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1. Einleitung

Die am besten charakterisierte und biologisch wichtigste Funktion des
Tumorsuppressors P53 ist die eines sequenz-spezifischen DNA Bindungsproteins,
das nach genotoxischem Stress (z.B. UV- und Gammabestrahlung) die Transkription
einer grof3en Anzahl von Genen induziert oder reprimiert (Kastan et al., 1991, Zhan
et al., 1993, Maltzman et al., 1984, Lu et al., 1993, Fritsche et al., 1993). P53 fungiert
hierbei als integrierendes  Zielprotein einer Reihe von  wichtigen
Signaltransduktionskaskaden. Diese Aktivierung von P53 fuhrt, in Abhangigkeit von
teils noch unverstandenen Parametern zu einem transienten Wachstumsarrest und
der DNA-Reparatur oder zum programmierten Zelltod (Apoptose).

Die Inaktivierung von wtp53, welche wahrend der Tumorgenese vieler humaner
Krebsformen stattfindet, hat zur Folge, dass auftretende DNA Schaden im Genom
nicht mehr ausreichend repariert, sondern als Mutationen an die nachste
Zellgeneration weitergegeben werden. Dadurch wird die Grundlage fir eine
deregulierte Expression anderer wichtiger Zellproteine gelegt (Ryan et al., 2001). Die
Entkopplung der Funktionen einzelner Zellen aus dem ,altruistischen” Verbund mit
anderen Zellen des Organismus kann schliel3lich zur Entwicklung von Tumoren
fuhren. Die Induktion der Apoptose nach DNA Schadigung stellt wahrscheinlich den
wichtigsten Aspekt der tumorsuppressiven Eigenschaften von wtp53 dar. Dies wird
aus der Beobachtung abgeleitet, dass eine grof3e Anzahl von P53 Mutanten, die aus
Tumoren isoliert wurden, immer noch in der Lage sind, das p21 Gen und damit einen
Wachstumsarrest zu induzieren, aber die Fahigkeit verloren haben, Apoptose
auszuldsen (Ryan et al., 1998).

Die Bedeutung der DNA Bindungsaktivitat von P53 bei der Ausfihrung dieser
Funktionen wird durch die Tatsache unterstrichen, dass in Tumoren die meisten
Mutationen innerhalb des p53 Gens in der fir die DNA Bindungsdomane (AA 110-
286) kodierenden Region liegen. Allerdings werden einige Funktionen von wtp53
auch ohne diese DNA Bindungsaktivitat ausgefuhrt (Kern et al., 1991, Bargonetti et
al., 1993, Wang et al., 1993, Prives et al., 1994).

Nach genotoxischem Stress akkumuliert wtp53 im Zellkern und wird post-

translational modifiziert (,aktiviert®), um dann als Transkriptionsfaktor zu fungieren.



Dies geschieht durch Bindung an die P53 Konsensussequenz (El-Deiry et al., 1992),

die in der Promotorregion (oder Intron) des jeweiligen Zielgens lokalisiert ist.

Viele der isolierten P53 Zielgene besitzen Schlisselfunktionen in der Regulation des

Zellzyklus, der DNA Reparatur, der Angiogenese oder der Apoptose (Tabelle 1).

Tabelle 1:

Auswahl einiger P53 Zielgene und ihre Funktion.

Funktion Genprodukt

Referenz

Wachstumsarrest

P21-wafl/cipl
B99

Cyclin G
14-3-3-sigma
GADD45

Apoptose

Pig3

Bax
NOXA
PUMA
Igf-bp3
P53AIP
Fas/Apo 1
PIDD
Killer/DR5
PERP

P53 Abbau
MDM2
DNA Reparatur

MSH-2
GADDA45

Andere Funktionen

EGF-R
PA26
c-Ha-Ras
MCK

(El-Deiry et al. 1993)
(Utrera et al. 1998)
(Okamoto et al. 1994)
(Hermeking et al. 1997)
(Kastan et al. 1992)

(Venot et al. 1998)
(Miyashita et al. 1995)
(Oda et al. 2000)

(Yu et al. 2001)
(Buckbinder et al. 1995)
(Oda et al., 2000)
(Munsch et al. 2000)
(Lin et al. 2000)
(Sheikh et al. 1998)
(Attardi et al. 2000)

(Barak, et al. 1993)

(Scherer et al. 1996)
(Kastan et al. 1992)

(Sheikh et al. 1997)
(Velasco-Miguel et al. 1999)
(Deguin-Chambon et al. 2000)
(Zambetti et al. 1992)



Die Tatsache, dass P53 eine groBe Anzahl von Genen induzieren kann, die
Funktionen in sehr unterschiedlichen, kontrar erscheinenden biologischen Prozessen
ausuben (z.B. Wachstumsarrest und Proliferation, DNA Reparatur und Apoptose),
erfordert eine selektive und temporar genau koordinierte Regulation der P53 Aktivitat
innerhalb der geschédigten Zelle.

P53 aktiviert endogene Zielgene oftmals in Abhangigkeit vom zellularen Hintergrund
(Knippschild et al., 1995). So transaktiviert (exogen eingeflihrtes) wtp53 Protein in
Saos-2 Zellen die Promotoren von p21 und bax, wohingegen in MDA-MB-453 Zellen
lediglich p21, nicht aber bax induziert wird (Thornborrow et al., 1999). Eine wtp53-
abhéngige Hochregulation von bax findet nur in humanen nicht jedoch in murinen
Zellen statt, obwohl die Promotoren beider Spezies drei konservierte P53

Bindungsstellen besitzen (Schmidt et al., 1999).

Eine wichtige und weitgehend ungeklarte Frage ist, wie es dem wtp53 Protein
gelingt, die Expression selektiv, temporar abgestimmt und in Abhangigkeit vom
jeweiligen DNA Schaden, so zu modulieren, dass biologische Konfliktsituationen in

der Zelle vermieden werden.

1.1. Modulation der P53 Transaktivierungsaktivitat auf DNA Ebene

Die Konsensussequenz der P53 Bindungsstelle besteht aus zwei Kopien der
Sequenz 5°-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3", die durch 0 bis 13 bp voneinander
getrennt sind (El-Deiry et al., 1992). In Gelretardationsassays (EMSA) ist die Bindung
des wtp53 Proteins an diese Konsensussequenz sehr gering (,latentes* P53) und
muss erst durch Modifikation des P53 C-Terminus, z.B. durch die Bindung des
monoklonalen mAb 421 Antikorpers aktiviert werden (,aktiviertes* P53) (Hupp et al. ,
1995). Die volistandige Deletion des basischen P53 C-Terminus (AS 363-393) fihrt
in vitro zu einem Protein mit konstitutiver sequenz-spezifischer DNA
Bindungsaktivitat (Hupp et al., 1992). In vivo kann dieser Effekt durch Mikroinjektion
des mADb421 Antikorpers in intakte Zellen ebenfalls ausgelést werden (Hupp et al.,
1995).

Aufgrund dieser Daten wurde postuliert, dass der basische P53 C-Terminus (AS 363

— 393) eine negative allosterische Wirkung auf die sequenz-spezifische DNA



Bindungsdomane des wtp53 Proteins ausiubt (Hupp et al., 1992). Fir eine effiziente
sequenz-spezifische Bindung in vivo muss dieser durch kovalente (z.B.
Phosphorylierung, Azetylierung, Sumoylierung) oder nicht-kovalente Modifikationen
(Protein/Protein Interaktionen) neutralisiert werden (Hupp et al., 1992 und 1994,
Wang et al., 1995, Waterman et al., 1995, Arrowsmith et al., 1996).

Zwischen den AS 298-325 des wtp53 Proteins befindet sich eine flexible
Proteinregion, die die DNA Bindungsdomé&ne mit dem C-Terminus verbindet.
Mutationen innerhalb dieser Region beeinflussen die Interaktion beider Domé&nen
z.B. wahrend der DNA Bindung. Die P53 Mutante R306P oder Mutanten, bei der die
gesamte flexible Region deletiert wurde, besitzen im Vergleich zum wtp53
unterschiedliche Transaktivierungsaktivitaten fur die p21 und bax Promotoren (Kong
et al., 2001).

Neuere Daten lassen die postulierte Funktion des basischen P53 C-Terminus in
einem anderen Licht erscheinen. So zeigen NMR Strukturanalysen, dass sich
Jlatentes” wtps53 Protein und das konstitutiv bindende, ,aktivierte® P53 (AS 1-360)
Protein nicht in ihrer Proteinkonformation unterscheiden (Ayed et al., 2001). Espinosa
et al. (2001) zeigten, dass “latentes” witp53 Protein eine hohere Affinitat fur seine
Bindungsstelle auf dem p21 Promotor hatte, wenn diese als Chromatin vorlag. Fur
diese effiziente Bindung bendtigte das wtp53 Protein den basischen C-Terminus.
P53 kontaktiert die DNA Bindungsstelle als Tetramer. Dafur benétigt es die C-
terminale Oligomerisierungsdomane (AS 320 - 363). Faktoren, die in den Prozess
der Oligomerisierung eingreifen, besitzen daher ebenfalls einen Einfluss auf die
Transaktivierungsaktivtat des wtp53 Proteins. So zeigten Nie et al. (2000), dass die
Kinase c-Abl direkt an den basischen Teil des P53 C-Terminus binden konnte,

wodurch die Bildung von Tetrameren gefdrdert wurde.

Die Beschaffenheit der P53 Konsensussequenz lasst theoretisch eine Vielzahl von
potentiellen P53 Bindungsstellen zu. In der Tat weisen die funktionell relevanten P53
Bindungsstellen nativer Promotoren, eine groRe Sequenzheterogenitat auf (Kim et
al., 1997). Dies spiegelt sich in unterschiedlichen Affinitaten des aktivierten wtp53
Proteins fir verschiedene Bindungsstellen wider (Halazonetis et al., 1993, Chin et al.,
1997). So besitzt der humane p21 Promotor zwei P53 Bindungsstellen (5°- bzw. 3),
die beide fur die wtp53-abhangige Transaktivierung in vivo erforderlich sind. In vitro

ist jedoch die P53 Bindung nur fir die 5°-Bindungsstelle mit dem mAb 421



aktivierbar, wohingegen die Bindung an die 3"-Bindungsstelle von mAb421 blockiert
wird. Die Reversion eines einzigen Nukleotids innerhalb der 3’-Bindungsstelle
verleint diesem Element die mAb421-Aktivierbarkeit. Die funktionelle P53
Bindungsstelle des cdc25C Promotors besitzt vergleichbare Eigenschaften wie die
3’- Bindungsstelle des p21 Promotors (Resnick-Silverman et al., 1998).

Eine Reihe von funktionellen P53 Bindungsstellen nativer Promotoren zeigen
multiple Abweichungen von der Konsensussequenz (z.B. c-Ha-Ras, pig3,
Fas/Apol/CD). Diese haben jedoch keine signifikanten Auswirkungen auf die P53-
abhéngige Transaktivierung der jeweiligen Gene (Gargonetti et al., 1991, Foord et
al., 1993, DiComo et al., 1998). Die P53 Bindungsstellen vieler zellularer Promotoren
bestehen nicht nur aus zwei (p21, gadd45, cyclin G, egf), sondern aus mehreren
Dekameren (mck, mdm2, bax, igf-bp3). Letztere erméglichen aufgrund der
Kombinationsmoglichkeiten synergistische Effekte wahrend der Transaktivierung des

jeweiligen Promotors (Stenger et al., 1994, Jackson et al., 1998).

Fur die differentielle Transaktivierung von P53 Zielgenen sind oftmals
Bindungsstellen anderer wichtiger Transkriptionsfaktoren erforderlich. So benétigt
P53 fur die Transaktivierung des humanen bax Promoters neben der P53
Bindungsstelle eine benachbarte Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor Spl.
Fur die eigentliche DNA Bindung von wtp53 ist letztere jedoch nicht erforderlich
(Thornborrow et al., 2001).

Die Tatsache, dass fur eine regulierte Transaktivierung oftmals multiple Faktoren
notwendig sind, erklart auch, warum nicht jede potentielle P53 Bindungsstelle, die in
einem nativen Promotor gefunden wurde, tatséachlich funktionell ist. So enthélt das
erste Intron des Fas/Apo/CD95 Gens vier potentielle P53 Bindungsstellen, von
denen jedoch nur eine einzige fur die P53-abhangige Transaktivierung verantwortlich
ist (Munsch et al., 2000).

Ein anderer Faktor, der bei der Selektion funktionell relevanter P53 Bindungsstellen
eine Rolle spielt, ist die Anordnung der Dekamere zueinander. So fuhrt eine Insertion
zwischen die beiden Halbseiten der P53 Konsensussequenz nur dann zu einer
reduzierten DNA Bindung und Transkription, wenn beide Dekamere auf
entgegengesetzten Seiten der DNA Helix lokalisiert sind, nicht aber wenn sie sich auf
der selben Seite befinden (Anderson et al., 1997).



Ein wichtiges Charakteristikum der P53 Bindungsstelle ist deren interne
Dyadensymmetrie. Diese palindrome Struktur versetzt sie in die Lage, auch nicht-B
DNA Sekundarstrukturen auszubilden, die je nach Sequenz mehr oder weniger stabil
sind (Kim et al., 1997). Gohler et al. konnten in vitro zeigen, dass ,latentes” wtp53
auch ohne vorherige mAb421 Aktivierung in der Lage war, sequenz-spezifisch an die
P53 Bindungsstelle zu binden, wenn diese in bestimmten nicht-B DNA
Konformationen vorlag. Die Bindung an diese Sekundarstrukturen bendtigte neben
der DNA-Bindungsdoméane auch den P53 C-Terminus, da die Bindung des mAb421
Antikoérper sowie die Deletion des basischen P53 C-Terminus die Aufhebung der
spezifischen Bindung zur Folge hatte. Kim et al. (1997) schlugen vor, dass die gro3e
Sequenzheterogenitdt nativer P53 Bindungsstellen darin begriindet liegt, dass
wahrend der Evolution weniger die Sequenz als vielmehr bestimmte strukturelle
Eigenschaften konserviert wurden. In weiterfihrenden Experimenten zeigten Kim et
al. (1998), dass die rechtsgéngig verdrillte, superhelikale Struktur der DNA (negatives
Supercoiling) selektiv die P53 Bindung an den mdm2 Promotor inhibierte,
wohingegen diese keinen Einfluss auf die Bindung an den p21 Promotor und dessen
Transaktivierung zeigte.

Ein funktioneller Zusammenhang zwischen P53 und Proteinen, die die DNA
Topologie in vivo regulieren, konnte auf verschiedenen Ebenen nachgewiesen
werden. So zeigten Arriola et al. (1999), dass die Behandlung von Zellen mit dem
Topoisomerase ll-Inhibitor Etoposid selektiv die Transaktivierung des mdm2, nicht
jedoch des p2l1 Gens inhibierte. Die Expression der Topoisomerase I, welche
superhelikalen Stress im Chromatin relaxiert, wird u.a. von dem wtp53 Protein
reguliert (Sandri et al., 1996), die Aktivitat der Topoisomerase | durch direkte Bindung
an P53 stimuliert (Gobert et al.,, 1996 und 1999). Superhelikaler Stress tritt in vivo
beispielsweise wahrend der Transkription oder Replikation auf (Delic et al., 1991,
Hanke et al., 1995, lyer et al., 1995, Spiro et al., 1995, Michelotti et al., 1996).

Die Bedeutung des Chromatins bei der Regulation der P53-abhangigen
Genexpression wird durch die Beobachtung bestéarkt, dass sich Expressionsdaten,
die mit Hilfe von episomalen Promotor-Reporterplasmiden in transienten
Transfektionen erhalten wurden in der Regel nicht auf die Expression des
entsprechenden chromosomalen Gens extrapolieren lassen.

Fir die Aufrechterhaltung und Modulation der in vivo Chromatinstruktur spielen die

hochkonservierten Proteine der HM Gruppe (High Mobility Group) eine wichtige

10



Rolle. In vitro wird die sequenz-spezifische DNA Bindung des wtp53 Proteins durch
direkte Bindung an HMG Proteine stimuliert. Stros et al. (2001) zeigten, dass HMGB1
und HMGB2, abhangig vom zellularen Hintergrund, die wtp53-abhangige
Transaktivierung differentiell modulieren konnten. So wurde die P53-abhéngige
Induktion des bax Gens in Saos-2 Zellen blockiert, wohingegen der Einfluss auf die
Transaktivierung der p21 und mdm2 Gene marginal war. Im Vergleich dazu hatte die
Ko-Expression von HMG 1/2 und wtp53 in H1299 Zellen eine stimulierende Wirkung
auf die wtp53-abhangige Transaktvierung derselben Promotoren.

Waéahrend der Umstrukturierung des Chromatins werden Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren exponiert, die zuvor aufgrund der nukleosomalen Verpackung
fur diese unzuganglich waren und vice versa. Dies schliel3t auch die Formation von
DNA Sekundarstrukturen mit ein, die erst unter bestimmten Bedingungen gebildet
werden konnen. So fiihrt die Uberexpression von wtp53 in TR9-7 Zellen zu einer
transkriptionellen Hochregulation der mdm2 und p21 Gene, nicht jedoch des gadd45
Gens. Letzteres wird erst nach Behandlung der Zellen mit Camptothecin induziert.
Xiao et al. (2000) zeigten, dass diese Behandlung eine Umstrukturierung des
Chromatins innerhalb des gadd45 Promotors induzierte, welche fur die Aktivierung
von gadd45 verantwortlich war.

Desweiteren zeigten Espinosa et al. (2000), dass “latentes” wtp53 Protein mit einer
hohen Affinitdt an seine Bindungsstelle innerhalb des p21 Promotors im Chromatin
bindet. Die stimulierende Wirkung der Histonazetyltransferase P300 auf die wtp53
Aktivitat kam hierbei Uber die selektive Azetylierung von P53-gebundenen
Nukleosomen zustande, was zu einer Umstrukturierung des Chromatins bis zur
TATA Box fihrte, woraufhin die Transaktivierung in vitro verstarkt wurde. Die

Azetylierung des P53 C-Terminus war fir diesen Effekt nicht notwendig.

1.2. Modulation der wtp53 Transaktivierungsaktivitat auf Proteinebene:

Modifikationen, Protein/Protein Interaktionen

In normalen Zellen existieren nur sehr geringe Mengen des wtp53 Proteins, da es
unmittelbar nach der Synthese wieder abgebaut wird (Review Kubbutat et al., 1998).
Mdm?2 ist eine zellulare E3 Ligase, welche von wtp53 transkriptionell induziert wird,

und den proteasomalen Abbau des P53 Proteins im Zytoplasma durch die

11



Ubiquitinierung von Lysin-Aminoresten am P53 C-Terminus einleitet (Abb. 1). Dies
geschieht Uber die direkte Bindung von Mdm2 an den P53 N-Terminus (AA 17-27).

Tetrameres P53 —— Transaktivierung

v

Mdm2

¢

Mdmz o ki
=Ubi —  Mam?
E3d Ligase
v T
p19ARF
= Ui
Felkem P300 I
Zytoplasma l
\J
Proteasom

Abb. 1

Der negative Mdm2/P53 Riickkopplungsmechanismus.

Tetrameres wtp53 bindet an den Promotor des mdm2 Gens und induziert dessen Expression. Mdm2 inaktiviert
P53 durch die Bindung an P53 Tetramere und katalysiert deren Ubiquitinierung. Die Expression von P19ARF, die
u.a. durch onkogenes Ras induziert wird, kann die E3 Ligaseaktivitdt von Mdm2 blockieren. Damit das Ubiquitin-
konjugierte P53 von den zytoplasmatischen Proteasomen abgebaut werden kann, muss der Mdm2/Ubiqutin-P53
Komplex zunadchst an die P300 Azetyltransferase binden. Nach DNA Schadigung wird der P53/Mdm2
Ruckkopplungsmechanismus voriibergehend unterbrochen (z.B. durch Blockierung der P53/Mdm2 Bindung).
Dies resultiert in der Stabilisierung von ,aktiviertem* P53, welches an die Promotoren der P53 Zielgene binden
und die Transkription induzieren kann. Nach erfolgreicher Reparatur der DNA Schaden wird das ,aktivierte* P53
durch die Wiederherstellung des P53/Mdm2 Rickkopplungsmechanismus eliminiert.

Diese Bindungsstelle tberlappt mit der Doméane auf dem P53 Protein, die wahrend
der Transaktivierung endogener Zielgene mit Komponenten des TFIID Komplexes
(TATA-Boxbindungsprotein und TBP-assoziierte Faktoren) interagieren (Lu et al.,
1995, Thut et al., 1995, Xiao et al., 1994, Buschmann et al., 2001). Mdm2 kann
dadurch die Transaktivierungsaktivitat von P53 auch durch Bindung an dessen N-
Terminus blockieren.

