz (%)
Spannung (V) MethA HL60 K562 TK6 WTK1
200 2,67 2,93 34,21 41,43 49,98
220 5,45 8,7 39,79 43,59 59,81
240 11,27 15,67 53,83 52,72 66,81
260 16,1 41,26 51,92 53,17 74,58
280 25,75 41,57 48,97 61,26 72,43
300 18,98 31,29 28,79 51,56 64,33

Tabelle 4: Transfektionseffizienzen bei verschiedenen Spannungen. Pro Ansatz wurden 10000 elektroporierte
Zellen im FL1-Kanal am FACS-Calibur analysiert. Die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen wurde mit Hilfe
des Programms CellQuest ermittelt und in Prozent angegeben. Die Spannung, bei der fiir die jeweilige Zelllinie
hohe Transfektionseffizienzen bei gleichzeitig hoher Vitalitit gewéhrleistet wurde, wurde als optimale
Elektroporationsbedingung gewéhlt und ist jeweils in der Tabelle als graues Feld hervorgehoben.

Als optimale Spannung fiir die Elektroporation wurde diejenige gewihlt, bei der die
transfizierten Zellen im Vergleich zu den nicht transfizierten sich morphologisch am
wenigsten verdndert hatten. Unter diesen Bedingungen starben ca. die Hélfte der transfizierten
Zellen ab. Fir weitere Versuche wurden die Zelllinien MethA und HL60 bei 260 Volt, K562
bei 240 Volt, TK6 und WTK1 bei 220 Volt und einer Kapazitit von 1050 pF elektroporiert.



Ereebnisse 87

4.2.1.3 Bestimmung der Messsensitivitit am Durchflulzytometer

Es wurde beschrieben, dass spontane Rekombinationsraten (10°-10%) in embryonalen
Stammzellen aus der Maus durch die Einfiihrung eines DSBes infolge von I-Scel-Expression
bis zu 120fach erhoht werden kdnnen (Donoho et. al, 1998). In einem Vorversuch wurde hier
getestet, ob entsprechende Rekombinationsraten als einzelne griinfluoreszierende Zellen
innerhalb einer Population von nicht fluoreszierenden Zellen am DurchfluBzytometer erfasst
werden konnen. Zu diesem Zweck wurden die isogenen Zelllinien mkSA und mkSA-EGFP
durch Trypsinierung geerntet und in unterschiedlichen Mischungsverhiltnissen bis zu
1:100000 (mkSA-EGFP:mkSA) verdiinnt. Der Anteil an griinfluoreszierenden mkSA-EGFP-
Zellen wurde anschlieBend am FACS-Calibur im FL1-Kanal (Filter fiir FITC) gemessen, wie
in ausgewdhlten FL1-Histogrammen in Abb. 29 zu sehen ist. Bei der Analyse am
Durchflulzytometer wurde zuerst die Zelllinie mkSA als Negativ-Kontrolle gemessen und die
resultierende Gausskurve reprédsentativ fiir die Eigenfluoreszenz der Zellen auf dem FLI-
Histogramm ganz nach links gezogen. Zur Quantifizierung wurde auf dem FLI1-Histogramm
hinter der Eigenfluoreszenz-Gausskurve ein Marker (M1) gesetzt (s. Abb. 29) und die Daten
durch das Programm CellQuest ausgewertet (s. Tab. 5).
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Abb. 29: FL1-Histogramme zur Verdiinnungsreihe. Auf dieser Abbildung wurden FL1-Histogramme zu mkSA-,
mkSA-EGFP-Zellen und drei Verdiinnungen dargestellt. Auf der X-Achse der Diagramme wurden die FLI-
Kanal-Werte (Fluoreszenzintensititen) und auf der Y-Achse die Anzahl der Zellen aufgetragen. Griinleuchtende
Zellen wurden tiber einen Markerbereich (M1) erfasst.
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Zelltyp/Verdiinnung mkSA-EGFP-Anteil am FACS (%)

mkSA-EGFP 99,3
mkSA 0,1

1:2 55,4

1:10 11,44
1:30 4,21
1:100 1,08
1:300 0,41
1:1000 0,11
1:3000 0,05

1:10000 0,008

1:30000 0,006

1:100000 0,002

Tabelle 5: Bestimmung der Sensitivitit am FACScan. mkSA- und mkSA-EGFP-Zellen wurden als Negativ-
bzw. Positiv-Kontrolle gemessen. Bei der Messung am Durchflulzytometer wurden bis zur Verdiinnung von
1:3000 10000 Zellen und bei hoheren Verdiinnungen 50000 Zellen analysiert. In der rechten Spalte wurde die
Anzahl der griinfluoreszierenden mkSA-EGFP-Zellen in Prozent (%) angegeben.

Die Auswertung der Daten zeigte, dass Rekombinationsraten mindestens bis zu einem
Verhiltnis von 10° in Form von griinfluoreszierenden Zellen am Durchflufzytometer

analysiert werden konnen.

4.2.1.4 Etablierung der Elutriation von Leukéimiezellen

Um Rekombinationsereignisse in Abhingigkeit vom Zellzyklusstadium in lebenden Zellen
analysieren zu konnen, wurde die Trennung zyklisierender Zellen in Populationen
unterschiedlicher Zellzyklusphasen mit Hilfe der Elutriationsmethode im Vorfeld etabliert.
Fiir diesen Versuch wurde die Leukdmiezelllinie-HL60 in 500 ml-Spinner-Flaschen kultiviert
und in einem Vorversuch 10® Zellen i) bei konstanter Rotor-Geschwindigkeit von 2000 rpm
und einer DurchfluBgeschwindigkeit von 4-20 ml/min und ii) bei konstanter Durchfluf3-
geschwindigkeit von 35 ml/min und durch die schrittweise Erniedrigung der Rotor-
Geschwindigkeit von 3000 rpm auf 1000 rpm elutriiert. AnschlieBende PI-Farbung der Zellen
(s. 3.2.2.10) und die durchfluBzytometrische Analyse (s. 3.2.2.13) zeigten, dass die G1/GO-
und die S-Phase Zellen bei konstanter Rotor-Geschwindigkeit von 2000 rpm besser getrennt
werden konnten (Daten nicht gezeigt).

Um auch S- und G2/M-Phase-Zellen klar separieren zu konnen, wurde in einem weiteren
Versuch das Elutriationsprotokoll verfeinert. Dafiir wurden 10° HL60-Zellen bei der
konstanten Rotor-Geschwindigkeit von 2000 rpm und einer DurchfluBgeschwindigkeit von
2-4 ml/min in die Elutriationskammer gepumpt. Nach 10-15 min Ruhepause wurden die
Zellen durch die schrittweise Erhohung der Durchflussgeschwindigkeit von 8 ml/min auf

30 ml/min langsam aus der Kammer hinausgespiilt. Es wurden 21 Fraktionen mit jeweils
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50 ml Zellsuspension gesammelt und die Zellen nach PI-Farbung am DurchfluBzytometer
analysiert. Zur Standardisierung diente das Zellzyklusphasen-Profil von zyklisierenden HL60-
Zellen und das Profil von HL60-Zellen 24 h nach Bestrahlung mit 100 Rad, da diese in G2/M
akkumulieren (s. Abb. 30).
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Abb. 30: FL1-Histogramme zu den elutrierten HL60-Zellen. Unbestrahlte und bestrahlte HL60-Zellen wurden
nach PI-Farbung als Standards zur Zuordnung der Zellzyklusphasenpeaks gemessen. Gezeigt sind die
Fraktionen, bei denen die jeweilige Zellzyklusphase am stdrksten angreichert war. Bei der Analyse wurde der
erste Peak als G1 und der zweite als G2/M identifiziert und der Bereich zwischen den beiden Peaks als S-Phase
ausgewertet. Auf der X-Achse der Diagramme wurden die FL3-Werte (Fluoreszenzintensitit) und auf der
Y-Achse die Zellzahlen angegeben.
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Abb. 31: Ubersichtsdiagramm zu den elutrierten HL60-Zellen. Die Zellzyklusphasenanteile der HL60, die bei
den unterschiedlichen Durchflufiraten gesammelt wurden, wurden auf der X-Achse aufgetragen. Zwischen
DurchfluBgeschwindigkeiten von 14 ml/min und 30 ml/min wurden je zwei 50 ml Fraktionen gesammelt und
diese getrennt analysiert. Die durch das Programm ,,ModFit* errechneten Zellzyklusphasenanteile (G1, S, G2/M)
wurden in Prozent angegeben.
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Fiir die Zellzyklusanalyse wurden die Zellen mit PI gefarbt und pro Ansatz 10000 Zellen in
den FL2- (logarithmisch) und FL3-Kanélen (linear) des FACS-Calibur analysiert. Zuerst
wurden als Standard zyklisierende Zellen gemessen und die resultierenden Verteilungsmuster
in die Mitte der FL2- bzw. FL3-Histogramme gezogen. AnschlieBend wurden bestrahlte
Zellen und elutriierte Zellpopoulationen unter Beibehaltung dieses Auswertefensters
gemessen und Zellzyklusphasenanteile mit Hilfe der Software ,,ModFit* errechnet
(s. Abb. 30).

In Abb. 31 ist die Anreicherung der Zellpopulationen in den unterschiedlichen
Zellzyklusphasen sehr gut nachvollziehbar. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass fiir die
Zelllinie HL60 eine saubere Trennung in verschiedene Zellzyklusphasen durch Elutriation

moglich ist.

4.2.1.5 Verbesserung der retroviralen Transduktionseffizienz

Um die Transduktionseffizienz der rekombinanten Retroviren, die von der Helferzelllinie-
GaMV6 produziert und in das Medium abgegeben werden, zu steigern, wurde die adhérent
wachsende Standardzelllinie MethA mit dem Retrovirus enthaltenden Uberstand der GaMV6-
Zellen unter unterschiedlichen Bedingungen behandelt, und die Transduktionseffizienzen als
G418 Transfer Units (GTU) bestimmt. Hierfiir wurde 14 Tage mit G418 selektioniert und

anschliefend die Anzahl der Kolonien in den einzelnen Lochern der 24-Loch Platte

ausgezihlt .
GTU/ml 6 Wochen 3 Wochen
Uberstand 0 263
Lipofektamin 20 1153
Polybren 0 130
Lipo+Polybren 5 0

Tabelle 6: Bestimmung der GTU-Werte fiir Retroviren-Uberstiinde. Die Anzahl der Kolonien pro Loch und
Verdiinnung aus den Infektionen mit Virusiiberstinden aus sechs bzw. drei Wochen passagierten Helferzellen
GaMV6 wurden ausgezihlt. Die GTU-Werte zu den infektiosen Uberstinden wurden errechnet und die
Ergebnisse zusammengefasst. Lipo: Lipofektamin.

Um die optimalen Produktionsbedingungen zu ermitteln, wurden drei und sechs Wochen alte
GaMV6-Zellen miteinander verglichen. Zusdtzlich wurde untersucht, ob die Zugabe von
Lipofektamin (4 pg/ml) und/oder Polybren (8 pg/ml) eine Verdnderung der
Transduktionseffizienz zur Folge hat. In Tabelle 6 wurden die errechneten GTU-Werte
zusammengefasst.

Zusammenfassend liess sich beobachten, dass die Transduktionseffizienz, ausgedriickt in

GTU/ml, der GaMV6-Zell-Uberstande héher lag, wenn die Helferzelllinie frisch aufgetaut
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war. Die Zugabe von Lipofektamin hatte eine vierfache Erhohung, jedoch die Zugabe von

Polybren eine Verringerung zur Folge.

4.2.2 Etablierung eines Zellsystems zur Expression von Proteinen in

Abhiingigkeit von Ostradiol

Um die Moglichkeit zu schaffen, dass bestimmte Proteine zu einem gewlinschten Zeitpunkt,
also induzierbar, exprimiert werden, wurde ein von Ostradiol abhiingiges Expressions-System
ausgenutzt. Dies erschien wichtig fiir die Expression der Meganuklease I-Scel um
Rekombination gezielt initileren zu konnen, und fiir die Expression von p53, um
Wachstumshemmung bis zur Analyse zu vermeiden. Zu diesem Zweck wurden die
kodierenden Gene fiir /-Scel, humanes wip53, p53(138V) und EGFP in den pGC-Vektor
hinter den Gal4-Promotor kloniert (s. 4.1.1, Braselmann et al., 1993). Parallel dazu wurde ein

Expressionsplasmid (pMV-GalERVP) fiir den 0Ostradiol-abhingigen Transkriptionsfaktor

GalERVP (Braselmann ef al., 1993) stabil ins Genom verschiedener Zelllinien integriert und
dadurch die konstitutive GalERVP-Expression ermoglicht. Im folgenden Abschnitt wird die

Etablierung entsprechender Zelllinien ausfiihrlicher beschrieben.

4.2.2.1 Zelllinien zur konstitutiven Expression des Transkriptionsfaktors

GalERVP

Zur konstitutiven Expression des Transkriptionsfaktors GalERVP wurden die Zelllinien
K562, TK6 und WTK1 zunichst mit dem retroviralen Virusiiberstand der Helferzelllinie
GaMV6 infiziert. Da trotz dreifachen Versuchs nach 14tdgiger Selektion in G418 weder bei
Weich-Agar- (s. 3.2.2.7.2) noch bei Einzelzellklonierung (s. 3.2.2.7.2) klonales Wachstum

beobachtet werden konnte, wurden die Zelllinien mit dem retroviralen Vektor pMV-GalERVP

direkt elektroporiert. So konnten Klone der Zelllinien K562, TK6 und WTKI1 isoliert werden,
in welchen der GalERVP-Expressionsvektor ins Genom integriert worden war. Es wurden:

19 KMV Klone (K562 transfiziert mit pMV-GalERVP) mittels Weich-Agar-

Klonierung (s. 3.2.2.7.2) und

35 TMY Klone (TK6 transfiziert mit pMV-GalERVP) bzw.

32 WMV  Klone (WTKI transfiziert mit pMV-GalERVP) mittels
Einzelzellklonierung (s. 3.2.2.7.2) isoliert.
Um zu verifizieren, dass die G418-resistenten Klone auch den Transkriptionsfaktor Gal[ERVP
exprimieren, wurden die Klone in transienten Reporter-Gen-Assays getestet, indem sie mit

einem der Plasmide, welche ein CAT-, p53- oder EGFP-Gen unter der Kontrolle des Gal4-
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Promotors beinhalten, transfiziert und die Expression der entsprechenden Proteine

nachgewiesen wurden.

4.2.2.1.1 Nachweis der Gal[ERVP-AKktivitit iiber Western-Blot-Analyse

Um die transkriptionelle Aktivitit von GalERVP in den isolierten Klonen nachzuweisen,
wurden Zellen der Einzelzellklone zundchst mit pCAT-4 (erlaubt die CAT-Expression unter
der Kontrolle des Gal4-Promotors) elektroporiert und anschlieBend das Reporter-Molekiil
CAT im CAT-ELISA (s. 3.2.2.4) nachgewiesen. Da jedoch im Vergleich zur elterlichen
Zelllinie keine bis sehr geringe Unterschiede in der CAT-Expression beobachtet werden
konnten (Daten nicht gezeigt), wurden im néchsten Schritt Reporter-Molekiile im Western-
Blot nachgewiesen.

So wurden KMV-Klone (p53™) und die elterliche Zelllinie K562 (p53™, GalERVP-Negativ-
Kontrolle) mit je 10 pg des Plasmids wtp53 in pGC (s. 4.1.1.3) elektroporiert. Die

Elektroporationsansitze wurden auf zwei 6 cm-Platten verteilt, sodass in jeweils der Halfte
jedes Ansatzes nach Elektroporation durch die Zugabe von 2 pM Ostradiol GalERVP
aktiviert werden konnte. Die induzierten und uninduzierten Zellen wurden anschlieend
geerntet und die Ostradiol-abhéngige Expression des Proteins p53 durch Western-Blot-

Analyse getestet (s. 3.2.3.6, s. Abb. 32).

Klone +Ko. -Ko.
KMV5 KMV16 KMV18 KMV9 KMV10 TK6 K562

Ostradiol: -+ -+ -4 -+ - _
5 e —— e

Abb.32: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der stabilen Expression des Transkriptionsfaktors GalERVP. Die
fir 24 h mit Ostradiol induzierten (+) und uninduzierten (-) Proben wurden im 10%igen SDS-PAGE
elektrophoretisch getrennt, elektrotransferiert und die p53-Banden mit dem primédren Antikdrper DO1 detektiert.
TK6-Totallysat wurde als Positiv-Kontrolle (+Ko.) und mit wtp53 in pGC transfizierte K562-Zellen als Negativ-
Kontrolle (-Ko.) fiir die p53-Expression aufgetragen.

Im Gegensatz zum kommerziell erhédltlichen CAT-ELISA wurde durch Western-Blot-Analyse
eindeutig gezeigt, dass p53 nur in den isolierten Klonen exprimiert wird und dass der Klon
KMVS5 eine sehr hohe Expression nach Induktion und extrem geringe Expression in
Abwesenheit von Ostradiol  erlaubt. Dariiberhinaus bewahrte Klon KMVS5 seine
Induzierbarkeit tiber Monate in Kultur, weshalb er fiir die weiteren Versuche ausgewihlt

wurde.
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4.2.2.1.3 Nachweis der GalERVP-AKktivitiat iiber EGFP-Fluoreszenz

Da TK6 und WTK1-Zellen endogen wtp53 bzw. p53(2731) exprimieren, wurde der Nachweis
der GalERVP-Aktivitit in den TMV- und WMV-Klonen iiber EGFP-Expression am
FACScan bestimmt. Dafiir wurden die Zelllinien K562, TK6, WTK1, der Klon KMV5, und
unterschiedliche TMV- bzw. WMV-Klone mit je 10 pg des Plasmids EGFP in pGC

(Klonierung s. 4.1.1.1) elektroporiert. Die Ansdtze wurden auf zwei Platten verteilt und 24 h
nach Transfektion die Hilfte durch Zugabe von 2 uM Ostradiol induziert. 24 h nach der
Induktion wurde die EGFP-Expression in induzierten und uninduzierten Zellen am FACS-
Durchflulzytometer gemessen. Dabei wurden die elterlichen Zelllinien K562, TK6 und
WTKI1 als Negativ-Kontrollen und der Klon KMVS5 als Positiv-Kontrolle eingesetzt. Die
Transfektionseffizienz wurde parallel dazu durch Elektroporation der elterlichen Zelllinien
mit 10 pug des kommerziell erhéltlichen Plasmids pEGFP-N1 ermittelt.

Zu Beginn der Analyse am FACS-Calibur wurde mit Hilfe der Negativ-Kontrollen die
Eigenfluoreszenz der Zellen in Form einer Gausskurve im FL1-Histogramm identifiziert und
diese Kurve ganz nach links auf der X-Achse gezogen. Ab der abfallenden Schulter der
Gausskurve wurde dann der Intensititsbereich fiir griinfluoreszierende Zellen per Marker
(M1) definiert und fiir die weiteren Analyse der Proben angewandt. Pro Ansatz wurden 10000
Zellen untersucht und der Anteil an griinfluoreszierenden Zellen mit Hilfe des Programms
CellQuest oder WinMDI 2,8 automatisch errechnet. In  Abb. 33 sind die FL1-Histogramme
zu reprasentativen Klonen mit den dazugehdrigen Kontrollen gezeigt. Die Kontrollen wurden
reprasentativ nur fiir WTK1 gezeigt (Transfektion ohne DNA oder mit pEGFP-N1), weil fiir
TK6 vergleichbare Expression des Reporter-Gens nachgewiesen wurde.

Mit dieser Methode wurde bestitigt, dass der Klon KMV5 die Expression unter der Kontrolle
eines Gal4-Promotors mit deutlichem Induktionseffekt (vierfach) unterstiitzt. Leider zeigte
keiner der getesteten TMV-Klone von GalERVP abhingige Expression des Transgens.
WMV-Klone zeigten im Durchschnitt nur eine 1,4fache Expressionssteigerung in
Abhingigkeit von Ostradiol, wobei die elterliche Zelllinie WTK1 im Griinfluoreszenz-
Bereich Fluoreszenz aufwies und somit ein ungiinstiges Signal/Rausch-Verhiltnis vorlag. Aus
diesen Griinden wurden TMV- und WMV Klone nicht flir weitere Bestrebungen zur

Etablierung induzierbarer Zellklone verwendet.
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Abb. 33: FL1-Histogramme zu den verschiedenen Zelllinien. A: K562 und KMV5, B: TK6, TMV1 und TMV15
und C: WTK1, WMV24 und WMV31, die nach Elektroporation mit dem Plasmid EGFP in pGC mit (+) oder
ohne (-) Ostradiol inkubiert wurden. Zusitzlich gezeigt sind FL1-Histogramme zu WTK 1-Zellen, die ohne DNA
(Negativ-Kontrolle) bzw. mit pEGFP-N1 (Positiv-Kontrolle) behandelt wurden (B). Im M1-Bereich wurden
griinfluoreszierende Zellen quantifiziert und als prozentuale Anteile der Gesamtzellzahl angegeben. Auf der
X-Achse der Diagramme sind FL1-Werte und auf der Y-Achse die Zellzahlen eingetragen.
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4.2.3 Zelluliire Verteilung von ektopisch exprimierter Meganuklease I-Scel
Um sicherzustellen, dass I-Scel nach Expression in den von uns eingesetzten menschlichen
Zellen in den Kern importiert wird, wurde die Zelllinie K562 mit 10 pg des Plasmids
pCMV-I-Scel bzw. ohne DNA elektroporiert. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 24 h und
anschlieender Zellfraktionierung (s. 3.2.3.2) wurden die Zellen fiir die Western-Blot-
Analyse geerntet (s. 3.2.3.6). Die Proteine wurden im 15%igen SDS-PAGE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und I-Scel mit Hilfe des Primér-Antikorpers antiHA-tag
detektiert. In Abb. 34 wurde die dazu-gehorige Western-Blot-Analyse gezeigt.

K562/ohne DNA K562/pCMV-I-Scel
e © e
SN P S PO R S PO SR Totallysat
; — — <> B [-Scel

Abb. 34.: Western-Blot-Analyse zur I-Scel-Verteilung in K562-Zellen. Totallysat von mit pCMV-I-Scel
transfizierten K562-Zellen wurden als Kontrolle aufgetragen. P1: Kernfraktion, Ul: Uberstand des zweiten
Waschschrittes zur Kernfraktion, P100: Partikuldre zytoplasmatische Fraktion, S100: Losliche zytoplasmatische
Fraktion. Als GroBenstandard wurde der Marker 7B benutzt.

Durch dieses Fraktionierungsexperiment und anschlieBende Western-Blot-Analyse wurde

eindeutig gezeigt, dass das Protein [-Scel in K562-Zellen ausschlieBlich im Kern zu finden ist.

4.2.4 Etablierung eines zelluliren Test-Systems zur Bestimmung von

Rekombinationsraten
Um Rekombinationsereignisse an den unter 4.1 generierten Substraten im chromosomalen
Kontext untersuchen zu konnen, wurden KMV5-Zellen in drei getrennten Ansitzen mit je
10 pg der retroviralen Rekombinationsvektoren (s. Abb. 35):

pSxEsGal4-I-ScelbPuro-A,

pSxEhI-ScelRESswtp53Gal4bPuro-A und

pSxEhI-ScelRESsp53(138V)Gal4bPuro-A elektroporiert.

14 Tage nach Selektion mit Puromycin (s. Tab. 3) in Weich-Agar (s. 3.2.2.7.2) wurden pro
Transfektionsansatz 10 Klone isoliert. Die 0stradiol-abhdngige Expression der Proteine [-Scel,
wtp53 oder p53(138V) und damit die Integration des transfizierten Rekombinationsvektors

wurde durch die Western-Blot-Analyse nachgewiesen.
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Abb. 35.: Schematische Darstellung der retroviralen Rekombinationsvektoren. A: pSxEsGal4-1-ScelbPuro-A. B:
pSxEhI-ScelRESswtp53Gal4-bPuro-A und pSxEhI-ScelRESsp53(138V)Gal4-bPuro-A. Blaue Pfeile zeigen die
Transkriptionsrichtung an, der graue gestrichelte Pfeil die Orientierung der N’-EGFP-cDNA in 5° zu 3’
Richtung. Puro: Puromycin-Resistenz-Gen. A-EGFP: Rekombinationsakzeptor. Gal4: Gal4-Promotor. IRES:
internal ribosomal entry site. N’-EGFP: Rekombinationsdonor.

4.2.4.1 Nachweis der Transgen-Expression nach genomischer Integration

des retroviralen Rekombinationsvektors
Um die Funktionalitit der Expressionskassetten von stabil ins Genom integrierten
Rekombinationsvektoren in isolierten Klone nachzuweisen, wurde die GalERVP-Aktivitit in

den Klonen mit Ostradiol induziert und die Expression der nachgeschalteten Proteine I-Scel,

des humanen wtp53 bzw. p53(138V) durch Western-Blot-Analyse (s. 3.2.3.6) bestitigt.

A Klon: 2 3 4
Ostradiol: - + - + - +
I-Scel (31 kDa)—p|

B Klon: 3 8 9
Ostradiol: - + - + - +
wtp53—»

C Klon: 2 3 4 6 7 8
Ostradiol: - + - + - + - + - + - +

D

p53(138V)y—» | itm

Abb. 36.: Western-Blot-Analyse der KMV5-Klone mit stabil integriertem Rekombinationsvektor. Gezeigt sind
in A: die positiven Klone I-Scel-A2 und -A3 und der negative Klon -A4, die nach Transfektion mit dem Plasmid
pSxEsGal4-1-ScelbPuro-A isoliert wurden, B: die positiven Klone hwtp53-A3 und -A9 und der negative Klon
-A8, die nach Transfektion mit dem Plasmid pS5xEhI-ScelRESswtp53Gal4bPuro-A isoliert wurden, C: die
positiven Klone p53(138V)-A2, -A3, -A7 und -A8 und der negative Klon -A4, die nach Transfektion mit dem
Plasmid pSxEhI-ScelRESsp53(138V)Gal4bPuro-A isoliert wurden.

Zur Detektion von [-Scel, von wtp53 und von p53(138V) wurden die Klone mit bzw. ohne
Ostradiol (2 uM) fiir 24 h inkubiert und anschlieBend fiir die Western-Blot-Analyse geerntet.
Nach elektrophoretischer Trennung der Proteine in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel und
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Membrantransfer wurde die Lage des wtp53 bzw. p53(138V) mit Hilfe des Primér-
Antikorpers DO1 und die des [-Scel mit antiHA-tag detektiert (s. Abb. 36).

In den mit den Vektoren p5SxEhI-ScelRESswtp53GaldbPuro-A und pSxEhI-
ScelRESspS53(138V)Gal4bPuro-A (s. 4.1.2.2.3.2.2) transfizierten Klonen (wtp53-A9 und
p53(138V)-A3) wurde trotz klarer wtp53- bzw. p53(138V)-Expression keine I-Scel-

Expression nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Auch nach Immunprézipitation (s. 3.2.3.2)
mit ungekoppelter oder mit antiHA-tag gekoppelter Affinitdtsmatrix und Western-Blot-
Analyse konnte keine I-Scel-Expression demonstriert werden. Da auch in KMV5-Zellen, die

mit den Plasmiden wtpS3IRES-I-Scel in pGC und p53(138V)IRES-I-Scel in pGC (s. 4.1.1.4)

transient transfiziert und fiir 24 h mit und ohne Ostradiol (2 pM) inkubiert worden waren,
[-Scel nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt), muss davon ausgegangen
werden, dass beim hier angewandten Vektordesign eine effiziente Translationsinitiation im
IRES-Element nicht mdglich war.

Insgesamt wurden durch die Klonierung zwei [-Scel, zwei wtp53 und fiinf p53(138V)

exprimierende und durch Ostradiol in der Expression induzierbare Klone gesichert.

4.2.4.1.1 Transkriptionelle Transaktivierung durch p53

Zur ndheren Charakterisierung der unter 4.2.4.1 als p53-positiv identifizierten Klone wurde
das ektopisch exprimierte wtp53 auf seine Transaktivierungsfunktion gegeniiber den
klassischen Zielgenen p27 und MDM?2 (Levine, 1997) hin untersucht. Fiir dieses Experiment
wurden die Zelllinie K562, der GalERVP-exprimierende Klon KMV5 und die davon
abgeleiteten Klone I-Scel-A2, wtp53-A9 und p53(138V)-A3 jeweils mit und ohne Ostradiol
(2 uM) behandelt und fiir 24 h bei 30 °C bzw. 39 °C inkubiert.

Die Western-Blot-Analyse bestitigte, dass die p53-Expression von Ostradiol abhingig ist
(s. Abb. 37). In Ubereinstimmung mit publizierten Daten lieB sich auBerdem ablesen, dass die
Expressionsraten von MDM2 und p21 bei 30 °C in KMV5-Zellen und abgeleiteten Klonen
unabhiingig von p53 sind, also MDM2 und p21 bereits durch die Zugabe von Ostradiol
hochreguliert wurden (Karlson et al., 1997). Bei 39 °C konnte hingegen eine von wtp53
abhéngige Expression des Proteins p21 eindeutig nachgewiesen werden. Eine von wtp53

abhingige MDM2-Expression bei 39 °C war demgegeniiber weniger eindeutig nachweisbar.
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Abb. 37: Western-Blot-Analyse zu den Klonen I-Scel-A2, wtp53-A9 und p53(138V)-A3 nach Kultivierung mit
(+) oder ohne (-) Ostradiol bei der entsprechenden Temperatur. Nach elektrophoretischer Trennung der Proteine
in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel und Membrantransfer wurde jeder Blot in drei horizontale Teile geschnitten,
so dass die MDM2- (110 kDa), p21- (21 kDa) und p53-Banden (53 kDa) getrennt wurden (Orientierung nach
Proteinmarker 7B). Zum Nachweis von MDM2, p21 bzw. p53 wurden die Blot-Streifen mit den Primér-
Antikorpern anti-hMDM?2, anti-hp21(WAF-1) bzw. DO1 (s. 3.1.6) inkubiert.

4.2.4.1.2 Bestimmung der minimalen Ostradiol-Konzentration fiir die

GalERVP-Aktivitit

Fiir einige Zellen wurde beschrieben, dass die Zugabe von Ostradiol in mikromolaren
Konzentrationen zum Zellzyklusarrest fithren kann (Karlson et al., 1997). Obwohl fiir die
Zelllinie K562 und den Klon KMVS5 im Rahmen dieses Projekts keine
Wachstumsverinderungen nach der Zugabe von Ostradiol nachgewiesen wurden, sollte diese
Gefahr minimiert werden, indem fiir Analysen mit den Klonen I-Scel-A2, wtp53-A9 und
p53(138V)-A3 die minimalen Ostradiol-Konzentrationen bestimmt wurden.

Fiir diesen Versuch wurden pro Klon jeweils 10° Zellen/Platte mit 2,1,0,5,0,25, 0,125 und
0,05 uM Ostradiol behandelt und je ein Ansatz als Negativ-Kontrolle unbehandelt belassen.
Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37 °C inkubiert und die Expression der Proteine I-Scel bzw.
p53 durch Western-Blot-Analyse wie oben beschrieben gepriift (s. Abb. 38).
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Abb. 38: Western-Blot Analyse zur Bestimmung der minimalen Ostradiol-Konzentration. Gezeigt sind die
I-Scel- und p53-Expressionsmuster fiir die Klone I-Scel-A2, hwt.p53-A9 und hts-p53(138.Val)-A3. TK6-
Totallysat wurde als Negativ-Kontrolle und Lysat aus mit pCMV-I-Scel transfizierten K562-Zellen als Positiv-
Kontrolle fiir die I-Scel-Expression aufgetragen.

Im Ergebnis zeigte sich, dass die Zugabe von 50 nM bis 2 uM Ostradiol eine in der Menge
vergleichbare Expression der Proteine I-Scel und wtp53 unter der Kontrolle des Gal4-
Promotors bewirkt. Fiir Klon p53(138V)-A3 wurde erst zwischen 0,125-0,25 pM maximale
Expression von p53(138V) sichtbar. Aus diesem Grund wurde fiir alle weiteren Experimenten

200 nM Ostradiol als Induktions-Konzentration gewihlt.

4.2.4.1.3 Charakterisierung der Proteinakkumulation nach Ostradiol-

Induktion

Um fiir die anschlieBenden Rekombinationsversuche den Expressionsverlauf der bei der
Rekombination involvierten Proteine p53 und I-Scel zu beschreiben, wurden mittels Western-
Blot-Analyse (s. 3.2.3.6) und DurchfluBBzytometrie (s. 3.2.2.13) die Zeitverlaufe der Protein-

Expression nach Ostradiol-Gabe untersucht.

4.2.4.1.3.1 Zeitverliufe der Protein-Expression nach Ostradiol-Gabe in der

Western-Blot-Analyse

Zur Beschreibung der Expressionsverldufe wurde der Klon KMV5 mit je 10 pg der Plasmide
pGC (Negativ-Kontrolle, s. 3.1.7), wtp53 in pGC (p53-Expressionsvektor in Abhidngigkeit

von GalERVP, s. 4.1.1.3) und pC53-wt; (Vektor fiir konstitutive p53-Expression unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, s. 3.1.7) elektroporiert. Pro Plasmid wurden sechs
voneinander unabhingige Ansitze hergestellt und zur Hilfte je 200 nM Ostradiol zugegeben.
Nach Inkubation bei 37 °C fiir 4 h, 6 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurden die Ansétze im
Western-Blot auf p53-Expression gepriift (s. Abb. 39).
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Abb. 39: p53-Expressionsverlauf. KMV5-Zellen wurden mit den Plasmiden pGC, wtp53 in pGC und mit
pC53-wt; elektroporiert und mit (+) und ohne (-) Ostradiol inkubiert. p53-Expression nach 4 h, 6 h, 24 h, 48 h,
72 hund 96 h wurde wie in Abb. 32 beschrieben dargestellt.

Durch die Western-Blot-Analyse konnte eindeutig gezeigt werden, dass schon 4 h nach der
Elektroporation und Ostradiol-Induktion Expression des humanen p53 sowohl unter der
Kontrolle des CMV- als auch des Gal4-Promotors erreicht wurde und die Expressionsmuster
eine Zunahme bis ca. 48 h (wtp53 in pGC) bzw. 96 h (pC53-wt;) zeigten. Die Expresssion des
humanen wtp53 in Abhéngigkeit vom Gal4-Promotor erwies sich zu jedem Zeitpunkt als

streng von Ostradiol abhiingig.

4.2.4.1.3.2 Zeitverlauf der Protein-Expression nach Ostradiol-Gabe gemiif}
FACS-Analyse

Fiir die Darstellung des Expressionsverlaufs im durch Ostradiol anschaltbaren System wurde
Klon KMV5 mit je 10 pg der Plasmide pGC (s. 3.1.7), EGFP in pGC (s. 4.1.1.1) und
pEGFP-NI1 (s. 3.1.7) wie unter 4.2.6.1 elektroporiert und mit Ostradiol (200 nM) behandelt.
Nach 1 h,2h,3h,4h,6h,24h,48 h, 72 h und 96 h wurden jeweils 30000 Zellen pro Ansatz

am FACScan (Coulter XL-MCL) analysiert. Die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen aus
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den drei voneinander unabhingigen Transfektionsansitzen (fiir 4 h, n=6) wurden gemittelt

und die Ergebnisse in Abb. 40 zusammengefasst.
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Abb. 40: Ubersichtsdiagramm zur zeitlichen EGFP-Akkumulation nach Expression unter der Kontrolle des
Gal4- oder CMV-Promotors. Das Diagramm wurde aus Mittelwerten zu KMV5-Zellen, die mit pEGFP-N1 oder
EGFP im pGC transfiziert und mit (+) bzw. ohne (-) 200 nM Ostradiol inkubiert wurden, zusammengestellt
(n=3).

Durch dieses Experiment wurde gezeigt, dass die EGFP-Expression unter der Kontrolle des
CMV- und des Gal4-Promotors nach ca. 72 h ein Maximum erreicht, und dass unter der
Kontrolle des Gal4-Promotors im Vergleich zum CMV-Promotor nur maximal 60 % der
EGFP-Expression erreicht wird. 24-96 h nach Elektroporation wird jedoch auch in
Abwesenheit von Ostradiol EGFP-Expression in ca. 4 % der Zellen gemessen, was die
Basalaktivitdt des Gal4-Promotors ohne GalERVP-Aktivitidt in transienten Experimenten
wiederspiegelt, da auch in K562-Zellen ohne GalERVP dhnliche Basalaktivititen festgestellt
wurden (s. 4.2.2.1.3).

4.2.4.1.4 Rekombinationsmessung in I-Scel-A2-Zellen

Zur Rekombinationsmessung nach I-Scel-vermittelter Einfiihrung eines DSBs in genomisch
integrierte Substrate (s. 4.2.4) wurde der Klon I-Scel-A2 im Vergleich zu K562 und KMV5
uninduziert und induziert (200 nM Ostradiol) bei 39 °C inkubiert. 24 h, 48 h und 96 h nach
Induktion wurden pro Ansatz 30000 Zellen am Durchflulzytometer analysiert. Um die
Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen nach rekombinativer w¢EGFP-Rekonstitution
bestimmen zu konnen, wurde wie in 4.2.2.1.3 ein Messbereich (Marker M1) definiert. Die

theoretischen Rekombinationsraten wurden als prozentuale Anteile griinfluoreszierender unter
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nicht leuchtenden Zellen mit Hilfe des Programms Expo-2 errechnet. Die Mittelwerte aus je
zwei Messungen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Im Vergleich zu den Negativ-Kontrollen K562 und KMV5 wurde fiir I-Scel-A2 in dieser und
weiteren nicht gezeigten Messungen keine Zunahme der griinfluoreszierenden Zellen
beobachtet. Tatsdchlich waren die M1-Werte fiir den elterlichen Klon KMVS5 (enthélt nur den
Transaktivator GalERVP und keine Rekombinationssubstrate) hoher als fiir den Klon
[-Scel-A2 mit eindeutig nachgewiesener I-Scel-Expression. Auch die transiente Expression
von [-Scel nach Elektroporation der Klone mit dem Plasmid pCMV-I-Scel (s. 3.1.7) bewirkte
keine Zunahme des Anteils griinfluoreszierender Zellen durch Rekombination, sodass

offensichtlich die Austauschraten unter der Nachweisgrenze lagen.

Zelllinie Ostradiol 24 h 48 h 96 h
K562 - 3,51 0,85 0,20

+ 3,66 0,84 0,72

KMV5 - 4,86 1,48 0,57
+ 498 1,76 1,92

I-Scel-A2 - 424 0,95 0,29
+ 4,18 1,26 1,11

Tabelle 7: Anteil an griinfluoreszierenden Zellen nach Ostradiol-Behandlung. Angegeben sind Mittelwerte fiir
K562, KMVS5 und I-Scel-A/2 aus zwei voneinander unabhéngigen Messungen.

4.2.5 Optimierung des Test-Systems zur Messung von Rekombinationsraten
Da weder die Expression des /-Scel-Gens unter der Kontrolle des Gal4-Promotors, noch
dessen konstitutive Expression unter der Kontrolle des CMV-Promotors eine Erhhung der
griinfluoreszierenden Zellen nach sich zog, obwohl die Sequenz der Rekombinationssubstrate
vor Klonierung in den Rekombinationsvektor verifiziert worden war und die Erkennung und
Restriktion der I-Scel-Erkennungssequenz im Rekombinationssubstrat durch das kommerziell
erhiltliche Enzym Meganuklease (I-Scel) iberpriift worden war, wurden die EGFP-
Expression und -Leuchtintensitit als mogliche Limitationen des Nachweises tberpriift

(s.4.2.5.1,4.2.5.3 und 4.2.5.4).
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4.2.5.1 Fluoreszenzauswertung iiber Dot-Plot-Darstellung

Um die optimale Trennung zwischen zelluldrer Eigen- und EGFP-Fluoreszenz zu
ermOglichen, wurde die Datenauswertung geéndert, indem die Fluoreszenz der Zellen nicht
als FL1-Histogramm, sondern als Dot-Plot dargestellt wurde. Hierbei wurden die FL1-Werte
(fiir Griinfluoreszenz) gegen die FL2-Werte (fiir orange Eigenfluoreszenz) aufgetragen. 48 h
nachdem KMV5-Zellen mit je 10 pg der Plasmide pSN-M (Negativ-Kontrolle, s. 3.1.7) und
pSxwtEGFP (s. 4.1.4.2) elektroporiert worden waren, wurden je 10000 Zellen aus den

Elektroporationsansidtzen am DurchfluBzytometer analysiert.

Anteil der griinfluoreszierenden
Zellen (%
R (%) A
M1 F P
il :
- ’f! !‘. M1 1,94 0 e pSN-M
| M m
=
E G
c S
~ 5
M1, 40,28 | 41,63 2 5xwtEGFP
L e
>
FL1(EGFP) FL2 (Eigenfluoreszenz)

Abb. 41.: Vergleich der Fluoreszenzanalyse mittels Histogramm und Dot-Plot. Die Fluoreszenzsignale der mit
pSN-M (obere Abbildungen) oder pSxwtEGFP (untere Abbildungen) elektroporierten KMV5-Zellen sind auf der
linken Halfte der Abbildung durch die bisherige Darstellungsart als FL1-Histogramm und auf der rechten Héilfte
als Dot-Plot Histogramm angezeigt. Die Auswertung der M 1- und F-Bereiche wurde als Tabelle in die Mitte der
Abbildung eingefiigt. M1: Marker eins, F: Region F. Die errechneten Werte (M1 oder F) fiir die relative Anzahl
der griinfluoreszierenden Zellen sind in Prozent angegeben. Auf der linken Seite wurden auf der X-Achse der
Diagramme die FL1-Werte und auf der Y-Achse die Zellzahl und auf der rechten Seite auf der X-Achse der
Diagramme die FL2-Werte und auf der Y-Achse die FL.1-Werte fiir jede Zelle aufgetragen.

Bei der Messung wurden die fluoreszierenden Zellen entweder wie bisher im FLI1-
Histogramm innerhalb eines Markerbereichs erfasst (M1) oder iiber Region F auf dem FL1-
FL2-Dot-Plot-Histogramm errechnet (s. Abb. 41). So konnte in der Dot-Plot-
Darstellungsweise die Eigenfluoreszenz der Zellen als Wolke unter der diagonalen Achse der
Region F ausgeklammert werden.

Der Vergleich der Werte ermittelt in FL1-Histogramm versus FL1-FL2-Dot-Plot ergab, dass
durch die Dot-Plot-Darstellungsweise die griinfluoreszierenden Zellen klar von den nicht
flureszierenden getrennt werden konnten, so dass das Signal/Rausch-Verhéltnis extrem

verbessert werden konnte.
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4.2.5.2 Rekombinationsratenmessung per FACS-Dot-Plot
Nachdem die Fluoreszenz-Auswertung durch die Dot-Plot-Darstellungsweise verfeinert
worden war (s. 4.2.5.1), wurde erneut versucht Rekombinationsraten liber die Detektion
griinfluoreszierender Zellen zu bestimmen, nun per Dot-Plot (FL1 gegen FL2). Dafiir wurden
KMV5-Zellen transient mit je 10 g der folgenden retroviralen Rekombinationsvektoren und
den entsprechenden Kontrollen elektroporiert:
1. Negativ-Kontrollen:

pSN-M (s. 3.1.7),

pSxE (s. 4.1.2.1),

pSxEsGal4Scel (s. 4.1.2.2.3.1),

pSxEh-1-ScelRESswtp53Gal4 (s. 4.1.2.2.3.2.2),

pSxEh-1-ScelRESsp53(138V)Gal4 (s. 4.1.2.2.3.2.2),

*pSXxEsCMV-Hyg (s. 4.1.2.2.2) und

pSxEsCMV-HygbnGal4-1-Scel (s. 4.1.2.2.4).

2. Die Rekombinationsvektoren :
p5xEsGal4ScelbPuro-A/-HR/-EJ (s. 4.1.2.2.3.2 und 4.1.2.2.6.2),
pSxEh-I-ScelRESswtp53Gal4nPuro-A (s. 4.1.2.2.3.2.2),
pSxEh-1-ScelRESsp53(138V)Gal4nPuro-A (s. 4.1.2.2.3.2.2),
*pSxEsCMV-HygbPuro-A (s. 4.1.2.2.2) und
pSxEsCMV-HygbnGal4-1-ScelnPuro-A (s. 4.1.2.2.4).

Pro Ansatz wurden drei voneinander unabhéngige Elektroporationen durchgefiihrt und I-Scel
durch die Zugabe von 200 nM Ostradiol induziert. Fiir die mit ,,** gekennzeichneten
Vektoren wurde zur Initiation der Rekombination mit pCMV-I-Scel (s. 3.1.7) koelektroporiert
und kein Ostradiol zum Kulturmedium zugegeben. Nach Inkubation der Ansitze fiir 72 h bei
37 °C wurden 30000 Zellen am FACS-Scan (Coulter XL-MCL) analysiert (s. Abb. 42).

Mit dieser Auswertemethode betrug der Anteil an griinfluoreszierenden Zellen sowohl fiir
Ansitze mit Rekombinationsvektoren als auch fiir die Negativ-Kontrollen 0,00 %. Dies
bedeutete, dass die Rekombinationsrate unter der Nachweisgrenze und damit in diesen
Experimenten <10 lag. Dies bedeutete auch, dass die per FL1-Histogramm quantifizierten
Anteile an griinfluoreszierenden Zellen (s. 4.2.4.1.4) innerhalb des Rauschens lagen, was die

Notwendigkeit der Verfahrensoptimierung an allen Punkte sehr deutlich veranschaulichte.
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Abb. 42: Quantifizierung griinfluoreszierender Zellen im Dot-Plot nach Elektroporation mit dem
Rekombinationsvektor pSxEsGal4-1-ScelbPuro-A. Der Anteil an griinfluoreszierenden Zellen nach
Elektroporation und Kultivierung in Medium mit Ostradiol ist angegeben. Der in die KMV5-Zellen transfizierte
Vektor ist unter dem Dot-Plot schematisch dargestellt.

Insgesamt wurde also durch die Dot-Plot-Darstellungsweise eine saubere Trennung der
griinfluoreszierenden und nicht griinfluoreszierenden Zellen erreicht, jedoch waren
Rekombinationsraten mit den bislang generierten Rekombinations-Plasmiden am FACScan

nicht quantifizierbar.

4.2.5.3 Vergleich der EGFP-Expression unter der Kontrolle des 5’-LTRs
und des CMV-Promotors

Um auszuschlieBen, dass die Expression eines iiber Rekombination rekonstituierten EGFP-
Akzeptorgens durch den 5’-LTR des retroviralen Vektors nicht ausreichend fiir die Detektion
selterner Ereignisse ist, wurden die Fluoreszenzintensititen nach Expression des EGFP-Gens
unter der Kontrolle des 5’-LTRs und des CMV-Promotors verglichen.

Hierfiir wurde der Vektor pSxwtEGFP kreiert (s. 4.1.4.2), in welchem das wtEGFP-Gen
hinter dem 5°-LTR positioniert wurde.

Die Zelllinie K562 wurde dann mit den Plasmiden pEGFP-N1 (s. 3.1.7) und pSxwtEGFP
(s. 4.1.4.2) elektroporiert, wobei diese in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt und
griinfluoreszierende Zellen am DurchfluBzytometer (FACS-Calibur) zu verschiedenen Zeiten

nach Elektroporation (24 h, 48 h, 72 h, 96 h) analysiert wurden (s. Abb. 43).
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Abb. 43: Vergleich der EGFP Expression unter der Kontrolle des 5°’-LTRs und des CMV-Promotors 24 h, 48 h,
72 h und 96 h nach Elektroporation der Zelllinie-K562 mit den Plasmiden pSxwtEGFP bzw. pEGFP-N1. Pro

Ansatz wurden 10000 Zellen analysiert.
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Es zeigte sich, dass EGFP-Expression unter der Kontrolle des 5’-LTR grundsétzlich gut als
Griinfluoreszenz der Zellen am Durchflu8zytometer erfasst werden kann. Wihrend jedoch
EGFP-Expression unter der Kontrolle des CMV-Promotors bereits nach 24 h maximal war,
erreichte diese fiir den 5’-LTR erst nach 72 h ein Plateau. Zu diesem Zeitpunkt entsprach die
Expression des EGFP-Gens unter der Kontrolle des 5’-LTRs, ca. 64 % der unter der

Kontrolle des CMV-Promotors, wihrend nach 24 h ein zehnfacher Unterschied vorlag.

4.2.5.4 Bestimmung der EGFP-Leuchtintensititen fiir unterschiedliche

Expressionskonstrukte

Um zu kldren, ob moglicherweise eine zu geringe EGFP-Leuchtintensitdt fiir das Fehlen
griinleuchtender Zellen in den Rekombinationsansétzen verantwortlich war, wurde untersucht,
ob die Fusion zwischen dem Puromycin-Resistenz-Gen und dem mutierten EGFP-Gen als
Rekombinationsakzeptor die Fluoreszenzeigenschaften von EGFP beeinflusst. Hierflir wurden

die retroviralen Vektoren pSbPuro-wtEGFP (s. 4.1.4.1) und pSbPuro-CMV-wtEGFP

(s. 4.14.3) generiert, um die EGFP-Expression im Fusionsprotein versus mit
zwischengeschaltetem CMV-Promotor zu vergleichen. AnschlieBend wurden je 20 pg der
Vektoren pSN-M (s. 3.1.7), pEGFP-N1 (s. 3.1.7), pSxwtEGFP (s. 4.1.4.2), pSbPuro-wtEGFP
(s. 4.1.4.1) und pSbPuro-CMV-wtEGFP (s. 4.1.4.3) in KMV5-Zellen elektroporiert und

jeweils die Hilfte der Ansitze mit 200 nM Ostradiol versetzt, um einen mdglichen Einfluss
der Hormonbehandlung mitzuberiicksichtigen. Nach Inkubation fiir 48 h bei 37 °C wurden
jeweils griinfluoreszierende Zellen am DurchfluBzytometer Coulter XL-MCL in 30000 Zellen
pro Ansatz gezéhlt (s. Abb. 44).

Der Vergleich der EGFP-Fluoreszenzen in Abhéngigkeit von unterschiedlichen
Expressionsprinzipien zeigte, dass die Fusion von EGFP mit dem Puromycin-Resistenz-Gen
die Fluoreszenzeigenschaften des EGFP-Proteins stark reduzierte und dass dieser Effekt durch
isolierte Expression via CMV-Promotor zum grofiten Teil aufgehoben werden konnte. Diese
Beobachtung wurde gleichermaBen in Zellen mit oder ohne Ostradiol-Behandlung gemacht.
Aus diesem Grund wurden alle auf EGFP basierenden Rekombinationsakzeptoren (4-, HR-

und EJ-EGFP) hinter einen CMV-Promotor geschaltet (s. 4.1.3.1.1).
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Abb. 44.: Vergleich der EGFP-Fluoreszenzen unter verschiedenen Transkriptions- und Translationsbedingungen.
Gezeigt sind Dot-Plots zu KMV5-Zellen, die mit den folgenden Plasmiden elektroporiert wurden:
A. pEGFP-N1. B. pSxwtEGFP. C. pSN-M. D. p5bPuro-wtEGFP. E. pSbPuroCMV-wtEGFP. Die Anzahl der
griinfluoreszierenden Zellen mit Ostradiol (+O) sind in Prozent oberhalb und die schematische Darstellung des
Testkonstruktes unterhalb des jeweiligen Dot-Plots angezeigt. Die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen
wurde iiber Region F errechnet. Auf der X-Achse der Diagramme wurden die FL2-Werte und auf der Y-Achse
die FL1-Werte eingetragen.