Die Transaktivierungsaktivitat und die Akkumulation des wtp53 Protein sind aufgrund

dieser beiden, sich tberlappenden Doméanen funktionell miteinander verbunden.
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Wtp53 kann seine Funktion als Transkriptionsfaktor nur innerhalb des Zeitfensters
zwischen der ,Aktivierung® und dem proteolytischen Abbau durch Proteasomen
ausfuhren (Kubbutat et al., 1997, Pariat et al., 1997, Zhang et al., 1997, Fuchs et al.,
1998). Dies bedeutet, dass die Dauer einer wtp53-vermittelten Transaktivierung
hauptsachlich durch Faktoren bestimmt wird, welche in die Mdm2/P53 Interaktion
eingreifen konnen. Dies kann durch Phosphorylierungen beider Proteine durch
zellulare Kinasen, sowie durch Faktoren, die die E3 Ligaseaktivitit des Mdm?2

Proteins inhibieren, wie z.B. dem zellularen P19ARF, stattfinden (Sherr et al., 1998).

DNA Schaden induzieren eine Reihe von zellularen Proteinkinasen, deren Aktivitaten
auf wtp53 als integrierendes Zielprotein zulaufen und dieses dadurch ,aktivieren®.
Dazu gehdren die zur Familie der PIK-Familie gehdrenden Kinasen DNA-PK, ATM
(Ataxia telangiectasia) und ATR (Ataxia telangiectasia-related) sowie die Poly(ADP-
Ribose) Polymerase (PARP) und Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) (Banin et
al., 1998, Canman et al., 1998, Kastan et al., 1992, Shieh et al., 1997, Siliciano et al.,
1997, Tibbetts et al., 1999, Woo et al., 1998).

ATM und ATR, die nach Entstehung von Doppelstrang-DNA Brichen aktiviert
werden (Kastan et al., 1992), phosphorylieren in vivo den P53 N-Terminus (Serin 15)
(Khanna et al., 1998, Tibbets et al., 1999), welches zur reduzierten Bindung von
Mdm2 an P53 und einer erhdhten Transaktivierungsaktivitat fihrt (Shieh et al., 1997).
Ahnliches wurde fir die Tyrosinkinase c-Abl und p38 MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) beschrieben (Sionov et al., 1999, Sanchez-Prieto et al., 2000).
Andere P53 aktivierende Stresssituationen, wie Hitzeschock oder die Behandlung mit
Aktinomyzin-D, induzieren eine Akkumulation des wtp53 Proteins allerdings ohne

Phosphorylierung von Serin 15 (de Stanchina et al., 1998, Nakagawa et al., 1999).

Phosphorylierungen des P53 C-Terminus kdnnen ebenfalls einen Einfluss auf den
negativen P53/Mdm2 Riuickkopplungsmechanismus austben. So hat die
Phosphorylierung der PKC Stelle am P53 C-Terminus die verstarkte Ubiquitinierung
und Abbau des Proteins in normalen, ungestressten Zellen zur Folge (Chernov et al.,
2001).

Einige Literaturdaten zeigen jedoch, dass die P53 Stabilisierung und dessen
Aktivierung in vivo durch unterschiedliche Modifikationen reguliert werden (Chernov

et al.,, 1998). So fuhrte die Behandlung von Zellen mit Natriumsalizylat, einem
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Inhibitor von Proteinkinasen, dazu, dass die wtp53 Aktivitat blockiert wurde ohne
dass dadurch die Stabilisierung des Tumorsuppressors betroffen war (Chernov et al.,
1997).

In den meisten Zellsystemen korreliert die durch genotoxischen Stress induzierte
Akkumulation des wtp53 Proteins mit der Transaktivierung endogener Zielgene. Dies
ist allerdings nicht immer der Fall. So fihrt die UV Bestrahlung von in verschiedenen
Zellzyklusphasen synchronisierten Mausfibroblasten lediglich in G1/S und S-Phase
Zellen zu einer Akkumulation des wtp53 Proteins. Demgegenuber steht eine UV-
induzierte, wtp53-abhéngige Transaktivierung der p21 und gadd45 Gene in GO und
G1 Zellen, in denen keine signifikanten Mengen von wtp53 Protein nachweisbar sind
(Haapajarvi et al., 1997).

Die Uberexpression von wtp53 in TR9-7 Zellen induziert die transkriptionelle
Hochregulation des endogenen mdm2 und p21, nicht jedoch des gadd45 Gens.
Letzteres wurde erst nach Behandlung der Zellen mit Camptothecin ohne
einhergehende Stabilisierung des ektopischen wtp53 induziert (Xiao et al., 2000).
Zusammenfassend sprechen diese Daten dafir, dass die Akkumulation des wtp53
Proteins nicht der (alleinige) Grund fir die Induktion endogener P53 Zielgene ist,
sondern dass zusétzlich transiente qualitative Modifikationen des wtp53 Proteins
(z.B. Protein/Protein Interaktionen, post-translationale Modifikationen) oder der
Chromatinstruktur der Promotoren, erforderlich sind. Letztere sind aufgrund der
vielfaltigen Kombinationsmdglichkeiten besonders wichtig fur die differentielle
Transaktivierung (Jaks et al., 2001, Xiao et al., 2000).

Die zellulare wtp53 Konzentration kann erheblichen Einfluss auf die wtp53 Aktivitat
ausuben (Kristjuhan et al., 1998). So wird die Transaktivierungsaktivitat bei hoheren
Konzentrationen in der Zelle inhibiert. Fir diesen Effekt ist ein intakter wtp53 C-
Terminus erforderlich. Ahnliche Ergebnisse wurden mit UV-bestrahlten NIH3T3
Zellen erhalten (Lu et al., 1996). Konzentrationseffekte sind in der Regel auf das
Austitrieren bestimmter limitierender zellularer Faktoren bei hohen wtp53 Proteinlevel

zuruckzufuhren.

14



1.2.1. P53 Modifikationen

Phosphorylierungen des wtp53 N-Terminus regulieren dessen Bindung an Mdm2 und
Komponenten der Transkriptionsmaschinerie sowie die DNA Bindungsaffinitat (Chain
et al., 2000). In vitro wird der P53 N-Terminus von diversen Proteinkinasen
phosphoryliert; dazu gehéren die Kaseinkinase | (CK1) (Milne et al., 1992), die DNA-
abhéngige Proteinkinase (DNA-PK) (Lees-Miller et al., 1992, Shieh et al., 1997), die
c-Jun Kinase (JNK)(Milne et al., 1995),die CDK-aktivierende Kinase (CAK) (Ko et al.,
1997, Ashcroft et al., 1999, Fiscella et al., 1993, Fuchs et al., 1995, Mayr et al., 1995)

sowie die zuvor beschriebenen ATM und ATR Kinasen.

Dass die durch genotoxischen Stress verursachte P53 Phosphorylierung eine Rolle
bei der Transaktivierung endogener Zielgene spielt, zeigt die Tatsache, dass
zellulares wtp53 Protein, welches durch Proteasomeninhibitoren stabilisiert wird,
nicht die selbe Transaktivierungsaktivitdt besitzt wie wtp53, das nach
Gammabestrahlung akkumuliert (Siliciano et al., 1997). Cain et al. (2000) zeigten
aulRerdem, dass die in vitro Phosphorylierung des N-Terminus auch die Affinitat des
Proteins fur seine Bindungsstelle Uber verdnderte Dissoziationsraten des P53/DNA
Komplexes modulieren konnte.

Eine Rolle der N-terminalen Phosphorylierung in vivo wurde u.a. bei der
Transaktivierung von PAI-1 (p53 Ser-15) (Parra et al., 2001) oder von p53AIP (p53-
regulated Apoptosis-Inducing Protein 1) (p53 Ser-46) (Oda et al., 2000) postuliert.
Den Ergebnissen von Lohrum et al. (1996) zufolge, spielt der
Phosphorylierungsstatus des wtp53 Proteins auch eine Rolle bei der differentiellen
Transaktivierung. Die Behandlung von Rattenfibroblasten mit Okadaikazid, die zuvor
transient mit Promotor-Reporterplasmiden transfiziert wurden, zeigte eine erhoéhte
Transaktivierung der mdm2, p21, bax und pig3 Gene, wohingegen die des cyclin G
Gens reduziert wurde. In den selben Versuchen wurde die Transaktivierung der
mdm2, p21 und cyclin G Gene durch Mutationen verschiedener N-terminaler
Phosphorylierungsstellen reduziert, wohingegen diese Mutanten eine erhohte

Aktivierung der bax und pig3 Gene bewirkten.

C-terminale Modifikationen (Phosphorylierung, Azetylierung, Sumoylierung) sind

ebenfalls in der Lage, die Transaktivierungsaktivitat von wtp53 zu modulieren. Dies

15



geschieht Gber die Veranderung der regulatorischen Funktion des C-Terminus auf
die DNA Bindungsdomane, den Oligomerisierungsstatus, den nukleo-
zytoplasmatischen Transport sowie die Ubiquitinierung von P53 (Review Appella et
al., 2001). In vitro wird der C-Terminus von Cdc2 und Cdk2, den Proteinkinasen C
und A, sowie der Caseinkinase Il (Milczarek et al., 1997) phosphoryliert.
Modifikationen des P53 C-Terminus spielen auch eine Rolle bei der differentiellen
Transaktivierung. Der murine P53 C-Terminus (AS 386) wird von der Proteinkinase
CK2 phosphoryliert. Die Beta-Untereinheit von CK2 inhibiert die DNA
Bindungsaktivitat von wtp53 in vitro. Die transiente Ko-Expression der Beta-
Untereinheit und wtp53 zeigte, dass die wtp53-abhangige Transaktivierung der
mdm2, p21 und cyclin G Gene inhibiert wurde. Der Einfluss von CK2 auf die wtp53-
abhéngige Transaktiverung des bax Gens war jedoch zelltypspezifisch. So hatte die
Expression der CK2-Beta-Untereinheit keinen Einfluss in COS1 Zellen, wohingegen
sie in MCO1 oder SaosS138V21 Zellen reduziert wurde (Schuster et al., 1999).
Diesen Ergebnisse stehen die von Ashcroft et al. (1999) veroffentlichten Daten
gegenuber, die zeigten, dass die Mutation putativer P53 Phosphorylierungsstellen
keinen signifikanten Einfluss auf die Transaktivierungsaktivitat der jeweiligen P53
Mutante hatte. Dies war vermutlich auf die Tatsache zurlckzufiihren, dass hier
lediglich einzelne Phosphorylierungsstellen mutiert wurden, wodurch der Einfluss
synergistischer Effekte multipler Phosphorylierungen, die in vivo wahrscheinlich

existieren, nivelliert wurde.

1.2.2. Protein/Protein Interaktionen

Eine Reihe zellularer Proteine wurden beschrieben, die die sequenz-spezifische DNA
Bindung bzw. Transaktivierungsaktivitat von wtp53 durch direkte Protein/Protein
Interaktionen aktivieren kénnen. Dazu gehéren das AMF1 Protein (G-protein pathway
suppressor 2) (Peng et al., 2001), 53BP1 und 53BP2 (lwabuchi et al., 1998), YB-1
(Y-Box Bindungsprotein)(Okamoto et al., 2000), Zacl (Huang et al., 2001) und Ref-1,
eine A/P Endonuklease, die wtp53 in abhangig vom Redoxzustand aktivieren kann
(Gaiddon et al., 1999, Jayaraman et al., 1997).

Die transkriptionellen Koaktivatoren P300 und CBP (CREB Binding Protein) sind

wichtige Regulatoren des Zellzyklus. Sie stellen Zielproteine einer Reihe von viralen
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Onkoproteinen dar, werden Zellzyklus-spezifisch modifiziert und binden an CyklinE-
Cdk2 Komplexe oder den Transkriptionsfaktor E2F (Gu et al., 1997).

P300/CBP bindet direkt an das wtp53 Protein und katalysiert u.a. dessen
Azetylierung nach DNA-Schadenssetzung. Dadurch wird die
Transaktivierungsaktivitat von wtp53 erhoht (Zhu et al., 2001). Die P300/P53 Bindung
wird durch Phophorylierung des P53 N-Terminus (Serin 15) stimuliert (Dumaz et al.,
1999). Virale Onkoproteine wie das Tax Protein des humanen T-Zellenleukamievirus
Typl oder das adenovirale E1A, sowie zellulare Proteine wie NF-kappaB, P33ING2
und BRCA1 modulieren die wtp53 Aktivitat Gber eine Bindung an CBP/P300 (Suzuki
et al., 1999, Chakravarti et al., 1999, Chai et al., 1999).

Die Bindung von Proteinen an P53 konnen auch inhibierend auf dessen DNA
Bindungsaktivitat wirken. Dazu gehdort die Bindung an zellulare Proteine wie PID,
einer Komponente des Histondeazetylase-1 (HDAC1) Komplexes (Luo et al., 2000),
PIASy (Protein inhibitor of activated STAT) (Nelson et al.,, 2001) und ELL, einem
Elongationsfaktor der RNA Polymerase |l (Shinobu et al., 1999), sowie virale
Proteine, wie T-Antigen (SV40) oder E1B 55kd (Adenovirus). Die Bindung des wtp53
C-Terminus an P65, einer Untereinheit des aktiven NF-kappa-B
Transkriptionsfaktorkomplexes, ist ein Beispiel dafiir, wie das wtp53 Protein die
Aktivitdt eines anderen wichtigen Transkriptionsfaktoren in seiner Aktivitat
beeinflussen kann wund vice versa. Die P53/P65 Interaktion inhibiert die
Transaktivierungsaktivitat beider Proteine (lkeda et al., 2000). Zudem konkurrieren
wtp53 und P65 um den limitierten zellularen Pool an P300/CBP. In der Zelle kann
dieser antagonistische Effekt Uber die relativen Syntheseraten beider
Transkriptionsfaktoren moduliert werden (Webster et al., 1999, Ravi et al., 1998).
Eine kovalente Proteinmodifikation des wtp53 Proteins stellt die Konjugation des C-
Terminus mit SUMO-1, einem Ubiquitin-Ahnlichen Molektl, dar. Diese Modifikation
fuhrt nicht wie im Falle der Ubiquitin-Konjugation zum proteasomalen Abbau,
sondern zu einem veranderten Bindungsverhalten mit anderen zellularen Proteinen
und der reduzierten Transaktivierungsaktivitat des wtp53 Proteins (Rodriguez et al. ,
1999, Muller et al., 2000, Gostissa et al., 1999).

Obwohl die bislang beschriebenen Protein/Protein Interaktionen in der Regel nicht

hinsichtlich der differentiellen DNA Bindung von P53 untersucht wurden, so sind

17



dennoch zellulare Proteine beschrieben worden, die die Transaktivierungsaktivitat
selektiv modulieren kdnnen. So bindet das RB18A Protein, welches bislang nicht
naher charakterisiert wurde, in vivo direkt an das wtp53 Protein. Das fur RB18A
kodierende Gen ist auf dem chromosomalen Locus 17g12-g21.1 lokalisiert, welches
mit einer Reihe von humanen Tumoren assoziiert ist. Diese Bindung bewirkt die
wtp53-abhéngige Aktivierung des bax Gens, wohingegen die Induktion der p21 und
igf-bp3 Gene blockiert wird (Frade et al., 2000).

Das p53 Gen liegt in der Zelle in zwei Kopien vor. Die Mutation eines der beiden
Allele flhrt dazu, dass mutantes P53 und wtp53 in der selben Zelle koexprimiert
werden. Je nach Ort der Mutation kann die Transaktvierungsaktivitat des wtp53
Proteins durch Heterooligomerisierung mit mutantem P53 moduliert werden. In den
meisten Fallen fuhrt dies zu einer Inaktivierung der wtp53 Aktivitat (Atz et al., 2000).

Einige P53 Mutanten sind jedoch in der Lage, die wtp53 Aktivitat differentiell zu
beeinflussen. So zeigten Aurelio et al. (2000), dass einige P53 Mutanten, welche
transient mit wtp53 Protein in CalLu 6 Lungenkarzinomzellen oder Saos-2 Zellen ko-
exprimiert wurden, rezessiv im Bezug auf die Aktivierung des p21 Promotors wirkten,
jedoch einen dominant-negativen Effekt bei der Transaktivierung des bax Gens
besal3en. Ein anderes Beispiel ist die DNA bindungsinaktive P53 Mutante R273H, die
zweithaufigste Mutation von p53. Die Koexpression von wtp53 mit R273H in H1299
Zellen fihrt dazu, dass die wtp53-induzierte Aktivierung des mdm2 Promotors
verstarkt (positiv-dominanter Effekt), die des p21 und bax Promotors jedoch blockiert

wird (negativ-dominanter Effekt) (Zacharatos et al., 1999).

Zusammenfassend verdeutlichen diese Daten, dass eine temporéar und selektiv
koordinierte Regulation der mannigfaltigen Transaktivierungsaktivitdit des wtp53
Proteins in vivo nur durch transiente Modifikationen, die auf DNA- oder Proteinebene

stattfinden kdnnen, gewéhrleistet werden kann.
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2. Problemstellung

P53 ist ein sequenz-spezifisch bindender Transkriptionsfaktor, der nach Aktivierung
durch genotoxischen Stress eine Vielzahl von Genen induzieren kann, die
Funktionen in unterschiedlichen zellularen Prozessen besitzen.

Die durch das wtp53 Protein vermittelte Induktion eines Wachstumsarrestes oder des
programmierten Zelltodes gelten als die wichtigsten Funktionen von P53 in seiner
Eigenschaft als Tumorsuppressor.

Die Kenntnis der Parameter, die fur die wtp53-vermittelte differentielle
Transaktivierung endogener Zielgene verantwortlich sind, legt die Basis fur die
Entwicklung therapeutischer Strategien, mit dem Ziel, eine gewiinschte biologische
Antwort durch Modulation der wtp53 Aktivitat auszulésen. Im Falle der Tumortherapie

ware dies z.B. die wtp53-induzierte Apoptose.

Fur die Untersuchung dieser Modulatoren wurde ein Rattenfibroblasten Zellsystem
herangezogen, welches ein transgenes temperatursensitives P53 (tsp53vall35 A>V)
sowie onkogenes Ha-Ras (EJ-Ras) exprimiert (Michalovitz et al., 1990). Das
tsp53vall35 Protein nimmt eine mutante Konformation bei der restriktiven
Temperatur (39°C) und kann seine Funktion als Transkriptionsfaktor nicht ausfihren.
Die Expression von aktiviertem Ras bewirkt die Transformation der primaren
embryonalen Rattenfibroblasten (REF), was sich in einer verdnderten Morphologie,
der fehlenden Kontaktinhibition, der Koloniebildung in Weichagar sowie der Bildung
von Tumoren in syngenen Tieren zeigt (Parada et al., 1984, Eliyahu et al., 1984,
Jenkins et al., 1984, Rovinski et al., 1988). Bei 30°C, der permissiven Temperatur,
nimmt das tsp53vall35 Protein eine wt-&hnliche Konformation an, was zur
Akkumulation des tsp53 Proteins im Zellkern fuhrt und die transkriptionelle
Hochregulation (Transaktivierung) von P53 Zielgenen wie p21 oder mdmz2 auslost.
Der dadurch eingeleitete P21-vermittelte Wachstumsarrest wirkt dem transformierten
Phanotyp der Zelle entgegen.

Zwei Subklone dieser etablierten EJ-Ras transformierten tsp53-REF Zellen (CI6 und
P160) zeigen genspezifische Unterschiede bei der tsp53-abhangigen
Transaktivierung. Wéahrend die Induktion des p21 Gens in beiden Subklonen &hnlich

ist, zeigt die Aktivierung des mdmz2 Gens signifikante Unterschiede.
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Mit Hilfe des CI6/P160 Zellsystems sollte es mdglich sein, in einem annahernd
isogenen Hintergrund die Parameter zu definieren, die fir die differentielle tsp53-
abhangige Induktion des mdm2 Gens verantwortlich sind, jedoch keine Wirkung auf
die Transaktivierung des p21 Gens besitzen. Die Aufklarung dieser Faktoren war
Ziel der vorliegenden Doktorarbeit. Zudem sollte untersucht werden, welche
Auswirkungen diese Unterschiede auf die tsp53 induzierte biologische Antwort (z.B.

des Zellzyklus) haben.
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3. Material und Methoden

3.1. Aufreinigung von Antikdrpern

Der pH des Hybridomaluberstandes, das den Antikorper enthielt, wurde durch
Zugabe von 1/10 Vol. 1 M Tris (pH 8,0) auf einen basischen pH eingestellt und fur 2
— 3 h bzw. Gber Nacht mit 500 ul Protein A bzw. G Sepharose (Pharmacia) bei 4°C
inkubiert. Der Antikorper/PAS Komplex wurde anschlieBend in ein G50-
Chromatografieréhrchen (BioRad) uberftihrt und die Saule mit 5 ml 200 mM Tris (pH
8,0) und anschlieR3end mit dem selben Volumen 10 mM Tris (pH 8,0) gewaschen. Die
Elution des Antikorpers erfolgte durch flinfmaliges Waschen der Saule mit jeweils
500 pl einer 100 mM Glyzin-Lésung (pH 3,0), die jeweils in 1,5 ml Eppendorf-
GefalRen mit vorgelegten 50 ul 1 M Tris (pH 8,0) aufgefangen wurde. Die Fraktionen
wurden fur 2 h bei 4°C gegen 1 x PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na;HPOy,,
1,5 mM KH,PO,, pH 7,4) dialysiert. Die Konzentration des Antikérpers wurde durch
photometrische Messung der Absorbanz bei 280 nm ermittelt. Dabei entspricht 1
0.D. 280 = 0,8 pg/ul 1gG.