4.2.6 Rekombinationsratenbestimmung in KMV5-Leukimiezellen

Nachdem Fluoreszenzauswertung, Promotorauswahl und Proteintranslation fiir EGFP-
basierte Rekombinationsakzeptoren optimiert worden waren, wurde weiterhin versucht die
Sensitivitdt des Systems durch Erfassung von nicht nur konservativer (kHR), sondern auch
nicht-konservativer homologer Rekombination (nkHR) zu erweitern. Hierzu wurden neue
Donor-Sequenzen (WwtEGFP bzw. Stop-EGFP) in die Rekombinationsvektoren inseriert
(s. 4.1.3.4, 4.1.3.6 und 4.1.3.7). Zur Bestimmung der Rekombinationsraten wurden diese
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Vektoren in unterschiedliche Zelllinien transfiziert und mittels I-Scel-Expression die
Rekombination initiert. Anschlieend wurden die Rekombinationsraten nach FACS-Analyse

aus der Anzahl griinfluoreszierender Zellen errechnet.

4.2.6.1 Initiation der Rekombination durch I-Scel-Expression nach

Ostradiol-Induktion
Um Rekombinationsereignisse an episomalen DNA-Substraten untersuchen zu konnen,
wurden KMV5-Leukdmiezellen mit je 10 pug der folgenden Vektoren (s. 4.1.2) elektroporiert:

1. Negativ-Kontrollvektoren mit dem jeweiligen Rekombinationsdonor und dem /-Scel-Gen:

p5xEsGal4-1-Scel, pSxwtsGal4-1-Scel und p5SxtrsGal4-1I-Scel,

2. Negativ-Kontrollvektoren mit dem jeweiligen Rekombinationsakzeptor und dem /-Scel-

Gen: p5xGal4-I-ScelbPuroCMV-A und -HR,

3. Rekombinationsvektoren fiir NHEJ mit dem EJ-EGFP-Gen an der Akzeptorposition und
dem /-Scel-Gen: p5xGal4-1-ScelbPuroCMV-EJ,

4. Retrovirale Rekombinationsvektoren mit der jeweiligen Donor-Akzeptor-Kombination und
dem [-Scel-Gen: p5xEsGal4-1-ScelbPuroCMV-A/-HR/-EJ, p5xwtsGal4-I-ScelbPuroCMV -
A/-HR/-EJ und p5xtrsGal4-1-ScelbPuroCMV-A/-HR/-EJ,

5. Positiv-Kontrollvektor mit wtEGFP-Gen an der Akzeptorposition: pSbPuroCMV-wtEGFP.

24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Transfektion und Induktion der Hailfte der Ansdtze mit

200 nM Ostradiol zur Rekombinations-Initiation mittels I-Scel-Expression wurden die
Rekombinationsraten am DurchfluBzytometer (Coulter XL-MCL) bestimmt (s. Abb. 45).

Die Anteile der griinfluoreszierenden Zellen aus mehreren Messungen wurden gemittelt und
die Mittelwerte in Tabelle 8 zusammengefasst. Um Rekombinationsraten bezogen auf
transfizierte Zellen zu erhalten, wurden diese Werte gegen die Positiv-Kontrolle korrigert und
in Abb. 46 dargestellt. In dieser Abbildung wurden im zeitlichen Verlauf die Raten fiir die
kHR (N’-EGFP) denen fir die kHR/nkHR (Stop-EGFP) fiir jeweils unterschiedliche
Akzeptorgene (4-, HR- und EJ-EGFP) gegeniibergestellt.

Da der Rekombinationsdonor im vorliegenden Vektordesign keinem Promotor nachgeschaltet
ist, wurde versucht wtEGFP als Rekombinationsdonor einzusetzen. Wie die Ergebnisse in
Tabelle 8 , #5 und Abb. 47 zeigen, erwies sich jedoch wtEGFP hierfiir als ungeeignet, da auch
in Abwesenheit eines Rekombinationsakzeptors griinleuchtende Zellen von bis zu 2 %
beobachtet wurden. Da diese vor allem nach Ostradiol-Gabe auftauchten, scheinen sie auf die

Gal4-Promotor-Aktivitét innerhalb der Abstandhalter-Region zuriickzufiihren sein.
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Abb. 45: Dot-Plots (FL1 gegen FL2) der KMV5-Zellen nach Elektroporation mit Rekombinationsvektoren. Die
hier gezeigten beispielhaften FACS-Analysen wurden 72 h nach Transfektion und Ostradiol-Gabe durchgefiihrt.
Die in diesem Experiment verwendeten Vektoren mit A-EGFP als Akzeptor sind unter jedem Dot-Plot
schematisch dargestellt und die fiir transfizierte Zellen ermittelten Rekombinationsraten jeweils oberhalb
angegeben. A: Negativ-Kontrollvektor mit N’-EGFP. B: Vektor mit N-EGFP als Rekombinationsdonor und
A-EGFP als Akzeptor. C: Negativ-Kontrollvektor mit dem Rekombinationsdonor Stop-EGFP. D: Vektor mit
Stop-EGFP als Rekombinationsdonor und A-EGFP als Akzeptor. E: Negativ-Kontrollvektor mit dem
Rekombinationsakzeptor A4-EGFP. F: Positiv-Kontroll-Plasmid mit dem wtEGFP-Gen an der Akzeptorposition.
Die im oberen Dreieck-Bereich der Dot-Plots gezdhlten Anteile griinfluoreszierender Zellen sind in Prozent
angegeben.
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Rekombinationsrate (%)

Nummer Plasmid Ostradiol 24h 48h 72h 96h
1 pSN-M - k. D. 0,0 0,0 k. D.
+ k. D. 0,0 0,0 k. D.
2 pSxE(N") - k. D. k. D. 0,2 k. D.
+ k. D. k. D. 0,2 k. D.
3 pSxtrEGFP - k. D. k. D. 0,0 k. D.
+ k. D. k. D. 0,0 k. D.

4 pSxEsGal4-1-Scel - 0,0 0,0 0,0 0,0
+ 0,0 0,0 0,0 0,0

5 pSxwtsGal4-1-Scel - 0,2 1,3 1,8 0,6
+ 2,4 5,7 6,8 2,2

6 pSxtrsGal4-I-Scel - 0,0 0,0 0,0 0,0
+ 0,0 0,1 0,1 0,0

7 pSbPuro-CMV-EJ - 0,0 0,0 0,0 0,0
+ 0,0 0,0 0,0 0,0

8 p5xGal4-1-ScelbPuro-CMV-A - 0,0 0,0 0,0 0,0
+ 0,0 0,0 0,0 0,0

9 p5xGal4-1-ScelbPuro-CMV-HR - 0,1 0,0 0,0 0,0
+ 0,1 0,0 0,0 0,0

10 p5xGal4-1-ScelbPuro-CMV-EJ - 0,0 0,1 0,2 0,1
+ 0,0 0,1 0,2 0,2

11 p5xEsGal4-1-ScelbPuro-CMV-A - 0,6 1,4 2,2 1,6
+ 0,7 1,7 3,1 2,9

12 p5xEsGal4-I-ScelbPuro-CMV-HR - 0,7 2.3 1,9 1,1
+ 0,8 2,7 2,8 2,1

13 pSxEsGal4-1-ScelbPuro-CMV-EJ - 0,1 1,0 1,4 0,5
+ 0,1 1,2 2,1 1,0

14 p5SxtrsGal4-I-ScelbPuro-CMV-A - 3,8 6,6 6,1 53
+ 4,6 7,6 7,4 7,6

15 pSxtrsGal4-1-ScelbPuro-CMV-HR - 2,2 3,8 5,9 3,0
+ 2,9 4,5 7,3 4.3

16 p5xtrsGal4-I-ScelbPuro-CMV-EJ - 09 29 5,6 2,6
+ 1,1 3,7 7,2 4,0

17 pSbPuro-CMV-EGFP - 31,0 26,7 25,8 26,2
+ 30,9 26,3 25,5 24,1

Tabelle 8: Rekombinationsraten in transient transfizierten KMV5-Zellen 24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach
Elektroporation mit Rekombinationsplasmiden. Die angegebenen Raten représentieren die Mittelwerte aus den
Anteilen griinfluoreszierender Zellen in bis zu vier unabhingigen Messungen. Die verwendeten Plasmide
gruppieren sich wie folgt: #1: Basis-Vektor. #2-3: Vektoren mit Rekombinationsdonor (Negativ-Kontrolle).
#4-6: Vektoren mit Rekombinationsdonor und dem /-Scel-Gen (Negativ-Kontrolle). #7: Negativ-Kontrollvektor
fiir NHEJ ohne [-Scel-Expression. #8-9: Negativ-Kontrollvektoren mit Rekombinationsakzeptor und I-Scel-Gen.
#10: NHEJ-Vektor mit Rekombinationsakzeptor EJ-EGFP und dem [-Scel-Gen. #11-16: Vektoren mit
Rekombinationsdonor, Akzeptor und dem /-Scel-Gen. #17 Positiv-Kontrolle. Die Rekombinationsvektoren #2
und #11-13 enthalten N-EGFP und #3 und #14-16 Stop-EGFP als Donorsequenzen. Die Vektoren #8, #11,
#14 enthalten AEGFP, #9, #12, #15 HR-EGFP und #7, #10, #13, #16 EJ-EGFP an der Akzeptorposition.
k. D.: keine Daten.

Aus diesem Grunde wurde konsequenterweise ausschlieBlich  Stop-EGFP  als
Rekombinationsdonor fiir die Bestimmung von nkHR verwendet. In Stop-EGFP ist das Start-
Methionin des wtEGFP-Gens durch zwei Stop-Kodons ersetzt (s. 4.1.3.5), sodass aufgrund
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der fehlenden Proteintranslation der Griinfluoreszenzanteil im Bereich der Nachweisgrenze

lag (s. Abb. 45 und Tab. 8, Plasmid #3 und #6).
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Abb. 46.: Zeitlicher Verlauf der rekombinativen wtEGFP-Rekonstitution nach Ostradiol-Gabe in KMVS5-
Leukdmiezellen. Die Rekonstitution der wtEGFP-Sequenz wurde fiir unterschiedliche Akzeptoren 4-, HR- und
EJ-EGFP in getrennten Diagrammen dargestellt und die Rekombinationsraten in Prozent angegeben. Die
Rekombinationsvektoren, die in KMV5-Zellen transfiziert wurden, sind iiber den Diagrammen schematisch
dargestellt. -: Vektor ohne Rekombinationsdonor (s. Tab. 9, #8-10). N’: Vektor mit N-EGFP als
Rekombinationsdonor (s. Tab. 9, #11-13). Stop: Vektor mit Stop-EGFP als Rekombinationsdonor (s. Tab. 9,
#14-16).

In den Rekombinationsexperimenten mit N-EGFP oder Stop-EGFP als Donoren betrug
schon 24 h nach Initiation der Rekombination die Akkumulation an EGFP-positiven Zellen

unter den erfolgreich transfizierten 3-15 %. Die Werte erreichten mit 30 %



Ergebnisse 113

griinfluoreszierender unter transfizierten Zellen 48-72 h ein Maximum (s. Abb. 46). In den
Negativ-Kontrollen mit donorlosen 4- und HR-EGFP-Substraten lag erwartungsgemal3 der
Anteil der griinfluoreszierenden Zellen im Bereich der Nachweisgrenze, wéahrend infolge von
NHEJ im donorlosen EJ-EGFP-Substrat 72 h nach Transfektion ein Maximum von 1 %
erreicht wurde (s. Abb. 46).
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Abb. 47: Dot-Plots (FL1 gegen FL2) zur Elektroporation von KMV5-Zellen mit wtEGFP-Donor-Vektoren. Die
Ansétze wurden 72 h nach Transfektion am Coulter XL-MCL analysiert. Die schematische Darstellung der
transfizierten Vektoren ist unterhalb und die nach Ostradiol-Gabe ermittelten Anteile fluoreszierender Zellen
oberhalb der Dot-Plots gezeigt. A: Vektor mit dem wtEGFP-Gen als Rekombinationdonor und mit dem /-Scel-
Gen. B: Vektor mit dem wtEGFP-Gen als Rekombinationsdonor, dem I-Scel-Gen und A-EGFP-Gen als
Akzeptor.

In Rekombinationsexperimenten mit Rekombinationsvektoren, welche entweder das 4-, HR-
oder das EJ-EGFP-Gen als Rekombinationsakzeptor enhielten, wurden keine signifikanten
Unterschiede beobachtet. Die Rekonstitution des wtEGFP-Gens betrug 48-72 h nach
Transfektion der KMV5-Zellen mit N’-EGFP-Donor 8-12 % und mit Stop-EGFP-Donor
28-30 %. Dies bedeutet, dass durch die Detektion von kHR und nkHR mit Stop-EGFP
gegentiber der Detektion von nur kHR mit N-EGFP in diesen humanen Leukédmiezellen eine
dreifache Steigerung der Rekombinationsraten festzustellen war.

In den hier beschriebenen transienten Rekombinationsexperimenten wurde nach Ostradiol-
Zugabe und [-Scel-Expression nur eine maximal zweifache Steigerung der
Rekombinationsraten im Vergleich zu den Ostradiol-freien Ansédtzen gemessen. Dies ist zum
einen darauf zurilickzufiihren, dass nach Elektroporation I-Scel auch basal exprimiert wird
(s. Abb. 40), und zum anderen reprisentieren nackte Plasmid-DNAs im Gegensatz zu

chromatinverpackten genomischen DNAs hochrekombinogene Strukturen dar.
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4.2.6.2 Initiation der Rekombination nach Konstitutiver I-Scel-Expression
Da mit transient elektroporierten Rekombinationsvektoren eine Basalaktivitit des Gal4-
Promotors in Abwesenheit des induzierenden Agens Ostradiol beobachtet worden war, war zu
erwarten, dass auch nach stabiler Integration der Konstrukte ins Genom eine geringe
Basalaktivitdt des Promotors und damit [-Scel-Expression vorliegen sollte. Um die damit
verbundene genomdestabilisierende Rekombinations-Aktivitit in Abwesenheit von Ostradiol
zu vermeiden, wurde statt dem I-Scel-Gen das Hygromycin-Resistenz-Gen als Abstandhalter
in die retroviralen Rekombinationsvektoren kloniert (s. 4.1.2). Zur Erprobung wurden KMV5-
Zellen mit je 10 pg der unter 1.-5. beschriebenen Vektoren (s. unten) und mit 10 pg
pCMV-I-Scel (Initiation der Rekombination durch DSB) bzw. mit 10 ug pBS (spontane
Rekombination) koelektoporiert:

1. Negativ-Kontrollvektoren mit Donor und dem Hygromycin-Resistenz-Gen: pSxEsCMV-

Hyg und p5xtrsSV40-Hyg.

2. Negativ-Kontrollvektoren mit Akzeptor: pSbPuroCMV-A/-HR.
3. NHEJ-Vektor mit EJ-EGFP-Akzeptor: pSbPuroCMV-EJ.

4. Rekombinationsvektoren mit Donor, Akzeptor und dem Hygromycin-Resistenz-Gen:
p5xEsCMV-HygbPuroCMV-A/-HR/-EJ und p5xtrsSV40-Hyg bPuroCMV-A/-HR/-EJ.
5. Positiv-Kontrollvektor: pSbPuroCMV-wtEGFP.

Da bei den transienten Rekombinations-Experimenten bisher (s. 4.2.6.1) 72 h nach
Elektroporation maximale Akkumulation an EGFP-positiven Zellen beobachtet wurde,
wurden in diesem Versuch die Rekombinations-Messungen am Durchflulzytometer (Coulter
XL-MCL) auf diesen Zeitpunkt beschrankt.

Der Anteil an griinfluoreszierenden Zellen aus drei voneinander unabhingigen Messungen
wurde gemittelt und die Mittelwerte gegen die der Positiv-Kontrolle korrigiert, um
Rekombinationsraten bezogen auf transfizierte Zellen zu erhalten (s. Tab. 9 und Abb. 48).

Im Ergebnis wurden mit Rekombinationsvektoren, welche das Hygromycin-Resistenz-Gen
statt dem /-Scel-Gen als Abstandhalter tragen, sieben bis neunfach reduzierte Basalraten
gemessen (zum Vergleich s. Werte a und b in der Tab. 9). 72 h nach Transfektion lag der
Griinfluoreszenzanteil fiir die donorlosen Negativ-Kontrollen mit 4- und HR-EGFP unter der
Nachweisgrenze von <10™, wihrend die Raten mit dem donorlosen EJ-EGFP durch NHEJ
bei tiber 3 % lagen.

Fiir Rekombinationsplasmide mit N’-EGFP-Donor (s. Tab. 9, #6-8a) wurde ohne I-Scel-
Expression ein Griinfluoreszenzanteil von bis zu 0,6 % und mit dem Stop-EGFP-Gen

(s. Tab. 9, #9-11a) von bis zu 4,4 % gemessen. Nach Einfithrung eines DSBs durch I-Scel-
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Expression via pCMV-I-Scel-Koelektroporation betrug die Rekonstitution des wtEGFP-Gens
in KMV5-Zellen fiir N-EGFP als Donor 3-6 % und fiir Stop-EGFP als Donor 24-28 %
(Tab. 9, #9-11a). Auch hier wurden, wie mit Rekombinationsvektoren, welche die /-Scel-
Expressionskassette als Abstandhalter tragen (s. 4.2.6.1), keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Akzeptoren 4, HR- und EJ-EGFP beobachtet.

Nummer koelektroporierte Plasmide Rekombinationsraten (%)
la pSxEsCMV-Hyg pBS 0,0+0,0
2a pSxtrsSV40-Hyg pBS 0,0£0,0
3a pSbPuroCMV-A pBS 0,00,0
4a p5SbPuroCMV-HR pBS 0,0+0,0
5a p5SbPuroCMV-EJ pBS 0,0+0,0
6a pSxEsCMV-HygbPuroCMV-A pBS 0,2+0,1
Ta pSxEsCMV-HygbPuroCMV-HR pBS 0,6 £0,2
8a p5SxEsCMV-HygbPuroCMV-EJ] pBS 0,2+0,0
9a pSxtrsCMV-HygbPuroCMV-A pBS 44 +0,2
10a pSxtrsCMV-HygbPuroCMV-HR pBS 32+£0,0
11a pSxtrsCMV-HygbPuroCMV-EJ pBS 2,2%0,1
12a p5SbPuroCMV-wtEGFP pBS 100,0 £ 8,0
1b pSxEsCMV-Hyg pCMV-I-Scel 0,0+ 0,0
2b pSxtrsSV40-Hyg pCMV-I-Scel 0,0+0,0
3b pSbPuroCMV-A pCMV-I-Scel 0.0 £0,0
4b p5SbPuroCMV-HR pCMV-I-Scel 0,0%0,0
5b p5SbPuroCMV-EJ pCMV-I-Scel 33+1,5
6b p5SxEsCMV-HygbPuroCMV-A pCMV-I-Scel 33+0,4
7b p5SxEsCMV-HygbPuroCMV-HR pCMV-I-Scel 3,003
8b p5xEsCMV-HygbPuroCMV-EJ pCMV-I-Scel 5,503
9b pSxtrsCMV-HygbPuroCMV-A pCMV-I-Scel 239+1,4
10b pSxtrsCMV-HygbPuroCMV-HR pCMV-I-Scel 252+2,0
11b pSxtrsCMV-HygbPuroCMV-EJ pCMV-I-Scel 28,0+ 2,1
12b p5SbPuroCMV-wtEGFP pCMV-I-Scel 100,0+ 1,6

Tabelle 9: Rekombinationsraten bezogen auf transfizierte Zellen. Mittelwerte der Rekombinationsraten in
transfizierten Zellen aus drei voneinander unabhéngigen Messungen, die 72 h nach der Transfektion am Coulter
XL-MCL bestimmt worden waren, wurden gegen die Positiv-Kontrolle korrigiert und in Prozent angegeben. #1-
2: Vektor mit Rekombinationsdonor (Negativ-Kontrolle). #3-5: Vektor mit Rekombinationsakzeptor (Negativ-
Kontrolle). #6-11: Vektor mit Rekombinationsdonor, und Akzeptor. Die Vektoren #1 und #6-8: tragen N'-EGFP
und die Vektoren #2 und #9-11 Stop-EGFP als Donorsequenz. Die Vektoren #3, #6, #9 tragen 4-, #4, #7,
#10 HR- und #5, #8, #11 EJ-EGFP als Akzeptor-Sequenz. Der Vektor #12 ist die Positiv-Kontrolle mit
wtEGFP. Unter a) wurde mit pBS und unter b) mit pCMV-I-Scel (unterer Abschnitt der Tabelle)
koelektroporiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das neu entwickelte auf der Rekonstitution
des wtEGFP-Gens basierende Test-System die Bestimmung von Rekombinationsraten als
Anteil griinfluoreszierender Zellen innerhalb von 24-72 h ermoéglicht. Wéhrend der
Griinfluoreszenzanteil mit episomal vorliegenden Substraten nach NHEJ 1-3 % betrug,
wurden nach homologer Rekombination Maximalraten von 30 % erreicht. Wéhrend keine

signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Rekombinationsakzeptoren 4,
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HR- und EJ-EGFP nachgewiesen werden konnten, betrug die Haufigkeit der kHR plus nkHR
(Stop-EGFP) das drei- bis achtfache im Vergleich zur kHR alleine (N-EGFP).
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Abb. 48: Rekombinationsraten bezogen auf transfizierte KMV5-Zellen fir 4, HR- oder EJ-EGFP-Akzeptor und
N’-EGFP- (N’) oder Stop-EGFP-Donor (Stop) oder ohne Donorsequenz (-). Rekombinationsraten mit pBS-

Kontrollvektor oder pCMV-I-Scel-Meganuklease-Expressionsvektor wurden wie in Tabelle 9 bestimmt. Die
verwendeten Rekombinationsvektoren sind schematisch dargestellt.

4.2.7 Etablierung eines Zellsystems zur Messung von Rekombination im
chromosomalen Kontext

Um Rekombinationsereignisse im chromosomalen Genom-Kontext untersuchen zu konnen,

wurden die retroviralen Rekombinatonsvektoren pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-A, -HR und

-EJ mittels Elektroporation in KMV 5-Zellen eingebracht und Einzellzellklone durch Selektion

auf Puromycin-Resistenz isoliert (s. Tab. 10).

Klongruppen- elterliche Retroviraler Isolierte PCR-getestete | PCR-positive
Bezeichnung |  Zelllinie Rekombinationsvektor Klone Klone Klone
MHA pSxtrsSV40-HygbPuro-CMV-A tiber 20 7 7
MHHR KMV5  |pSxtrsSV40-HygbPuro-CMV-HR| iiber 20 10 8
MHEJ pSxtrsSV40-HygbPuro-CMV-EJ|  iiber 20 7 4

Tabelle 10: Klonierungsstatistik zur Etablierung von Zelllinien mit stabil ins Genom integrierten
Rekombinationssubstraten.

Die Integritdt des jeweiligen retroviralen Rekombinationsvektors nach Insertion ins Genom

des jeweiligen puromycinresistenten Klons wurde an genomischer DNA mittels PCR-Analyse
bestitigt (s. 4.2.10).
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4.2.8 Rekombinationsratenbestimmung im chromosomalen Kontext
Nachdem die vollstindige Integration des jeweiligen Rekombinationsvektors mittels PCR-
Analyse nachgewiesen worden war (s. 4.2.10), wurde mittels I-Scel-Expression
Rekombination initiert und die Rekonstitution von wtEGFP am FACScan bestimmt. Dafiir
wurden die folgenden Klone:

1. M-HA2/5/6 (KMV5-Derivate mit pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-A),

2. M-HHR1/2/3/4 (KMV5-Derivate mit pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-HR) und

3. M-HEJ2/3/5/12 (KMV5-Derivate mit_pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-EJ) zur Bestimmung

der I-Scel-unabhidngigen Rekombinationsraten mit 20 pg pBS und zur Messung der
Rekombination nach DSB-Erzeugung mit 20 pg pCMV-I-Scel elektroporiert. Die Ansitze
wurden mit und ohne Ostradiol (200 nM) inkubiert und nach 48 h, 72 h und 96 h die
Fluoreszenzen der Zellen am DurchfluBzytometer (Coulter XL-MCL) analysiert. In Abb. 49
sind reprasentative FL1/FL2-Dot-Plots gezeigt.
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Abb. 49: Detektion griinfluoreszierender Zellen in MHEJ12-Zellen nach Transfektion mit pBS oder
pCMV-I-Scel im Dot-Plot. Das in MHEJ12-Zellen stabil ins Genom integrierte Rekombinationsplasmid ist
oberhalb der Dot-Plots schematisch dargestellt. Der griine Pfeil deutet auf griinfluoreszierende Zellen hin.

Zur Bestimmung der Rekombinationsraten fiir die unterschiedlichen Akzeptoren wurde der
Griinfluoreszenzanteil in je 2-4 PCR-positiven Klone pro A-, HR- und EJ-Konstrukt (je
Dreifach-Bestimmungen) gemittelt und in Abb. 50 die nach Ostradiol-Gabe ermittelten Werte

in Abhingigkeit von der Zeit zusammengefasst.
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Abb. 50: Rekombinationsraten in den Klonen MHA, MHHR und MHEJ. Auf der linken Seite wurden
Rekombinationsraten zu verschiedenen Zeiten nach Elektroporation der Klone mit pBS und auf der rechten nach
Elektroporation mit pCMV-I-Scel angegeben. Da 24 h nach Initiation der Rekombination die
Rekombinationsraten unterhalb des Detektionslimits von 10 lagen, wurden sie nicht in die Darstellung mit
einbezogen.