Tabelle 2.
Liste der verwendeten Antikdrper

Antikorper Epitop Isotyp Referenz/Hersteller

mAb421 Maus 371-380 1gG2a Harlow et al. 1981,
Wade-Evans et al. 1985,
Stephen et al. 1995

mAb240 Maus 213 — 217 IgG1 Yewdell et al. 1986,
Gannon et al. 1990,
Stephen et al. 1992

mAb122 Maus 371 — 380 1gG2b
mAb246 Maus ? IgG1 Yewdell et al. 1986,
Gannon et al. 1990,
Lane et al. 1996
mAb242 Maus 18 — 27 IgG1 Yewdell et al. 1986,
Lane et al. 1996
mAb248 Maus 43 — 52 19G2b Wade-Evans et al. 1985,
Yewdell et al. 1986,
Lane et al. 1996
mAb2A10 Human 280 — 340 Chen et al. 1993
mAb4B2 Human 19 — 50 Chen et al. 1993
mAb-P21 Human 145 — 164 IgG1 Pharmingen
mAb-Ha-ras Human 1 — 190 IgG1 BD Biosciences
mAb-P19ARF Maus 54 — 75 Poly AbCam
(R562)
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3.2. Herstellung der Gesamtzellextrakte

Adhérente Zellen (60 — 80% Konfluenz) wurden zweimal mit 1 x PBS (140 mM NacCl,
3 mM KCI, 8 mM NayHPO,4, 1,5 mM KH,PO,4, pH 7,4) gewaschen und mit einem
Gummischaber abgekratzt. Nach Zentrifugation der Zellen bei 450 x g, 4°C wurde
das Pellet in 2 Vol. Lysispuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM NacCl, 1% NP-40,
10% v/v Glyzerol, Proteaseinhibitoren) resuspendiert, 30 Minuten auf Eis inkubiert
und anschlieBend fir 20 Minuten bei 14 000 rpm, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
(Extrakt) wurde abgenommen und die Proteinkonzentration kolorimetrisch (Bradford-
Reagenz) bestimmt. Die Gesamtzellextrakte wurden bei -70°C gelagert.
Proteaseinhibitoren : 1:100 Aprotinin (5mg/ml in PBS), 1:500 Leupeptin (5mg/ml in
50% Glyzerin), 1:200 Pefablok (25mg/ml in 50% Glyzerin), 1:100 EGTA (0,1 M),
1:200 Pepstatin A.

3.3. Immunprazipitation

15 ul Protein A bzw. G Sepharose wurden fir 2 h, 4°C mit dem jeweiligen Antikdrper
inkubiert und anschliel3end mit Lysispuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM NacCl,
1% NP-40, 10% v/v Glyzerol, Proteaseinhibitoren) gewaschen. Der PAS/Antikorper-
Komplex wurde dann mit 50 — 150 ug des Zellextraktes in einem Volumen von 500 pl
fir 1 h bei 4°C unter standigem Schatteln inkubiert, anschlieRend zweimal mit
Lysispuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM NaCl, 1% NP-40, 10% v/v Glyzerol,
Proteaseinhibitoren) gewaschen und in 20 pl 2 x SDS-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH
6,8, 4% SDS, 20% Glyzerol, Bromphenolblau, 4 mM DTT) aufgenommen. Vor dem
Beladen der Probe auf ein 6 — 15% SDS/Polyacrylamid-Proteingel wurde diese fir 7
Minuten bei 100°C aufgekocht und kurz zentrifugiert, um die PAS von den

immunprazipitierten Proteinen zu trennen.

3.4. SDS-PAGE und Western Blotting

20 — 150 pg des Zellextraktes in SDS-Probenpuffer (100 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4%
SDS, 20% Glyzerol, Bromphenolblau, 4 mM DTT) wurde auf ein 6 — 15%
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SDS/polyacrylamid-Proteingel (6- 15% Acrylamid, 375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1%
SDS, 0,75% APS, 0,075% TEMED) parallel mit dem Proteinmarker 7 B (Sigma)
aufgetragen. Nach dem Einlaufen der Proteine in das Sammelgel (4% Sammelgel :
4% Acrylamid, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 0,1 % SDS, 0,75% APS, 0,075% TEMED)
bei 70 V, erfolgte die Auftrennung der Proteine bei 100 — 130 V in 1 x Laufpuffer (200
mM Glyzin, 25mM Tris-Base, 1% SDS). AnschlieRend wurden die Proteine in dem
Gel auf eine mit Methanol aktivierten Immobilon P-Membran (Millipore) transferiert
(Blotting Apparatur). Der Transfer wurde in 1 x Tris-Glyzin Puffer (195 mM Glyzin, 50
mM Tris-Base) bei 100 V fur 70 Minuten durchgefuhrt. Danach wurde die Membran
unter einer Rotlichtlampe getrocknet, bevor die immobilisierten Proteine

immundetektiert wurden.

3.4.1. Inmundetektion immobilisierter Proteine

Die getrocknete Immobilon P Membran (Millipore) mit den immobilisierten Proteinen
wurde mit dem primaren Antigen-spezifischen IgG in Blocking-Losung (5% wi/v
Milchpulver, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,1% v/v Tween-20) fur 2 h bei
RT inkubiert. Anschlie3end wurde die Membran mit 1 x TBS (10 mM Tris-HCI, pH
8,0, 150 mM NaCl) gewaschen und fir 1 h mit dem entsprechenden sekundéaren
HRP-konjugierten Antikérper in Blocking-Losung (siehe oben) inkubiert. Danach
wurde die Membran mit 1 x TBS gewaschen. Der Immundetektion der Proteine
erfolgte durch Inkubation der Membran in 100 mM Tris-HCI, pH 8,5, 1,25 mM 3-
Aminophthalhydrazid (Luminol), 200 uM p-Coumarinsaure und 2,7 mM H,O, fur 1
Minute und anschlieRender Exposition auf einem X-Omat AR-Film (Kodak) fur 5
Sekunden bis 10 Minuten in der Dunkelkammer.

Fir den Nachweis von verschiedenen Antigenen ahnlicher Grol3e auf derselben
Membran wurden die Antikérper der vorangegangenen Immundetektion von der
Immobilon P Membran entfernt. Dies geschah durch Inkubation der Membran fur
jeweils 30 Minuten in Lésung A (8 M Harnstoff, 1% SDS, 0,5% v/iv [3-
Merkaptoethanol) und Lésung B (50% Ethanol, 10% Essigsaure). Danach wurde die
Membran fur 30 Minuten in 10% Ethanol und dann in absolutem Ethanol gewaschen
und luftgetrocknet, bevor die Membran fir die ndchste Immundetektion verwendet

werden konnte.
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3.5. In vitro Protein-Crosslinking

400 ng des rekombinanten P53 Proteins bzw. 50 ug des Zellkernextraktes wurden ftr
20 Minuten in 1 x Bindungspuffer (50 mM Tris, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 2 mM DTT,
20% Glyzerol, 50 mM NaCl) in einem Endvolumen von 20 pl bei RT inkubiert.
Danach erfolgte das Crosslinking der Proteine durch Zugabe von Glutaraldehyd
(0,003 % Endkonzentration) und anschlie3ender Inkubation auf Eis flr 50 Minuten.
Durch Aufkochen der Reaktionslosung bei 100°C fur 6 Minuten in Gegenwart von 2%
SDS wurde das Crosslinking (teilweise) riickgangig gemacht. AnschlielBend wurden
die P53 Oligomere in einem 6%igen SDS-Polyacrylamid-Proteingel elektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Immobilon-P Membran (Millipore) transferiert und mit den
Antikérpern mAb242/mAb240 immundetektiert. Der Oligomerisierungsstatus des
jeweiligen P53 wurde anhand der Oligomer-Leiter (50 kD = Monomer, 100kD =
Dimer, 150kD = Trimer, 200kD = Tetramer) bestimmt.

3.6. In vivo Markierung von P53

Adhérente Zellen (Konfluenz etwa 60 — 80%) wurden in einer 10 cm Petrischale
kultiviert, zweimal mit equilibriertem Cys/Met/Glu-freiem DMEM (ICN, 5% CO,)
gewaschen und das Medium vollstandig entfernt bevor 2 ml des ,Mangelmediums*
(Cys/Met-freies DMEM, 10% dialysiertes FCS, 1 % v/v L-Glutamin, 5% CO,) auf die
Zellen pipettiert wurden. Nach Inkubation fiir 30 Minuten bei 30°C oder 39°C wurden
50 — 100 pl *S-Met (TransLabel) in das Medium pipettiert und fiir weitere 60 Minuten
inkubiert. Danach wurden die *S-markierten Zellen dreimal mit 1 x PBS (140 mM
NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Nay;HPO,4, 1,5 mM KH,;PO,4, pH 7,4) gewaschen und mit
einem Gummischaber von der Petrischale abgekratzt, zentrifugiert und in Lysispuffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM NaCl, 1% NP-40, 10% v/v Glyzerol,
Proteaseinhibitoren) extrahiert. Danach wurde die selbe Proteinmengen mit dem
jeweiligen Antikorper/PAS Komplex immunpréazipitiert und das Immunprazipitat in
einem 10%igen SDS-Polyacrylamid-Proteingel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das
getrocknete Gel wurde dann auf einem Phosphorimager fir 1 — 3 Tage exponiert. Die
Auswertung der Autoradiographien erfolgte mit Hilfe des Bas-Readers und der TINA
2.0 Software.
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3.7.in vitro Transkription und Translation von P53

Die in vitro Transkription und Translation erfolgte mit Hilfe des TNT-T7
Reticulozytenlysat-Systems nach Anweisung des Herstellers (Promega). 12,5 ul des
TNT Kaninchen Retikulozytenlysats (Promega) wurden in einem Volumen von 25 pl
zusammen mit 1 x Reaktionspuffer (Promega), 1 pl der T7 RNA Polymerase
(Promega), 1 mM des Aminosauremix (ohne Cystein), 4 pl *S-Cystein (TransLabel),
30 U RNasin (Abcam) und 1 pg der Plasmid-DNA (Maus wtp53-cDNA in
pBlueskriptll/T7-Polymerase Promotor) fur 2 h bei 30°C inkubiert.

Durch Inkubation des Reaktionsmixes fur 2 h bei 4°C mit 15 pl des Protein A
Sepharose/Antikérperkomplexes in 300 ul Waschpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120
mM NaCl, 1% NP-40, 10% v/v Glyzerol, Proteaseinhibitoren), wurde das in vitro
translatierte wtp53 Protein anschlieRend immunprazipitiert. Danach wurde der
Komplex zweimal mit Lysispuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM NaCl, 1% NP-40,
10% v/v Glyzerol, Proteaseinhibitoren) gewaschen, in 30 ul 2 x SDS-Puffer
resuspendiert und fir 7 Minuten bei 100°C aufgekocht. Danach wurde der Uberstand
in einem 10%igen SDS/Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, welches
dann auf einem Whatman Papier getrocknet und auf X-OMAT Kodak Film exponiert

wurde.

3.8. DNA Bindungsassays

3.8.1. Herstellung der Zellkernextrakte fir DNA Protektionsassay

Adhérente Zellen (60 — 80% konfluent) wurden zweimal mit 1 x PBS (140 mM NacCl,
3 mM KCI, 8 mM Naz;HPO4, 1,5 mM KH;PO,4, pH 7,4) gewaschen und in 50 ml
Falconréhrchen Uberfihrt und fir 10 Minuten zentrifugiert (450 x g, 4°C).
Anschliel3end wurde das PCV (Packed Cell Volume) bestimmt. Das Zellpellet wurde
daraufhin in 5 x PCV des Hypotonischen Puffer (10 mM Hepes, pH 7,9, 1,5 mM
MgCl,, 10 mM KCI, Proteaseinhibitoren) resuspendiert, fir 5 Minuten zentrifugiert
(450 x g, 4°C), erneut in 3 x PCV des Hypotonischem Puffer aufgenommen und fur
10 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension in einen vorgekihlten

Homogenisator Uberfihrt und die Zellen mit einem Pistill B aufgebrochen. Die
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Zellkerne wurde durch Zentrifugation der Suspension (15 Minuten, 3300 x g, 4°C)
pelletiert. Das PNV (Packed Nuclear Volume) wurde bestimmt. Das Pellet wurde
dann in 0.5 x Vol des PNV mit dem Puffer A (20 mM Hepes, pH 9, 25% Glyzerol, 1,5
mM MgCl,, 0,02 M KCI, Proteaseinhibitoren) resuspendiert und das selbe Volumen
des Puffers B (20 mM Hepes pH 9, 25% Glyzerol, 1,5 mM MgCl,, 1,2 M KCI,
Proteaseinhibitoren) tropfenweise hinzupipettiert. Die Zellkerne wurden danach bei
4°C fur 30 Minuten extrahiert und anschlieRend zentrifugiert (30 Minuten, 14 000
rpm, 4°C). Der Uberstand wurde gegen 50 Vol. des Puffers 1 (20 mM Hepes pH 7,9,
20% Glyzerol, 100 mM KCI bzw. 200 mM KCI, 0,2 mM EDTA) fir 1 — 2h, 4°C
dialysiert und anschliel3end fir 20 Minuten bei 14 000 rpm, 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand (Zellkernextrakt) wurde abschlieBend aliquotiert und bei -70°C

eingefroren.

3.8.2. DNA Protektionsassay

500 ng der Promotor-Plasmid DNA wurden zusammen mit 200 — 400 ng des
rekombinanten P53 Proteins bzw. 150 ug des Zellkernextraktes in 1 x Bindungspuffer
(50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 20% Glyzerol, 50 mM NaCl, 4 mM EDTA, 2 mM DTT, 10
png BSA) fur 30 Minuten bei RT in einem Endvolumen von 50 — 100 pl inkubiert.
AnschlieBend wurden 50 pl einer Mg/Ca-Lésung (5mM MgCl,, 10 mM CacCly)
hinzupipettiert und fir exakt 1 Minute bei RT inkubiert bevor der partielle Verdau
durch Zugabe von 0,15 U RQ-DNase | (Promega) fur die selbe Dauer durchgefuhrt
wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe der Stop-Lésung (0,3 M Natriumacetat, pH
5,2, 100 mM NacCl, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, 1% SDS, 10 mM EDTA, 200ug/ml
Proteinase K, 100ug/ml Hefe-tRNA) und anschlieBender Inkubation bei 37°C fur 15
Minuten beendet. Danach wurden die Proteine durch Chloroform ausgewaschen und
die DNA durch Zugabe von 2 — 3 Vol. Azeton oder absolutem Ethanol préazipitiert. Die
ausgefallte DNA wurde abschlieRend bei 14 000 rpm, 4°C fur 30 Minuten
zentrifugiert und das Pellet getrocknet.

Das DNA Pellet wurde in 5 mM NaOH und 3 pMole des Promotor-spezifischen
Oligonukleotids in einem Endvolumen von 50 ul geldst. Die Hybridisierung des
Oligonukleotids an den Promotor erfolgte durch Inkubation fir 5 Minuten bei 82°C
und anschlieBender Uberfiihrung auf Eis. Die Oligoextensionsreaktion wurde durch

Zugabe von 10 pl des 10 x Primerextensionspuffers (500 mM Tris-HCI, pH 7,2, 100
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mM Mg,SOq4, 2 mM DTT), 50 ul einer dNTP-L6sung (je 2.5 mM dATP, dCTP, dTTP,
dGTP) und 2-4 U des Klenow-Fragmentes (MBI Fermentas) eingeleitet. Nach
Inkubation von 6 Minuten bei 45°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 pl der
Stop-L6sung (3 M Natriumazetat, pH 5,0, 10 mM EDTA) beendet und die DNA durch
Zugabe von 400 pl absolutem Ethanol prazipitiert (30 Minuten, -70°C). Nach
Zentrifugation (14 000 rpm, 30 Minuten, 4°C) wurde das getrocknete Pellet in
Formamid-Beladungspuffers (98% v/v Formamid, 50 mM EDTA, Bromphenolblau)
gelost und die DNA durch Erhitzen fir 5 Minuten bei 100°C denaturiert. Die
gelelektrophoretische  Auftrennung der DNA erfolgte in  einem 6%igen
Harnstoff/Polyacrylamid-Gel (8 M Harnstoff, Acrylamid/Bis 1:19, APS, TEMED, 89
mM Tris-HCI, pH 8,0, 89 mM Borséaure, 2,5 mM EDTA) mit 1 x TBE (90 mM Tris-HCI,
90 mM Borséaure, 2 mM EDTA, pH 8,0) als Laufpuffer bei 75 — 90 W. Die selbe CPM

wurde in die Geltaschen aufgetragen.

3.8.3. Chromatin Immunprazipitation (ChIP)

Die adharenten Zellen wurden bei 39°C bzw. 30°C in DMEM (5% FCS, 5% CO,)
kultiviert. Die Fixierung der Chromatin-gebundenen Proteine erfolgte durch Zugabe
von 100 ul 37% Formaldehyd (Sigma) in 10 ml DMEM (5% FCS, 5% CO;) und der
Inkubation bei 30°C fiur 10 Minuten. Die Fixierungsreaktion wurde durch Zugabe von
1 ml 1,25 M Glyzin gestoppt. Nach Waschen der adhéarenten Zellen mit 1 x PBS (140
mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na;HPO,4, 1,5 mM KH;PO,4, pH 7,4) wurden diese mit
einem Gummischaber abgekratzt und 2 x 10° Zellen durch Zentrifugation (1400 x g, 5
Minuten) pelletiert. Die Zellen wurden anschlie3end in 200 pl SDS-Lysispuffers (1%
SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8,1, Proteaseinhibitoren) resuspendiert und
zentrifugiert (14000 rpm, 4°C, 5 Minuten). Das Pellet wurde in 200 ul des SDS-
Puffers resuspendiert und danach sonifiziert (30% der maximalen Leistung, 3 x 5
Sekunden auf Eis). Durch Zentrifugation bei 14000 rpm, 4°C fir 10 Minuten wurden
unlosliche Bestandteile pelletiert. Der Uberstand wurde dann mit 4 Vol. des
Lysispuffers (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM NaCl, 1% NP-40, 10% v/v Glyzerol,
Proteaseinhibitoren) und 80 ul Heringssperma-DNA/PAS (Biozol) fur 30 Minuten, 4°C
inkubiert. Danach wurde die PAS durch Zentrifugation pelletiert und 1/3 Vol. des
Uberstands jeweils mit 60 pl Heringssperma-DNA (HSDNA, Biozol)/PAS, 60 pl HS-
DNA/PAS+ mADb122 bzw. 60 pl HS-DNA/PAS+ mAb242 Uber Nacht bei 4°C
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inkubiert. Nach der Immunprazipitation wurden die Komplexe mit je 1ml der Lésung 1
(0,1 % SDS, 1% TritonX-100, 2mM EDTA, 20mM Tris, pH 8,1, 150 mM NaCl),
Lésung 2 (0,1 % SDS, 1% TritonX-100, 2mM EDTA, 20mM Tris, pH 8,1, 500 mM
NacCl), Losung 3 (0,25M LICl, 1% NP40, 1% Natriumdeoxycholat, 1mM EDTA, 10
mM Tris, pH 8,1), sowie zweimal mit Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM
EDTA) gewaschen. Der Immunkomplex wurde dann in 250 pyl 1% SDS/0,1 M
NaHCOg3; resuspendiert, fur 15 Minuten inkubiert und zentrifugiert (14000 rpm, 1
Minute) und der Uberstand aufbewahrt. AnschlieBend wurde diese Prozedur mit dem
Pellet wiederholt und beide Uberstande vereint. Das Crosslinking wurde durch
Zugabe von 20 pl 5 M NaCl und Inkubation bei 65°C fir 4 Stunden riickgéngig
gemacht. Danach wurden 10 pl 0,5M EDTA (pH 8,0), 20ul 1M Tris (pH 6,5) und 2 pl
ProteinaseK (10mg/ml) in die Loésung pipettiert und fir 1h bei 45 °C inkubiert.
Anschlie3end wurden die Proteine durch Ausschitteln in Phenol/Chloroform entfernt
und die DNA durch Zugabe von 1/10 Vol. Natriumazetat, pH 5,2, 1 pyl GenElute-LPA
(5mg/ml) und 2,5 Vol. Ethanol préazipitiert. Nach Zentrifugation (14000rpm, 10
Minuten, RT) wurde das DNA Pellet luftgetrocknet, in dH,O geldst und in der PCR
auf die Anwesenheit von P53-gebundener genomischer DNA untersucht. In der PCR
(PCR-Programm: 1 x 95°C fur 90 Sekunden, 30 x 95°C fiir 40 Sekunden, 62°C flr 40
Sekunden, 72°C fur 30 Sekunden, 1 x 72°C fur 1 Minute) wurde die
immunpréazipitierte DNA sequenz-spezifisch amplifiziert. Dies geschah in Gegenwart
von jeweils 40 pM der Primer (mdm2 Hin + Ruck Primer und p21 Hin und Rick
Primer), 2,5 U der Taqg-Polymerase (Eppendorf) und 100 uM dNTPs (dATP, dCTP,
dTTP, dGTP). Die PCR Produkte (p21S3 = 136 bp und mdm2 = 186 bp) wurden
anschlieRend in einem 1,5%igen Agarosegel in 1 x TBE (89 mM Tris-HCI, pH 8,0, 89
mM Borséaure, 2,5 mM EDTA) als Laufpuffer aufgetrennt.
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3.8.4. Oligonukleotide

Tabelle 3. DNA Oligonukelotide

DNA Oligonukleotid

Sequenz (5'- 3'Richtung)

DNA Protektionsassay

p21-S3
Mdm?2

Sondenherstellung (Southern Blots)

pLTRcg9-Hin
pLTRcg9-Rlck

Sondenherstellung (Northern Blots)

Mdm2-Hin
Mdm2-Riick
P21-Rat-Hin
P21-Rat-Rick
rRNA-Rat-Hin
rRNA-Rat-Rick
14-3-3-s-Hin
14-3-3-s-Riick
CycG-Rat-Hin
CycG-Rat-Riick
Bax-Rat-Hin
Bax-Rat-Rick
Gadd45-Hin
Gadd45-Rick
B99-Hin
B99-Riick

PCR Amplifikation des mdm2 Promotors

Mdm2-Rat-Hin
Mdm2-Rat-Riick

RT-PCR

SV40-3'UTR-Riick
Ratp53-3"UTR-Riick
Exon8-Hin
Exon6-Hin

Chromatin IP

p21S3-Hin
p21S3-Riick
mdm2-Hin
mdm2-Rick

ttc ttc tgt ctt tcc atc c
tgg tgg gac gtg gct tc

a aca acg ttg cgc aaa ¢
gtg atg tcg gcg ata tag g

gcc ttc teg tcg ctc gag cte t

gtc taa cca gag tct ctt gtt ccg a
tca gag cca cag gca cca tg

cgt ggg cac ttc agg gct tt

ttc tag agc taa tac atg ccg ac
got cct att cca tta ttc cta gc

tgc ctt tcc caa acc ctg aat gtt ¢
acc cag caa act ttt tcc ctc tca t
gga gaa gac gtg gct gtc aa
cca act aac cca tgg ttt cg

gag aca cct gag ctg acc ttg g
gcc cat ctt ctt cca gat ggt

gac gaa ccc aca ttc atc aca at
ggc tca cct cte tct cec tet g

ctt gca cct tga gcc ctc tca ctg
ctg tgc tgg gtt tgt cct gga gea ¢

ccg agc gaa atg gtc tct caa gtc
cag aag cac ggt ggt cga aga ¢

agc aag taa aac ctc tac ag
cgg ata gga ttt cgc tgg

ggg aca gct ttg agg ttc g
ccg agt atc tgg aag aca g

ccatccctggcetgtectte
agcagccccacctcttcggttc
gctgtgcctagttgactcag
agcacggtggtcgaagagg
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3.9. Aufreinigung von rekombinanten P53 Proteinen (Soussie)

Das Zellpellet wurde in 10 ml des Puffers A (10 mM Hepes, pH 7,4, 1,5 mM MgCl,, 5
mM KCI, Proteaseinhibitoren) resuspendiert und fir 1 h bei 4°C inkubiert. Nach
Aufbrechen der Zellen mit Hilfe eines Homogenisators (Pistill B) und anschlie3ender
Inkubation fur 45 Minuten bei 4°C wurde das Lysat zentrifugiert (5000 rpm, 10
Minuten, 4°C) und der Uberstand als Fraktion A bei —70°C eingefroren. Das Zellpellet
wurde in 10 ml des Puffers B (10 mM Hepes pH9, 1,5 mM MgCl,, 5 mM KCl,
Proteaseinhibitoren) resuspendiert, fur 45 Minuten bei 4°C inkubiert und die
Suspension zentrifugiert (10 Minuten, 5000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde danach
als Fraktion B bei —70°C eingefroren. Das Zellpellet wurde in 10 ml des Puffers C (10
mM Hepes pH 9, 1,5 mM MgCl,, 200 mM KCI, Proteaseinhibitoren) resuspendiert
und die Zellen fur weitere 45 Minuten auf Eis extrahiert. Nach Zentrifugation (10
Minuten, 5000 rpm, 4°C) dieser Suspension wurde das Pellet in 10 ml des Puffers D
(10 mM Hepes pH 9, 1,5 mM MgCl,, 500 mM KCI, Proteaseinhibitoren) resuspendiert
und fir 45 Minuten auf Eis inkubiert und der Uberstand als Fraktion C bei —70°C
eingefroren. Die Zellsuspension wurde abschlieend fir 10 Minuten bei 5000 rpm,
4°C abzentrifugiert und der Uberstand als Fraktion D eingefroren. Die Fraktionen A —
D wurden jeweils gegen 1L des Puffers 1 (20 mM Hepes pH 7,9, 20% Glyzerol, 100
mM KCI bzw. 200 mM KCI, 0,2 mM EDTA) fur 1 — 2 h dialysiert und fur 30 Minuten
bei 10 000 x g, 4°C in der Ultrazentrifuge (Beckmann) zentrifugiert. 20 ul des
Uberstandes der dialysierten Fraktion wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamid-
Proteingel parallel einer BSA (NEB) Standardreihe (50 ng, 100 ng, 200 ng, 400 ng,
800 ng, 1000 ng) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine wurden durch
Inkubation des Gels in Coumassie-L6sung (1,5 g Coomassie Brilliant-Blue R250, 450
ml Methanol, 100 ml Eisessig, 450 ml H,O) und anschlieBender Entfarbung (10%
Isopropanol, 10% Eisessig) sichtbar gemacht. Durch Vergleich der Proteinmenge in
den jeweiligen Fraktionen mit der BSA-Standardreihe wurde die Konzentration des

rekombinanten P53 Proteins ermittelt.
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3.10. Klonierung

3.10.1. Isolierung von genomischer DNA

Etwa 5 x 10’ adharenter Zellen wurden zweimal mit 1 x PBS (240 mM NacCl, 3 mM
KCl, 8 mM Na,HPO,4, 1,5 mM KH,PO,, pH 7,4) gewaschen, mit einem
Gummischaber abgekratzt, zentrifugiert und in 500 pl Tris-EDTA-L6sung (pH 8,0)
aufgenommen. AnschlieRend wurden 5 ml des Extraktionspuffers (10 mM Tris-HCI,
pH 8,0 100 mM EDTA, 60 ug/ml DNase-freie RNase A, 0,5% SDS) hinzupittiert und
die Zellen durch Inkubation fir 1 h bei 37°C lysiert. Danach wurden 200 pg/ml der
Proteinase K hinzupipettiert und fir 3 h bei 50°C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proteine durch Waschen (6 Runden) mit 1 Vol. Tris (pH 8,0)-gepuffertem Phenol
vollstandig extrahiert. Die genomische DNA wurde durch Zugabe von 0,2 Vol 10 M
Ammoniumazetat und 2 Vol. absolutem Ethanol prazipitiert und aus der Losung auf
eine Pasteurpipette gewickelt. Die DNA wurde abschlieBend in 70% Ethanol
gewaschen, luftgetrocknet und in 1 bis 5 ml Tris-EDTA L6sung (10 mM Tris-HCI, pH
8,0, 1 mM EDTA) geldst.

3.10.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR-Amplifikation definierter DNA Abschnitte von z.B. genomischer DNA
wurden zunéchst die zu amplifizierenden DNA (1 pg der genomischen DNA oder 10-
100 ng Plasmid-DNA), 40 pMole der beiden Primer, 200uM dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 1,5 mM MgCl,, 1 x Tag-Polymerase Puffer (Eppendorf) in ein
dunnwandiges PCR-Gefal3 pipettiert. AnschlieRend wurde die DNA in einem
Thermocycler (MWG Biotech Primus 96 plus) fur 2 Minuten bei 95°C denaturiert und
2 U der Tag-Polymerase (Eppendorf) nach Erreichen der Temperatur hinzupipettiert
(,Hot Start”). Die Amplifikation erfolgte in 25 — 40 Zyklen (95°C fur 40 Sekunden,
Hybridisierungstemperatur abhéngig von T, der eingesetzten Oligonukleotide fur 40
Sekunden, 72°C fir 30 — 120 Sekunden abhangig von der Ladnge des Amplikons) mit
einem abschlieRenden 3-5 minttigen Schritt bei 72°C im Thermocycler. Ein Aliquot
der amplifizierten DNA wurde in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und

analysiert.
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3.10.3.Isolierung des mdm2 Promotors aus Rattenfibroblasten

Die Promoterregion des mdm2 Gens, die die P53 Bindungsstelle enthalt, wurde in
der PCR mit Pfu-Polymerase (NEB) und spezifischen Primern (Mdm2-Hin: 5"-ccg agc
gaa atg gtc tct caa gtc-3°, Mdm2-Rick: 5°-cag aag cac ggt ggt cga aga g-3") von
genomischer DNA aus Cl6 Rattenfibroblasten amplifiziert (siehe PCR). Die Identitat
des PCR Produktes (mdm2: 630 bp) wurde sequenziert, um seine ldentitat zu
verifizieren. AnschlieBend wurde das PCR Produkt in einen mit dem
Restriktionsenzym EcoRV geschnittenen pBluescriptSKII Vektor kloniert. Der
Promotor des p21 Gens wurde freundlicherweise von Prof. Bert Vogelstein zur

Verfligung gestellt.

3.10.4. Restriktionsverdau von DNA

1 pg DNA wurde mit 5 — 10 U des Restriktionsenzymes in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer fir 1 — 2 h bei 37°C in einem Endvolumen von 30 pl inkubiert.
Anschlieend wurde ein Aliquot des Verdaus im Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt und analysiert.

3.10.5. DNA Isolierung aus Agarosegelen

Die zu isolierende DNA Bande wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel auf
einem UV-Tisch herausgeschnitten, zerkleinert und in ein PCR Gefal3, das zuvor mit
einem kleinen Loch am Boden versehen und mit etwas Glaswolle geftllt wurde,
Uberfuhrt. Danach wurde das Gelstlck bei — 20°C fur etwa 20 Minuten ,gefroren®.
Das PCR Gefal3 wurde anschlie3end in ein 2 ml Eppendorfgefald eingefihrt und fur
20 Minuten bei 5500 rpm, RT zentrifugiert. Die DNA im Durchfluss wurde durch
Zugabe von 1/10 Vol. 3M Natriumazetat, pH 5,2 und 2 Vol. absolutes Ethanol
prézipitiert. Nach 20 Minuten bei —70°C erfolgte eine Zentrifugation bei 14000 rpm fir
30 Minuten, 4°C. Die luftgetrocknete DNA wurde abschlieRend in dH,O geldst.
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3.10.6. Prozessierung von DNA-Enden

3.10.6.1. ,Auffullen* von tberhdngenden DNA-Enden

0,5 — 1 yug der DNA mit rezessiven Termini (z.B. mit Taq Polymerase amplifizierte
PCR-Produkte) wurden zusammen mit 3 U der Pfu-Polymerase (Stratagene), 20 mM
Tris-HCI, pH 8,8, 2 mM MgSO,, 10 mM KCI, 10 mM (NH,4)2.SOg4, 0,1% TritonX-100,
0,1 mg/ml BSA und 100 uM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Volumen
von 30 pl fur 20 Minuten bei 72°C inkubiert. Alternativ dazu wurde fur das Auffullen
von 5-rezessiven Enden die DNA mit 2 U Klenow-Fragment (MBI Fermentas) in
Gegenwart von 40 uM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 1 x Klenow-Puffer
(MBI Fermentas) fur 30 Minuten bei RT inkubiert und anschlieRend die DNA
Polymerase hitzeinaktiviert (15 Minuten bei 70°C). Die Pfu-Polymerase oder Klenow
Fragment wurde durch Ausschitteln der Reaktionslosung mit 1 Vol
Chloroform/lsoamylalkohol (25:1) entfernt und die DNA mit 2,5 Vol absolutem
Ethanol prazipitiert. Nach Zentrifugation fir 45 Minuten bei 14 000 rpm, 4°C wurde
das Pellet getrocknet und in 10 — 20 pl H,O gelost.

3.10.6.2. Nicht-radioaktive Kinasierung von DNA-Enden

500 ng der PCR amplifizierten DNA, die mit nicht-phosphorylierten Oligonukleotiden
hergestellt wurde, wurden zusammen mit 20 U T4 Polynukleotid Kinase (NEB), 70
mM Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT und 1 mM dATP in einem
Endvolumen von 30 pl fur 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die T4 PNK wurde durch

Inkubation der Reaktionslésung bei 65°C fiir 20 Minuten hitzeinaktiviert.

3.10.6.3. Dephosphorylierung von DNA-Enden

10 pM der 5 -phosphorylierten doppelstrangigen DNA (z.B. geschnittener Vektor)
wurde zusammen mit 10 — 50 U Alkalische SAP Phosphatase (Boehringer
Mannheim), 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 und 5 mM MgCl, in einem Volumen von 100 pl
bei 37°C fir 1 h inkubiert. Die SAP wurde anschlieRend hitzeinaktiviert (15 Minuten

bei 65°C) und durch Ausschitteln der Reaktionslésung mit 1 Vol.

33



Chloroform/lsoamylalkohol (25:1) entfernt. Die DNA wurde dann mit 2,5 Vol
absolutem Ethanol und 0,3 M Natriumazetat, pH 5,2 prazipitiert. Nach Zentrifugation
fur 45 Minuten bei 14 000 rpm, 4°C wurde das DNA Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 10 — 20 pl

dH,O aufgenommen.

3.10.7. Ligation

Das zu klonierende DNA Fragment und die mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnittene Vektor DNA wurden in einem molaren Verhéltnis
von 5:1 in Gegenwart von 50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 50
pg/ml BSA (NEB) und 400 U T4 DNA Ligase (NEB) in einem Volumen von 20 pl bei
RT Uber Nacht inkubiert. AnschlielRend wurde der gesamte Reaktionsansatz fur die
Transformation von kompetenten DH5a Zellen eingesetzt. Fir die Ligation eines
DNA Fragmentes mit glatten, phosphorylierten Enden in einen mit EcoRV (NEB)
geschnittenen pBSKIl Vektor wurde dieser zuvor mit der Alkalischen Phosphatase

(Boehringer) dephosphoryliert.

3.10.8. Transformation

100 pl kompetenter DH5a Zellen wurden mit 50 — 100 ng zirkularer Plasmid-DNA flr
30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Transformation der Zellen erfolgte durch Inkubation
der Zellsuspension fiir 90 Sekunden bei 42°C mit sofortiger Uberfiihrung auf Eis.
Danach wurden 800 pl Luria-Bertani Medium (10 mg/ml Bacto-Trypton, 5 mg/mi
Hefeextrakt, 10 mg/ml NacCl, pH 7,0) in die Zellsuspension pipettiert. Nach Inkubation
bei 37°C fur 1 h wurden 100 pl der Suspension auf eine Agarplatte (15 mg/ml Agar-
Agar, 10 mg/ml Bacto-Trypton, 5 mg/ml Hefeextrakt, 10 mg/ml NaCl, pH 7,0, 50-100
pg/ml Ampicillin) pipettiert und gleichméaRig ausgestrichen. Die Agarplatte wurde fir
12 — 16 h in einen Brutschrank bei 37°C inkubiert.

3.10.9. Identifizierung von rekombinanten DH5a Klonen

3 ml Luria-Bertani Medium (10 mg/ml Bacto-Trypton, 5 mg/ml Hefeextrakt, 10 mg/ml

NaCl, pH 7,0) in einem 15 ml Falconréhrchen wurden mit einem Zellklon beimpft und
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Uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. 1 ml der Zellsuspension wurde dann in
ein 1,5 ml Eppendorf Gefal? Gberfuhrt, fir 1 Minute bei 14 000 rpm zentrifugiert und
das Zellpellet in 200 pl Lésung 1 (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
DNase-freie RNase A) resuspendiert. Danach erfolgte die Zelllysis durch Zugabe von
200 pl Losung 2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) und anschlieBender Inkubation fir 5
Minuten bei RT. Die Lysis wurde durch Zugabe von 200 ul Lésung 3 (3 M
Kaliumazetat, 1,7 M Eisessigsaure) und Inkubation fir 5 Minuten bei 4°C beendet.
Danach wurde das Lysat fur 15 Minuten bei 14 000 rpm, 4°c zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Eppendorf GefaR tuberfiihrt. Die DNA wurde durch Zugabe
von 1 Vol. Isopropanol prazipitiert, zentrifugiert (14 000 rpm, 20 Minuten, RT) und
das Pellet luftgetrocknet bevor es in 50 pl dH,O aufgenommen wurde. 10 pl dieser
DNA Losung wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und
gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die Identitdt des rekombinanten Klones zu
verifizieren. Bei positivem Befund wurden 300 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) mit
500 ul der Miniprep- Zellsuspension (siehe oben) inokuliert und tiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

3.10.10. Maxipreparation von Plasmid DNA

300 ml Luria-Bertani Medium (10 mg/ml Bacto-Trypton, 5 mg/ml Hefeextrakt, 10
mg/ml NaCl, pH 7,0) wurden mit transformierten DH5a inokuliert und tGber Nacht bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation (5000 x g, 10
Minuten, 4°C) pelletiert und in 12 ml S1 Puffer (100 pg/ml RNase A, 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert. Danach erfolgte die Lysis der Bakterien durch
Zugabe von 12 ml S2 Puffer (0,2 M NaOH, 1% SDS) und Inkubation von 5 Minuten
bei RT. Die Lysis wurde durch Zugabe von 12 ml S3 Puffer (2,8 M Kaliumazetat, pH
5,1) beendet. Nach anschlieBender Inkubation fir 5 Minuten bei 4°C wurde das
filtrierte Lysat auf eine mit Puffer N2 (100 mM Tris, 15 % Ethanol, 900 mM KCI, pH
6,3, 0,15% TritonX-100) equilibrierte AX-500 Sé&ule (Nucleobond) geladen.
AnschlieBend wurde die an die Matrix gebundene Plasmid DNA zweimal mit
insgesamt 24 ml N3 Puffer (100 mM Tris, 15% Ethanol, 1,15 M KCI, pH 6,3)
gewaschen bevor diese mit 12 ml N5 Puffer (100 mM Tris, 15% Ethnaol, 1 M KCI, pH
8,5) von der Saule eluiert wurde. Die DNA wurde durch Zugabe von 0,8 Vol.

Isopropanol prazipitiert und durch Zentrifugation (45 Minuten, 14 000 rpm, 4°C)
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pelletiert. AbschlieBend wurde die DNA mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und

in 200 pl dH,0 aufgenommen.

3.11. DNA-Sequenzierung

Die manuelle DNA Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des T7 Sequenase Version 2.0
DNA Sequenzierungskits (Amersham). 5 ug der DNA wurde in 2 N NaOH, 2 mM
EDTA denaturiert, durch Zugabe von 4 Vol. 5 M Ammoniumazetat und absolutem
Ethanol préazipitiert, pelletiert (Zentrifugation: 30 Minuten, 14 000 rpm, + 4°C) und
dann luftgetrocknet. AnschlieRend wurde die DNA in Gegenwart von 40 mM Tris-HCl,
pH 7,5, 20 mM MgCl,, 50 mM NaCl und 1,5 pMole des **P-markierten Sequenzier-
Primers in einem Endvolumen von 10 pl fir 2 Minuten bei 65°C inkubiert. Nach
Abkihlen wurde die Polymerisierungsreaktion durch Zugabe von 1 pl 0,1 M DTT und
3 U Sequenase Polymerase (Amersham) eingeleitet. Nach 1 Minute bei 37°C wurden
jeweils 3 ul der Reaktionslésung in 2,5 pl der Terminationslésungen ddG, ddA, ddT
oder ddC (Amersham) pipettiert und fir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Beendet wurde
die Reaktion durch Zugabe von 4 pl der Stop-Losung (95% Formamid, 20 mM EDTA,
0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol FF). Vor dem Beladen von 3 pl dieser
Reaktion auf ein denaturierendes Harnstoff/Polyacrylamidgel (150 ml enthalten 24 ml
30% Acrylamid, 63 g Harnstoff, 15 ml 10 x TBE, 0,9 ml 10% APS, 75 ul TEMED)
wurde die Probe fur 2 Minuten bei 80°C erhitzt.

3.12. Southern Blotting

Die DNA wurde in einem Agarosegel (0,7% w/v Agarose, 0,5 x TBE, 0,5 ug
Ethidiumbromid/ml) in 0,5 x TBE-Laufpuffer elektrophoretisch bei einer Spannung
von 1 V/cm aufgetrennt. AnschlieRend wurde die DNA im Gel in 1,5 M NaCl/0,5 N
NaOH fiur 45 Minuten denaturiert und anschlieRend in 1 M Tris-HCI, pH 7,4/1,5 M
NaCl fur 30 Minuten neutralisiert. Der Transfer der DNA auf eine neutrale
Nylonmembran (Schleicher&Schiill) erfolgte Gber Nacht mit Hilfe der in Abb. 2
dargestellten Apparatur. Die Membran wurde dann in 2 x SSC (17,5 mg/ml NacCl,
8,82 mg/ml Natriumcitrat, pH 7,0) enthalt gewaschen und luftgetrocknet, bevor die
DNA durch Bestrahlung mit 1200 kJoule UVC/cm2 (254 nm) kovalent an die

Membran gebunden wurde.
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Die Membran wurde fur 1 h in 1 ml der Hybridisierungslésung (6 x SSC, 1 mg/ml
Ficoll, 1 mg/ml Polyvinylpyrrolidon, 1 mg/ml BSA, 50% v/v Formamid, 0,5% SDS, 100
pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA) pro 10 cm? Membran bei 42°C in einem
Hybridisierungsofen  inkubiert, bevor anschlieBend 1 x 10° CPM/ml
Hybridisierungslésung der **P-markierten, denaturierten Sonden-DNA dazupipettiert
wurden. Die Hybridisierung erfolgte tUber Nacht bei 42°C. Danach wurde die
unspezifisch gebundene Sonden-DNA durch Waschen der Membran fir jeweils 10
Minuten mit 2 x SSC/0,1% SDS (RT), 0,1 x SSC/0,5% SDS (37°C), 0,1 x SSC/0,5%
SDS (68°C) und abschliel3end mit 0,1 x SSC bei RT entfernt. Die Membran wurde in
Frischhaltefolie eingewickelt und auf einem Phosphorimager-Screen bzw. Kodak X-
OMAT Film (mit Amplifikationsfolien bei —70°C) fiir 1 — 3 Tage exponiert. Die Analyse
erfolgte mit Hilfe des Bas-Readers und der TINA 2.0 Software.