Zusammenfassend wurden mit Hilfe des neuentwickelten Test-Systems basierend auf der
Rekonstitution des wtEGFP-Gens 1im  chromosomalen Genom-Kontext DNA-
Austauschereignisse fiir alle Akzeptor-Donor-Kombinationen quantitativ erfasst. 96 h nach
Initiation der Rekombination wurde durchschnittlich ein Griinfluoreszenzanteil in Héhe von
5x10* (A), 9x10* (HR) und 14x10™ (EJ) beobachtet. Zum gleichen Zeitpunkt lag die
Rekombinationsrate ohne spezifische DSB-Erzeugung im Durchschnitt bei maximal 4x107
(HR-EGFP). Dies bedeutet, dass in diesem System nach I[-Scel-Expression mindestens 12fach
hohere Rekombinationsraten zu beobachten waren. Diese Rekombinations-Eigenschaften
waren nicht spezifisch fiir KMV5, sondern wurden dhnlich auch mit den Parentalzellen K562

beobachtet. Nach Elektroporation der K562-Zellen mit pSxtrsSV40HygbPuro-CMV-A bzw.

-EJ wurden fiinf bzw. neun Klone isoliert und die Integritit der genomisch inserierten
Konstrukte mittels PCR mit den Oligonukleotiden Purl-1 und EGFP20-2 verifiziert (Daten
nicht gezeigt). Die Rekombinationsanalyse der zwei PCR-positiven A—Klone und der sieben

PCR-positiven EJ-Klone ergab ein Maximum von 5x10™ nach I-Scel-Expression.
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4.2.9 Die Rolle von p53 bei der homologen Rekombination von

chromosomal integrierten Substraten

Da die Inaktivierung von wtp53 zu einer Erhohung der spontanen homologen Rekombination
fiihrt (Bertrand et al., 1997, Mekeel et al., 1997, Meyn et al., 1994, Wiesmiiller et al., 1996 )
und DNA-Strangbriiche mit einer extrem raschen p53-Akkumulation einhergehen (Nelson
und Kastan, 1994), sollte in dieser Arbeit die Rolle von wtp53 erstmalig bei durch gezielte
DSBe induzierter rekombinativer Reparatur analysiert werden. Dabei wurde die Wirkung von
sowohl endogen (s. 4.2.12) als auch exogen exprimiertem p53 (s. 4.2.13) mittels episomalen
oder chromosomal integrierten Rekombinationsvektoren untersucht.

Zur Anderung des p53-Status fiir anschlieBende Rekombinations-Untersuchungen mit
chromosomal integrierten Substraten wurde ein Fusionsprotein aus wtp53 und der
Ostradiolbindedomine des humanen Ostrogen-Rezeptors zur Expression gebracht, da so
Wachstumsinhibition durch wtp53 wéhrend der Zellzucht minimiert werden konnte, wenn
Ostradiol im Wachstumsmedium fehlte (Roemer und Friedman, 1993). In diesem System
kann die volle Aktivierung des wtp53-Anteils durch Ostradiol-Gabe erreicht werden. KMV5-
Zellen (p53”) wurden mit je 10 pg pSV53-her und p5xtrsSV40-HygbPuroCMV-HR

koelektroporiert und mittels Puromycin-Selektion zehn Einzelzell-Klone isoliert. Die
konstitutive Expression von wtp53her in zwei der 10 isolierten Klone wurde mittels Western-

Blot-Analyse bestitigt (s. Abb. 51).
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Abb. 51: Western-Blot-Analyse der Klone MHHR-her5-12 (#12) und -13 (#13). Nach elektrophoretischer
Trennung der Proteine in einem 10%igen SDS-PAGE-Gel und Membran-Transfer wurde die Lage von p53her
(90 kDa) mit Hilfe des Primér-Antikérpers DO1 nachgewiesen. Die p53-negative KMV5-Parentalzelllinie diente
als Negativ-Kontrolle.

Nach Isolierung von genomischer DNA und PCR-Analyse wurde auch fiir diese beiden
pS3her-positiven Klone (#12 und #13) die Integration des retroviralen Rekombinationsvektors
in das zelluldre Genom bestétigt (s. 4.2.10).

Zur Analyse der Rolle von wtp53 bei der rekombinativen DSB-Reparatur wurden die Klone
MHHR-her5-12 und -13 (KMV5-Derivate mit den Vektoren pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-
HR und pSV53her) mit 20 pg pBS bzw. pCMV-I-Scel elektroporiert und das Auftauchen
griinfluoreszierenden Zellen mittels FACS-Analyse festgestellt (s. Abb. 52).
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Der Vergleich der Rekombinationsraten zwischen den isogenen Klonen MHHR (p53™") und
MHHR-her (hwtp53) zeigte, dafl durch die Expression des humanen wtp53 in Fusion mit der
Ostradiol-Bindedomine des Ostrogen-Rezeptors die Raten von 9x10™ auf 0,3x10™* reduziert
wurden (96 h). Im Ergebnis wurde also fiir das chromosomal integrierte
Rekombinationssubstrat mit HR-EGFP-Akzeptor durch wtp53her-Expression mittels
genomisch integriertem Expressions-Vektor eine 30fache Inhibition der homologen

Rekombination nachgewiesen.

—1 OM-HHR
- B H-HHR-her

Rekombinationsrate (1 0'4)

48h ‘ 72h 96 h 48h ‘ 72h 96 h

pBS pCMV-I-Scel

Abb. 52: Vergleich der Rekombinationsraten in MHHR- und MHHR-her-Klonen. Rekombinationsraten fiir
4 MHHR-Klone und 2 MHHR-her-Klone in Gegenwart von Ostradiol wurden festgestellt und gemittelt. Auf der
linken Seite sind die Raten nach Elektroporation mit Kontrollplasmid pBS und auf der rechten nach
Elektroporation mit pCMV-I-Scel dargestellt.

4.2.10 Nachweis der Integritit des Rekombinationsvektors nach Insertion
ins zelluldre Genom

Um die Integritidt des Rekombinationsvektors ins zelluldre Genom zu iiberpriifen, wurde der
fiir die Rekombination relevante Bereich zwischen den 5°- und 3’-LTRs mittels vier
tiberlappender PCR-Amplifikationen durchgemustert. Die Ergebnisse der genomischen PCR-
Analyse nach elektrophoretischer Trennung der Fragmente in einem Agarosegel ist in Abb. 53
und 54 gezeigt.

In all den Klonen wurde die korrekte Integration des Rekombinationsvektors nachgewiesen.
Bei Klon MHHR-her5-12 mit Oligonukleotidpaar A und den Klonen MHHR-1 und -2 bzw.
MHEJ-5 mit Oligonukleotidpaar B waren die PCR-Fragmente sehr schwach, trotzdem aber
eindeutig zu erkennen. Mit Ausnahme von der PCR-Reaktion mit dem Oligonukleotidpaar D
waren in den Negativ-Kontrollen mit genomischen DNAs aus K562-, KMV5- und KMV-wt5-
Zellen keinerlei schwache Fragmentbanden auf der Hohe der zu erwartenden PCR-

Produktbanden zu sehen (s. Abb. 53).
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Abb. 53.: Genomische PCR-Analyse der chromosomal integrierten Rekombinations-Substrate. Zur
Amplifikation der genomischen DNA wurden Oligonukleotidpaare (A: Purol-1 und EGFP20-2, B: EGFP21-1
und Hyg3-2, C: Hygl-lund Hyg2-2 und D: Hyg4-lund EGFPwt-2) eingesetzt, deren Positionen auf dem
Rekombinationsvektor mit erwarteter Fragmentgroe nach PCR-Amplifikation im oberen Teil dargestellt sind.
PCR-Produkte aus Reaktionen mit genomischen DNAs der Klone MHA-1/-2/-5/-6/-7, MHEJ-2/-3/-5/-12,
MHHR-her/5-12/-13 und MHHRI1-4 und den Oligonukleotidpaaren A-D wurden durch Agarosegel-
elektrophorese aufgetrennt. Als Positiv-Kontrolle (+Ko.) wurde eine PCR-Reaktion mit dem Plasmid

pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-EJ und als Negativ-Kontrolle (-Ko.) eine Reaktion ohne DNA angesetzt. M: DNA-
Langen-Marker 1kb-Plus.

Zusammenfassend kann ich sagen, dass in den getesteten Klonen der retrovirale
Rekombinationsvektor zwischen den 5°- und 3’-LTR’s ohne nachweisbare Deletionen oder
Insertionen in den getesteten Bereichen in das zellulire Genom integriert worden war.

Dariiberhinausgehend konnte auch fiir alle analysierten Klone mit einer Ausnahme zum
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Zeitpunkt der ersten Rekombinations-Messungen ausgeschlossen werden, dass bereits
wihrend der Klon-Etablierung EGFP-Rekonstitution durch kHR stattgefunden hatte, da aufler

beim Klon MHALI keinerlei griinleuchtende Zellen feststellbar waren.

A
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Abb. 54.: Kontrollreaktionen zur genomischen PCR-Analyse. Die Oligonukleotidpaare A-D wurden wie in Abb.
53 in PCR-Reaktionen mit genomischen DNAs aus den Negativ-Kontrollzellen K562 (1), KMVS5 (2) und
KMV/wt-5 (3) eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle (4) wurde eine PCR-Reaktion mit dem Plasmid pSxtrsSV40-
HygbPuroCMV-EJ und als weitere Negativ-Kontrolle (5) eine Reaktion ohne DNA angesetzt. M: DNA-Léangen-
Marker 1kb-Plus.

4.2.11 Rolle von p53 bei der HR mit unterschiedlichen Substrattypen und

beim NHEJ
Fiir eine erfolgreiche HR ist eine Mindestlainge von 200 Bp 100%iger Homologie innerhalb

der zu rekombinierenden Substrate essentiell (Elliot et al., 1998, Rubnitz and Subramani,
1984). Durch die Generierung von Rekombinationsplasmiden mit 4 und HR-EGFP-
Akzeptoren wurden im Rahmen dieser Arbeit 5° zum DSB 194 Bp bzw. 168 Bp lange
100%ige Homologien generiert. In den vorangegangenen Experimenten mit KMVS5-Zellen
wurden beim direkten Vergleich mittels episomaler Substrate keine signifikanten
Unterschiede fiir Rekombinationsplasmide mit 4- und HR-EGFP nachgewiesen (s. 4.2.6). Da
aber in unserer Arbeitsgruppe Hinweise dafiir gesammelt worden waren, dass p53 die
Genauigkeit von Rekombinationsprozessen kontrolliert (Dudenhoffer ef al, 1998), wurde ein
moglicher Effekt von wtp53 bei der HR mit limitierten homologen Sequenzen untersucht.
Gleichzeitig wurde eine mogliche Beteiligung von wtp53 beim NHEJ mit episomal
vorliegenden Subsstraten untersucht. Untersuchungen im chromosomalen Kontext waren in
diesem Zusammenhang nicht sinnvoll, da in transienten Experimenten sowohl fiir
Rekombinationsvektoren mit N’-EGFP-Donor als auch fiir das NHEJ-Testplasmid ohne
Donor maximale Raten von 4-12 % bzw. 1-3 % beobachtet worden waren (s. 4.2.6), so dass
fiir chromosomal integrierte Substrate mit 100fach geringeren Rekombinationsraten (s. 4.2.7)

ein Absinken unter die Nachweisgrenze vorhergesagt wurde.
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Fiir die Analyse wurden jeweils 10 pg des jeweiligen Rekombinations- oder Kontroll-
Plasmids (1.-6., s. Abb. 55) und der wtp53-Expressionsvektor pC53-wt; koelektroporiert.
Alternativ zu pC53-wt; wurden KMV5-Zellen mit pBS koelektroporiert.

1. Negativ-Kontrollvektoren mit dem Rekombinationsdonor und dem /-Scel-Gen:

p5xEsGal4-1-Scel und p5SxtrsGal4-1-Scel,

2. Negativ-Kontrollvektoren mit dem Rekombinationsakzeptor und dem /-Scel-Gen:
p5xGal4ScelbPuroCMV-A und -HR und,

3. NHEJ-Vektor mit EJ-EGFP an der Akzeptorposition und dem [-Scel-Gen:
p5xGal4ScelbPuroCMV-EJ

4. Rekombinationsvektoren mit N’-EGFP als Donor, dem [-Scel-Gen und dem
Akzeptor: pSxEsGal4ScelbPuroCMV-A, -HR und -EJ,

5. Rekombinationsvektoren mit Stop-EGFP als Donor, dem [-Scel-Gen und dem
Akzeptor: pSxtrsGal4ScelbPuroCMV-A, -HR und —EJ und

6. Positiv-Kontrollvektor mit dem w¢tEGFP-Gen an der Akzeptorposition:
pSbPuroCMVwtEGFP.

Die transfizierten Zellen wurden zur Initiation der Rekombination mittels I-Scel-Expression
in Gegenwart von Ostradiol (200 nM) kultiviert und nach 72 h 30000 Zellen pro Ansatz am
FACS-Durchfluzytometer (Coulter XL-MCL) analysiert. Die Rekombinationsraten aus drei
voneinander unabhingigen Messungen wurden gemittelt und die Mittelwerte gegen die der

Positiv-Kontrolle korrigiert (s. Tab. 11).

I— N-EGFP
5-LTR Puro CMV NHR/EJ-EGFP  Gal4 I-Scel @ 3*-LTR Ohne Donor
S , A HE : — =
-EGEP.
Stop-EGFP

Abb. 55: Schematische Darstellung der in KMVS5-Zellen transfizierten Vektoren. N’- oder Stop-EGFP wurden
als Donorsequenzen und 4, HR- und EJ-EGFP als Akzeptorsequenzen eingesetzt (s. 4.1).

In KMV5-Zellen, die mit akzeptorlosen Kontrollvektoren transfiziert worden waren, lag die
Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen im Bereich der Nachweisgrenze von 10, Auch mit
den donorlosen Substraten 4- und HR-EGFP lag die Griinfluoreszenz der Zellen im Bereich
der Nachweisgrenze. Infolge von NHEJ wurden mit dem donorlosen EJ-EGFP-Vektor
Rekombinationsraten in Hohe von 73x10™ gemessen. Diese wurden nach wtp53-Expression
bis zur Nachweisgrenze gesenkt.

Fir die Rekombination mit N’- bzw. Stop-EGFP-Gen als Donorsequenz wurde ein

Maximalwert von 12 % bzw. 22 % beobachtet. Nach wtp53-Expression wurden die
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Rekombinationsraten mit A-EGFP infolge von kHR (Vektor mit N'-EGFP-Gen als Donor)
20fach und infolge von kHR und nkHR (Vektor mit Stop-EGFP-Gen als Donor) fiinffach
inhibiert, wiahrend die Raten mit HR- und EJ-EGFP infolge von kHR siebenfach und infolge

von kHR und nkHR vierfach reprimiert wurden.

Donor Akzeptor pBS wtpS3
A 0,0 % £ 0,0 0,0 % +0,0
- HR 0,0 % £ 0,0 0,0 % £0,0
EJ 0,7 % £ 0,0 0,0 % £0,0
A 3,8%+0,5 0,2 % + 0,1
N’-EGFP HR 12,4%+1,0 1,7 % +0,2
EJ 9,1%+0,8 1,3%=+0,0
A 22,5%+2,2 4,9 %+ 1,8
Stop-EGFP HR 20,5 %+ 0,8 51%+0,5
EJ 19,3 % +0,9 5,0 % +0,3

Tab. 11: Rekombinationsraten in KMV5-Zellen, die mit verschiedenen Rekombinationsvektoren (s. Abb. 55)
und pC53-wt; zur wtp53-Expression oder alternativ mit pBS koelektroporiert wurden.

4.2.12 Untersuchungen mit endogen exprimiertem p53 und episomal

vorliegenden Rekombinationssubstraten
Nachdem in der p53-negativen Zelllinie KMV5 mit transient exprimiertem p53 gezeigt
werden konnte, dass das neu entwickelte Test-System geeignet fiir die
Rekombinationsratenbestimmung in Abhéngigkeit von p53 ist (s. 4.2.9 und 4.2.11), wurden
Zelllinien mit unterschiedlichem endogenen p53-Status auf Unterschiede in den
Rekombinationsraten mit episomal oder chromosomal vorliegenden Substraten analysiert.
Die humanen Zelllinien K562 (p53™), TK6 (wtp53) und WTK1 [p53(2731)] wurden mit je
10 pg der folgenden Vektoren elektroporiert:

1. Negativ-Kontrollvektoren mit Donor und dem [I-Scel-Gen: p5SxEsGal4-I-Scel und

pSxtrsGal4-I-Scel,

2. Rekombinationsvektoren mit Donor, dem /-Sce/-Gen und Akzeptor: pSxEsGal4-1-
ScelbPuroCMV-A/HR (N’-EGFP als Donor), p5SxtrsGal4-I-ScelPuroCMV-A/HR
(Stop-EGFP als Donor) und

3. Positiv-Kontrollvektor mit dem w¢tEGFP-Gen : pSbPuroCMV-wtEGFP.

24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Elektroporation wurden die Fluoreszenzen in 30000 Zellen pro

Ansatz am Durchflulzytometer (Coulter XL-MCL) analysiert. Rekombinationsraten aus zwei

voneinander unabhidngigen Messungen wurden gemittelt und die Mittelwerte gegen die der
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Positiv-Kontrolle korrigiert, um Raten bezogen auf transfizierte Zellen zu erhalten

(s. Abb. 56).
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Abb. 56: Rekombinationsraten in den Zelllinien K562, TK6 und WTKI1. Nach Transfektion mit
unterschiedlichen Rekombinationsvektoren, welche die Akzeptoren 4- und HR-EGFP (jeweils mit N’- oder
Stop-EGFP als Donor ) beinhalten, wurden Rekombinationsraten am FACScan bestimmt und fiir jeden Akzeptor
getrennt dargestellt. Die elektroporierten Vektoren wurden oberhalb der Diagramme schematisch dargestellt.

Durch dieses Zeitvergleichsexperiment wurde gezeigt, dass mit episomal vorliegenden
Rekombinationssubstraten der Griinfluoreszenzanteil in der Leukdmiezelllinie K562 72 h und
in den isogenen Lymphoblastenzelllinien TK6 und WTK1 24 h nach Elektroporation einen
Hochstwert erreicht. Als mogliche Erkldrung hierfiir kénnen die Unterschiede in den
Generationszeiten, mit 14-16 h fiir TK6 und WTK1 bzw. mit 24 h fiir K562 herangezogen
werden. Konsequenterweise wurden die Rekombinationsraten von K562 nach 72 h oder 48 h
mit denen von TK6 und WTKI1 nach 48 h oder 24 h verglichen (s. Tab. 12). Zu diesen
Zeitpunkten lag die Rekonstitution des wtEGFP-Gens in Zellen, die mit akzeptorlosen

Vektoren transfiziert wurden, unter dem Detektionslimit von 10,
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Mit episomal vorliegenden Rekombinationsplasmiden, die zur Untersuchung von kHR-
Ereignissen kloniert worden waren (N’-EGFP als Donor), wurden im Vergleich zu denen, die
zur Untersuchung von kHR- und nkHR-Ereignissen (Sftop-EGFP als Donor) erzeugt wurden,

zwei bis dreifach niedrigere Rekombinationsraten beobachtet.

Plasmid mit Rekombinationsrate (%)
Rekombinations- 24 h 48 h
-Donor -Akzeptor TK6 WTK1 K562
N' A 1%+ 0 2% =1 3%+£2
HR 2%=*1 4%=+1 6%+*3
Stop A 4%=+1 9%+ 10% +2
HR 3%=+0 8%=+0 7%=*1

Tab. 12: Rekombinationsraten in K562 (48 h), TK6 und WTKI1 (24 h) mit episomal vorliegenden
Rekombinationsvektoren.

Der Vergleich der Zelllinien untereinander zeigte, dass nach 48 h die Rekombinationsraten in
den K562-Zellen mit denen, die 24 h nach Elektroporation in WTKI1-Zellen gemessen
wurden, vergleichbar waren, wihrend in TK6-Zellen bis zu dreifach niedrigere
Rekombinationsraten gemessen wurden. Beim Vergleich der Rekombinationsraten von TK6-
und WTK1-Zellen 48 h und 72 h nach Elektroporation bestitigte sich die bereits in Kapitel
4.2.11 gemachte Beobachtung, ndmlich, dass in Gegenwart von wtp53 (TK6) kHR mit
limitierenden Homologien wesentlich stdrker unterdriickt wird als mit ausreichender
Homologie. So lagen die Verhiltnisse der Raten nach 48 h in TK6 zu denen in WTKI1 bei
44facher (N’-EGFP —Donor und A-EGFP-Akzeptor) versus 6facher Inhibition (N'-EGFP-
Donor und HR-EGFP-Akzeptor).

4.2.13 Untersuchungen mit exogen exprimiertem p53

Vor kurzem wurde gezeigt, dass in Sdugerzellen die Kopplung von homologer und nicht
homologer Rekombination bei der Reparatur von DSBen der Erhaltung der genomischen
Integritit dient (Richardson and Jasin, 2000). Die Generierung der Rekombinationsvektoren
mit dem EJ-EGFP-Gen als Rekombinationsakzeptor und einem der Donorgene (N’- oder
Stop-EGFP) erlaubte uns die Messung von homologen und nicht homologen
Reparaturereignissen auch in der gekoppelten Form. Um die mogliche Involvierung von p53
bei der gekoppelten Reparatur im Vergleich zur homologen Rekombination ohne NHEJ im
chromosomalen Kontext zu untersuchen, wurde die wtEGFP-Rekonstitution in MHA, MHHR

und MHEJ-Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von wtp53 miteinander verglichen. Diese
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Zelltypen tragen Rekombinationsvektoren, welche neben dem Stop-EGFP-Gen eines der

Akzeptorgene 4-, HR- oder EJ-EGFP enthalten (s. Abb. 57).

5°-LTR Puro CMV ANHR/EJ-EGFP SV40 Hygro _ 3-LTR
— i A S e

pSxtrsSV40HygbPuroCMV-A/-HR/-EJ

Abb. 57: Schematische Darstellung der chromosomal integrierten Rekombinationsvektoren pSxtrsSV40-
HygbPuroCMV-A/-HR/-EJ (s. 4.1).

4.2.13.1 Untersuchungen zur Rolle von Krebsrelevanten pS3-Mutanten bei

der Rekombination

In Experimenten, in welchen wtp53 transient unter der Kontrolle des CMV-Promotors
exprimiert wurde, konnte eine eindeutige Inhibition der Rekombination bestitigt werden
(s. 4.2.9 und 4.2.11). Neben wtp53 sollte vor allem aber auch die Wirkung krebsrelevanter
p53-Mutanten bei der Rekombination untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden die Klone MHA3/-6, MHHR1/-4 und MHEJ3/-12 mit je 10 pg der
unten beschriebene Plasmide und 10 pg pBS (I-Scel-freie Kontrolle), pCMV-I-Scel (zur
Initiation der Rekombination mittes DSB) oder pEGFP-N1 (zur Bestimmung der
Transfektionseffizienzen) koelektroporiert:

1. pBS (p53-Negativ-Kontrolle),

2 pC53-wts (Vektor zur Expression von humanem wtp53),

3. pC53.Cx35 [Vektor zur Expression der humanen Konformationsmutante p53(143A)],
4

pC53.Cx22AN;s [Vektor zur Expression der humanen Konformationsmutante

p53(175H)],

hd

pC53.248; [Vektor zur Expression der humanen Kontakt-Mutante p53(248W)],

6. pC53.4.2N; [Vektor zur Expression der humanen Kontakt-Mutante p53(273H)],

7. pC53.Cx7AN; [Vektor zur Expression der humanen gain-of-function-Mutante
p53(281G)],

8. pKEX-wt (Vektor zur Expression von wtp53 aus der Ratte) und

0. pKEX-174Y (Vektor zur Expression der gain-of-function-Mutante p53(174Y) aus der
Ratte).

72 h nach Elektroporation wurden pro Ansatz 30000 Zellen am FACS-DurchfluBBzytometer

(Coulter XL-MCL) analysiert. Die Rekombinationsraten wurden pro Konstrukt aus

Dreifachmessungen in je zwei Rekombinations-Testlinien (fiir Ratten-p53 je eine Linie)

gemittelt und diese Mittelwerte wie bisher gegen die Transfektionseffizienzen aus der Positiv-

Kontrolle korrigiert (s. Tab. 13).
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Zur Bestimmung von Rekombinationsraten nach p53(143A)-Expression wurden die
transfizierten Zellen jeweils bei 30 °C bzw. 39 °C fiir 72 h inkubiert, da p53(143A)

Temperatursensitivitit aufweist. In Tab. 13 sind nur die Ergebnisse nach Inkubation bei

39 °C angegeben, da die Zellen bei 30 °C abstarben.

Inkubation bei: Protein MHA MHHR MHEJ
- 15,6.10*+5,0 7,3.10%+ 1,8 7,5.10%+0,9
hwtp53 0,2.10%+0,2 0,2.10%+0,2 1,7.10° £ 0,6
37°C hp53(175H) 3,5.10% +0,7 2,4.10%+0,8 3,3.10%+0,6
hp53(248W) 3,8.10°+£0,9 1,7.10*+ 0,7 3,4.10%+0,0
hp53(273H) 73.10%+£2.0 34.10%+1,1 2,1.10%+£0,6
hp53(281G) 52.10%+1,1 1,9.10% + 0,6 0,9.10%+0,5
- 20,8.10% + 6,2 3,1.10°+ 1,4 6,7.10*+0,7
39°C hwtp53 <10 <10 1,1.10%+0,8
hp53(143A) 9,4.10*+ 3,5 0,4.10%+0,4 1,9.10°+0.,5
- 35,6.10% + 6,3 65,6.10% £ 5,0 27,3.10% + 3,0
37°C rwtp53 6,1.10%+ 1,4 3,8.10%+0,8 1,4.10%+0,5
rp53(174Y) 19,1.10% £5,1 42,1.10%+ 1,6 12,6.10%£22
Tab. 13: Rekombinationsraten fiir chromosomal integrierte Substrate nach I-Scel-Expression.