3.13. RNA

3.13.1. Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

3 — 10 pg zellularer RNA wurden zusammen mit dem RNA-komplementéaren
Oligonukleotid fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert und dann auf Eis Uberfthrt. Die
cDNA Erststrangsynthese erfolgte durch Zugabe von 16 U der AMV-Reverse
Transkriptase (Promega), 50 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM
DTT, 0,5 mM Spermidin, 2,5 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 5U RNasin
(Abcam) und der Inkubation bei 42° - 45°C fur 90 Minuten. Die AMV-RT wurde
anschlie3end hitzeinaktiviert (5 Minuten, 90°C). 1/6 Vol. der cDNA-L6sung wurde in

der PCR als Ausgangsmaterial eingesetzt.

3.13.2. Markierung der Sonden DNA fur Northern Blotting

50 — 100 ng der denaturierten Sonden-DNA (200 bp — 900 bp) wurden von 2U
Klenow-Fragment (MBI Fermentas) mit je 50 — 100 uCi a-**P-dCTP und a-**P-dATP
(ICN), 0,2 mM dTTP und 0,1 mM dGTP in Gegenwart von 250 mM Tris, pH 8,0, 25
mM MgCI2, R-Mercaptoethanol, 1 M HEPES, pH 6,0, Hexadesoxyribonukleotide
(0,27 O.D.) (Pharmacia) und 20 pg BSA (NEB) in einem Endvolumen von 50 pl fir 1
h bei RT markiert. Die DNA wurde anschlieend auf eine Nick-Sephadex G25 Saule
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(Boehringer) pipettiert und die DNA durch Waschen der Séule mit 1 ml dH,0 in
mehreren Fraktionen eluiert. Die Radioaktivitat in den Fraktionen wurde mit Hilfe des
Flussigkeitsszintallationszadhler (Beckman L5 5000TD) als Cherenkov-CPM

guantifiziert.

3.13.3. Aufreinigung der zellularen RNA

Adhérente Zellen wurden trypsiniert, pelletiert, in 700 pl RNAWiz-Ldsung (Ambion)
resuspendiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
140 pl Chloroform wurde das Lysat fur 10 Minuten bei RT inkubiert und anschlie3end
zentrifugiert (12 000 rpm, 4°C, 15 Minuten). Danach wurde die obere, wassrige
Phase abgenommen, in ein neues 2 ml-Eppendorf Gefal3 tberfuhrt und die RNA
durch Zugabe von 350 pl DEPC-behandeltes H,O und 700 pl Isopropanol prazipitiert.
Nach Zentrifugation (14 000 rpm, 4°C, 25 Minuten) wurde das Pellet mit 75% Ethanol
gewaschen und kurz luftgetrocknet. Das RNA-Pellet wurde anschlieend in
Formamid bzw. DEPC-behandeltes H,O (Fluka) gelost und die Konzentration
spektralphotometrisch ermittelt (DNA/Protein/Enzym Analyzer BioSpec 1601E,
Shimadzu). Dabei entspricht 1 O.D.z60 40 pg einzelstrangige RNA/ml H,0.

3.13.3. Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA

10 — 20 pg zellularer RNA wurde in Beladungspuffers (0,02 M MOPS, pH 7,0, 8 mM
Natriumazetat, 1 mM EDTA, pH 8,0, 2.2 M Formaldehyd, Formamid, 0,005%
Bromphenolblau) in einem Endvolumen von maximal 50 pl aufgenommen und fir 15
Minuten bei 65°C erwdrmt, um RNA Sekundarstrukturen aufzuschmelzen.
Anschlieend wurde die RNA gelelektrophoretisch in einem Formaldehyd-
Agarosegel (1% w/v Agarose, 2,2 M Formaldehyd, 0,02 M MOPS, pH 7,0, 8 mM
Natriumazetat, 1 mM EDTA, pH 8,0) bei einer Spannung von 5 V/cm mit
Formaldehyd-Laufpuffer (0,02 M MOPS, pH 7,0, 8 mM Natriumazetat, 1 mM EDTA,
pH 8,0) aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel in DEPC-behandeltem H,O (Fluka)
gewaschen, fur 30 Minuten in einer RNA-Denaturierungslosung (0,05 M NaOH, 1,5
M NacCl) geschwenkt und abschlieRBend fir 20 Minuten in der Neutralisierungsldsung
(0,5 M Tris-HCl pH 7,4, 1,5 M NaCl) behandelt.
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3.13.4. Northern Blotting

Mit Hilfe der in Abb. 2 dargestellten Apparatur wurde die RNA, die zuvor in einem 1%
Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt wurde, auf eine neutrale Nylonmembran
(Schleicher & Schill) tber Nacht transferiert. Die Membran wurde anschlieRend in 2
x SSC gewaschen und luftgetrocknet bevor die Nukleinsdure durch Bestrahlung mit
1200 kJoule UVC/cm2 (254 nm) kovalent an die Nylonmembran gebunden wurde.
Um die Integritdt der RNA zu verifizieren wurde die Membran mit Methylenblau
Losung (0,03% w/v Methylenblau, 0,3 M Natriumazetat pH 5,2) fur etwa 1 — 2
Minuten behandelt und tberschissiger Farbstoff durch mehrmaliges Waschen mit
DEPC-behandeltem dH,O (Fluka) entfernt. Das Methylenblau interagiert mit der

RNA, wodurch letztere sichtbar gemacht werden kann.

- Gewicht
" Glasplatte
Papiertiicher
Membran Whatman Papier

e
Whatman Papier

Transferpuffer -

Abb. 2
Apparatur fur den Transfer von Nukleinsdure (DNA oder RNA) auf eine neutrale Nylonmembran
(modifiziert nach Sambrook et al., 1989, Erklarung siehe Text).

3.13.5. Hybridisierung der RNA mit einer 32P-markierten DNA-Probe

Die Membran mit der kovalent gebundenen RNA wurde fir 15 Minuten in 1 ml der
Hybridisierungslosung (5 x SSC, 1mg/ml Ficoll, 1 mg/ml Polyvinylpyrrolidon, 1 mg/ml
BSA, 50% v/v Formamid, 1% SDS, 100 pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA) pro
10 cm? Membran bei 42°C in einem Hybridisierungsofen inkubiert, bevor
anschlieRend 1 x 10° CPM/ml Hybridiserungslésung der *2P-markierten,

denaturierten Sonden-DNA hinzupipettiert wurden. Die Hybridisierung erfolgte tber
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Nacht bei 42°C. Danach wurde unspezifisch gebundene Sonden-DNA durch
Waschen der Membran mit 2 x SSC/0,1% SDS bei RT, 0,2 x SSC/0,1 SDS zunachst
bei RT dann erneut bei 42°C und abschlieend mit 2 x SSC (17,5 mg/ml NaCl, 8,82
mg/ml Natriumcitrat, pH 7,0) bei RT entfernt. Die Membran wurde in Frischhaltefolie
eingewickelt und auf einem Phosphorimager-Screen exponiert. Die Analyse erfolgte

mit Hilfe des Bas-Readers und der TINA 2.0 Auswertungssoftware.
3.14. Zelllinien
In Tabelle 4. sind die Zelllinien benannt, die in der vorliegenden Doktorarbeit

verwendet wurden. Die Zellen wurden in DMEM (5% Fo6tales Kalberserum) bei 39°C
bzw. 37°C und 5% CO, (Heraeus Hera Cell Brutschrank) kultiviert.

Tabelle 4.

Zelllinie Spezies/Zelltyp Bemerkung Referenz
10(1)tsp53 Maus/Fibroblasten pLTRcg9 Ziegler, 1998
MethA-wtp53 Maus/Fibroblasten pLTRwtp53 + MethA p53 Mutante Otto et al., 1993

REF52 Ratte/Fibroblasten Endogenes wtp53 Bauer et al., 1987

P47 (REF) Ratte/Fibroblasten pLTRcg9 + pEJ6.6 Michalovitz et al., 1991
Cl6 (REF) Ratte/Fibroblasten pLTRcg9 + pEJ6.6 Michalovitz et al., 1991
P160 (REF) Ratte/Fibroblasten pLTRcg9 + pEJ6.6 Michalovitz et al., 1991
P164 (REF) Ratte/Fibroblasten pLTRcg9 + pEJ6.6 Michalovitz et al., 1991
SV40-Cl6 Ratte/Fibroblasten pLTRcg9 + pEJ6.6 + SV40 Knippschild et al.
C6D8tsp53 Ratte/Glioma pLTRcg9 Klotsche et al., 1998
F111 Ratte/Fibroblasten endogenes wtP53 Freeman et al., 1975
F111cg9 Ratte/Fibroblasten pLTRcg9 Zerrahn, 1993

3.15. Pharmakologische Substanzen

In Tabelle 5. sind die Inhibitoren, die in der vorliegenden Doktorarbeit eingesetzt

wurden, benannt.

Tabelle 5.

Droge Lésungsmittel Wirkung

Lactacystin (Calbiochem) DMSO Proteasominhibitor
Leptomycin B (Calbiochem) DMSO Zellkernexportinhibitor
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3.16. In situ - Immunfluoreszenz

In eine mit sterilen Deckglaschen belegten 10 cm Petrischale (Nunc-Surface) wurden
die Zellen zunachst bis zu einer Konfluenz von 60 — 80% kultiviert. AnschlieRend
wurden die Deckglaschen, auf denen die Zellen angewachsen sind, einmal mit 1 x
PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na;HPO,, 1,5 mM KH;PO,, pH 7,4)
gewaschen und fur mindestens 5 h in Azeton (-20°C) fixiert. Danach erfolgte die
Rehydrierung der fixierten Zellen durch Inkubation der Deckglaschen in 1 x PBS fir
10 Minuten bei RT. Unspezifische Bindungspartner des sekundaren Antikdrpers
wurden durch Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen Serum fir 30 Minuten bei RT
blockiert. Danach erfolgte eine 45 minttige Inkubation mit dem Primarantikbrper mit
anschlieBendem Waschen der Zellen in 1 x PBS fur 20 Minuten. Darauf folgte die
Inkubation mit dem jeweiligen Sekundarantikorper fur weitere 45 Minuten bei RT und
anschlieBendem Waschen der Zellen in 1 x PBS. AbschlieBend wurden etwa 50 pl
Mountingmedium auf einen Objekttrager pipettiert und das Deckgldschen mit der
Zellseite daraufgelegt, leicht angedrickt und dber Nacht bei RT im Dunkeln
luftgetrocknet. Die Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte am konfokalen
Mikroskop (Leica DMRA).

3.17. BrdU/Propidiumiodid-Markierung und Durchflusszytometrie

Adhéarente Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von etwa 70% in einer 10cm
Petrischale (Nunc-Surface) kultiviert bevor 10 pM 5-Bromo-2°-desoxyuridin
(Boehringer) in das Medium (DMEM mit 5% FCS) pipettiert und fur 30 Minuten bei
39°C bzw. 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden die trypsinierten Zellen sowie die
mitotischen Zellen im Medium in ein 15 ml Falconréhrchen Uberfihrt und fir 6
Minuten bei 250 x g, RT zentrifugiert (Hettich Rotanta 96R Zentrifuge). Danach
wurde das Pellet in 5 ml PBS-EDTA-L6sung (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM
Na;HPO4, 1,5 mM KHyPO4, pH 7,4, 25 mM EDTA) resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Das Pellet (1 x 10° — 1 x 10’ Zellen) wurde dann in 1 ml eiskaltem
PBS/EDTA-LOsung resuspendiert bevor diese durch tropfenweise Zugabe von 80%

Ethanol (-20°C) fixiert wurden. Die Ethanolfixierung erfolgte fir mindestens 4
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Stunden bei -20°C. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten aufgrund der
Lichtsensitivitat des eingebauten BrdU im Dunkeln.

Die fixierten Zellen wurden in 1 x PBS (140 mM NacCl, 3 mM KCI, 8 mM Na;HPOg,,
1,5 mM KH,;POy4, pH 7,4) gewaschen und fur 6 Minuten bei 250 x g, RT zentrifugiert.
Das Pellet wurde anschliel3end in 175 pl dH,O vollstandig resuspendiert bevor 700 pl
der Denaturierungslosung (2 N HCI, 2 mg Pepsin/ml) hinzupipettiert wurden. Nach
Inkubation fur etwa 20 Minuten bei 37°C wurde die partielle Sauredenaturierung der
zellularen DNA durch Zugabe von 1,875 ml 1M Tris, pH 11 durch Neutralisierung
beendet. Nach Zentrifugation der Resuspension fir 5 Minuten bei 250 x g, RT wurde
das Pellet in 100 pl der anti-BrdU-1gG-L6sung (0,2 — 0,5 pg anti-BrdU-Antikdrper
(DAKO)/ml 1 x PBS, 1% v/v Ziegenserum, 0,2% Tween-20) resuspendiert und fir 30
Minuten im Dunkeln, RT inkubiert. Danach wurden die Zellen in PBS/EDTA-LAsung
gewaschen und zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlie3end in 100 pl der FITC-
Sekundarantikérper-Losung (0,5 — 1 ug FITC-Ziege-anti-Maus 1gG-Antikérper/ml,
140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,4, pH 7,4, 1% viv
Ziegenserum, 0,2% Tween-20) resuspendiert und fur 30 Minuten bei RT inkubiert.
Nach Waschen der Zellen mit PBS/EDTA-L6sung erfolgte die Farbung der
doppelstrangigen zellularen DNA durch Resuspendieren des Zellpellets in 500 pl
DNA-Farbeldésung (50 ug Propidiumiodid/ml, 1 mg DNase-freie Rnase A/ml, 140 mM
NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH;PO,4, pH 7,4) und Inkubation fir 30
Minuten bei RT. Die Zellen wurden wiederum mit PBS/EDTA-L6sung gewaschen,
zentrifugiert und in 0,5 — 1 ml PBS/EDTA-LO6sung resuspendiert. Die Auswertung
wurde innerhalb der folgenden 2 h an einem Durchflusszytometer nach den Angaben
des Herstellers (Beckton Dickinson) durchgefuhrt. Das eingebaute FITC-BrdU wurde
mit dem grinen FL1 Kanal (530 nm), das Propidiumiodid mit dem roten FL3 Kanal
(611 nm) gemessen.

Die BrdU-negativen G1 und G2/M Zellen wurden von den BrdU-positiven S-Phase
Zellen aufgrund des DNA Gehalts (Propidiummarkierung) getrennt und quantifiziert
(CellQuest Software).
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4. Ergebnisse

4.1.1. tsp53vall35-abhangige differentielle Transaktivierung der p21 und
mdm2 Gene in EJ-Ras transformierten embryonalen Rattenfibroblasten
P160 und CI6

Der Tumorsuppressor P53 ist ein sequenz-spezifisch bindender Transkriptionsfaktor,
der nach ,Aktivierung“ durch genotoxischen Stress eine grol3e Anzahl von Genen
induzieren (transaktivieren) kann, die Funktionen in unterschiedlichen zellularen
Prozessen (Wachstumsarrest, Apoptose etc.) besitzen.

Die Kenntnis der Parameter, die fur die wtp53-vermittelte differentielle
Transaktivierung endogener Zielgene verantwortlich sind, ist Vorausetzung fir die
Entwicklung therapeutischer Strategien, mit dem Ziel, eine gewiinschte biologische

P53- Antwort durch Modulation der wtp53 Aktivitat auszulésen.

Fur die Untersuchung dieser Parameter wurden zwei Subklone der EJ-Ras
transformierten tsp53vall35-exprimierenden REF Zellen (CI6 und P160 Zellen)
herangezogen (Michalovitz et al., 1990), die Unterschiede in der Transaktivierung der
P53 Zielgene p21 und mdm2 durch das funktionelle tsp53vall35 Protein (30°C)
zeigten.

Die durch den Temperaturshift von 39°C auf 30°C induzierte transkriptionelle
Regulation des p21 Gens war in beiden Subklonen (ab etwa 6 h nach dem
Temperaturshift) vergleichbar (Abb 3 A). Im Vergleich mit den P160 Zellen, war die
Induktion der mdm2 Transkription in CI6 Zellen hingegen signifikant erhéht (Abb. 3
A), was in entsprechend unterschiedlichen Mdm2 Proteinlevel bei 30°C resultierte
(Abb. 3 B).
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Abb. 3

Induktion der mdm2 und p21 Genexpression in den EJ-Ras transformierten REF Subklonen P160 und CI6
vor (39°C) und nach Induktion (30°C) durch das funktionelle tsp53val135 Protein.

A. Northern Blots: Cl6 bzw. P160 Zellen wurden bei 39°C bzw. 30°C (1-32h) kultiviert und die zellulare RNA
isoliert. Jeweils 20 pg der RNA wurden in einem 1%igen Formaldehydgel aufgetrennt, auf eine neutrale
Nylonmembran geblottet und mit einer radioaktiv-markierten mdm2 bzw. p21 DNA Sonde hybridisiert, die dann
durch Exposition auf einem Rontgenfilm nachgewiesen wurden. Anschlieend wurden die Sonden vollstandig von
der Membran entfernt und die RNA erneut mit einer spezifischen 18S-rRNA Sonde hybridisiert, um die Beladung
des Gels und den RNA Transfer auf die Membran verifizieren zu kdnnen.

B. Western Blot: Cl6 und P160 Zellen wurden bei der restriktiven (39°C) bzw. der permissiven Temperatur (30°C)
kultiviert und anschlieRend in NP40 Lysispuffer extrahiert. 80 pg des Extraktes wurden in einem 12.5%igen SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und das Mdm2 (etwa 90 kD) bzw. P21 Protein (21 kD) auf der selben
Membran immundetektiert. Mdm2: mAb2A10, P21: mAbP21 (Pharmingen).

Das CI6/P160 Zellsystem stellt daher ein Modellsystem dar, mit dem es mdglich sein
sollte, in einem annahernd isogenen Hintergrund Parameter zu definieren, die fir die
differentielle Induktion des endogenen mdm2 Gens verantwortlich sind. Die

Aufklarung dieser Faktoren war das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit.
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4.1.2. Promotorspezifitdit der selektiven mdm2 Transaktivierung im
P160/CI6 Zellsystem

Es sollte untersucht werden, ob die Faktoren, die fur die differentielle
Transaktivierung des mdm2 Gens in den P160 und CI6 Subklonen verantwortlich
waren, spezifisch auf den Promotor des mdm2 Gens wirkten oder auch die Induktion
anderer P53 Zielgene (mit Ausnahme des p21 Gens) modulierten.

Zur Klarung dieser Frage wurde in beiden Zelllinien die tsp53-induzierte Transkription
weiterer P53 Zielgene im Northern Blot analysiert. Untersucht wurde die Expression
der Gene 14-3-3-sigma, gadd45, b99 und cyclin G, welche Funktionen innerhalb des
wtp53-abhéngigen G2/M-Wachstumsarrestes besitzen, sowie bax, das eine Rolle
wahrend der wtp53-induzierten Apoptose spielt (Friedlander et al., 1996, Ludwig et
al. , 1996).
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Abb. 4

Expression von P53 Zielgenen in den P160 und CI6 Zellen nach Induktion von funktionellem tsp53val135
Protein.

Northern Blots: Jeweils 20 pg der zelluldaren RNA aus CI6 und P160 Zellen (39°C bzw. 30°C) wurden in einem
1%igen Formaldehydgel aufgetrennt, geblottet und mit radioaktiv-markierten cyclin G, b99, bax, gadd45 bzw. 14-
3-3 sigma spezifischen DNA Sonden hybridisiert (pro Sonde ein Gel), die durch Exposition auf einem Réntgenfilm
detektiert wurden. AnschlieRend wurde die jeweilige Sonde von der Membran entfernt und die RNA erneut mit
einer spezifischen 18S-rRNA DNA Sonde hybridisiert, um die Beladung zu verifizieren.
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Wie die in Abb. 4 dargestellten Ergebnisse der Northern Blots zeigen, wurde in P160
und CI6 Zellen ein Anstieg der Transkription der cyclin G, b99 und bax Gene nach
Induktion von funktionellem tsp53 Protein (39°C zu 30°C) nachgewiesen. Eine
signifikante Transaktivierung des gadd45 Gens wurde in CI6 Zellen, nicht aber in
P160 Zellen, beobachtet.

Um sicherzustellen, dass der durch den Temperaturshift von 39°C auf 30°C
induzierte Anstieg der RNA Level in der Aktivitat von funktionellem tsp53 Protein und
nicht in der geringeren Temperatur (30°C) begriindet war, wurden die RNA Level
auch in nicht-transfizierten embryonalen Rattenfibroblasten der Linie REF52 bei 39°C
und 30°C analysiert (siehe Abb. 5). Diese Untersuchung zeigte, dass ein
(temperaturabhangiger) Anstieg der mdmz2, p21, cyclin G, bax und b99 RNA Level in
diesen Zellen nicht beobachtet werden konnte.
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mdm2 .
C}'C”ﬂ G .- -
ba)( - -
b99 . ®
30°C = 6 h bei 30°C

Abb. 5
Transkriptionelle Regulation der P53 Zielgene nach Temperaturshift von 39°C auf 30°C in tsp53vall35
exprimierenden P160 und CI6 Zellen im Vergleich mit nicht transfizierten REF52 Zellen.

Northern Blots: Jeweils 20 pg der zellularen RNA aus P160, CI6 Zellen und den nicht transfizierten embryonalen
Rattenfibroblasten der Linie REF52 (39°C bzw. 30°C) wurden in einem 1%igen Formaldehydgel aufgetrennt,
geblottet und mit spezifischen radioaktiv-markierten DNA Sonden gegen p21, mdm2, cyclin G, bax bzw. b99
hybridisiert, die durch Exposition auf einem Rontgenfilm detektiert wurden.

Die Expression der gadd45, cyclin G, b99 und bax Gene war in CI6 Zellen im
Vergleich mit P160 Zellen bei 30°C signifikant erhoht (Abb. 4). Die Radioaktivitat der
an die 14-3-3 sigma RNA hybridisierten DNA Sonde wurde mit Hilfe des
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Phosphorimagers quantifiziert (Daten nicht gezeigt). Diese Auswertung ergab, dass
die Transkription des 14-3-3 sigma Gens in CI6 Zellen um den Faktor 2 nach dem
Temperaturshift auf 30°C anstieg. Diese Erhdhung wurde als nicht signifikant
eingestuft. Das 14-3-3 sigma Gen, das beim wtp53-induzierten G2/M
Wachstumsarrest eine Rolle spielt, steht wahrscheinlich im P160/Cl6 Zellsystem
nicht unter der transkriptionellen P53 Regulation. Die P53-abhéngige Transkription
dieses Gens wurde bislang nur in humanen Zellinien beschrieben (Hermeking et al. ,
1997).

Die tsp53-abhangige Regulation der mdmz2, cyclin G, bax und b99 Gene erfolgte in
beiden Subklonen in zwei ,Aktivierungswellen* (Abb. 3 und Abb. 4). Die erste
Transaktivierungswelle erreichte ihr Maximum etwa 6 — 10 h nach dem
Temperaturshift auf 30°C. Die zweite Aktivierungswelle begann nach etwa 20 h.

Zusammenfassend zeigen die vergleichenden Expressionsanalysen in Cl6 und P160
Zellen, dass die zellularen Faktoren, die fur die erhéhte Induktion des mdm2 Gens in
CI6 im Vergleich mit P160 Zellen verantwortlich sind, auch die Induktion einer Reihe
anderer P53 Zielgene (b99, cyclin G, bax, gadd45) positiv modulieren. Eine

Ausnahme stellt die Induktion des p21 Gens dar.

4.1.3. P160 und CI6 Zellen zeigen unterschiedliches tsp53-abhangiges
Zellzyklusverhalten bei 30°C

Das tsp53vall35 Protein in CI6 und P160 Zellen zeigte unterschiedliche Aktivitaten
beziiglich der Transaktivierung von Genen mit Funktionen im G2/M-Arrest (b99,
gadd45, cyclin G). Demgegenuber war die Induktion des fur den P53-abhangigen
G1/S-Wachstumsarrest verantwortlichen p21 Gens in beiden Subklonen
vergleichbar. Untersucht werden sollte der Einfluss dieser differentiellen Expression
auf das Zellzyklusverhalten nach Induktion von funktionellem tsp53 mit Hilfe der
BrdU/Propidiumiodid-Doppelmarkierungsmethode (siehe 3.17.).

Die Zellen werden in Gegenwart von Bromodesoxyuridin (BrdU), einem Thymidin-
Analogon, kultiviert. Die Zellen, die sich wéhrend der Inkubationszeit in der S-Phase
des Zellzyklus (DNA Replikation) befinden, inkorporieren das aufgenommene BrdU in
die genomische DNA. Nach Fixierung der Zellen wird die genomische DNA mit S&ure

behandelt, was zu einer partiellen Denaturierung der DNA fihrt. Das inkorporierte
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BrdU wird dadurch in den einzelstrangigen DNA Bereichen exponiert.

Dies

ermoglicht die Andockung eines gegen das BrdU-gerichteten Primarantikorpers, der

wiederum Uber einen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundarantikdrper detektiert

wird. AnschlieBend werden die Zellen mit Propidiumiodid geféarbt, das in die

doppelstrangigen Bereiche der genomischen DNA interkaliert und so den DNA

Gehalt der jeweiligen Zelle markiert. Mit Hilfe eines Durchflusszytometers kbnnen die

BrdU-negativen G1 und G2/M Zellen von den BrdU-positiven S-Phase Zellen

aufgrund des DNA Gehalts (Propidiummarkierung) getrennt und quantifiziert werden.

A.

39°C

30°C
(24 h)

30°C
(48h)

CI6

G1 57%
G2 11%
5 N%

B T R

Zedien

:-!|

GE1 T6%
GEM 16%
5 6%

] G1 76%
J G2M 19%
] s 5%

P160
Gl 50%
G2M 17%
s 2%

G1 B9%
G2M 7%
5 3%

G1 94%
G2ZM 4%
5 2%
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Abb. 6

Zellzyklusanalyse von CI6 und P160 Zellen bei der restriktiven (39°C) bzw. permissiven Temperatur
(30°C).

CI6 und P160 Zellen wurden fiur 30 Minuten in 10uM BrdU fur 30 Minuten bei 39°C bzw. 30°C inkubiert und in
Ethanol fixiert. AnschlieBend wurde die DNA der fixierten Zellen fur 20 Minuten mit 2N HCI denaturiert. Nach
Neutralisierung erfolgte die in situ Immundetektion des inkorporierten BrdU (Grin) sowie die Farbung der
genomischen DNA mit Propidiumiodid (Rot). Die G1-, S- bzw. G2/M Subpopulationen wurden mit Hilfe des
Durchflusszytometers mit den entsprechenden Filtern (BrdU: FL-1 griin, Propidiumiodid: FL-3 rot) in einem
Histogramm (Propiumiodid/Zellzahl) (A) oder in einem Dot-Plot Diagramm (BrdU / Propidiumiodid) (B) dargestellt
und mit der CellQuest Software quantifiziert.

Abb. 6 stellt die Verteilung der bei 39°C bzw. 30°C markierten CI6 und P160 Zellen in
den verschiedenen Phasen des Zellzyklus (G1l-, S-, G2/M) in Form eines
Histogramms (DNA Gehalt/Zellzahl) (Abb. 6 A) und als Dot Plot Diagramm (DNA
Gehalt/BrdU) (Abb. 6 B) dar.

49



Eine vergleichbare Verteilung der CI6 und P160 Zellen in den G1-, S- bzw. G2/M
Phasen des Zellzyklus wurde bei der restriktiven Temperatur beobachtet (S-Phase ~
32%, G1-Phase ~ 54% und G2/M-Phase ~ 14%). Die Induktion von funktionellem
tsp53 (30°C) loste in beiden Subklonen einen Wachstumsarrest aus, der durch den
stark erniedrigten Anteil von S-Phase Zellen (~ 2-5%) gekennzeichnet war (Abb. 6 A
und 6 B).

Obgleich beide Zelllinien bei 30°C arretierten, konnten Unterschiede zwischen den
Anteilen der in G1 und G2/M arretierten Subpopulationen festgestellt werden; etwa
94% der P160 Zellen arretierten in der G1 Phase des Zellzyklus, bei den CI6 Zellen
waren dies etwa 76%. In der G2/M Phase arretierten nach Induktion von
funktionellem tsp53 etwa 19% der CI6, jedoch nur 4% der P160 Zellen (Abb. 6 A, 48
h bei 30°C).

Das funktionelle temperatursensitive P53 war in beiden Subklonen in der Lage, in
einem Telil der Zellen einen G1/S Wachstumsarrest zu induzieren. Im Gegensatz zu
den P160 Zellen arretierten die CI6 Zellen bei der permissiven Temperatur auch in
der G2/M Phase (biphasischer Wachstumsarrest) (Abb. 6 A).

Die Entstehung eines P53-abhangigen G2/M Arrests in CI6 Zellen korrelierte mit der,
im Vergleich zu P160 Zellen, erhéhten Expression von G2/M Wachstumsarrest-
Genen bei 30°C (Abb. 4).

4.1.4. Cl6 und P160 Zellen exprimieren zwei tsp53vall35 Proteine

Das tsp53 Protein induzierte in P160 und CI6 Zellen eine differentielle
Transaktivierung von P53 Zielgenen, die eine Arretierung dieser Zellen zur Folge hat,
mit unterschiedlichen Anteilen von G1/S und G2/M Zellen in beiden Subklonen. Es
konnte deshalb vermutet werden, dass die differentielle Transaktivierung und der
daraus resultierende biologische Unterschied in P160 und CI6 Zellen auf
unterschiedliche biochemische und/oder biologische Eigenschaften des in diesen
Zellen exprimierten tsp53 Proteins zurtickgefuhrt werden kann. In einem ersten
Schritt wurde das tsp53 Protein dieser Zellen bei 39°C und 30°C charakterisiert.
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Abb. 7

Expression des transgenen temperatursensitiven P53vall35 und des EJ-Ras im CI6/P160 Zellsystem bei
39°C (A+C) und 30°C (B+C).

A + B: Western Blots: 60 pg der Gesamtzellextrakte aus CI6, P160 Zellen sowie den nicht transfizierten
Rattenfibroblasten der Linie REF52 wurden in einem 12.5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und
das P53 bzw. Ha-ras immundetektiert. Monoklonale P53 Antikorper: 122 (C-terminales P53 Epitop), 242 (N-
terminales P53 Epitop), Ha-Ras : anti-Ras (Calbiochem). Die Expression der Gene fiir tsp53vall135 und EJ-Ras
wird durch einen vom Cytomegalovirus (CMV) abgeleiteten Promotor getrieben (Michalovitz et al., 1992).

C: Vergleich der tsp53vall135 Transkription und den P53 Proteinlevel in CI6 und P160 Zellen bei 39°C und 30°C
(24h). Northern Blot: 15 pg der zellularen RNA aus CI6 und P160 Zellen (39°C und 30°C) wurden in einem
1%igen Formaldehydgel aufgetrennt, geblottet und mit einer radioaktiv-markierten DNA Sonde gegen

tsp53vall35 RNA (3-UTR des pLTRcg9 Vektors) hybridisiert, die durch Exposition auf einem Rontgenfilm
detektiert wurden.

In Zellextrakten von CI6 und P160 Zellen wurde im Western Blot neben dem
regularen tsp53 Protein, das in der SDS-PAGE als 53 kD groRRes Protein wandert
(,full-length® tsp53 Protein = FL-tsp53), ein kirzeres P53 (etwa 45 kD) nachgewiesen
(Abb. 7 A). Letzteres wurde im Western Blot von monoklonalen Antikérpern, die
gegen ein N-terminales P53 Epitop gerichtet sind, wie dem mAb242 (AS 18-27) oder
mAb248 (AS 43-52, nicht gezeigt) erkannt, nicht aber von dem Antikérper mAb122,
welches an den P53 C-Terminus bindet (AS 371-380) (Abb. 7 A). Demzufolge
handelte es sich bei dieser P53 Variante um ein am C-Terminus verkirztes P53
(DeltaC-tsp53), welches nur in den transgenen EJ-Ras/tsp53 REF Zellen

nachgewiesen werden konnte, nicht aber in den nicht-transfizierten embryonalen
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Rattenfibroblasten der Linie REF 52 (Abb. 7 A). Dasselbe DeltaC-tsp53 wurde in drei
weiteren, unterschiedlichen durch EJ-Ras transformierten tsp53vall35 REF Zellinien
(P47, P164, P175, nicht gezeigt) exprimiert (Abb. 9). Daher konnte davon
ausgegangen werden, dass es sich bei der Expression des DeltaC-tsp53 Proteins
wahrscheinlich nicht um ein klonal auftretendes Ereignis (z.B. Trunkierung des

tsp53vall35 Transgens) handelte.

In Cl6 und P160 Zellen konnte eine vergleichbare Transkription des transgenen
tsp53vall35 Expressionsvektors (pLTRcg9) bei 39°C und 30°C (24h) beobachtet
werden (Abb. 7 C, tsp53 RNA).

Der Temperaturshift von 39°C auf 30°C fuhrte in beiden Subklonen zu einer
Abnahme der FL-tsp53 und der Zunahme der DeltaC-tsp53 Steady State Proteinlevel
(Abb. 7 B). Diese Verschiebung war in P160 Zellen deutlich starker vorhanden (Abb.
7 B, 39°C und 30°C, 24h). Die tsp53vall35 RNA Level veranderten sich durch diesen
Temperaturshift in beiden Subklonen nicht signifikant (Abb. 7 C).

Diese Daten zeigten, dass sich die Cl6 und P160 Subklone bei der permissiven
Temperatur in den Proteinspiegeln des regularen FL-tsp53 Proteins und eines C-

terminal verklrzten tsp53 Proteins unterschieden.
4.1.6. Produktion von murinem, C-terminal verkirztem P53 in vitro

Bei der gekoppelten in vitro Transkription/Translation von P53 in
Retikulozytenlysaten, bei der eine Maus-wt P53 cDNA als Transkriptionssubstrat
verwendet wurde, entstand neben dem FL-p53 ebenfalls ein C-terminal verkirztes
P53 (Abb. 8). Diese P53 Form entsteht durch einen vorzeitigen Abbruch der
Translation, verursacht durch RNA Sekundarstrukturen im p53 Transkript (Mosner et
al., 1995).

In vitro translatiertes und das in CI6 Zellen produzierte DeltaC-tsp53 Protein wurde
%S-radioaktiv markiert, mit dem N-terminalen P53 Antikérper mAb242
immunprazipitiert und in  einem 10%igen SDS-Polyacrylamid-Proteingel
elektrophoretisch aufgetrennt.

Der GrolRenvergleich der verkiirzten P53 Proteine zeigte, dass das in vitro und in vivo
produzierte DeltaC-p53 Protein, nicht aber das regulare P53 Protein, im SDS-

Polyacrylamidgel unterschiedlich  wanderte  (Abb. 8). Post-translationale
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Modifikationen fuhren in der Regel nicht zu einem veranderten Laufverhalten unter
SDS-PAGE Bedingungen.

Aufgrund dieses Ergebnisses konnte vermutet werden, dass beide DeltaC-p53
Proteine durch unterschiedliche Mechanismen entstanden sind, d.h. das DeltaC-
tsp53 Protein in Cl6 und P160 Zellen nicht mit einem vorzeitigen Translationsabbruch

zu erklaren ist.

35S-Markierung von p53
in vitro und in vivo

10% SDS-PAGE _____242-1P___
Iin vitro In vivo
M dwt pSIc DNA C18, 30" 24k

FL-PS3 i S

DeltaC-p53 i s

Abb. 8
Produktion von murinem, C-terminal verkiirztem P53 in vitro und in vivo.

ClI6 Zellen wurden mit radioaktivem **S-Methionin/Cystein bei 30°C inkubiert, lysiert und das tsp53val135 Protein
mit dem mAb242 Antikdrper immunprazipitiert. Murines wtp53 Protein wurde von einem P53 cDNA-Plasmid in
Retikulozytenlysaten in Gegenwart von radioaktivem **S-Cystein in vitro translatiert und das P53 ebenfalls mit
dem mAb242 Antikdrper prazipitiert. In vitro und in vivo produziertes P53 Protein wurde in einem 10%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Gel anschlieBend auf einen Kodak Réntgenfilm Gber Nacht exponiert.

4.1.5. Produktion von DeltaC-tsp53in vivo

Es sollte die Frage beantwortet werden, ob es sich bei der Expression des DeltaC-
tsp53 Proteins um ein pLTRcg9-Vektor bzw. die tsp53vall35 Mutanten spezifisches
Phanomen handelte oder diese vielmehr vom zelluldaren Hintergrund abhangig war.
Um diese Frage zu beantworten, wurde der P53 Status in verschiedenen
tsp53vall35 exprimierender Zellinien aus der Maus (Fibroblasten: 10(1), MethA)
sowie der Ratte (Fibroblasten: F111, primare REF +/- SV40, Glioma: C6) untersucht.
Einige der Rattenfibroblasten enthielten neben dem tsp53 vall35 ein integriertes
SV40 oder das onkogene EJ-Ras.
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Abb. 9

Expression des transgenen tsp53vall35 Proteins in etablierten Zellinien aus der Maus und der Ratte.

Western Blots: 80ug der Gesamtzellextrakte aus bei 39°C oder 30°C (24h) kultivierten Zellen wurden in einem

12,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und P53 sowie Ha-ras mit den Antikbrpern 242 bzw. Ha-
Ras immundetektiert.

PZ = Parentale Zellinie, n.d. = nicht detektiert, tsp53 = tsp53vall35, REF = Rattenembryofibroblasten.
C6D8: Neuroblastomazelline, F111 und REF: Fibroblasten.

DeltaC-tsp53 konnte lediglich in den EJ-Ras-transformierten, embryonalen
Rattenfibroblasten P164, P47, P160, CI6 detektiert werden (Abb. 9).

In CI6 Zellen, die neben tsp53vall35 und EJ-Ras ein stabil im Genom integriertes
SV40 enthalten (SV40-CIl6 Zellen), wurde eine Verschiebung des FL-tsp53/DeltaC-
tsp53 Verhaltnisses auf die Seite des verkirzten P53 bei 39°C und 30°C beobachtet
(Abb. 9). In C57SV Zellen, einer SV40 transformierten Mausfibroblastenzellinie der
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Linie C57BL/6, wurde dasselbe C-terminal verkirzte P53 beschrieben (Knowles et
al., 1979, Henning, 1998).

Diese vergleichenden Studien zeigten, dass die Expression von DeltaC-tsp53 kein
pLTRcg9- bzw. tsp53vall35 inhdrentes Phanomen darstellt, sondern in Abhéngigkeit

vom zelluldren Hintergrund stattfindet.

4.1.7. Alternative Prozessierung des tsp53vall35 RNA Primartranskripts

ist nicht fur die Entstehung von DeltaC-tsp53 verantwortlich

Die alternative Prozessierung des RNA Primartranskripts ermdglicht die Herstellung
verschiedener mRNAs, die sich durch das Vorhandensein oder Fehlen bestimmter
Exons unterscheiden. Sie kodieren somit fur verschiedene, aber verwandte Proteine,
die sich durch An- oder Abwesenheit von Blocken von Aminoséuren unterscheiden.
Auf diese Weise wird durch den Vorgang der alternativen RNA Prozessierung die
Kodierungskapazitat eines Gens um das Vielfache gesteigert (Review Knippers et
al., 1999).

Die alternative Prozessierung des murinen p53 RNA Primartranskripts wurde u.a.
von Arai et al. (1986) beschrieben. Dieses alternativ prozessierte Transkript enthalt
nach dem Exonl0 96 zusatzliche Nukleotide, die von der genomischer DNA
zwischen Exonl0 und 11 (Intron 10) kodiert werden. Der 3° UTR (Untranslated
Region) bleibt in dem alternativ prozessierten Transkript erhalten. Der 3"UTR enthalt
u.a. die fur die Polyadenylierung der RNA notwendige DNA-Signalsequenz. Die
Polyadenylierung ist u.a. fur die Stabilitat der prozessierten RNA (mRNA)
verantwortlich.

Das von dem alternativ prozessierten Transkript kodierte P53 Protein (P53AS) hat
eine Lange von 381 Aminosauren. Die 26 C-terminalen Aminoséuren des reguléaren
P53 Proteins sind im P53AS Protein durch die von Intron 10 kodierten 17
Aminoséuren ersetzt. Das Epitop des mAb421 Antikorpers ist auf P53AS nicht
vorhanden (Arai et al., 1986).

Das fur die Produktion des alternativ prozessierten p53 Transkripts notwendige Intron
10 ist in dem pLTRcg9 Expressionsvektor, der das tsp53vall35 Protein kodiert, nicht

enthalten. Dadurch kann die von Arai et al. (1986) beschriebene alternative
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Prozessierung des tsp53vall35 RNA Primartranskripts in CI6 und P160 Zellen nicht

stattfinden.

DeltaC-tsp53 enthalt das Epitop des monoklonalen Antikdrpers mAb240 (AS 213-
217), das vom Exon 6 des tsp53vall35 Gens kodiert wird, nicht jedoch das des C-
terminalen mAb122 Antikoérpers (AS 371-380). Das mADb122 Epitop wird von dem
Exon 11 kodiert (Abb. 10). Es sollte die Frage beantwortet werden, ob die Produktion
von DeltaC-tsp53 auf eine, innerhalb des C-terminalen Teils des tsp53vall35
Primartranskripts (zwischen Exon 6 und Exon 11) stattfindende alternative

Prozessierung zuriickgefihrt werden konnte.