Rekombinationsraten nach I-Scel-Expression in den Klonen MHA-3 und -6, MHHR-1 und -4 und MHEJ-3 und -
12 (fiir p53 aus der Ratte nur in den Klonen MHA6, MHHR4 und MHEJ12), die zur Untersuchung von wtp53-
bzw. Mutanten-p53-Effekten mit den beschriebenen Expressionsvektoren transfiziert und bei 37 °C bzw. 39 °C
inkubiert wurden. -: Kein p53-Protein, da hier die Zellen mit pBS transfiziert wurden. hp53: p53 aus dem
Menschen, rp53: p53 aus der Ratte.

Um auszuschlieBen, dass mogliche Effekte auf unterschiedliche Expressions-Niveaus
zuriickzufiihren waren, wurden MHA6- und KMV5-Zellen mit je 10 ug der Plasmide zur
Expression unterschiedlicher

p53-Varianten bzw. als Negativ-Kontrolle mit

pBS
elektroporiert und die pS3-Expression 72 h nach Transfektion mittels Western-Blot-Analyse
untersucht (s. Abb. 58). Hierbei wurden keine signifikanten Expressionsunterschiede fiir die
verschiedenen p53-Formen (aus Mensch oder Ratte) beobachtet, wenn alle unter der

Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert wurden.

Mensch Ratte

pBS  wt 143A 175H 248W 273H 281G pBS wt 174Y
S Wm—- WO

Abb. 58: Expressionsmuster der Proteine wtp53 und p53(174Y) aus der Ratte in MHA-Zellen und wtp53,
p53(143A), p53(175H), p53(248W), p53(273H) und p53(281G) in KMV5-Zellen 72 h nach Elektroporation mit
den Expressionsvektoren. Die Proteine wurden in einem 10%igen SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch getrennt
und nach Membran-Transfer die Lage von p53 aus der Ratte mit dem Primér-Antikérper Pab421 bzw. von
humanem p53 mit DO1 detektiert. Die mit pBS statt Expressionsvektor transfizierten Zellen wurden als Negativ-
Kontrolle eingesetzt.




Ergebnisse 129

Die Bestimmung der Rekombinationsraten bei dieser Serie von Experimenten ergab fiir alle
Vektorkombinationen in Abwesenheit von der Meganuklease I-Scel, dass keine Signale
oberhalb der Nachweisgrenze von 10 detektiert wurden. Demgegeniiber lagen die
maximalen Rekombinationsraten nach Koelektroporation von pBS und pCMV-I-Scel in
MHA-Zellen bei 16x10™, in MHHR-Zellen bei 7x10™ bzw. in MHEJ-Zellen bei 8x10 (bei
37 °C). Nach Expression von humanem wtp53 wurde die Rekombination in MHA-Zellen
82fach, in MHHR-Zellen 43fach und in MHEJ-Zellen vierfach inhibiert. Mit der
Konformationsmutante p53(175H) wurde nur vierfache (MHA) bzw. dreifache (MHHR,
MHE]J) Inhibition beobachtet. Nach Expression der Kontaktmutante p53(248W) wurden die
Rekombinationsraten in den MHA- und MHHR-Klonen vierfach und in MHEJ-Klonen
zweifach inhibiert, wihrend mit der Kontaktmutante p53(273H) die Raten zweifach (MHA,
MHHR) bzw. vierfach (MHEJ) supprimiert wurden. Die Expression der Gain-of-Function-
Mutante p53(281G) fithrte in MHA-Zellen zur dreifachen Inhibition der Rekombination,
wihrend in MHHR-Zellen vierfache und in MHEJ-Zellen neunfache Suppression beobachtet
wurde.

Die Inkubation bei 39 °C hatte dhnliche Rekombinationsraten wie bei 37 °C ohne oder mit
wtp53 zur Folge. Die Expression der temperatursensitiven Mutante p53(143A) hatte in MHA-
Zellen eine nur zweifache, in MHHR-Zellen eine achtfache und in MHEJ-Zellen eine
vierfache Unterdriickung zur Folge.

Die Bestimmung der Rekombinationsraten nach Expression von p53-Formen aus der Ratte
ergab fiir wtpS3 im MHAG6-Zellen eine sechsfache, in MHHR4-Zellen eine 17fache und in
MHEJ12-Zellen eine 20fache Inhibition der Rekombination. Mit der Gain-of-Function-
Mutante p53(174Y) wurden dagegen die Raten in MHA6-Zellen um 18 %, in MHHR4-Zellen
um 35 % und in MHEJ12-Zellen um 54 % gesenkt.

Zusammenfassend konnte fiir humanes wtp53 sowohl bei 37 °C als auch bei 39 °C eine
mindestens 43fache Unterdriickung der Rekombinationsereignisse an chromosomal
integrierten Substraten mit sowohl 4- als auch HR-EGFP-Akzeptoren beobachtet werden. Fiir
die besonders hidufig bei Krebspatienten vorkommenden p53-Mutanten p53(175H),
p53(273H) und p53(248W) betrug diese maximal vierfach. Die Kombination aus EJ-EGFP-
Akzeptor und Stop-EGFP-Donor (MHEJ-Zellen) und damit die Mdoglichkeit zur Detektion
von gekoppelten Ereignissen aus Genkonversion und NHEJ loste eine vergleichsweise
geringe Rekombinations-Unterdriickung durch wtp53 aus. Auch p53 aus der Ratte zeigte eine

deutliche Unterdriickung der homologen Rekombination im heterologen System der
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menschlichen KMV5-Zellderivate. Jedoch wurde die fiir humanes p53 beobachtete geringere
Beeinflussung der Rekombination in MHEJ-Zellen fiir p53 aus der Ratte nicht deutlich.

4.2.13.2 Analyse von spezifisch inaktivierten p53-Mutanten bei der

Rekombination

Nachdem mit wtp53 eine Inhibition der Rekombination sowohl mit episomalen als auch
chromosomal integrierten Substraten nachgewiesen worden war (s. 4.2.9 und 4.2.11), wurden
mogliche Verbindungen zu anderen Aktivitdten, insbesondere der Transaktivierungsfunktion
von wtp53 untersucht. Hierfiir wurde die temparatursensitive Konformationsmutante
p53(138V), welche das humane Homolog der Separation-of-Function-Mutante von Maus-
p53(135V) repréasentiert und welche keine transkriptionelle Transaktivierungsfunktion
ausiiben kann, aber rekombinations-regulatorische Funktionen beherbergt (Willers et al.,
2000), und zwei Mutanten p53(1-333) und p53(1-363), bei denen die Oligomerisierungs-
bzw. die negative regulatorische Doméne deletiert worden waren (Dudenhoffer et al., 1999,
Janz et al., 2001; Pellegata er al., 1995) exprimiert und die Verdnderungen der
Rekombinationsraten analysiert.

Zur Bestimmung der Rekombinationsraten nach Expression der temperatursensitiven Variante
p53(138V) im Vergleich zu wtp53 unter der Kontrolle des Gal4-Promotors wurden die Klone
MHA-3 und -6, MHHR-1 und -4 bzw. MHEJ-3 und -12 mit je 10 pg der unten stehenden
Plasmide und Kontrollplasmid pBS, mit pCMV-I-Scel zur DSB-Erzeugung oder mit pEGFP-

N1 zur Bestimmung der Transfektionseffizienzen koelektroporiert:

1. pGC-Vektor (p53-negative Kontrolle),

2. wtp53 in pGC (Vektor zur Expression des humanen wtp53) und

3. p353(138V) in pGC [Vektor zur Expression des humanen tsp53(138V)].

Die Ansitze wurden mit oder ohne Ostradiol (200 nM) bei 30 °C und 39 °C inkubiert. Die

Anzahl griinfluoreszierender Zellen unter 30000 Zellen wurde 72 h nach Elektroporation
bestimmt. Die Rekombinationsraten wurden aus Dreifachmessungen von je zwei Klonen pro
Konstrukt gemittelt und die Mittelwerte gegen die der Positiv-Kontrolle korrigiert. Die Raten,
die nach Koelektroporation der Klone mit den Plasmiden pBS und pCMV-I-Scel ermittelt
worden waren, wurden als 100%ige Rekombinationsraten definiert und fiir die restlichen

Proben relative Rekombinationsraten errechnet (s. Abb. 59).
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Abb. 59: Relative Rekombinationsraten in Zelllinien mit chromosomal integrierten Rekombinationsvektoren
nach Expression von wtp53 oder p53(138V) bei 30 °C oder 39 °C in Gegenwart von 200 nM Ostradiol. Raten
nach Transfektion der Zellen mit dem pGC-Vektor wurden als 100 % definiert und relative Raten inklusive
Standardfehler errechnet.

Um auszuschlieBen, dass mogliche Effekte auf unterschiedliche Expressions-Niveaus

zuriickzufiihren sind, wurden KMV5-Zellen mit je 10 pug der Plasmide pGC-Vektor, wtp53 in

pGC und p53(138V) in pGC elektroporiert, mit 200 nM Ostradiol die p53-Expression

induziert und fiir 72 h bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden wtp53 und p53(138V)
mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen (s. Abb. 60). Hierbei wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Expression von wtp53 und p53(138V) beobachtet. Weitere hier
nicht gezeigten Western-Blot-Analysen ergaben, dass unter der Kontrolle des Gal4-Promotors

im Vergleich zum CMV-Promotor 10-100fach niedrigere p53-Expression erreicht wurde.

pGC  wt 138V
A <— D53 (53 kDa)

Abb. 60: Expressionsmuster des transient in KMVS5-Zellen eingebrachten wtp53 und p53(138V) nach
Elektroporation der Zellen mit wtp53 in pGC und p53(138V) in pGC im Vergleich zu pGC und Induktion der
Zellen mit 200 nM Ostradiol bei 37 °C fiir 72h. Die Proteine wurden in einem 10%igen SDS-PAGE-Gel
elektrophoretisch getrennt und nach Membran-Transfer die Lage von p53 mit dem Primér-Antikdrper DO1
detektiert. Die mit pBS transfizierten MHHR4-Zellen wurden als Negativ-Kontrolle fiir die p53-Expression
eingesetzt.

Bei 39 °C wurden 72 h nach Initiation der Rekombination durch I-Scel in MHA-Zellen Raten
von 11x10*, in MHHR von 3x10® und in MHEJ von 10x10* gemessen. Bei dieser
Temperatur wurde nach Expression von p53(138V) (Mutanten-Konformation) in keinem der
Klone eine signifikante Verdnderung der Rekombinationsraten beobachtet (s. Abb. 59). Nach
wtp53-Expression wurde die Rekombination in allen getesteten Klonen bis maximal zweifach
inhibiert. Durch die hohe Mortalititsrate der transfizierten Zellen bei 30 °C konnten die
Rekombinationsraten bei dieser Temperatur nur fiir den Klon MHA6 bestimmt werden. Bei

30 °C betrugen die Rekombinationsraten im MHA6 6x10™. Bei dieser Temperatur wurde die
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Rekombination nach Expression von sowohl wtp53 als auch p53(138V) (wt-Konformation)

zweifach unterdrickt.

4.2.13.3  Spezifisch inaktivierte @ p53-Mutanten und episomale
Rekombinationssubstrate

Um die Rekonstitution von wtEGFP nach Expression verschiedener spezifisch inaktivierter
p53-Mutanten untersuchen zu koénnen, wurden je 10 pug der Plasmide pBS, pSVS53her,
pSV53(138V)her, pSV53(1-333)her bzw. pSV53(1-363)her gemeinsam mit je 10 pg

p5xEsGal4-1-ScelbPuroCMV-A (zur Bestimmung der kHR), pSxtrsGal4-1-Scelb-PuroCMV-A

(zur Bestimmung der kHR und nkHR) und p5bPuroCMV-wtEGFP (zur Bestimmung der

Transfektionseffizienzen) in KMVS5-Zellen koelektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden
zur Initiation der Rekombination und Aktivierung der p53-Fusionsproteine mit
Ostradiolbindedomiine durch die Zugabe von 200 nM Ostradiol induziert und die
Fluoreszenzen von 30000 Zellen pro Ansatz 48 h und 72 h danach am FACScan analysiert.
Die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen aus drei voneinander unabhéngigen Messungen
wurden gemittelt und die Mittelwerte gegen die der Positiv-Kontrolle korrigiert. Die
Rekombinationsraten nach Koelektroporation mit pBS wurden ermittelt, als 100 % definiert

und die relativen Rekombinationsraten fiir die restlichen Proben errechnet (s. Abb. 61).

— N‘-EGFP
5-LTR Puro CMV NHR/EJ-EGFP  Gal4 I-Scel W 3*-LTR Ohne Donor
—B | : 1A = I i
p-EGFP
Stop-EGFP

120

100 -

80

048 h
B72h

60 -

40 -

Rekombinationsrate (%)

20 -

pBS wt.her 138.her | 333.her | 363.her pBS 138.her

N' Stop

Abb. 61: Relative Rekombinationsraten in KMV5-Zellen, die mit Rekombinationsvektoren mit N’- (N”) oder
Stop-EGFP (Stop) als Donor und verschiedenen Vektoren zur Expression der pS53her-Varianten wtp53her
(wt.her), p53(138V)her (138.her), p53(1-333)her (333.her) oder p53(1-363)her (363.her) koelektroporiert
wurden. Gemittelte Werte und Standardfehler sind gezeigt. Auf dem oberen Teil der Abbildung wurden die
transfizierten Vektoren schematisch dargestellt.
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In KMV5-Zellen, die mit dem donorlosen Kontrollvektor p5xGal4-1-ScelbPuroCMV-A

transfiziert worden waren, lag der Anteil griinfluoreszierender Zellen erwartungsgemall im
Bereich der Nachweisgrenze von 10*. 48 h nach Initiation der Rekombination durch
Elektroporation und Ostradiol-Gabe betrug die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen
infolge von kHR (N’-EGFP als Donor) 10 % und nach 72h 13 %, wihrend durch zusitzliches
nkHR (Stop-EGFP als Donor) Werte im Bereich von 28 % (48 h) und 33 % (72 h) beobachtet
wurden.

Durch die Expression von wtp53her und p53(1-363)her wurde die kHR um 29-39 % und kHR
sowie nkHR um 24-25 % inhibiert. Mit p53(138V) wurden fiir beide Reparaturarten dhnliche
Inhibitionsraten bei der Rekombination nachgewiesen. Fiir p53(1-333)her war diese fiir

Rekombination mit dem N -EGFP-Donor (kHR) deutlich geringer.

4.2.13.4 Spezifisch inaktivierte pS3-Mutanten und chromosomal integrierte

Rekombinationssubstrate

Um die Effekte der Mutanten p53(138V), p53(1-333) und p53(1-363) im Vergleich zu wtp53
bei der Rekombination mit chromosomal integrierten Substraten untersuchen zu koénnen,
wurden die Klone MHA-6, MHHR-4 und MHEJ-12 mit den Rekombinationsvektoren
pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-A, -HR oder —EJ mit je 10 pg der unten beschriebenen Plasmide

und mit pBS, mit pPCMV-I-Scel oder mit pEGFP-N1 koelektroporiert.

1. pBS (p53-Negativ-Kontrolle),
2. pSV53-her (Vektor zur Expression von humanem wtp53 in Fusion mit der
Ostradiolbinde-Domiine),

3. pSV53(138V)her (Vektor zur Expression von humanem p53(138V) in Fusion mit der

Ostradiolbinde-Domiine),

4. pSV53(1-333)her (Vektor zur Expression von am C-Terminus um 60 Aminosduren

verkiirztem humanem p53 in Fusion mit der Ostradiolbinde-Domine),

5. pSV53(1-363)her (Vektor zur Expression von am C-Terminus um 30 Aminosduren

verkiirztem humanem p53 in Fusion mit der Ostradiolbinde-Doméne) und

6. pSV53(174Y)her (Vektor zur Expression der Mutante p53(174Y) aus der Ratte in

Fusion mit der Ostradiolbinde-Domiine).
Die Ansitze wurden durch die Zugabe von 200 nM Ostradiol induziert und 30000 Zellen pro
Ansatz 72 h nach Elektroporation am FACScan analysiert. Die Rekombinationsraten aus drei
unabhéingigen Messungen wurden pro Klon gemittelt und die Mittelwerte gegen die der

Positiv-Kontrolle korrigiert. Die Raten, die nach Koelektroporation der Klone mit den
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Plasmiden pBS und pCMV-I-Scel ermittelt worden waren, wurden als 100 % definiert und

die relativen Rekombinationsraten fiir die restlichen Proben errechnet (s. Abb. 62).

140
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Maldallgl

sz‘ wt ‘138V 1-333 1-363‘174Y sz‘ wt ‘138V

relative Rekombinationsrate (%)
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MHA6 MHHR4 MHEJ12

Abb. 62: Relative Rekombinationsraten nach Koexpression von I-Scel und wtp53her (wt), p5S3(138V)her
(138V), p53(1-333)her (1-333), p53(1-363)her (1-363) bzw. p53(174Y)her (174Y) in MHA6, MHHR4 und
MHEJ12. Die Rekombinationsraten, die nach Koelektroporation der Klone mit den Plasmiden pBS und pCMV-
I-Scel ermittelt wurden, wurden als 100 % angenommen und relative Raten inklusive Standardfehler errechnet.

Um auszuschlieBen, dass Effekte bei der Rekombination mit unterschiedlichen
Expressionsraten der Proteine einhergehen, wurden Western-Blot-Analysen in MHHR4-

Zellen durchgefiihrt (s. Abb. 63).

pS3her

pBS wt 138V 1-333  1-363

T — e e <—53her (90 kDa)

Abb. 63: Expressionsmuster von wtp53her (wt), p53(138V)her (138V), p53(1-333)her (333) und p53(1-363)her
(363) in MHHR4-Zellen 72h nach Elektroporation und Kultivierung in 200 nM Ostradiol. Die Proteine wurden
in einem 10%igen SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch getrennt und nach Membran-Transfer die Lage des 90 kDa-
Proteins mit dem Primér-Antikdrper DO1 detektiert. Die mit pBS transfizierten MHHR4-Zellen wurden als
Negativ-Kontrolle mitanalysiert.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den Proteinmengen von wtp53 und Mutanten-
p53, die unter der Kontrolle des SV40-Promotors exprimiert wurden, nachgewiesen. In einer
weiteren Western-Blot-Analyse konnten wir zeigen, dass im Vergleich zur Expression unter
der Kontrolle eines CMV-Promotors mit dem SV40-Promotor (pSV53her-Konstrukte)
10-100fach niedrigere pS3-Expression erreicht wurde (Daten nicht gezeigt).

Nach Koelektroporation der Plasmide pBS und pCMV-I-Scel betrug der Griinfluoreszenz-
anteil unter MHA6-Zellen 39x10™, in MHHR4-Zellen 90x10™ und in MHEJ12-Zellen

35x10™. Nach wtpS3her-Expression wurden die Rekombinationsraten fiir das A-Konstrukt
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finffach und fiir das HR- bzw. EJ-Konstrukt dreifach inhibiert. Wahrend mit der um
60 Aminosduren am C-Terminus verkiirzten Variante p53(1-333)her in den drei Klonen
hochstens zweifache Unterdriickung nachgewiesen werden konnte, wurde nach Expression
der am C-Terminus um 30 Aminosduren verkiirzten Variante p53(1-363)her in MHAG6- bzw.
MHHRA4-Zellen dreifache und in MHEJ12-Zellen zweifache Inhibition beobachtet. Die
Expression von p53(138V)her fiihrte nach Inkubation der Ansétze bei 37 °C in MHA6- bzw.
MHEJ12-Zellen zur zweifachen und in MHHR4 zur dreifachen Unterdriickung der
Rekombinationsraten. Mit der in der Rekombinationsunterdriickung defekten Mutante
p53(174Y)her aus der Ratte in Fusion mit der Ostradiolbinde-Domine wurde in MHA6-Zellen

nur 12%ige Unterdriickung der Rekombination beobachtet.

4.2.14 Dosisabhangigkeit der Rekombinationsinhibition durch p53

Bei den beschriebenen Versuchen (s. 4.2.9, 4.2.11-13) wurde nach wtp53-Expression
durchgehend Rekombinationsinhibition beobachtet, jedoch je nach Expressionsvektor in
unterschiedlicher Hohe. Der Vergleich der Proteinmengen unter der Kontrolle des Gal4-,
SV40- oder CMV-Promotors zeigte, dass mit dem CMV-Promotor 10-100fach hohere
Proteinniveaus erreicht werden (Daten nicht gezeigt). Parallel dazu wurde eine ca. 10fach
hohere Rekombinationsunterdriickung nach Expression von p53 mittels CMV-Promotor
festgestellt. Um zu kldren, ob die inhibitorische Wirkung von wtp53 auf die Rekombination
dosisabhingig ist, wurde sowohl mit episomalen als auch chromosomal integrierten
Rekombinationssubstraten der inhibitorische Effekt von p53 untersucht. Dariiber hinaus
wurde bei konstanter p53-Menge die Konzentration des Rekombinationssubstrates variiert.
Da in den bisherigen Versuchen maximale Inhibition mit Rekombinationsvektoren, welche

das A-EGFP-Gen als Akzeptor enthalten, beobachtet wurde, wurden fiir diese

Untersuchungen der Klon MHA6 bzw. die Vektoren pSxEsGal4-I-ScelbPuroCMV-A und
pSxtrsGal4-1-ScelbPuroCMV-A eingesetzt.

4.2.14.1 Dosisabhiangigkeit der Rekombinationsinhibition durch p53 mit

chromosomal integrierten Rekombinationssubstraten

Je 10 pg, 1 pg, 0,1 pg, 0,01 pg und 0,001 pg der Plasmide pC53-wts (zur Expression von
wtp53) bzw. pC53.4.2N; [zur Expression von p53(273H)] wurden mit pGC-Vektor auf
jeweils 10 pg Gesamtplasmidmenge addiert. Diese und 10 pug pGC-Vektor wurden mit je
10 ng pCMV-I-Scel bzw. pEGFP-N1 in MHA6-Zellen koelektroporiert. Um die basalen
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Rekombinationsraten bestimmen zu koénnen, wurde der Klon MHA6 mit nur 20 pg
pGC-Vektor elektroporiert. Fluoreszierende Zellen wurden nach 72 h am DurchfluBzytometer
gemessen und pro Ansatz 30000 Zellen analysiert. Die Anzahl der griinfluoreszierenden
Zellen aus drei unabhéngigen Messungen, wurden gemittelt und die Mittelwerte gegen die der
Positiv-Kontrolle korrigiert. Die Raten, welche nach Koelektroporation mit den Plasmiden

pGC und pCMV-I-Scel ermittelt wurden, wurden als 100 % definiert und dazu die relativen

Rekombinationsraten fiir die Proben mit wtp53 und p53(273H) errechnet (s. Abb. 64).

5¢-LTR Puro CMV ANEGFP SV40 Hygro . 3-LTR
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Abb. 64: Vergleich der relativen Rekombinationsraten, die nach Expression von wtp53 (wt) und p53(273H)
(273H) in MHAG6-Zellen ermittelt wurden. Raten in Abwesenheit von p53 wurden als 100 % definiert und auf
dem Diagramm nicht angegeben. Relative Raten inklusive Standardfehler sind gezeigt. Der chromosomal
integrierte Rekombinationsvektor pSxtrsSV40-HygbPuroCMV-A ist schematisch dargestellt.

Um die p53-Proteinmenge in Abhéngigkeit von der eingesetzten Expressionsplasmidmenge
festzustellen wurde ein Aliquot aus jedem Rekombinationsansatz entnommen und die p53-

Proteine mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen (s. Abb. 65).

pGC hp53

DNA-Menge (ng): 10 0,001 0,01 0,1 1 10

——
— —

Abb. 65: wtp53- und p53(273H)-Expressionsvergleich nach Transfektion des Klons MHA6 mit
unterschiedlichen Mengen an Expressionsplasmiden (10 pg, 1 pg, 100 ng, 10 ng und Ing). Mit 10 ug
pGC-Vektor transient transfizierte MHA6-Zellen wurden als Negativ-Kontrolle fiir die pS53-Expression
eingesetzt. Die Lage der p5S3-Banden wurde nach elektrophoretischer Trennung der Proteine im 10%igen SDS-
PAGE-Gel und Membran-Transfer mit Hilfe des Primér-Antikérpers DO1 nachgewiesen.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den Expressionsniveaus von wtp53 und

Mutanten p53(273H) in den entsprechenden Ansétzen festgestellt. Die in Abb. 65 dargestellte
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Autoradiographie ldsst die p53(273H)-Menge fiir 10 ng transfiziertes Plasmid als geringer
erscheinen. In einem weiteren nicht gezeigten Western-Blot bestétigte sich dieser Unterschied
jedoch nicht.

Nach Initiation der Rekombination mittels I-Scel-Expression wurden Raten in Hohe von
28x10™* gemessen. wtp53-Expression nach Transfektion der Zellen mit 10 pg Plasmid
pCS53-wts fiihrte zur vollstdndigen Inhibition der Rekombination. Mit 1 pg Plasmid waren die
Raten achtfach und mit 100 ng zweifach gesenkt. Die Supression betrug mit 10 ng bzw. 1 ng
Plasmid nur 10-11 %. Dagegen wurde mit der Mutante p53(273H) maximal 35%ige (10 pg)
und minimal 2%ige (1 ng) Inhibition beobachtet.