Epitop 240 Epitop 122
ol o
Exon: 5 & 7 8 9 1011
113 bp 10 bp [37bp Mibp 189 by 3IUTR
- = -
Ex5> Ex6> Ex8> < pLTRcg8-3'UTR

< Ratten P53-3 UTR

Southern Sonde

pLTRcg9-3 UTR
Ratten P53-3 UTR

Abb. 10
Karte des tsp53vall35 Gens im pLTRcg9 Expressionsvektor, der in den CI6 und P160 Zellen stabil im
Genom integriert ist.

Bei dem mRNA Transkript werden die Intronbereiche durch alternative Prozessierung des Primartranskripts
entfernt.
> und < = Position des Primers auf dem Vektor, UTR = Untranslated Region, Ex = Exon.

Die RNA aus CI6 Zellen (30°C, 24h) und den nicht-transfizierten Rattenfibroblasten
der Linie F111 (37°C) wurde zunéachst isoliert und die P53 mRNA mit Hilfe von P53
Exon-spezifischen Primern in einzelstrangige cDNA umgeschrieben (siehe 3.13.1.).
In der Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde diese cDNA mit den selben P53
Exon-Primern sowie pLTRcg9- bzw. Ratten p53-3° UTR spezifischen
Oligonukleotiden amplifiziert. Mit Hilfe der spezifischen 3° UTR Primer konnte

zwischen der endogenen P53 und der tsp53vall35 cDNA diskriminiert werden. Die
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PCR Produkte wurden anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Membran geblottet. Die Identitdt der Amplikons wurde durch Hybridisierung

radioaktiv mit 3*P markierten pLTRcg9- bzw. Ratten p53 3'UTR spezifischen DNA
Sonden verifiziert.

RT-FCR
Agarosagel 1%
Primar 1 = i TR L L
Primer 2
v
Exon 5 =1 kb
0,7 ab=
0,5 Wb
E 5]
ke = BOD bp
0.7 ki
0,5 kb
Ewcn B
8,7 iy < 500 Bp
.5 kb
Southern Blot  Sonde: Ratte p53 3-UTR Southem Blot  Sonde: pLTReg8-3'UTR
PN 15 IR AR Prinnar 4> ST IR
Primer 2 os Fim = Primer 2 cEooE [
. v
Exon &
— — =1 kb - ] kh
Exon 5 < 800 bp
<1 kb P - =300 bp
Exon 8 —— = 800 bp
= BO0 bp
. ——— = 600 bp Exon 8 < GO0 bp
Exon &
Abb. 11

Analyse des C-Terminus der P53 mRNA aus CI6 Zellen und den Rattenfibroblasten F111 mit Hilfe der RT-
PCR.

Zellulare RNA wurde aus CI6 Zellen (24h bei 30°C) bzw. der Rattenfibroblastenzellinie F111 isoliert und die P53
spezifische RNA mit P53 Exon5-, Exon6- bzw. Exon8-spezifischen Oligonukleotiden und der Reversen
Transkriptase in einzelstréngige cDNA umgeschrieben. Anschlieend wurde die cDNA in der PCR mit den selben
Exon-spezifischen und pLTRcg9 bzw. Ratten P53 3" UTR-spezifischen Primern amplifiziert. Der pLTRcg9 3'UTR
ist von dem SV40 abgeleitet und enthalt das virale Polyadenylierungssignal (Michalovitz et al., 1992). Nach
Auftrennung der Amplikons in einem 1%igen Agarosegel (A), wurde die DNA auf eine neutrale Nylonmembran
transferiert und mit radioaktiv-markierten Ratten P53 (B) bzw. pLTRcg9 (C) 3'UTR Sonden hybridisiert, um
zwischen tsp53val135 und endogenem Ratten P53 DNA diskriminieren zu kénnen. M = 100 bp DNA Leiter.
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Mit Exon- und pLTRcg9-3° UTR-spezifischen Primern konnte in der PCR
Amplifikation der P53 cDNA lediglich das Fragment, welches exakt dem des nicht-
prozessierten tsp53vall35 mRNA Transkripts entsprach, amplifiziert werden (Abb. 11
A und C). Dasselbe traf auch fur das endogene Ratten p53 mRNA Transkript der
F111 und CI6 Zellen zu (Abb. 11 A und B). Ein zwischen Exon 6 und Exon 11
alternativ prozessiertes P53 Transkript hatte parallel mit dem nicht-prozessierten P53
Transkript bzw. cDNA in der PCR amplifiziert werden missen.

Eine alternative Prozessierung des tsp53vall35 Primartranskripts konnte demnach

als Ursache fir die Entstehung des DeltaC-tsp53 Proteins ausgeschlossen werden.

4.1.8. DeltaC-tsp53 ist im Zellkern lokalisiert und besitzt eine

ausschlieRRlich wt-ahnliche Proteinkonformation

Damit das tsp53 Protein an die P53 Bindungsstelle des Zielgen Promotors binden
und dessen Expression induzieren kann, ist zum einen die nukleare Lokalisierung,
zum anderen eine wt-dhnliche Proteinkonformation erforderlich.

Fur die Translokation in den Nukleus ist das Zellkernimportsignal NLS1 (NLS =
Nuclear Localization Signals) verantwortlich. Dies ist am P53 C-Terminus (AS 305 —
322) lokalisiert und bindet an den Importrezeptor des Zellkerns (Shaulsky et al. ,
1990). Es sollte untersucht werden, ob DeltaC-tsp53 in der Lage war, in den Zellkern

zu translozieren.
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Abb. 12

Subzellulare Lokalisierung des temperatursensitiven P53 Proteins in CI6 und P160 Zellen.

CI6 und P160 wurden bei 39°C bzw. fir 24h bei 30°C inkubiert.

A. Immunfluoreszenz: Nach Fixierung der Zellen in Ethanol erfolgte die Inkubation mit dem P53 spezifischen
mAb248 Antikorper. Der Priméarantikbrper wurde anschlieBend durch Bindung eines Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Sekundéarantikbrpern detektiert.

B. Western Blots: 60 pg des Gesamtzellextraktes aus Cl6 bzw. P160 Zellen wurden in einem 10%igen SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und P53 mit dem mAb248 Antikbrper immundetektiert. Bei der hier
dargestellten Exposition ist das DeltaC-tsp53 in den CI6 Zellen bei 39°C nicht zu erkennen.

Abb. 12 A stellt eine in situ Immunfluoreszenzdetektion (IF) von tsp53 in CI6 und
P160 Zellen bei 39°C bzw. 30°C dar. Die fixierten Zellen wurden mit dem
monoklonalen mAb248 Antikorper inkubiert. Dieser Antikdrper bindet an den N-
Terminus von P53 und erkennt das FL-tsp53 und DeltaC-tsp53 Protein (Abb. 12 B).
Das endogene wtp53 Protein der Rattenfibroblasten kann aufgrund der sehr
geringen Konzentration unter den gegebenen Bedingungen nicht nachgewiesen
werden. Der gebundene mAb248 Primarantikorper wurde anschliefend durch
Bindung eines Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundarantikdrpern detektiert.

Das tsp53 Protein der CI6 und P160 Zellen war bei der restriktiven Temperatur fast
ausschlief3lich im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 12 A). Bei 30°C akkumulierten die tber
den mAb248 Antikdrper detektierten tsp53 Proteine (FL- und DeltaC-tsp53)
vollstandig im Zellkern. DeltaC-tsp53 konnte demnach, wie FL-tsp53, bei 30°C in den
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Zellkern translozieren. Die C-terminale Verkirzung des DeltaC-tsp53 muss
demzufolge zwischen dem Zellkernimportsignal NLS1 (AS 322) und dem mAb122
Epitop (AS 371) stattfinden.

Die Proteinkonformation von DeltaC-tsp53 wurde mit Hilfe der monoklonalen P53
Antikdrper mAb246 und mAb240 analysiert. Das sequenzielle Epitop des Antikorpers
mADb240 (AS 213 - 217) wird nicht von dem wtp53 Protein, sondern nur auf
denaturiertem Protein exponiert (Yewdell et al., 1986, Gannon et al., 1990, Stephen
et al, 1992). Das Epitop des mAb246 Antikdrpers ist hingegen ein
Konformationsepitop, das nur von P53 mit einer wt-Konformation gebildet wird
(Yewdell et al., 1986, Gannon et al., 1990, Lane et al., 1996).

Das tsp53 Protein aus Extrakten von CI6 Zellen (39°C und 30°C) wurde mit Hilfe von
an Protein A Sepharose (PAS) gekoppeltem mAb246 bzw. mAb240 Antikorper
immunprazipitiert, in der SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Das prazipitierte P53

wurde mit einem polyklonalen P53 Antikdrper detektiert.

Cl6 IP Western
240
246 240 CI6 (30°C)
3gC 30°C 3g°C 30Cct
ps3 D - W - < Fl-ispS3
(SAP) e e < DeltaC-tspb3
“& h bei 30°C

Abb. 13
Proteinkonformation des tsp53 Proteins in CI6 Zellen.

IP-Western: Natives P53 wurde mit an PAS-gebundenem konformationsspezifischen Antikdrper mAb246 (wt)
bzw. mAb240 (mt) aus 80 pug des Cl6 Gesamtzellextrakts (39°C bzw. 30°C) prazipitiert und in einem 10%igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. P53 wurde mit einem polyklonalen P53 Antikdrper (SAPU) detektiert. Fir den
Western wurden 80ug des Extraktes in Natriumdodecylsulfat denaturiert, im SDS-PAGE aufgetrennt und das P53
mit dem mAb240 immundetektiert.

Diese Immunprazipitationen zeigten, dass DeltaC-tsp53 von dem wit-
konformationsspezifischen mAb246, nicht aber von dem mAb240 Antikdrper, erkannt
wird (Abb. 13). Der mAb240 Antikorper konnte DeltaC-tsp53 nur dann binden, wenn
es zunachst in Natriumdodecylsulfat (SDS)-Puffer denaturiert wurde (Abb. 13,

Western). DeltaC-tsp53 besitzt demnach eine wt-ahnliche Konformation und ist bei
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30°C, wie das FL-tsp53 Protein, im Zellkern lokalisiert und konnte prinzipiell als

potentieller Transkriptionsfaktor in CI6 und P160 Zellen fungieren.

4.1.9. DeltaC-tsp53  besitzt keine sequenz-spezifische DNA

Bindungsaktivitat in vitro und in vivo

Die Bindung des wtp53 Proteins an die P53 Bindungsstelle (2x
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy mit 0 - 13 bp Spacer, Pu = Purin, Py = Pyrimidin)
innerhalb des Promotors eines Zielgens, ist Voraussetzung fir seine Funktion als
Transkriptionsfaktor (El-Deiry et al., 1992). Es sollte die Frage beantwortet werden,
ob DeltaC-tsp53 an die P53 Bindungsstelle des p21 (5 -gaacatgtct tgacttgttc-3") bzw.
des mdm2 Promotors (5 -ggtcaagttaggacacgttc — 17 bp — gagctaagtcctgacatgtct-3°)
in vivo (4.1.10) bzw. in vitro (4.1.11.) binden kann.

4.1.10. Bindung der tsp53val135 Proteine an die chromosomalen p21 und

mdm2 Promotoren: Chromatin-Immunpréazipitation

Mit der Methode der Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) ist es moglich, die
Bindung eines Proteins an einen definierten Bereich der genomischen DNA (z.B.

Promotor) unter in vivo Bedingungen zu analysieren.

D) Reversion der Crosslinks, DNA Extraktion

@ 5%
Nlllﬂ\my“‘,.
B} Zellyse und Fragmentierung des Chromating E) PCR Amplifikation mit genspezifischen

""?‘%’\H J‘F Primern . -

Ly=at {Input): Wm: u:mww Feergiy

A) Fomaldehyd Crosslinking der Zellen

Lysat ‘.P,I"'J e P F&
AU ? P Py PS
Prazipitat: g =7 =T
Ch Immunprazu:ulaiu/n/k Imrnunpraztpltat F) Analyse der PCR Produkts im Agarosegel
leersland Inpul PAS PASeAK
l"| |I'F2 —
\g;ugvﬁ,« v ; Y PPy~
¥ | PAS | FsPE —
W‘u‘%‘ T ]

Abb. 14

Chromatin-Immunprézipitation. Erklarung siehe Text (modifiziert nach Grange, T. et al., 1999).
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Im ChIP Assay werden an genomische DNA gebundene Proteine durch Behandlung
der Zellen mit Formaldehyd fixiert (Abb. 14 A). AnschlieRend wird die DNA durch
Ultraschall-Behandlung fragmentiert (Abb. 14 B). Das gewiinschte Protein X wird mit
Hilfe eines an PAS gekoppelten, spezifischen Antikdrpers, der gegen das Protein X
gerichtet ist, aus dem Chromatinlysat prazipitiert (Abb. 14 C). Danach wird die durch
das Formaldehyd fixierte Bindung zwischen dem Protein X und der genomischen
DNA aufgebrochen und die DNA prazipitiert (Abb. 14 D). Um die Bindung eines
definierten DNA Abschnitts der genomischen DNA an das Protein X quantifizieren zu
konnen, wird die prazipitierte DNA in einer semi-quantitativen PCR mit spezifischen
Primern amplifiziert (Abb. 14 E) und gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 14 F). Die
Menge der amplifizierten DNA gibt Hinweise Uber die in vivo Bindung des Proteins X
an den jeweiligen DNA Abschnitt (Szak et al., 2001).

Mit dem ChIP Assay sollte es daher mdglich sein, die Bindung von DeltaC-tsp53 an
die P53 Bindungsstelle des p21 bzw. mdm2 Promotors relativ zum FL-tsp53 im

Kontext des Chromatins zu analysieren.

Cl6 bzw. P160 Zellen wurden bei 39°C sowie 30°C mit Formaldehyd fixiert. Das
Chromatin der Zellen wurde isoliert, fragmentiert und die tsp53/DNA Komplexe durch
Immunpréazipitation mit dem mAb122 bzw. mAb242 Antikdrper aus dem Lysat isoliert.
Als Negativ-Kontrolle fir die IP wurde das Chromatinlysat nur mit PAS prazipitiert.
Nach Reversion der Crosslinks wurde die tsp53-gebundene DNA mit p21 sowie
mdm2 Promotor-spezifischen Primern in der PCR amplifiziert und die DNA (mdm2 =

186 bp, p21 = 136 bp) gelelektrophoretisch aufgetrennt und analysiert (Abb. 15).
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Abb. 15
Bindung der tsp53vall35 Proteine an die chromosomalen p21 und mdm2 Promotoren in P160 und CI6

Zellen.

Chromatin-Immunpréazipitation: Auftrennung der PCR amplifizierten mAb122 bzw. mAb242—-immunprézipitierten
p21 und mdm2 Promotor-DNA in einem 1,5%igen Agarosegel. Erklarung siehe Text. In. = PCR-amplifizierte
genomische Input-DNA, AK = Antikorper, der in der IP eingesetzt wurde, (-) = IP mit PAS ohne AK.

In den mADb122- bzw. mAb242-prazipitierten Immunkomplexen aus Zellen ohne
funktionelles tsp53 Protein (39°C), konnte mit Hilfe der semi-quantitativen PCR keine
p21 und mdm2 spezifische Promotor DNA amplifiziert werden. Dasselbe galt auch fir
die IP, die lediglich mit PAS (ohne P53 Antikdrper) durchgefihrt wurde (Negativ-
Kontrollen) (Abb. 15).

In den mAbl122-prazipitierten FL-tsp53 Immunkomplexen aus CI6 und P160 Zellen
mit funktionellem tsp53 Protein (30°C) wurde p21 und mdm2 spezifische Promotor
DNA amplifiziert (Abb. 15, 30°C). Fur die Beantwortung der Frage nach der in vivo
DNA Bindung von DeltaC-tsp53 war wichtig, dass keine quantitativen Unterschiede
zwischen mAb242- und mAb122-préazipitierter p21 und mdm2 spezifischer Promotor
DNA nachgewiesen wurden (Abb. 15). Eine Bindung von DeltaC-tsp53 an den p21
und/oder den mdm2 Promotor ware dadurch angezeigt, dass mit dem mAb242
Antikorper, der die FL-tsp53 und DeltaC-tsp53 Proteine erkennt, quantitativ mehr von
der jeweiligen Promotor-DNA aus dem Lysat prazipitiert hatte werden mussen als mit
dem mADb122 Antikdrper, der lediglich das FL-tsp53 Protein bindet.
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Eine Bindung des verkiirzten tsp53 Proteins an die p21 bzw. mdm2 Promotoren
findet in vivo demnach nicht statt.

Wéhrend die Promotoren des p21 und mdm2 Gens in den CI6 Zellen (30°C) mit FL-
tsp53 Protein vergleichbar beladen waren, war in P160 Zellen die Beladung des
mdm2 Promotors mit FL-tsp53 im Vergleich zum p21 Promotor signifikant reduziert
(Abb. 15, 30°C, mADb122 IP). Die DNA Bindung des FL-tsp53 Proteins korrelierte
direkt mit der in CI6 und P160 Zellen beobachteten differentiellen tsp53-abhangigen
Transaktivierung beider Gene (Abb. 3).

4.1.11. DeltaC-tsp53 DNA Bindung im DNA Protektionsassay

Mit Hilfe des DNA Protektionsassays sollte die DNA Bindungsaktivitat von DeltaC-
tsp53 in vitro direkt analysiert werden. Mit dieser Methode kann die Bindung eines
Proteins an eine spezifische DNA Bindungsstelle, z.B. innerhalb eines klonierten
Promotors, in vitro analysiert werden.

Nach Bindung des Proteins an seine DNA Bindungsstelle wird die DNA partiell mit
DNase | verdaut. Das gebundene Protein verhindert den Verdau des protektierten
DNA Bereiches. Anschlielend wird ein am 5°-Ende radioaktiv markiertes
Oligonukleotid (das in der Nahe der Bindungsstelle hybridisiert) an die fragmentierte
DNA hybridisiert und von einer DNA Polymerase verléangert. Die protektierten DNA
Bereiche werden nach Auftrennung der synthetisierten DNA in einem
denaturierenden Polyacrylamidgel und anschliel3ender Autoradiografie, als ,Licken*®
innerhalb der DNA Fragmentleiter sichtbar. Die genaue Position der Bindungsstelle
des Proteins kann durch direkten Vergleich mit der parallel im Gel aufgetrennten
Sequenzierungsreaktion, fir die das selbe Oligonukleotid und Plasmid eingesetzt

wurde, in der Fragmentleiter lokalisiert werden.

Fur den DNA Protektionsassay wurde der Teil des mdm2 Promotors, der die P53
Bindungsstelle enthalt, aus der genomischen DNA von CI6 Zellen mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und in ein Plasmid kloniert (siehe
Material und Methoden). Der Promotor des Ratten p21 Gens wurde
freundlicherweise von Prof. Bert Vogelstein zur Verfiigung gestellt.

Die DNA Bindungsaktivitat des DeltaC-tsp53 Proteins sollte im DNA

Protektionsassay mit einem Zellkernextrakt der EJ-Ras transformierten tsp53 REF
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Zellen untersucht werden. Im Gegensatz zu aufgereinigtem DeltaC-tsp53 hat die
Verwendung eines Zellkernextrakts den Vorteil, dass die DNA Bindung des
verklrzten tsp53 Proteins in Gegenwart zellularer Protein-Kofaktoren, die in vivo die
DNA Bindung modulieren, untersucht werden kann.

Zellkernextrakte wurden aus CI6 Zellen hergestellt, die fur 5 h bei 30°C kultiviert
wurden. Um sicher zu stellen, dass equimolare Mengen von Mdmz2-freiem, aktivem
FL-tsp53 und DeltaC-tsp53 Protein in dem Zellkernextrakt vorhanden waren, wurde
aus einem Aliquot dieses Extrakts das Mdmz2 Protein vollstandig immundepletiert, die
ungebundenen tsp53 Proteine mit dem mAb246 Antikorper prazipitiert und die

Immunkomplexe in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 14 A).

Da beide P53 Formen (FL-tsp53 und DeltaC-tsp53) in dem Zellkernextrakt
vorhanden waren, musste eine Strategie entwickelt werden, die es ermdglichte, die
im DNA Protektionsassay gemessenen DNA Bindungsaktivititen der dafir
verantwortlichen P53 Form zuordnen zu kdnnen.

Das FL-tsp53 Protein wurde durch sequentielle Immunprazipitation mit dem an
Protein A-Sepharose gekoppelten mAb421 Antikorper (C-terminales P53 Epitop)
vollstandig aus einem Aliquot des Zellkernextraktes entfernt. Dieser Extrakt wurde im
DNA Protektionsassay als ,DeltaC-tsp53 Extrakt‘ eingesetzt (Abb. 16 B, 421). Ein
.P53-negativer Extrakt® wurde parallel durch Immunprazipitation des Extrakts mit
dem N-terminalen mAb242 Antikorper hergestellt (Abb. 16 B, 242). Fur den Positiv-
Kontrollextrakt, welcher beide P53 Formen enthielt, wurde der CI6 Zellextrakt
lediglich mit Protein A-Sepharose behandelt (,mock-depletierter Extrakt*) (Abb. 16B,

)
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Abb. 16
Sequenz-spezifische DNA Bindung der tsp53vall35 Proteine in Cl6 Zellextrakten an die P53

Bindungsstelle des p21 bzw. mdm2 Promotors im DNA Protektionsassay.