4.2.14.2 Dosisabhiangigkeit der Rekombinationsinhibition durch p53 mit

episomalen Rekombinationssubstraten

Nachdem klar war, dass die inhibitorische Wirkung von wtp53 bei der Rekombination an
chromosomal integrierten Substraten von der p53-Dosis abhéngig ist (s. 4.2.14.1), wurde die
Dosisabhingigkeit mit episomalen Substraten fiir die kKHR und nkHR untersucht. Dafiir wurde
zundchst in einer Substrat-Titration gepriift, ob Sattigungseffekte im gewihlten

Konzentrations-Bereich auftreten.

4.2.14.2.1 Abhingigkeit der Rekombinationsraten von der DNA-Substrat-

Dosis

Nach Transfektion durch z. B. Elektroporation konnen mehrere Plasmid-Kopien in die
Zielzelle eingebracht werden. Um zu verstehen, ob die DNA-Reparaturmaschinerie zum
limitierenden Faktor wird, wurden Rekombinationssubstrate in unterschiedlichen
Kopienzahlen in die Zellen eingebracht und Rekombinationsraten bestimmt. Hierfiir wurden
KMV5-Zellen mit je 2 pg, 4 pg, 6 pg, 8 pg und 10 pg Rekombinationsvektor (s. unten) und
mit je 10 pg pBS oder wtp53-Expressionsvektor pC53-wt; koelektroporiert:

1.  Vektor zur Bestimmung von kHR: pS5xEsGal4-I-ScelbPuroCMV-A (N-EGFP als

Donor),
2. Vektor zur Bestimmung von kHR und nkHR. p5xtrsGal4-I-ScelbPuroCMV-A (Stop-
EGFP als Donor) und

3. Vektor zur Bestimmung von Transfektionseffizienzen: pSbPuroCMV-wtEGFP (Positiv-

Kontrolle).
Um Rekombination durch I-Scel-Expression zu initieren, wurden die Zellen mit 200 nM

Ostradiol kultiviert und nach 72 h griinfluoreszierende Zellen unter insgesamt 30000 Zellen
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pro Ansatz gezdhlt. Die resultierenden Rekombinationsraten aus zwei unabhdngigen

Messungen, wurden gemittelt und die Mittelwerte gegen die der Positiv-Kontrolle korrigiert

(s. Tab. 14).
Donor Substratmenge (ng) - wtpS3

2 ng 0,32 % + 0,03 0,02 % = 0,02

4 ng 0,86 % + 0,06 0,02 % £ 0,02

N"-EGFP 6 pg 1,96 % £ 0,11 0,00 % = 0,00
8 ng 2,37 %=+ 0,25 0,04 % = 0,04

10 pg 3,02 % £ 0,22 0,04 % £ 0,01

2 pg 3,56 % £ 0,07 0,24 % = 0,08

4 ng 7,03 % £ 0,20 0,36 % = 0,00

Stop-EGFP 6 pg 12,59 % + 0,15 0,45 % + 0,00
8 ng 13,05 % £ 0,23 0,60 % £ 0,07

10 pg 15,71 % + 0,29 0,86 % + 0,08

Tab. 14: Rekombinationsraten nach Koelektroporation von KMV5-Zellen mit pBS (-) bzw. pC53-wt; (wtp53)
und pSxtrsGal4-I-ScelbPuroCMV-A (Stop-EGFP) bzw. pSxtrsGal4-1-ScelbPuroCMV-A (N -EGFP). Gemittelte
Daten inklusive Standardfehler sind angegeben.

Nach Koelektroporation der Substrate mit pBS wurden Rekombinationsraten von 0,3 % bis
3 % (N-EGFP) und von 4 % bis 16 % (Stop-EGFP) mit steigender Substratkonzentration
gemessen. Da der Anstieg der Rekombinationsraten mit der Plasmidmenge linear war, waren
Reparaturenzyme in diesem Bereich nicht limitierend. Nach wtp53-Expression wurde fiir das
Rekombinationsplasmid mit N’-EGFP-Donor ein Griinfluoreszenzanteil von 2-4x10™ und mit
Stop-EGFP-Donor von 2-9x10” gemesen, d. h. dass wtp53 iiber den ganzen Substrat-
konzentrationsbereich kHR 20-80fach und kHR und nkHR 10-30fach inhibiert hat.

4.2.14.2.2 Rekombinationsraten in Abhingigkeit von der p53-Dosis

Nachdem geklédrt war, dass die Rekombinationsmaschinerie in Bezug auf die Anzahl der
DSBe in den Rekombinationssubstraten nicht limitierend war, wurde unter diesen
Bedingungen p53 austitriert, um eine Korrelation zwischen dem Inhibitionsgrad und der
p53-Menge herzustellen. Die KMV5-Zellen wurden mit je 10 pg des Rekombinations-
substrates (s. unten) und mit entweder 2 pg, 5 ug und 10 pg der Plasmide pBS, pC53-wt;

(wtp53-Expression) oder pC53.4.2N3 (pS53(273H)-Expression) koelektroporiert:
1. pSxEsGal4-1-ScelbPuroCMV-A (N’-EGFP als Donor),

2. p5SxtrsGal4-1-ScelbPuroCMV-A (Stop-EGFP als Donor) und
3. pSbPuroCMV-wtEGFP (Positiv-Kontrolle).

Die Zellen wurden mit 200 nM Ostradiol kultiviert und nach 72 h griinfluoreszierende unter

30000 Zellen pro Ansatz am DurchfluBzytometer gezéhlt. Die Rekombinationsraten aus zwei
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unabhidngigen Messungen, wurden gemittelt und die Mittelwerte gegen die der Positiv-

Kontrolle korrigiert (s. Tab. 15).

Protein Plasmidmenge N'-EGFP Stop-EGFP
2 g 0,80 % + 0,06 7,35%+ 1,79
- S pg 3,48 % + 0,44 11,62 % + 0,88
10 pg 591 %+ 1,26 18,80 % + 1,24

2 pg 0,05 % £ 0,00 0,44 % + 0,03

wtp53 Sug 0,07 % £ 0,02 0,65 %+ 0,11
10 pg 0,05 % £ 0,02 1,52 % + 0,25

2 ug 0,08 % = 0,05 1,93 % + 0,07

p53(273H) 5ng 0,18 % + 0,04 5,01 % + 1,08
10 pg 0,55 % + 0,03 9,05 % + 0,03

Tab. 15: Rekombinationsraten nach Koelektroporation von KMVS5 mit den Substraten [pSxtrsGal4-I-
ScelbPuroCMV-A (Stop-EGFP) und p5xtrsGal4-1-ScelbPuroCMV-A (N’-EGFP)] und pBS, pC53-wt; (wtp53)
und pC53.4.2N; [p53(273H)]. Raten bezogen auf transfizierte Zellen wurden gemittelt und Standardfehler
errechnet.

Nach Koelektroporation der KMV5-Zellen mit Rekombinationsvektoren wurden kHR-Raten
(N’-EGFP) in Hohe von 1-6 % und Raten fiir kHR und nkHR (Stop-EGFP) von 7-19 %
gemessen. Nach wtp53-Expression wurden fiir kHR eine 20-120fache und fiir kHR und nkHR
10-20fache Inhibition nachgewiesen, wihrend mit der Kontaktmutante p53(273H) fiir kHR
10-20fache und fiir kHR und nkHR zwei bis vierfache Herabregulierung beobachtet wurden.

4.2.15 Unterscheidung von rekonstituierender und inaktivierender

Rekombination durch Zwei-Fluoreszenzfarben-Analyse

Zusétzlich zu den Rekombinationsvektoren, die im Rahmen dieser Arbeit zur Bestimmung
von Rekombinationsraten unter Rekonstitution eines wtEGFP-Gens generiert wurden, wurden
die in Abb. 66 schematisch dargestellten neuartigen Plasmide fiir die Analyse eingesetzt. Das
besondere an diesen Vektoren ist, dass hier als Abstandhalter ein RFP-Gen kloniert wurde,
und dass die Positionen von N-EGFP und HR- bzw. EJ-EGFP vertauscht wurden. Damit
ermoOglichen diese Vektoren neben der Bestimmung von nkHR-Ereignissen durch
Rekonstitution eines wtEGFP-Gens und damit die Zunahme des Griinfluoreszenzanteils auch
die Bestimmung von nkHR-Ereignisse und anderen inaktivierenden Prozessen durch den
Verlust/die Mutation des Abstandhalters und damit durch die Abnahme des
Rotfluoreszenzanteils.

Zur Bestimmung der Rekombinationsraten wurden je 10 pg der Vektoren (s. 3.1.7)
pEGFP-N1, pdsRed-N1, pSCMV-RFP-HR/-EJ, p5Puro-CMV-N’-CMV-RFP-HR/-EJ und
pSPuro-CMV-wtEGFP-CMV-RFP-HR/-EJ mit je 10 ug pBS oder pCMV-I-Scel in KMVS5-
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Zellen koelektroporiert. Die Fluoreszenzen von EGFP und von RFP in KMV5-Zellen wurden
72 h nach Initiation der Rekombination am FACScan (DAKO-Galaxy) bestimmt (s. Abb. 67).
Die Fluoreszenzanteile fiir EGFP wurden fiir dieses Experiment iiber den Bereich im Dot-
Plot-Quadrat Q1 und fiir RFP {iber Q4 bestimmt. GleichermaB3en wurden im FL1-Histogramm
EGFP-Anteile tiber den Markerbereich RN1 und fiir RFP-Anteile iiber RN2 errechnet. Die
Ergebnisse aus drei unabhingigen Messungen wurden gemittelt und gegen die der Positiv-

Kontrolle korrigiert (Tab. 16).

5¢-LTR Puro CMV N-EGFP CMV RFP HR/EJ-EGFP 3‘-LTR
O S s m—

A p5SPuro-CMV-N‘-CMV-Red-HR/-EJ

5¢-LTR Puro CMV wtEGFP CMV RFP HR/EJ-EGFP 3‘-LTR
—— =

B p5Puro-CMV- wtEGFP-CMV-Red-HR/-EJ

5¢-LTR CMV RFP HR/EJ-EGFP 3°‘-LTR
_. |

C pCMV-Red-HR/-EJ

Abb. 66: Schematische Darstellung der in KMV5-Zellen transfizierten Vektoren, die Rekombination durch
wtEGFP-Rekonstitution und durch Verlust des Abstandhalter-Gens RFP anzeigen. A: Rekombinationsvektor mit
Donor und Akzeptor. B: Positiv-Kontrollvektoren. C: Negativ-Kontrollvektoren.
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Abb. 67: Darstellung der Fluoreszenzanteile in KMV5-Zellen als FL1- (FLI) und FL3-Histogramme (FLIII)

bzw.als Dot-Plot (FL1 gegen FL3). Der in die Zellen transfizierte Rekombinationsvektor ist oberhalb
schematisch dargestellt.

Fluoreszenztyp Konstrukt pBS pCMV-I-Scel
EGFP HR 4x107 0,2 13x107% + 1
EJ 7x10%+0,3 15x107% + 1
RFP HR 44x107% + 4 24x102 + 1
EJ 86x1072 + 11 76x107% + 2

Tab. 16: Bestimmung der Fluoreszenzanteile nach Koelektroporation der KMVS5-Zellen mit den
Rekombinationsvektoren, die in der Abb. 66 schematisch dargestellt wurden, gemeinsam mit pBS oder

pCMV-I-Scel.



Ergebnisse 141

Nach Induktion eines DSBs infolge von I-Scel-Expression wurde die Rekonstitution des
wtEGFP-Gens im HR-Konstrukt dreifach und im EJ-Konstrukt zweifach ausgehend von 4 %
bzw. 7 % erhoht, wihrend die RFP-Expression mit dem HR-Konstrukt um 56 % bzw. 76 %
reduziert wurde und mit dem EJ-Konstrukt um 14 % bzw. 24 % gesenkt wurde. Dies
bedeutet, dass deletierende Rekombinationsereignisse vor allem fiir das HR-Konstrukt

deutlich haufiger auftreten als Rekonstitutionsereignisse.

4.2.16 Rekombination nach Bestrahlung oder Etoposid-Behandlung

Sowohl ionisierende Bestrahlung wie auch Behandlung mit dem Topoisomerasell-Inhibitor
Etoposid konnen DSBe auslosen. Es sollte gepriift werden, ob die infolge dieser
Behandlungen entstandenen Schiden in Form von Rekombination repariert werden und als
solche in dem hier entwickelten System detektiert werden konnen.

Die Klone (KMVS5, MHA-3 und -6, MHHR-1 und -4, MHEJ-3 und -12, MHHRher5-12)
wurden mit 500 Rad bestrahlt und die Fluoreszenzen von je 30000 Zellen 24 h, 48 h, 72 h und
96 h nach Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen am Durchflulzytometer
(Coulter XL-MCL) analysiert. Die Anzahl der griinfluoreszierenden Zellen aus drei
unabhingigen Messungen, wurde gemittelt und fiir interessante Zelllinien in Tab. 17
zusammengefasst.

Fiir die Klone KMVS5, MHHR4 und MHA6 wurden keine Fluoreszenz-Signale nachgewiesen,
d.h. alle Werte lagen unter dem Detektionslimit von 10“. Fiir den Klon MHHR1 wurden bei
Messung nach 96 h ohne Bestrahlung und fiir MHEJ3 und MHA3 nach Bestrahlung
Rekombinationsraten von 0,3x10™ gemessen. Fiir Klon MHEJ12 wurde bereits 24 h nach
Bestrahlung wie auch zu spiteren Zeiten nach Bestrahlung Rekombination zu 0,3x10™
festgestellt. Die hochsten Rekombinationsraten, von 1x10™ 96 h nach Bestrahlung wurden mit

Klon MHHR-her5-12 gemessen.

Rekombinationsrate (x10™)

Zelllinie Bestrahlung 24 h 48 h 96 h
KMV5 - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0%0,0
+ 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0+0,0
MHHR-her5-12 - 0,0£0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0
+ 0,0 £0,0 0,3+0,3 1,0+1,0
MHE]J 12 - 0,0 £0,0 0,3+0,3 0,0 £0,0
+ 0,3£0,3 0,3£0,3 0,3+0,3

Tab. 17: Mittelwerte und Standardfehler der Rekombinationsraten fiir ausgewihlte Test-Zelllinien nach
inonisierender Bestrahlung in Abhéngigkeit von der Zeit. Die Messungen, bei denen ein hoherer Wert als 10
gemessen wurde, sind in grau hervorgehoben.
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Alternativ zur Bestrahlung wurde der Klon MHEJ12 mit 1 uM, 10 uM und 100 pM Etoposid
behandelt. Nach 2 h wurde das Etoposid-haltige Medium von den Zellen entfernt und die
Zellen mit frischem Medium versorgt. Die Fluoreszenzen in 30000 Zellen pro Ansatz wurden
72 h nach Mediumwechsel am Durchflulzytometer (Coulter XL-MCL) analysiert. Die Anzahl
der griinfluoreszierenden Zellen aus drei voneinander unabhidngigen Messungen, wurden

gemittelt und in Tab. 18 zusammengefasst.

Etoposid Konzentration Rekombinationsrate
0 0,0.10* £ 0,0
1 uM 0,0.10* £ 0,0
10 uM 0,0.10%£0,0
100 uM 0,3.10*+0,3

Tab. 18: Rekombinationsraten in MHEJ12-Zellen nach Behandlung mit Etoposid fiir 2 h.

Nur in Zellen, die mit 100 uM Etoposid behandelt wurden, wurde eine Rekombinationsrate in
Héhe von 0,3x10™ gemessen. Gleichzeitig verinderte sich auch die Granularitit und Gréfe
der Zellen enorm (Daten nicht gezeigt), vermutlich aufgrund von Anderungen der
Miktrotubuli in den K562-Zellderivatien (Grzanka, 2001).

Zusammenfassend konnte in der Tat Rekombination infolg von Bestrahlung oder Etoposid-
Behandlung mit Hilfe des in dieser Doktorarbeit erzeugten Test-Systems basierend auf EGFP-

Fluoreszenz nachgewiesen werden.



Diskussion 143

5. Diskussion
5.1 Entwicklung eines reaktionsschnellen Test-Systems zur Bestimmung

von DSB-Reparatur-Ereignissen

DSBe, die spontan wahrend zelluldrer Prozesse oder infolge von dufleren Einfliissen auftreten
konnen, stellen fiir sich mitotisch teilende Zellen eine Bedrohung der genomischen Integritit
dar. Aus diesem Grunde reprisentieren rekombinative Reparatur-Prozesse eine der
wichtigsten und vor allem auf unterschiedlichste DNA-Schadigungen reagierende DNA-
Reparatur-Form. Dies macht den Nachweis von Rekombinations-Prozessen auch interessant
als Indikator fiir DNA-Schéadigungen nach Einwirkung unterschiedlicher genotoxischer
Agenzien oder Bestrahlung. Bisher wurden Rekombinationsereignisse iiberwiegend mit Hilfe
von Nachweis-Systemen, die auf der Rekonstitution eines Selektionsmarkers oder eines
intakten SV40-Genoms basierten, bestimmt. Beide Nachweis-Prinzipien sind jedoch durch
eine lange Reaktionszeit gekennzeichnet, so dass die Wirkung von transienten Prozessen, wie
z. B. innerhalb des Zellzyklus, bis zur Etablierung resistenter Zellklone oder viraler Plaques
verwischt werden kann. Um Rekombinationsereignisse im Kontext des zelluldren Genoms
innerhalb eines kurzen Zeitraumes bestimmen zu koOnnen, wurde im Rahmen dieser
Doktorarbeit ein neues Test-System etabliert, das auf der Rekonstitution des wtEGFP-Gens
basiert. Kiirzlich wurden &hnliche Test-Systeme auch von Pierce et al., 1999 und von Slebos
und Taylor, 2001 fiir die Bestimmung von Rekombinationsereignissen beschrieben. Wie in
dieser Arbeit dargelegt wurde, kann die Autofluoreszenz des EGFP in lebenden Zellen ab
dem Zeitpunkt der Promotor-Aktivierung innerhalb von 2 h bereits halbmaximal detektiert
werden, so dass EGFP als Signal fiir erfolgreiche Rekombination als besonders gut geeignet

erschien. Um Rekombinationsstudien im Zellzyklus mit dem hier beschriebenen Test-System
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zu ermoglichen, wurde ein Elutriationsprotokoll fiir die saubere Trennung von Zell-
Populationen in der Zellzyklusphase G1-, G2- oder S-Phase etabliert. Auf diese Weise wurde
die Basis geschaffen, um zu definierten Zeitpunkten im Zellzyklus, d. h. an sortierten
Zellpopulationen, mit Hilfe der reaktionsschnellen, fluoreszenzbasierten Methode

Rekombinationsprozesse zu analysieren.

DSBe werden experimentell hdaufig durch ionisierende Strahlung oder durch den Einsatz von
Restriktionsendonukleasen erzeugt. Wéahrend durch ionisierende Strahlung neben DSBen vor
allem Einzellstrangbriiche und Basenschéden ungerichtet im Genom entstehen, so dass neben
der DSB-Reparatur- auch BER- und/oder NER-Wege aktiviert werden, ist der Einsatz von
Restriktionsendonukleasen auf eine bestimmte Zielsequenz gerichtet. Um die Anzahl der
DSBe moglichst niedrig zu halten, also nur in einem der beiden homologen
Rekombinationssubstrate, dem sogenannten Akzeptor-Gen, einen Schnitt zu setzen, wurde die
0-Meganuklease I-Scel eingesetzt. I-Scel ist eine hochspezifische Endonuklease, die eine
18 Bp lange Erkennungssequenz besitzt und deswegen rein statistisch nur einmal in
20 menschlichen Genomkopien schneiden sollte. Die Uberexpression der Meganuklease
erwies sich fiir die Sdugerzellen als nicht toxisch, was damit zu erkldren ist, dass im
Saugerzellgenom keine Erkennungssequenzen fiir I[-Scel natiirlich vorkommen. In
Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten konnte I-Scel nach Uberexpression auch hier
erfolgreich zur Initiation der Rekombination eingesetzt werden, wobei eine 20-80fache
Steigerung der spontanen Rekombinationsraten in menschlichen Zellen erreicht wurde. Im
Vergleich dazu fiihrte I-Scel-Uberexpressin in Maus-Stammzellen bis zu 120facher Erhhung
der spontanen Rekombinationsraten, welche im Bereich von 10°-10" lagen (Donoho et al.,
1998). Durch diese MalBnahme konnten in den von uns verwendeten menschlichen
Zellsystemen Rekombinations-Ereignisse im chromosomalen Kontext erfasst werden, indem

deren Frequenzen iiber die Nachweisgrenze unseres Test-Systems angehoben worden waren.

Da das neu entwickelte Test-System auf Griinfluoreszenz-Detektion basiert und
griinfluoreszierende Zellen am FACScan analysiert werden sollten, war die Sensitivitédt der
Nachweismethode durch Mischungsexperimente mit griinfluoreszierenden Zellen am
DurchfluBzytometer im Vorfeld bestimmt worden. Hierbei stellte ich fest, dass 107 die
Nachweisgrenze der gingigen FACS-Zytometer darstellt. In den von uns vornehmlich zur
Analyse  verwendeten Leukimiezellen entsprach dies etwa den  spontanen
Rekombinationsraten an zelluldren Chromosomen, wohingegen nach I-Scel-Expression Raten

in der GréBenordnung von 10 bis 107 beobachtet wurden. Insgesamt war es uns mit Hilfe
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des Einsatzes der [-Scel-Meganuklease nicht nur gelungen DSB-Reparatur mit Hilfe unseres
reakionsschnellen Test-Systems messbar zu machen, sondern dariiber hinaus wurden die
Voraussetzungen erfiillt, um Rekombination zu bestimmten Zeitpunkten im Zellzyklus, also
z. B. an elutriierten Zellpopulationen, zu initiieren. Als wichtige technische Beobachtung,
welche ich im Rahmen der Vorversuche mit den K562-Leukidmiezellen machte, erwies sich
die Tatsache, dass sich diese und andere Suspensions-Kulturzellen mit Substanzen, die durch
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, nicht transfizieren lassen. Dies ist damit zu
erkldren, dass Suspensionskultur-Zellen keinen Monolayer am Boden der Zellkulturflasche
bilden und dadurch keine Oberfliche fiir Agentien wie DOTAP, Lipofektamin oder
Ca3(POy),-Prazipitate und damit fiir endozytotische Aufnahme anbieten. Aus diesem Grunde
wurden alle fiir die Rekombinations-Studien verwendeten DNA-Vektoren durch
Elektroporation in die Zielzellen eingefiihrt. Auch die Infektion dieser Suspensionskultur-
Zellen mit Retrovirus-Uberstand aus rekombinanten GaMV6-Zellen erwies sich zuniichst als
schwierig. Spitere Optimierungs-Versuche, welche u. a. auf dem Einsatz einer alternativen
amphotropen Helfer-Zelllinie mit verbesserten Transduktionseigenschaften beruhten, fiihrten
jedoch auch fir die Leukdmiezelllinie K562 zum Erfolg. Im Rahmen einer von mir
experimentell angeleiteten Diplomarbeit (Hinsch, 2000) wurden die von mir kreierten
Rekombinationsplasmide auf der Basis retroviraler Vektoren in die Helferzelllinie PA317
eingebracht und die anschlieBende Freisetzung infektioser Retrovirenpartikel iiber die
Transduktion von KS562-Leukdmiezellen und anderen Zelltypen festgestellt. Genomische
PCR-Analysen zeigten dariiber hinaus, dass die Integritit und Anordnung der fir die
Rekombination benétigten Gene nach retroviraler Transduktion aufrechterhalten blieb, also
keine hochfrequenten Austauschprozesse im Verlaufe des retroviralen Lebenszyklus die
spiatere Messung der Rekombination unmdéglich machten. Da bei niedrigem Virus-Titer die
Wahrscheinlichkeit der Doppelinfektion einer Zelle und damit eine Mehrfach-Integration des
transduzierten Rekombinationsvektors in das zellulire Genom sehr niedrig ist, konnen nun
mit Hilfe dieser rekombinanten Retroviren Rekombinationssubstrate nicht nur linear, sondern
auch einmalig pro zellulirem Genom integriert werden. Auf diese Weise konnen
Unsicherheiten, wie sie nach chemischer oder physikalischer Transfektion beziiglich der

Kopienzahl der genomisch integrierten Substraten auftauchen, vermieden werden.

Wiéhrend des Aufbaus des Rekombinations-Test-Systems, wurden zundchst verschiedene
Rekombinationsvektoren hergestellt, die auf dem retroviralen Vektor pSN-M basierten,
welcher, wie oben angesprochen, eine lineare Insertion der Rekombinationssubstrate in das

zelluldre Genom ermdoglichen sollte. In dieses pSN-M-Vektorriickgrat wurden zwei deletierte
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Varianten des EGFP-Gens als Rekombinationssubstrate (4-EGFP als Akzeptor und N'-EGFP
als Donor) in gleicher Orientierung inseriert, um eine mogliche Haarnadelstruktur-Bildung
der zum groBten Teil komplementdren Substrate bei Klonierung in entgegengesetzter
Orientierung zu unterdriicken. Es ist bekannt, dass solche Strukturen in E. coli und Hefe
DSBe induzieren (Gebow et al., 2000), so dass bei der Klonierung unerwiinschte
Rearrangements zu erwarten gewesen waren. Um die Promotorenanzahl zwischen den 5°- und
3’-LTRs minimal zu halten und um Promotorinterferenzen zu vermeiden, wurde an das
Puromycin-Resistenz-Gen unter Aufrechterhaltung des Leserahmens das A4A-EGFP-
Akzeptorgen fusioniert und die p53- und /-Scel-Gene in der Abstandhalter-Region {iber ein
IRES-Element miteinander verbunden, um monocistronische Transkription der beiden
Genprodukte zu ermdglichen. Weder in Rekombinationsanalysen noch bei Positiv-Kontroll-
Messungen mit wtEGFP an der Akzeptor-Position konnten griinfluoreszierende Zellen mit
diesen Vektoren entdeckt werden. Da fiir die maximale Griinfluoreszenz-Emission durch
GFPs eine vollstindige Chromophor-Region und eine perfekte Faltung der Chromophor-
Region notig ist (Cubitt et al., 1995; Tsien, 1998), kann vermutet werden, dass durch die
Polypeptidkette der Puromycin-N-Acetyl-Transferase bei direkter Fusion mit EGFP ohne
flexible Linker-Region die Faltung von EGFP gestort wurde. Interessanterweise fiithrte in
Ubereinstimmung mit publizierten Daten, auch die Kopplung von p53 und I-Scel iiber ein
IRES-Element nicht zum Erfolg. Es wurde beschrieben, dass Picornavirus-IRES-Elemente in
ihrer Effizienz zur internen Rekrutierung von Ribosomen an mRNA von Zelle zu Zelle stark
variieren (Borman et al., 1997). Dies konnte die Erkldrung dafiir liefern, weshalb trotz des
Nachweises der Protein-Expression von p53 das nachgeschaltete Translationsprodukt I-Scel
nach Transfektion von K562-Zellen mit den korrespondierenden Vektoren mit IRES-
Verkniipfung undetektierbar blieb. Demgegeniiber war der I-Scel-Proteinnachweis eindeutig
positiv, wenn die Expression ohne IRES-Element und vorgeschaltetes p53-Gen bewerkstelligt
wurde. Eine Verbesserungsmoglichkeit fiir die von IRES abhédngige Expression wire, dass
wie im kommerziell erhéltlichen Plasmid pIRES-Hyg (Clontech), 5° zum IRES eine IVS
(Intervening Sequence) eingefithrt wiirde. Es ist nachgewiesen, dass Vektoren mit IVS
hochstwahrscheinlich durch alternativ-splicing in 6-50fach erhohter Protein-Expression

resultieren (Huang und Gorman, 1990).

Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten wurden neue Ausfithrformen des urspriinglichen
Rekombinationsplasmids geschaffen, bei dem Verkniipfungen von kodierenden Sequenzen
iiber IRES-Elemente unterlassen wurden und das 4-EGFP-Akzeptor-Gen separat hinter einen

CMV-Promotor geschaltet wurde. Zusdtzlich wurde durch spezielles Design in
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unterschiedlichen Plasmid-Varianten die Unterscheidung von Reparaturereignissen infolge
von Genkonversion (Vektor mit N-EGFP als Donor), Genkonversion und SSA (Vektor mit
Stop-EGFP als Donor) bzw. NHEJ (Vektor mit nur EJ-EGFP) moglich gemacht. Weiterhin
wurde das A-EGFP-Akzeptor-Gen verdndert, so dass zum Donor unterschiedlich lange
Homologie-Bereiche 5° zum DSB nach I-Scel-Restriktion erzeugt wurden, ndmlich statt 168
Bp (4-EGFP) 194 Bp (HR-EGFP) und 203 Bp (EJ-EGFP). Auf diese Weise konnten
Rekombinationsfrequenzen in Abhdngigkeit von der Lénge der Sequenzhomologie gemessen
werden. Gebow ef al., (2000) hatte fiir den effizienten Ablauf der HR eine Sequenzhomologie
von 120 Bp als ausreichend befunden, andere Gruppen verlangen hierfiir eine mindestens
200 Bp lange Homologie (Elliott et al., 1998; Rubnitz und Subramani, 1984). Durch die
Klonierung von EJ-EGFP als Rekombinationsakzeptor wurden zum einen durch die
Verdopplung von 5 Bp auf beiden Seiten der [-Scel-Erkennungssequenz Mikrohomologien
erzeugt, die NHEJ begiinstigen, und zum anderen durch die Kombination mit einem Donor-
Gen die Reparatur durch gekoppelte Wege aus Genkonversion und NHEJ ermdglicht
(Richardson und Jasin, 2000). Insgesamt konnte durch die Summe der Optimierungsschritte
DNA-Austausch und damit das Auftauchen griinfluoreszierender unter nichtfluoreszierenden
Zellen eindeutig nachgewiesen werden und dariiberhinaus unterschiedliche Reparaturformen
unterschieden werden. Der Einsatz von EGFP als Rekombinationssignal reprisentierte die
Grundlage fiir die sehr schnelle Methode zur Bestimmung von Rekombinationsraten. Da
EGFP keine Modifikation oder Multimer-Bildung fiir die Auslibung der Autofluoreszenz
bendtigt (Cubitt et al., 1995; Tsien, 1998), konnte nach Einbringung von w¢tEGFP in die
Leukémie-Zelllinie K562 am FACScan innerhalb von 4-6 h maximales Leuchten beobachtet
werden bzw. Rekonstitution von wtEGFP durch Rekombination innerhalb von 24 h nach
Initiation durch I-Scel detektiert werden. Nachdem die Expression der Meganuklease I-Scel
tiber ein IRES-Element sich als unbrauchbar erwiesen hatte, versuchte ich im nidchsten Schritt
I-Scel konditional iiber eine durch Ostradiol induzierbare Expressionskassette in der
Abstandhalterregion zwischen Akzeptor und Donor zu exprimieren. Diese Strategie resultierte
in der Tat in I-Scel-Expression, jedoch zumindest in transienten Experimenten als nicht strikt
regulierbar. Auch in  Abwesenheit von Ostradiol wurde I-Scel exprimiert, was nach
Elektroporation mit den Rekombinationsplasmiden vor allem auf die hohe Kopienzahl und
vermutlich auch auf die fehlende Chromatinverpackung zuriickzufiihren war. Aufgrund dieser
Beobachtung wurden neue Rekombinationsplasmide kreiert, welche keine [-Scel-
Expressionskassette, dafiir aber eine Hygromycin-Expressionskassette in  der

Abstrandhalterregion trugen. Diese Konstrukte konnten nun fiir die Etablierung von Zelllinien
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mit stabil ins Genom integrierten Rekombinationsplasmiden verwendet werden, ohne dass die
Gefahr der Erzeugung eines DSBes an der I-Scel-Erkennungssequenz vor Beginn der
Rekombinationsmessung bestand. Fiir die Initiation der Rekombination in diesen genomisch
integrierten Rekombinationssubstraten wurde ein  [-Scel-Expressionsplasmid  zum

gewiinschten Zeitpunkt in die Zellen elektroporiert.

In der Leukdmie-Zelllinie K562 und der davon abgeleiteten KMVS5-Zelllinie wurden nach
transienter Elektroporation mit Rekombinationsvektoren aufgrund der hohen Kopienzahl
Rekombinationsraten im Bereich von 107 beobachtet, wohingegen nach stabiler Integration
der Vektoren ins Genom diese im Bereich von 10 lagen. Im Rahmen dieser Experimente
wurde durch die Uberexpression von I-Scel Rekombination 20-80fach erhoht. In transienten
Experimenten entsprach ein Viertel bis ein Drittel der beobachteten Ereignisse der
konservativen HR (kHR), also vor allem der Genkonversion (Vektor mit N’-EGFP als
Donor). Da nach Einbringung von Vektoren mit Stop-EGFP-Donor die Rekonstitution des
wtEGFP-Gens iiber sowohl kHR (vor allem Genkonversion) als auch nkHR (vor allem SSA)
ablaufen kann, konnte anhand dieser 3-4fach héheren Raten ein Anteil von zwei Drittel bis

drei Viertel fiir die nkHR ausgemacht werden.

Die Rekonstitution eines wtEGFP-Gens durch NHEJ im EJ-EGFP-Gen ohne Donor wurde in
diesem System mit einer Hiufigkeit von ca. 50 % der Genkonversionsereignisse, ndmlich mit
1-3 % gemessen. Dies erscheint auf den ersten Blick widerspriichlich gegeniiber den
publizierten Werten, die besagen, dass ca. die Hilfte aller DSBe iiber NHEJ repariert werden.
Jedoch muss hier betont werden, dass aufgrund des besonderen Vektordesigns nur solche
NHEJ-Ereignisse erfasst werden konnen, die auch mit einer Prozessierung des DSBes
einhergehen, da nach [-Scel-Restriktionsverdau die der I-Scel-Erkennungssequenz
benachbarten Sequenzen nukleolytisch entfernt werden miissen, so dass die flankierenden
5 bp langen Mikrohomologien rehybridisieren konnen, um den EGFP-Leserahmen
wiederherzustellen. Eine einfache Religation der Enden iiber die 4 Bp langen Uberhiinge, die
nach Schnittsetzung durch I-Scel an dessen Erkennungssequenz generiert werden (Plessis et
al., 1992), wiirde nicht in der Rekonstitution des EGFP-Leserahmens und damit nicht in
Fluoreszenz resultieren, weshalb diese Ereignisse in diesem Test-System nicht erfasst werden
konnen. Demzufolge muss die Summe der NHEJ-Ereignisse als hoher betrachtet werden, als

durch Fluoreszenzmessung bestimmt.

Da mit den Vektoren, welche die Bestimmung von ausschlie8lich NHEJ oder Genkonversion

erlaubten, in transienten Experimenten 3-20fach niedrigere Rekombinationsraten gemessen
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wurden als mit Vektoren fiir die Erfassung von Genkonversion und SSA (Stop-EGFP-Donor),
wurden nur diese Vektoren fiir die stabile Integration ins Genom ausgewdhlt. Die
Bestimmung von Rekombinationsraten mit stabil ins Genom integrierten Substraten zeigte,
dass diese um zwei Groflenordnungen unter denen in transienten Experimenten lagen, was fiir
die Bestimmung von Genkonversion oder NHEJ nach Extrapolation bedeutet hétte, dass
Raten 1m Bereich der Nachweisgrenze zu erwarten gewesen wiren und damit

Herabregulierung durch z. B. p53 nur schwer darstellbar gewesen wiére.

Wihrend bei transienten Experimenten flir die verschiedenen Akzeptoren (4-, HR- oder EJ-
EGFP) keine signifikanten Unterschiede in der HR nachgewiesen werden konnten, wurden
mit chromosomal integrierten Substraten fiir 4 EGFP die niedrigsten Rekombinationsraten
gemessen, wihrend die Raten fiir HR-EGFP zweifach und fiir £J-EGFP dreifach {iber den
Raten fiir 4 EGFP lagen. Es ist bekannt, dass Integrationsort und die Kopienzahl der
Rekombinationssubstrate Unterschiede in der Héufigkeit der Ereignisse verursachen konnen.
Um solche Effekte ausschlieBen zu konnen, wurden pro Konstrukt vier unterschiedliche
Klone analysiert und die Ergebnisse gemittelt. Daher kann man annehmen, dass die
Unterschiede zwischen den Raten fiir A-EGFP und HR-EGFP darin zu suchen sind, dass es
Unterschiede in der Lange der Homologien zum Donor-Gen 5’ zum DSB nach I-Scel-Schnitt
gibt. Diese Homologien liegen fiir 4-EGFP bei nur 168 Bp im Vergleich zu 195 Bp bei HR-
EGFP. EJ-EGFP weist eine Homologie von 203 Bp auf, wobei jedoch bei Konstrukten mit
EJ-EGFP- und Donor-Gen eine Kopplung von Genkonversion und NHEJ zusédtzlich zur
Steigerung der Rekombinationsraten beitragen konnte (Richardson und Jasin, 2000). Im
Gegensatz zu den Homologien im 5’-Bereich des DSBes erscheinen die Homologien 3’ zum
DSB als unkritisch, da diese zwischen 4 EGFP, HR-EGFP bzw. EJ-EGFP und Stop-EGFP
bei 519 Bp, 528 Bp bzw. 533 Bp liegen, und damit weit liber der Grenze von 200 Bp, welche
fiir die effiziente Auslibung der HR bendtigt werden (Elliott ef al., 1998; Rubnitz und
Subramani, 1984).

Nachdem das neu entwickelte Test-System {iber die beschriebenen MaBBnahmen verbessert
worden war, wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Frau Dipl. Biol. Karen Hinsch (Hinsch,
2000) eine weitere Variante erzeugt, welche nach Zweifarbenfluoreszenzmessungen nicht nur
rekonstituierende sondern auch deletierende Rekombinations-Ereignisse anzeigen sollte. Die
zugrunde liegenden Konstrukte unterschieden sich von den bisherigen insofern als hier als
Abstandhalter das RFP-Gen eingesetzt wurde, um die Deletion des Abstandhalters im Falle

von nkHR, vor allem dem SSA, nachweisen zu konnen, da diese Ereignisse mit dem Verlust
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von Zwischensequenzen einhergehen (Dronkert et al., 2000). Dariiberhinaus wurden die
Positionen von N’- und HR- bzw. EJ-EGFP an der Akzeptor- und Donorposition
ausgetauscht, wodurch die Bestimmung von sowohl SSA als auch von Genkonversion
moglich wurde. Wéhrend fiir das HR-EGFP-Substrat, mit einer 4 Bp langen Deletion in der
durch die I-Scel-Erkennungssequenz ersetzten Chromophor-Region, nach Initiation der
Rekombination durch I-Scel-Expression die Anzahl der rotfluoreszierenden Zellen um drei
Viertel sank, wurden fiir das EJ-EGFP-Substrat mit einer 5 Bp langen Duplikation an der
Chromophor-Region die rotfluoreszierenden Zellen nur um ein Viertel reduziert. Da es
parallel zur Reduktion der rotfluoreszierenden Zellen zu einer Zunahme der
griinfluoreszierenden Zellen kam, konnte davon ausgegangen werden, dass diese
Fluoreszenzunterschiede tatsichlich RFP deletierende oder EGFP rekonstituierende
Rekombinationsereignisse reflektierten. Der tatsichliche Beweis dieser Ereignisse muss
jedoch in der Zukunft mittels Southern-Blot- oder PCR-Analysen erbracht werden. Auch in
Abwesenheit von I-Scel wurden tendenziell vergleichbare Unterschiede fir HR- und EJ-
EGFP-Konstrukte beobachtet. Die fiir das HR-EGFP- im Vergleich zum EJ-EGFP-Substrat
beobachteten Unterschiede konnten darauf hindeuten, dass die kurze 5 Bp Duplikation beim
EJ-EGFP gekoppelte Ereignisse aus Genkonversion und NHEJ gegeniiber Deletionen
begiinstigt (Richardson und Jasin, 2000).

Fiir diese Zweifarbenanalysen wurden EGFP und RFP ausgewihlt, da diese beiden Proteine
die einzigen AFPs (autofluoreszierende Proteine) repridsentieren, die mit dem Argon-Laser
(488 nm) angeregt werden konnen und deutlich unterschiedliche Emissionsmaxima bei 508
nm (EGFP) bzw. bei 583 nm (RFP) besitzen. Durch die sogenannte Kompensierungsmethode
am FACScan konnten rot- bzw. griinfluoreszierende Zellen klar voneinander getrennt werden,
jedoch erwies es sich als schwierig rot- und griinfluoreszierende Zellen eindeutig zu
quantifizieren, da EGFP ein breites Emissionsspektrum besitzt und schwach im Rot/Orangen-
Bereich fluoresziert. Aus diesem Grunde konnten beim gegebenen Design zwar reine
Deletions- und Rekonstitutions-Ereignisse erfasst werden, jedoch nur eingeschrinkt eine
Kombination aus den beiden. Eine Verbesserungsmoglichkeit konnte durch den Einsatz der
leuchtintensiveren RFP-Variante Red2 von Clontech erreicht werden, da hier
pseudorotfluoreszierende Zellen von klar rotfluoreszierenden Zellen unterschieden werden
konnten. In diesem Zusammenhang sollte auch erwahnt werden, dass die Detektion von RFP
besonders durch die Faltung des Proteins erschwert wurde. RFP war erst zwei Tage nach
Transfektion in die Zellen am Immunfluoreszenz-Mikroskop sichtbar (Daten nicht gezeigt).

Auch diesbeziiglich wurde Red2 optimiert und bendtigt nur noch einen Tag fiir die perfekte
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Faltung. Durch die Installation einer zweiten Laser-Lampe mit einer Anregung bei 558 nm,
welches die optimale Excitationswellenldnge fiir RFP darstellt, konnte auBlerdem die
Detektion von RFP und die Trennung beider Fluoreszenzen weiter verbessert werden.
Zusammenfassend konnen wir feststellen, dass sich dieses kombinierte System aufgrund der
Vorexperimente fiir eine Analyse von sowohl Deletions- als auch Rekonstitutions-Ereignissen

eignet, jedoch noch bestimmter Optimierungsschritte bedarf.

5.2 Anwendungspotential des fluoreszenzbasierten Test-Systems

Das hier beschriebene Test-System tragt das Potential nicht nur zur quantitativen Analyse von
Rekombinationsereignissen sondern auch als Verfahren zum Nachweis von genotoxischer
Wirkung wie z. B. nach Bestrahlung oder Behandlung mit Chemotherapeutika.
Rekombinative Reparatur eignet sich hervorragend als Indikator fiir DNA-Schiadigung, da
erstens DSBe und Quervernetzungen ausschlieBlich rekombinativ beseitigt werden konnen,
dariiber hinaus aber auch anderweitige unrepariert gebliebene Lésionen spétestens an der
Replikationsgabel rekombinativ beseitigt werden (Haber, 1999). Aus diesem Grunde wurde
gepriift, ob Bestrahlung oder Behandlung mit dem Topoisomerese II-Inhibitor Etoposid die

Stimulierung der Rekombination in einem fiir uns nachweisbaren Maf3 verursachen.

Die Auswirkungen der ionisierenden Strahlung umfassen hochreaktive freie Radikale, die am
Riboseanteil und den einzelnen Basen, insbesondere den Pyrimidinen, der DNA angreifen,
was in SSB, DSB, Basenschddigung und anschlieBendem Basenverlust, DNA-DNA- oder
DNA-Protein-Cross-Links resultiert (Pouget und Mather, 2001). Etoposid ist ein Inhibitor der
Topoisomerase II (Topoll), einem Enzym, welches iiberspiralisierte DNA entwinden kann.
DNA-Topoisomerasen (Topo) sind Enzyme, die die DNA-Topologie regulieren und sind fiir
die Integritit des genetischen Materials wihrend der Transkription, Replikation und
Rekombination essentiell (Binaschi ef al., 1995). Inhibitoren wie Camptothecin (anti-Topol)
oder Etoposid (anti-Topoll) und andere Topo-Inhibitoren reprisentieren wichtige
chemotherapeutische Agentien, die hdufig bei Krebstherapien eingesetzt werden. Beide Stoffe
interagieren wihrend des katalytischen Zyklus mit der Topo wihrend der Ausbildung des
kovalenten Komplexes zwischen Enzym und DNA. Topoll arbeitet als Dimer (0- und 3-
Form) und katalysiert die Restriktion beider DNA-Strange. Das Einsetzen von Etoposid
verldngert die Halbwertszeit des Komplexes zwischen DNA und Topoll, was in einer

Erhohung von DSBen und in der Folge in der Auslosung des aktiven Zelltods resultiert.
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Beide Versuche zeigten eindeutig, dass die verwendete Strahlungsdosis von 500 Rad und
Etoposid-Behandlung mit 100 uM fiir 2 h eine Erhohung der Rekombinationsraten iiber die
Detektionsgrenze hinaus bewirkten. Die Behandlung von Zellen mit Etoposid fiir nur 2 h
reprasentiert im Vergleich zur Behandlungsdauer bei Apoptose-Induktionsstudien eine sehr
kurze Exposition (Yang et al., 2001). Unter den gegebenen genotoxischen Bedingungen
waren die gemessenen Raten gering, namlich zwischen 10” und 10™, weshalb weitere
Untersuchungen noétig sind, bei denen Dosis, Behandlungsdauer und zu testende Agentien
variiert werden sollten. Als weitere Moglichkeit zur Empfindlichkeitssteigerung bietet sich
auch die Analyse von 50000-100000 Zellen statt 30000 Zellen, da beispielweise auch mit
1 puM Etoposid Einzelereignisse beobachtet wurden, die jedoch rechnerisch unter die
Nachweisgrenze fielen. Der wohl vielversprechendste Ansatz zur Sensitivititssteigerung des
Test-Systems als Genotoxizitits-Nachweisverfahren besteht in der Applikation des im
vorangegangenen Kapitel beschriebenen Zweifarben-Systems mit Rotfluoreszenz-Nachweis.
Wie an meinen hier vorgestellten Ergebnissen deutlich zu erkennen ist, zeigte sich, dass die
Frequenz der inaktivierenden Ereignisse (Verlust der Rotfluoreszenz) bis zu sechsfach iiber
der Frequenz der rekonstituierenden Ereignisse (Zunahme der Griinfluoreszenz) lag. In
Verbindung mit dem wie EGFP leuchtintensiven Red2-Protein sollten deswegen genotoxische
Ereignisse nun schdtzungsweise eine Groflenordnung frequenter, und damit deutlich tiber der
Nachweisgrenze erfassbar sein. In der Tat konnten Schiestl und Kollegen bereits in der Hefe
(Brennan und Schiestl, 1999) die Anwendbarkeit eines Messverfahrens fiir
Deletionsereignisse auf die Identifizeirung von karzinogenen Stoffen darlegen. Die
Bedeutung von Genotoxizitaitsnachweisverfahren ergibt sich nicht zuletzt aufgrund der
Notwendigkeit die in Hochdurchsatzverfahren neuentdeckten, zahlreichen Wirkstoffe fiir

deren Zulassung zu priifen.

5.3 Analyse der Rolle von p53

Rekombination repriasentiert den einzigen Reparaturmechanismus fiir die Eliminierung von
DNA-DSBen. In Saugetierzellen werden ungefiahr die Hélfte aller DSBe iiber HR repariert
(Lambert et al., 1999; Liang et al., 1998). Nach Etablierung des auf der Rekonstitution von
wtEGFP basierenden Test-Systems wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die Rolle von
p53 bei der DSB-Reparatur nach Initiation durch die hochspezifische Endonuklease I-Scel
untersucht. Um eventuelle Sequestrierung oder dominant negative Effekte zwischen endogen
und exogen exprimierten pS53-Varianten zu elimineren, wurden wtp53 und verschiedene

Mutanten in der Leukdmie-Zelllinie K562 bzw. in der davon abgeleiteten Linie KMVS5
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iiberexprimiert. Gleichzeitig wurden durch die Auswahl von K562 mogliche mit Apoptose

assoziierte Effekte durch p53 auf die Rekombination ausgeschlossen (Mahdi ef al., 1998).

Durch den Einsatz dieses Test-Systems konnten wir zeigen, dass wtp53 auf unterschiedlichen
Protein-Expressions-Niveaus, exogen oder endogen exprimiert, die rekombinativen
Reparaturereignisse an episomal vorliegenden Vektoren wie auch an chromosomal
integrierten Substraten inhibiert. So wurde die inhibitorische Wirkung von p53 nicht nur nach
Elektroporation mit 10 pg Expressions-Plasmid (pC53-wt;) sondern auch bei bis zu
10000fach niedrigeren Plasmid-Konzentrationen beobachtet. Titrationsexperimente belegten
aullerdem, dass Rekombinationsenzyme unter diesen Bedingungen nicht limitierend waren
und mit steigender Substratkonzentration die Rekombinationsraten linear anstiegen.
Titrationsreihen zeigten auch, dass wtp53 die Rekombination fiir unterschiedliche Substrat-
Konzentrationen in dhnlicher Weise reguliert. Insgesamt bestitigten die Daten, dass wtp53
HR supprimiert (Bertrand et al., 1997; Mekeel et al., 1997; Meyn et al., 1994; Wiesmiiller et
al., 1996).

Ein inhibitorischer Effekt von wtp53 wurde auch fiir wtEGFP-Rekonstitution mit donorlosem
EJ-EGFP-Substrat, welches speziell zur Bestimmung von NHEJ-Ereignissen kreiert worden
war, nachgewiesen. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit fritheren Studien, bei
denen nach Behandlung mit ionisierender Strahlung eine Erhéhung von NHEJ erst nach
Verlust von wtp53-Funktionen beobachtet wurden (Bristow et al., 1998). Demgegeniiber
wurde von Yang et al. (1997) und Tang et al. (1999) NHEJ-Stimulierung durch p53 berichtet.
In letzterer Studie wurde ein linearisierter Vektor beniitzt, welcher zwischen einem Promotor
und einem Luciferase-Gen mit der Restriktionsendonuklease HindlIl geschnitten wurde und
anschlielend unbehandelt blieb oder mit Klenow-Fragment an den Enden gegléttet wurde. So
zeigten die Autoren, dass wtp53 NHEJ an tliberlappenden DNA-Enden fordert, wihrend NHEJ
mit glatten DNA-Enden unbeeinflusst blieb. In diesem Zusammenhang wurde auflerdem
beobachtet, dass die stimulierende Aktivitit von p53 dessen C-Terminus bendtigt, aber
unabhéngig von der transkriptionellen Transaktivierungsfunktion abléduft. Abweichend von
dieser Studie beniitzte ich hier Plasmide, welche innerhalb des EJ-EGEFP-Gens nach internem
Schnitt durch I-Scel die Prozessierung des DSBes bis zu den flankierenden Mikrohomologien
erforderten, um das wtEGFP-Gen erfolgreich zu rekonstituieren. Aus diesem Grunde kdnnten
die hier festgestellten, fiir wtp53 spezifischen Effekte beim NHEJ mit dem Auftauchen von
nicht-homologen DNA-Uberhiingen zusammenhiingen. Eine Unterscheidung von NHEJ-

Ereignissen =~ mit  nicht-homologen  Bereichen  wiirde  eine  Parallele  zur
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Genauigkeitskontrollfunktion von p53 bei der HR représentieren (Dudenhoffer et al., 1998).
Um eindeutige Aussagen treffen zu konnen, miissten jedoch vergleichende Experimente fiir

entsprechend modifizierte Substrate durchgefiihrt werden.

Eine Uberwachungsfunktion durch p53 fiir HR-Prozesse bestitigte sich in meiner Arbeit
eindeutig in Bezug auf das Ausmall der Sequenzhomologien zwischen den DNA-
Austauschsubstraten. Durch die Generierung von DNA-Rekombinationssubstraten mit
unterschiedlich langen Sequenzenhomologien konnte ich zeigen, dass in Zellen mit p53-
negativem Status fiir HR mit 4- bzw. HR-EGFP-Akzeptor und jeweils N’-EGFP-Donor keine
signifikanten Unterschiede auftauchten. Demgegeniiber wurde in Zellen mit wtp53
Rekombination fiir limitierte homologe Sequenzen (A-EGFP) bis zu siebenfach stirker
unterdriickt als fiir Homologien im Bereich von 200 Bp (HR-EGFP). Dies bedeutet, dass p53
moglicherweise entscheidend dazu beitrdgt, dass in sich mitotisch teilenden Zellen
Genkonversionsprozesse erst fiir Homologien ab 200 Bp effizient, ndmlich zu 90 %, ablaufen
konnen.  Saintigny et al, (1999) konnten mit direkten und indirekten
Sequenzenwiederholungen nachweisen, dass wtp53 die Rad51-abhéngige Stranginvasion und
damit vor allem die Genkonversion mehr als das SSA beeinflusst. Genkonversion ist im
Gegensatz zu SSA und NHEJ durch sehr hohe Reparatur-Genauigkeiten gekennzeichnet
(Richardson und Jasin, 2000). Weitere Daten aus unserer Arbeitsgruppe deuten darauf hin,
dass p53 eine wichtige Rolle bei der Genauigkeitskontrolle wiahrend der HR durch Erkennung
von Basenfehlpaarungen tibernimmt (Dudenhéffer ef al., 1998; Siisse et al., 2000). Insgesamt
scheint p53 also einen Genauigkeitskontrollfaktor der HR und moglicherweise auch des
NHEJ darzustellen, wobei p53 eine besondere Rolle bei der Uberwachung von
Genkonversionsprozessen spielt. Entsprechende Uberwachungsmechanismen sind fiir die
Aufrechterhaltung der genomischen Integritit beim Menschen im Vergleich zur Hefe, welcher
p53 fehlt, lebensnotwendig, da die zahlreichen, iiber das Genom verstreuten, repetitiven

Sequenzen anderweitig genomische Rearrangements auslosen wiirden.

Kiirzlich wurden iiberzeugende Beweise dafiir geliefert, dass HR und NHEJ nicht vollstindig
zu trennen sind und dass die Kopplung von Stranginvasion in eine homologe Sequenz und
anschlieBendes NHEJ des urspriinglich gebrochenen Chromosoms, effektiv  vor
Rearrangements zwischen unterschiedlichen Chromosomen schiitzt (Richardson und Jasin,
2000). Interessanterweise haben wir fiir wtp53 und einem unserer Substrate, nimlich mit £J-
EGFP-Akzeptor und Stop-EGFP-Donor, welches die Bestimmung von NHEJ iiber
Mikrohomologien im EJ-EGFP und gleichzeitig von Genkonversion und SSA zwischen den
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homologen Partnern EJ-EGFP und Stop-EGFP erlaubt, die niedrigsten inhibitorischen
Effekte beobachtet. Dies ldsst sich dahingehend interpretieren, dass bei der gekoppelten
Reparatur der Anteil der Genkonversion, dessen Uberwachung von p53 reguliert wird, gering
ist und dadurch die apparente p53-Inhibition ebenfalls sinkt. Derzeit werden abschlieende
Experimente im Rahmen meiner Doktorarbeit durchgefiihrt, bei denen mittels genomischer
PCR-Analysen eindeutig gekldrt werden soll, ob in der Tat die postulierten Reparatur-

Prozesse fiir die jeweilige Substrat-Kombination ablaufen.

Fiir die von p53 abhingige Inhibition der Genkonversion reprisentiert die Interaktion
zwischen p53 und Rad51 eine mdgliche biochemische Grundlage (Stiirzbecher et al., 1996).
Die Autoren dieser Arbeit konnten zeigen, dass p53 in vivo an Rad51 bindet. Es wurde
postuliert, dass durch diese p53-Interaktion Rad51 keine Homooligomere mehr bilden kann
und damit weiterer Strangtransfer unterbunden wird (Buchhop et al., 1997). In
Ubereinstimmung damit wurde nachgewiesen, dass das Einbringen des groBen Tumor-
Antigens von Simian Virus 40 (SV40) in primdre humane Fibroblasten eine Erhéhung der
homologen Rekombinationsraten zur Folge hat, welche auf die Sequestrierung von p53 durch
das grole Tumor-Antigen und demzufolge auf die ungestorte Aktivitit von Rad5l
zuriickzufiihren ist (Wiesmiiller et al., 1996; Arnaudeau ef al., 1999). Im Zusammenhang mit
der erwdhnten Kopplung zwischen Genkonversion und NHEJ ist es interessant, dass in
bestrahlten S-Phase-Zellen p53 nicht nur mit der Strangtransferase Rad51 sondern auch mit
Rad50 und MSH2 innerhalb nukleédrer Foci kolokalisiert (Zink et al., 2001). Rad50/Mrel 1-
Komplexe beteiligen sich an der DSB-Reparatur sowohl durch NHEJ als auch durch HR,
hochstwahrscheinlich bei der nukleolytischen DNA-Enden-Prozessierung (Khanna und
Jackson, 2001). Fiir den DNA-Mismatch-Reparatur-Faktor MSH2 wurde bereits vor einigen
Jahren eine Rolle bei der Unterdriickung von Austauschereignissen zwischen divergierenden
Sequenzen gezeigt (Modrich und Lahue, 1996). MSH2 zeigt demzufolge Ahnlichkeiten zu der
fiir p53 beobachteten Regulation von homologer DSB-Reparatur und wechselwirkt
dariiberhinaus wie p53 hochspezifisch mit Rekombinationsintermediaten (Dudenhoffer et al.,
1998; Zink et al., 2001). Crosslinking-Experimente ergaben schlieflich, dass p53 und MSH2
innerhalb der gleichen nukledren Komplexe koexistieren konnen (Zink et al., 2001) und dass
MSH2 mit frithen HR-Intermediaten in einer von Rad50 abhéngigen Art interagiert (Evans et
al., 2000). So ist es vorstellbar, dass MSH2 und p53 die Genauigkeit der DSB-Reparatur

wihrend der frithen HR und/oder wiahrend dem NHEJ tiberwachen.
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Nachdem kiirzlich physikalische Interaktionen zwischen p53 und Polymerase 3 nachgewiesen
wurden, postulierte man, dass hierauf die BER (Base Excission Repair)-Regulation durch p53
beruht (Offer et al., 2001; Zhou et al., 2001). p53 scheint BER wihrend den G1- und G2-
Phasen des Zellzyklusses zu modulieren (Offer ef al., 2001). Demgegeniiber ist die auf
Homologie gerichtete rekombinative Reparatur hdufig mit der DNA-Replikation assoziiert
und auch p53 ist mit Rekombinationsenzymen vornehmlich wahrend der DNA-Replikation in
nukledren Foci assoziiert (Cox et al., 2000; Haber, 1999; Lambert et al., 1999; Zink et al.,
2001). In den hier préisentierten Arbeiten wurde DNA-Reparatur spezifisch durch die
Applikation der I-Scel-Meganuklease ausgelost, so dass nicht wie bei ionisierender Strahlung,
wodurch neben DSBen auch Basenmodifikationen entstehen konnen, von p53 abhéngige
Rekombinations-Effekte indirekt auf Aktivititen bei der BER zuriickgefiihrt werden konnen.
Interessanterweise ist jedoch Polymerase [3 sowohl bei der reparatur-assozierten DNA-
Synthese wihrend der meiotischen, d. h. homologen, Rekombination wie auch bei der
Liicken-Auffiillreaktion wahrend dem NHEJ beteiligt und zwar gemeinsam mit einer noch
unidentifizierten Nuklease, welche terminale Basenfehlpaarungen eliminiert (Plug et al.,
1997; Wilson und Lieber 1999). Da p53 Aktivititen, wie den exonukleolytischen Abbau von
DNA in 3’ zu 5’-Richtung und hochaffine Bindung an Rekombinationsintermediate in vitro
ausiibt, stellt p53 einen moglichen Kandidaten fiir die mit Polymerase [ assoziierte
Korrekturlesfunktion wéhrend der Rekombination dar (Huang, 1998; Jean et al., 1997;
Mummenbrauer et al., 1996; Shakked et al., 2000; Skalski et al., 2000; Siisse et al., 2000).

In einer fritheren Studien wurde eine Erhohung der HR-Raten in Korrelation zur Expression
von konformationell verdnderten pS3-Mutanten in Zellen mit wtp53 gebracht, wihrend fiir die
strukturell unverdnderte DNA-Kontakt-Mutante p53(273H) keine Rekombinations-
Stimulierung gezeigt werden konnte (Cho et al., 1994; Dudenhéffer et al., 1999; Ory et al.,
1994; Saintigny et al., 1999). In meiner Arbeit wurden die Mutanten p53(175H), p53(248W)
und p53(273H) vor einem p53-negativem Hintergrund liberexprimiert und waren, unabhéngig
von threm Konformationsstatus, dramatisch beeintrichtigt in ithrer
rekombinationsregulatorischen Wirkung. Als Erkldrung fiir die Widerspriichlichkeit der
Ergebnisse in Bezug auf p53(273H) miissen deswegen Unterschiede im endogenen p53-Status
herangezogen werden. Es ist bekannt, dass durch Konformations-Mutanten von p53 dominant
negative Effekte gegeniiber wtp53 ausgelibt werden konnen, wohingegen DNA-Kontakt-
Mutanten dazu nicht in der Lage sind (Harvey et al., 1995). Unsere Ergebnisse mit der p53-
negativen Zelllinie K562 stehen in Einklang mit dem Verlust der biochemischen Aktivitéten,

wie die Bindung von Rekombinationsintermediaten und deren exonukleolytischer Abbau,
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welcher mit Konformations- wie auch Kontakt-Mutanten assoziert ist (Dudenhoffer et al.,
1999; Mummenbrauer et al., 1996; Siisse et al., 2000). p53(273H) stellt diejenige pS53-
Mutante dar, welche in unserem Test-System durch den niedrigsten Rekombinations-
Unterdriickungseffekt gekennzeichnet war, sich also als maximal inaktiviert bei der
Rekombinationsunterdriickung erwies. p53(273H) wurde demgegentiber in friiheren Studien
als partiell aktiv in transkriptions- und wachtums-regulatorischen Funktionen beschrieben
(Dudenhoffer et al., 1999). Aus diesem Grund muss Arginin 273 eine besondere Rolle bei den
biochemischen Aktivititen im Rahmen der Rekombinationskontrolle durch p53
zugeschriecben werden. Gemid3 der Rontgenkristallstruktur ist Arginin 273 an
elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Phosphat-Riickgrat der DNA beteiligt und
damit kritisch fiir die sequenzspezifische DNA-Bindung von p53 (Cho et al., 1994).

Wie bereits bei einer fritheren Studie zeigte p53(143A) in unserem Test-System intermediére
Suppressor-Aktivitdt im Vergleich zu wtp53 und p53(273H) (Willers et al., 2000). Mit
A-EGFP-Akzeptor, also bei limitierten Sequenz-Homologien, war der Verlust der Suppressor-
Aktivitdit von krebsrelevanten Mutanten generell und insbesondere fiir p53(143A) am
deutlichsten. Es sollte betont werden, dass mit den Gain-of-Function-Mutanten p53(175H),
p53(281G) und p53(174Y), welche zur Krebs-Progression aktiv beitragen, keine Gain-of-
Recombination-Aktivititen unter diesen Bedingungen gegeniiber den Raten in p53-freien
Zellen beobachtet wurden (Layni et al., 1998; Lin et al., 1995; Preuss et al., 2000). Ferner
erwies sich p53(281G) als die Mutante, die im Vergleich zu den anderen krebsrelevanten
Mutanten-Formen den geringsten Rekombinationsregulationsdefekt aufwies. Insgesamt
zeigen unsere Daten, dass pS3-Mutationen, welche hiufig bei Krebs-Patienten nachgewiesen
werden, Defekte bei der HR-Unterdriickung, insbesondere fiir kurze Homologien zeigen und
damit schiadlichen Genom-Verinderungen nicht mehr entgegenwirken (Hollstein et al., 1991).
In unserem Test-System zeigen Funktionsgewinn-Mutanten keine aktiven Funktionen in der

Genom-Destabilisierung.

Fiir p53 ist eine Beteiligung bei der DNA-Rekombination iiber dessen transkriptionelle
Transaktivierung von MSH2 oder KARP-1 (Ku86 autoantigen-related protein-1) vorstellbar
(Myung et al., 1998; Scherer et al., 2000). Dagegen spricht, dass in Zellen, die in der DNA-
Synthese-Phase synchronisiert wurden, p53 mit rekombinativen Reparatur-Komplexen
kolokalisiert und DNA-Rekombinationsintermediate erkennt (Zink et al., 2001), wihrend es
als Antwort auf y-Strahlung in entsprechend synchronisierten Zellen keine transkriptionelle

Transaktivator-Funktionen zeigt (Gottfredi ef al., 2001). AuBerdem wurden Separation-of-
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Function-Mutationen entdeckt, welche p53-Effekte bei der Rekombination ausléschen jedoch
nicht die transkriptionelle Transaktivierung und die Wachtumsarrest-Funktion (Dudenhdffer
et al., 1999; Saintigny et al., 1999; Willers et al., 2000). p53(138V) prasentiert das humane
Gegenstiick zur Separation-of-Function-Mutante p53(135V) aus der Maus, die keine
transkriptionelle Transaktivierungs-Funktion ausiiben kann, jedoch aktiv im Bezug auf HR-
Inhibition ist (Willers et al., 2000). Unsere Daten bestédtigen, dass pS3 HR iiber einen von
seiner transkriptionellen Transaktivierungs-Funktion unabhidngigen Mechanismus regulieren
kann, da transkriptionell inaktives p53(138V) bei ausreichend hoher Expression, ndmlich z. B.
via pSV53(138V)her versus p53(138V) in pGC, die HR &hnlich wie wtp53 reguliert. Dies gilt
fiir Substrate, die HR-EGFP- oder EJ-EGFP-Akzeptor-Gene tragen. Fiir Substrate mit 4-

EGFP-Akzeptor, welche Sequenzhomologien von weniger als 200 Bp erzeugen, wurde ein

intermediarer Effekt beobachtet.

Das Zielgenprodukt von p53, KARP-1, kodiert fiir ein KU86-Homolog mit putativer
stimulatorischer Aktivitit auf DNA-PK (Myung ef al., 1998). Somit konnte p53 durch
Stimulierung von NHEJ indirekt HR herabregulieren (Hendrickson, 1997). Die
Notwendigkeit von p53 fiir die Expression von KARP-1 und demzufolge moglicherweise
auch fiir die DNA-PK-Aktivitidt wurde gezeigt. In Bezug auf die Moglichkeit, dass MSH?2 als
p53 nachgeschalteter Faktor HR unterdriickt, spricht dagegen, dass p53 als Antwort auf DNA-
Schiaden in Zellen akkumuliert, wohingegen die MSH2-Niveaus stabil bleiben (Zink et al.,
2001). Mehr noch, der Verlust von sowohl p53 als auch von MSH2 verursachten nach
genotoxischer Behandlung sowohl eine synergistische Erhohung von Frameshifi-
Mutationsfrequenzen in CA-Wiederholungen wie auch synergistisch erhohte Krebs-
Anfalligkeiten, was auf unabhéngige, aber komplementire Aktivititen von p53 und MSH2 bei
der Genom-Stabilisierung hindeutet (Cranston et al., 1997; Lin et al., 2000). Bei p53(138V)
konnte aber auch die Aktivierung oder Reprimierung eines bisher noch unbekannten
transkriptionellen Zielgens gestort sein oder es konnte eine transkriptions-unabhingige
Aktivitit, wie z. B. die Interaktion mit bestimmten Proteinen fehlen, um eine nur partielle

Suppression mit 4-EGFP-Akzeptor-Substraten oder nach Expression via p53(138V) in pGC

zu erkldren. Interessanterweise ist das humane p53(138V) das Gegenstiick zur Maus-Mutante
pS3(135V), welche Defekte in der Ausiibung der 3’-5’-Exonuklease Aktivitdt zeigt
(Mummenbrauer et al., 1996). Die oligomerisierungsdefekte Mutante p53(1-333) zeigte in
frilheren Studien eine reduzierte Spezifitit fiir und exonukleolytische Prozessierung von
Rekombinations-DNA-Intermediaten (Dudenhoffer et al., 1999; Janz et al., 2001), so dass

diese biochemischen Defekte der Aktivitits-Reduktion bei der Rekombinationsregulation
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zugrunde liegen konnen. C-Terminal trunkiertes p53(1-363) besitzt die volle Exonuklease-
und Rekombinationsintermediat-Bindungskapazitit (Dudenhoéffer et al., 1999; Janus et al.,
1998) und ist voll aktiv in der Rekombinationskontrolle. Demzufolge konnten reduzierte
regulatorische Aktivititen bei den p53-Mutanten p53(138V) und p53(1-333), insbesondere fiir
Substrate mit kurzen Sequenzhomologien, durch Defekte bei exonukleolytischen

Korrekturlesefunktionen erlart werden.

In dieser Arbeit habe ich gezeigt, dass zahlreiche p53-Mutanten bei der Uberwachung von
DNA-Austauschereignissen zwischen Sequenzen mit kurzen Homologien beeintrichtigt sind,
was darauf hindeutet, dass die Einmischung von p53 bei der fehlerhaften HR steigt. Mehr
noch, es ist jetzt klar, dass transkriptions-unabhingige Aktivititen von p53 bei der
Rekombinationsiiberwachung beteiligt sind. Demzufolge postulieren wir, dass p53 bei der

Tumor-Suppression als Wéchter fiir Wachstum und DNA-Austausch funktioniert.

Verstiarkt durch meine hier vorgestellten Ergebnisse muss p53 eine Beteiligung bei der
Rekombination eingerdumt werden. Mit Hilfe des mir entwickelten Test-Systems basierend
auf der Rekonstitution eines wtEGFP-Gens konnte weiterfithrend das Zusammenspiel
zwischen p53 und Rad51 ndher untersucht werden, indem Zellen mit und ohne anti-Rad51-
Ribozym auf Rekombinatinsunterschiede hin analysiert werden. Um mogliche regulatorische
Funktionen von p53 bei der NHEJ genauer zu untersuchen, konnte dhnlich wie bei Tang et
al., (1999) das kommerziell erhéltliches Plasmid pEGFP-N1 und der im Rahmen dieser Arbeit
hergestellte Vektor pSxwtEGFP vor dem EGFP-Gen mit einer Restriktionsendonuklease
geschnitten und linearisiert in die Zellen eingebracht werden. Die Rekonstitution eines
zirkuldren Plasmids in diesem Fall wiirde mit einer Forderung des NHEJ einhergehen und
damit in Griinfluoreszenz der Zellen resultieren. Die gleichzeitige Uberexpression von der
Separation-of-Function-Mutante p53(138V) konnte Aufschluss iiber die Beteiligung der

transkriptionellen Transaktivierungsfunktion von p53 beim NHEJ geben.
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6. Zusammenfassung

Wihrend Doppelstrangbriiche (DSBe) meiotischen Ursprungs fiir die Entstehung der
Artenenvielfalt essentiell sind, stellen sie fiir die genomische Integritit von sich mitotisch
teilenden Zellen eine grofle Bedrohung dar. Ein einziger DSB kann zum Zelltod fiihren und
ein falsch reparierter DSB kann onkogene Chromosomen-Aberrationen hervorrufen. Um
DSBe beheben zu konnen, wurden von der Zelle zwei Reparaturwege entwickelt: Nicht-
homologes End-Joining, auch illegitime Rekombination genannt, und homologe
Rekombination, welche in die beiden pradominierenden Typen der Genkonversion und SSA
(single strand annealing) unterteilt wird. Um die existierenden Methoden zur DSB-Reparatur-
Messung durch eine reaktionsschnelle und weniger arbeitsaufwendige Methode ersetzen zu
konnen, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit ein neues Test-System basierend auf der
Rekonstitution eines wtEGFP-Gens entwickelt. Das griin autofluoreszierende Protein EGFP
eignet sich sehr gut fiir die Detektion von seltenen zelluliren Ereignissen durch
Identifizierung von Griinfluoreszenz in lebenden Zellen am FACScan-DurchfluBzytometer.
Fiir die Funktionalitidt essentiell sind eine von Sauerstoff abhidngige posttranslationale
Modifikation der Chromophor-Region und die Integritit der Proteinstruktur, so dass die
Deletion von nur wenigen Aminosduren mit dem Verlust der Griinfluoreszenz einhergehen.
Dementsprechend konnten unterschiedlich mutierte, nichtfluoreszierende EGFP-Varianten zur
Bestimmung von wtEGFP rekonstituierenden Rekombinationsereignissen designiert werden.
Zur Unterscheidung von verschiedenen Reparaturformen wurden unterschiedliche
Rekombinations-Akzeptor- (4-, HR- oder EJ-EGFP) und -Donor-Gene (N’-EGFP, Stop-
EGFP oder wtEGFP) in gleicher Orientierung in ein retrovirales Vektorgeriist integriert,
welches wiederum die lineare Insertion der Substrate in das zellulire Genom ermdglicht. Die

hinter einen Promotor geschalteten Akzeptor-Gene wurden so gewéhlt, dass durch die Grof3e
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von Deletionen (46 Bp bei 4-, 4 Bp bei HR-EGFP) und Duplikation (5 Bp bei EJ-EGFP)
innerhalb der Chromophor-Region unterschiedlich lange Homologien zum Donor-Gen
erzeugt wurden.

Um DSBe gezielt innerhalb des Akzeptor-Gens initiieren zu konnen, wurde die selten
schneidende Restriktionsendonuklease I-Scel liberexprimiert und dessen 18 Bp lange nicht-
palindromische Erkennungssequenz in das Akzeptor-Gen inseriert. Fiir die Produktion der
Meganuklease wurde das /-Scel-Gen in einer Variante des Systems als Abstandhalter
zwischen die Rekombinationssubstrate hinter einen durch Ostradiol regulierbaren Promotor
plaziert. Durch die Uberexpresssion von I-Scel in humanen Zellen wurden
Rekombinationsraten in unserem System um das 20-80fache erhoht. Hierbei wurden nach
transienter Transfektion von menschlichen Leukémiezellen, aufgrund der hohen Kopienzahl
der Substrate, Rekombinationsraten im Bereich von 1-30x107 beobachtet, wohingegen nach
stabiler Integration der Rekombinationsvektoren in das zellulire Genom Werte im Bereich
von 1-15x10™ gemessen wurden.

Die Erzeugung von p53-Null-Miusen hatte deutlich gemacht, dass der Tumorsuppressor p53
nicht nur Funktionen bei der zelluldren Antwort auf DNA-Schéden ausiibt, sondern auch eine
zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Genom-Stabilitdt/-Integritidt und moglicherweise
bei der Rekombination spielt. So zeigte sich, dass p53 Aneuploidien, Allel-Verlusten,
Schwesterchromatidaustduschen und Gen-Amplifikationen entgegenwirkt. Um die
Beteiligung von p53 bei der homologen Rekombination und beim nicht-homologen End-
Joining naher untersuchen zu koénnen, wurden wtp53, krebsrelevante pS53-Mutanten und
funktionell interessante  Deletionsmutanten in Zellen mit den beschriebenen
Rekombinationssubstraten eingefiihrt. So konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass
wtp53 dosisabhingig, aber bis zu extrem geringen p53-Mengen in der Zelle, die homologe
Rekombination inhibiert. Auch eine inhibitorische Wirkung auf das nicht-homologe End-
Joining mit kurzen repetetiven Sequenzen wurde eindeutig nachgewiesen. Die
krebsrelevanten Mutanten waren gegeniiber wtp53 bis zu 30fach weniger effektiv in der
Rekombinationsinhibierung, zeigten jedoch keine Steigerung der Raten iiber den Wert fiir
p53-freie Zellen. Die Analyse einer transkriptionell und damit auch wachstumsregulatorisch
defekten p53-Mutante zeigte, dass diese unabhingig von der Transkription die Rekombination
herabreguliert. Bei diesen Analysen wurden dhnliche Ergebnisse sowohl mit chromosomal
integrierten Rekombinationssubstraten als auch in transienten Experimenten, also mit
episomalen Plasmidsubstraten, erhalten. Ein besonders interessantes Ergebnis war, dass p53

bei der Regulation der Rekombination zwischen Rekombinationssubstraten mit langen und
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kurzen Homologien diskriminiert, und insbesondere bei der konservativen Rekombination,
also vor allem bei der Genkonversion, die Rekombination zwischen Substraten mit kurzen
homologen Sequenzen unterdriickt.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Test-System etabliert, welches die
Bestimmung von DSB-Reparatur-Ereignissen innerhalb von 24-72 h durch Rekonstitution
eines wtEGFP-Gens zuverldssig erlaubt und damit die Moglichkeit schafft, die Reparatur-
Antwort auf bestimmte Stimuli systematisch und reaktionsschnell zu analysieren. Die
Anwendbarkeit des Systems wurde fiir den Tumorsuppressor p53 und seine inhibierende
Wirkung auf die Rekombination bestitigt. Hierbei ergaben sich aus Substratanalysen
Hinweise auf die biologische Bedeutung dieser von der Transkription und
Wachstumsregulation unabhédngigen pS53-Funktion, nédmlich die Unterdriickung von
genomdestabilisierenden Rekombinationsprozessen zwischen Sequenzen mit nur kurzen

Homologien wie z. B. repetitiven Sequenzen im menschlichen Genom.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis
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