A. IP-Western: Das Mdm2 wurde durch die sequentielle mAb2A10-Immunprazipitation aus unbehandeltem
Zellkernextrakt (Cl6, 5h bei 30°C) vollstéandig entfernt und das tsp53 Protein in wt-Proteinkonformation mit dem
mAb246 Antikdrper prazipitiert. Der Immunkomplex wurde in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,
geblottet und das P53 bzw. koprazipitierte Mdm2 detektiert.

B. IP-Western: Zellkernextrakte wurden aus Cl6 (30°C, 5h) hergestellt und tsp53 durch Immunprazipitation mit an
Protein A-Sepharose (PAS) gekoppeltem mAb242 (242) bzw. mAb421 (421) depletiert. (-) = Immunprazipitation
mit PAS ohne Antikdrper. 60 pg dieser Extrakte wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,
geblottet und das P53 mit einem polyklonalen P53 Antikdrper (SAPU) detektiert.

C. DNA Protektionsassay: 150 pg des mAb242 (242), nicht-behandelten (-) bzw. mAb421-immundepletierten
Zellkernextraktes (Cl6, 30°C fiir 5h) wurden mit 500 ng des Promotorplasmids inkubiert und die DNA partiell mit
DNase | verdaut. Anschlielend erfolgte die Hybridisierung eines radioaktiv-markierten promotorspezifischen

Oligonukleotids und dessen Verlangerung durch eine DNA Polymerase. Die DNA wurde dann in einem 6%igen
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Gel auf einem Kodak Film exponiert.

Abb. 16 C zeigt die Ergebnisse der DNA Protektionsversuche, die mit den
depletierten CI6 Zellkernextrakten (Abb. 16 B) durchgefihrt wurden.
Der mit dem mAb242-depletierten Extrakt (242) durchgefiihrte Versuchsansatz zeigt

den Zustand der P53 Bindungsstelle innerhalb des p21 bzw. mdm2 Promotors, wenn
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kein P53 gebunden ist. Eine Protektion dieser P53 Bindungsstelle konnte mit dem
~-mock“-depletierten Zellkernextrakt (-), welcher FL-tsp53 und DeltaC-tsp53 enthielt,
nachgewiesen werden (Abb. 16 C). Eine Protektion der P53 Bindungsstelle konnte
mit dem ,DeltaC-tsp53 Extrakt* (421) weder in dem p21 noch dem mdm2 Promotor
beobachtet werden.

Dieses Ergebnis zeigt, dass DeltaC-tsp53 im DNA Protektionsassay keine sequenz-

spezifische DNA Bindungsaktivitat besitzt.

Parallel mit den Zellkernextrakten aus CI6 Zellen wurden DNA Protektionsversuche
mit rekombinanten P53 Proteinen durchgefihrt, die definierte C-terminale Deletionen
enthielten (Abb. 17 B). In diesen Experimenten konnte eine spezifische Bindung an
die Bindungsstellen des p21 und mdm2 Promotors fur das wtp53 Protein und das C-
terminal verkirzte P53 (AS 1-360) detektiert werden (Abb. 17 A, wt und 360). Eine
Bindung des oligomerisierungsinaktiven P53 (AS 1-320) Proteins konnte fur keinen

der verwendeten Promotoren nachgewiesen werden (Abb. 17 A, 320).
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Abb. 17
Sequenz-spezifische DNA Bindung von rekombinantem P53 Protein mit definierten C-terminalen

Deletionen an die P53 Bindungsstelle des p21 bzw. mdm2 Promotors im DNA Protektionsassay.

A. DNA Protektionsassay: 400 ng des rekombinanten P53 (siehe B) wurden mit 500 ng des Promotorplasmids
inkubiert und die DNA partiell mit DNase | verdaut. AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung eines radioaktiv-
markierten promotorspezifischen Oligonukleotids und die Extension mit dem Klenow-Fragment. Die endmarkierte
DNA wurde dann in einem 6%igen denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Gel auf einem Kodak
Film exponiert.

B. Western Blot: 400 ng des rekombinanten P53 (wtp53, P53 (AS1-360), P53 (AS1-320)), das im DNA
Protektionsversuch eingesetzt wurde, wurde in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und
mit dem mAb242 Antikdrper detektiert.

C. Agarosegelelektrophorese: 1 pug der im Footprinting eingesetzten Promotor-Plasmid DNA wurde in einem

0,5%igen Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend durch Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar
gemacht.
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4.1. tsp53-abhangige Transaktivierung in SV40-CI6 Zellen

In SV40-CI6 Zellen, die neben dem transgenen EJ-Ras und dem tsp53vall35 ein im
Genom integriertes SV40 enthalten, wird das FL-tsp53 Protein von dem SV40-
kodierten T-Antigen komplexiert (Henning, 1998). Die Bindung des T-Antigens an
P53 inaktiviert die DNA Bindungsaktivitat von P53 und dadurch die Transaktivierung
der P53 Zielgene (Bargonetti et al., 1992, Farmer et al., 1992, Jiang et al., 1993).
Das DeltaC-tsp53 Protein wird von dem viralen Onkoprotein nicht gebunden
(Henning, 1998).

Trotz der inaktivierenden Wirkung des T-Antigens auf die Aktivitdt des FL-tsp53
Proteins, konnte eine tsp53-abhangige Transaktivierung des p21 und mdm2 Gens im
Northern Blot nachgewiesen werden (Abb. 18), was auf die Aktivitat des verktrzten
tsp53 Proteins zuriickgefihrt wurde (Henning, 1998). Die Transkription des p21 Gens
wurde in den SV40-Cl6 Zellen nach dem Temperaturshift auf 30°C ahnlich stark
induziert wie in den parentalen CI6 Zellen. Die mdm2 Induktion war hingegen
vergleichsweise reduziert in SV40-CI6 Zellen. Die Halbwertszeit des Mdm2 Proteins
in SV40-CI6 Zellen ist im Vergleich mit den parentalen Zellen erhéht (Henning, 1998).
Dies konnte eine Erklarung daflr sein, dass trotz der detektierten Unterschiede in der
mdm2 Transkription vergleichbare Mengen des Mdm2 Proteins in SV40-CI6 Zellen

und der parentalen Zellinie vorhanden sind (Abb. 18).
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Abb. 18

Expression der p21 und mdm2 Gene in P160, CI6 und SV40-CI6 Zellen vor (39°C) und nach Induktion
(30°C) des funktionellen tsp53val135 Proteins.

Western Blots: Jeweils 80 pg des Gesamtzellextrakts wurden in einem 12,5%igen (P21, Ha-ras) bzw. 10% igen
SDS-PAGE (P53, Mdm?2) aufgetrennt, geblottet und P53, P21 bzw. Mdm2 mit den Antikbrpern mAb242, mAb-p21
(Pharmingen) bzw. mAb4B2 dektiert. Fur die Analyse der transkriptionellen Hochregulation wurden 15 g
zellularer RNA in einem 1%igen Formaldehydgel aufgetrennt, geblottet und die P21 bzw. Mdm2 RNA mit
spezifischen, radioaktiv-markierten DNA Sonden hybridisiert. Die 28SrRNA wurde durch Farbung der geblotteten
RNA mit Methylenblau nachgewiesen.

Es sollte mit Hilfe des ChIP Assays untersucht werden, welche der beiden P53
Variante, d.h. FL-tsp53 oder DeltaC-tsp53, in den SV40-Cl6 Zellen an die P53
Bindungsstelle des p21 bzw. mdm2 Promotors bindet, um eine Transaktivierung zu
initiieren.
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Abb. 19

Bindung der tsp53val135 Proteine an die chromosomalen p21 und mdm2 Promotoren in SV40-CI6 Zellen.

Chromatin-Immunprézipitation mit SV40-Cl6 Zellen bei 39°C und 30°C: Auftrennung der PCR amplifizierten
mAb122 bzw. mAb242—immunprézipitierten p21 und mdm2 Promotor-DNA in einem 1,5%igen Agarosegel.
Erklarung siehe Text. In. = PCR-amplifizierte genomische Input-DNA, AK = Antikdrper, der in der IP eingesetzt
wurde, (-) = IP mit PAS ohne AK.

In der semi-quantitativen PCR konnte in den mAb122-prazipitierten
Immunkomplexen aus SV40-CI6 Zellen (30°C) p21 und mdm2 spezifische Promotor
DNA nachgewiesen werden (Abb. 19). Dies zeigt, dass FL-tsp53 bei 30°C in der
Lage war, sequenz-spezifisch an den p21 und mdm2 Promotor zu binden (Abb. 19,
30°C, mAb122 IP).

Diese Bindung konnte fur die in SV40-Cl6 Zellen detektierte tsp53-abhangige
Induktion beider Gene (Abb. 18) verantwortlich sein. Es zeigt zudem, dass T-Antigen
in SV40-Cl6 Zellen das FL-tsp53 Protein nicht vollstdndig sequestrieren und dessen

sequenz-spezifische DNA Bindung inaktivieren kann.

4.1.12. Warum zeigt DeltaC-tsp53 keine DNA-Bindungsaktivitat? Kann
DeltaC-tsp53 die Aktivitat von FL-tsp53 durch direkte Bindung

beeinflussen?

Eine wichtige Voraussetzung fur eine effiziente sequenz-spezifische DNA Bindung
von wtp53 ist die Tetramerisierung. Dafir ist die Oligomerisierungsdoméane (AS 326
und 355) erforderlich (Stenger et al., 1992, Sturzbecher et al., 1992, Subler et al.,
1993, Friedman et al., 1993, Hupp et al., 1994, Pietenpol et al., 1994, Halazonetis et
al., 1998, Review Chene, 2001). Die fehlende sequenz-spezifische DNA

Bindungsaktivitat des C-terminal verkirzten tsp53 Proteins in vitro und in vivo kénnte
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demnach mit dessen Unfahigkeit, Oligomere ausbilden zu kdnnen, erklart werden.
Mit Hilfe eines Protein-Crosslinking Assays sollte die Frage beantwortet werden, ob
DeltaC-tsp53 in vitro Homooligomere, d.h. DeltaC-tsp53/DeltaC-tsp53 Komplexe,
ausbilden kann.

In diesem Assay wird das P53 Protein zunachst mit niedrigen Konzentrationen von
Glutaraldehyd behandelt. Dies fuhrt zur Bildung reversibler, kovalenter Bindungen
zwischen direkt aneinander gebundenen Proteinen. Die behandelten P53 Komplexe
werden dann in Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgekocht, wodurch die Bindungen
partiell wieder aufgebrochen werden. Nach Auftrennung der Komplexe in einer
6%igen SDS-PAGE wird das P53 Protein im Western mit spezifischen Antikérpern
(hier: mAb240 und mAb248) detektiert. P53 Oligomere werden in Form einer ,Leiter"
sichtbar, bei der die Grée der Proteinbande den Oligomerisierungsstatus (Monomer
= 53 kD, Dimer = 106 kD, Trimer = 159 kD, Tetramer = 212 kD) des jeweiligen
Komplexes anzeigt.

Aus P160 Zellen (30°C fur 5h bzw. 25h) wurde ein Zellkernextrakt hergestellt und
das FL-tsp53 Protein durch die sequentielle Immunpréazipitation mit dem mAb421
Antikorper vollstandig entfernt (Abb. 20, Extrakte, 421). Dieser ,DeltaC-tsp53 Extrakt”
(421) wurde parallel mit dem unbehandelten Zellkernextrakt (-), welcher neben dem
verkurzten auch das FL-tsp53 Protein enthielt, in dem Assay eingesetzt. Als
Positivkontrollen fur oligomerisierungsaktives P53 diente rekombinantes wtp53 und
P53 (AS 1-360), als Negativkontrolle das rekombinante P53 (AS 1-320) Protein, bei

dem die gesamte Oligomerisierungsdoméne entfernt wurde (Abb. 20, Baculo-P53).
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Abb. 20

In vitro Proteincrosslinking mit rekombinantem P53 und tsp53val135 Protein aus P160 Zellen.

Western: 50 ug des unbehandelten (-) bzw. mAb421-immundepletierten (421) Zellkernextrakts aus P160 Zellen
(5h bzw. 25h bei 30°C) sowie 200 ng des rekombinanten P53 Proteins (wtp53, P53(AS1-360), P53(AS1-320))
wurden mit 0,003% Glutaraldehyd behandelt. Nach partieller Reversion der Crosslinks durch Aufkochen der
Komplexe in 2% Natriumdodecylsulfat (SDS) wurden diese zusammen mit dem unbehandelten Extrakt in einem
6%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und P53 mit den Antikdrpern mAb240/mAb248 immundetektiert. Eine
adequate Auftrennung der verschiedenen P53 Varianten ist in einem 6%igen SDS-Polyacrylamidgel nicht
moglich. Ex = Extrakt, GA/SDS = Glutaraldehyd/Natriumdodecylsulfat-Behandlung.

In den nicht-depletierten Zellkernextrakten (-) konnte oligomerisierungskompetentes
P53 nachgewiesen werden, was an der Bildung einer ,P53-Leiter* zu erkennen ist
(Abb. 20). In dem ,DeltaC-tsp53 Extrakt" (421) konnte diese nicht detektiert werden.
Das verkirzte tsp53 Protein ist demzufolge nicht in der Lage, Homooligomere
auszubilden.

Die Frage nach einer moéglichen Bindung von DeltaC-tsp53 an FL-tsp53
(Heterooligomerisierung), konnte mit dem Crosslinking Assay nicht direkt beantwortet
werden. Um solche DeltaC-tsp53/FL-tsp53 Komplexe nachweisen zu kénnen, wurde
FL-tsp53 selektiv mit dem mAb421 Antikdrper aus CI6 und P160 Zellextrakten
prazipitiert. Dieser P53 Komplex wurde anschlieBend im Western Blot auf die
Anwesenheit von koprazipitiertem DeltaC-tsp53 mit einem polyklonalen P53
Antikérper untersucht (Abb. 21).
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Abb. 21
Analyse der FL-tsp53/DeltaC-tsp53 Komplexbildung in CI6 und P160 Zellen.

IP-Western: Zellen wurden bei 30°C (24h und 48 h) kultiviert und anschlieRend lysiert. Das native FL-tsp53
Protein wurde aus 80 pg des Extrakts mit dem an PAS gebundenen mAb421 Antikorper (C-terminales P53
Epitop) prazipitiert, in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und P53 mit einem polyklonalen P53
Antikérper (SAPU) detektiert.

DeltaC-tsp53 konnte in den mAb421-prazipitierten FL-tsp53 Immunkomplexen nicht
nachgewiesen werden (Abb. 21, 30°C).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass DeltaC-tsp53 weder Homooligomere
noch Heterooligomere mit FL-tsp53 ausbilden kann. Die Unfahigkeit des verkirzten
tsp53 Proteins Tetramere auszubilden, kann dessen fehlende sequenz-spezifische
DNA Bindungsaktivitat erklaren. Dieses Ergebniss schlief3t auch aus, dass DeltaC-
tsp53 die Transaktivierungsaktivitat des FL-tsp53 Proteins (oder des endogenen

Ratten wtp53 Proteins) in vivo durch direkte Bindung beeinflussen kann.

4.1.13. P160 und CI6 Zellen enthalten unterschiedliche Konzentrationen
von aktivem wt- FL-tsp53 bei 30°C

Mit Hilfe des ChIP Assays konnte gezeigt werden, dass eine Beladung der
Promotoren des p21 und mdm2 Gens mit dem DeltaC-tsp53 Protein in vivo nicht
vorhanden ist. Die in beiden Subklonen beobachtete differentielle p21/mdm2
Transaktivierung erfolgte ausschlie3lich Uber die Bindungsaktivitdat des FL-tsp53
Proteins an die Promotoren. Es sollte daher zunéchst die zellulare Konzentration an
aktivem FL-tsp53, d.h. die Population des Mdm2-ungebundenen FL-tsp53 bei 30°C,
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in beiden Subklonen quantifiziert werden. Dies war erforderlich, da beide Subklone
signifikant unterschiedliche Mengen an Mdm2 bei 30°C exprimieren (Abb. 3).

Gesamtzellextrakte wurden aus CI6 und P160 Zellen nach Induktion des
funktionellen tsp53 Proteins hergestellt und das Mdm2 Protein mit einem an PAS-
gebundenen Mdm2 Antikérper (mADb2A10) volistandig aus den Extrakten
immundepletiert. AnschlieRend wurde das aktive wt-tsp53 Protein von dem an PAS-
gekoppelten mAb246 Antikérper aus dem unbehandelten bzw. dem Mdm2-
depletierten Extrakt prazipitiert und in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Im

Western Blot wurde P53 sowie das ko-préazipitierte Mdm2 immundetektiert (Abb. 22).

IP Western
mAb 246 IP

h bei 30°C : 3h 24 h
MDM2Z Depletion: - -+ o+ = s e b
Extrakt : Ex. CIs P160 CIE P180 CI5 P180 CI8 P180

Mdm2 el e .- =

wt-tsp53 P W S - —

g - - — - . - p— T

Abb. 22
Zellulare Konzentration von Mdm2-freiem wt-tsp53val135 Protein in CI6 und P160 Zellen bei 30°C.

IP-Western: Gesamtzellextrakte wurden von CI6 und P160 Zellen (30°C) hergestellt. Mdm2 wurde aus 80 pug des
jeweiligen Extrakts mit dem an PAS gekoppelten mAb2A10 Antikérper immundepletiert. P53 aus dem nicht-
behandelten (-) und dem Mdm2-depletierten Extrakt (+) wurde mit dem an PAS gebundenen wt-
konformationsspezifischen Antikdrper mAb246 prazipitiert und die Komplexe in einem 10%igen SDS-PAGE
aufgetrennt. P53 bzw. koprazipitiertes Mdm2 wurde mit einem polyklonalen P53 (SAPU) bzw. mAb2A10
immundetektiert. Ex. = Extrakt aus CI6 Zellen (30°C, 24h).

Die Ergebnisse dieser Analysen zeigen, dass die Konzentration des
transaktivierungsaktiven FL-tsp53 (Mdm2-freies wt-tsp53 Protein) bei 30°C in den
ClI6 Zellen deutlich héher als in P160 Zellen ist (Abb. 22, mAb246-IP nach Mdm2
Depletion).
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Die Konzentration von DeltaC-tsp53 wurde durch die vollstdndige Depletion des
Mdm2 Proteins aus dem Extrakt nicht verandert (Abb. 22, mAb246 IP +/- Mdm2
Depletion). Dies zeigt indirekt, dass Mdm2 nicht an das verkirzte tsp53 Protein
bindet.

Um die fehlende Mdm2/DeltaC-tsp53 Interaktion zu bestéatigen, wurde Mdm2 aus
Extrakten der CI6 bzw. P160 Zellen immunprazipitiert, der Immunkomplex in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und Mdm2 mit dem mAb2A10 Antikdrper sowie ko-
prazipitiertes FL- und DeltaC-tsp53 mit einem polyklonalen P53 Antikdrper detektiert.
Mdm2 konnte lediglich das FL-tsp53, nicht aber das verklrzte tsp53 Protein ko-
prézipitieren (Abb. 23, 30°C). Aufgrund der fehlenden Bindung der E3 Ligase Mdm2
an DeltaC-tsp53 kann vermutet werden, dass DeltaC-tsp53 im Gegensatz zum FL-
tsp53 nicht von Mdm2 ubiquitiniert und so in den proteasomalen Abbauweg

eingeleitet werden kann.

_39°C___ _30°C,24h_
Cle P160 CI8 P160 Extrakt

p53 - e @GP - Ltsps3
- < DeltaC-tsp53

4B2-IP

Abb. 23
Analyse der Mdm2/tsp53val135 Protein Interaktion in Cl6 und P160 Zellen bei 39°C und 30°C.

IP-Western: Mdm2 wurde mit dem Antikdrper mAb4B2 aus 1x10 ° Zellen der Subklone CI6 und P160 (39°C bzw.
30°C) immunprazipitiert. Die Komplexe wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das
Mdm2 mit dem mAb2A10 Antikdrper sowie koprazipitiertes P53 mit einem polyklonalen P53 Antikorper
immundetektiert. Extrakt = CI6 Zellen (30°C, 24 h).

76



4.1.14. Akkumulation von FL-tsp53 in P160 Zellen durch Blockierung des
proteasomalen Abbaus fuhrt zur erhdhten Transkription des mdm2, nicht

jedoch des p21 Gens

In der Zelle ist die Induktion von P53 Zielgenen nach genotoxischem Stress oftmals
mit einer signifikanten Akkumulation des wtp53 Proteins assoziiert. Cl6 und P160
Zellen enthalten deutlich unterschiedliche Konzentrationen an aktivem FL-tsp53
(Mdm2-freies wt-tsp53 Protein) bei 30°C (Abb. 22). Es war daher moglich, dass die
P53 Konzentration ein Parameter darstellt, der fir die unterschiedliche mdm2
Induktion in beiden Subklonen verantwortlich war.

Um diese Frage zu beantworten, sollte Uber eine Erhdhung der FL-tsp53
Konzentration in P160 Zellen der Einfluss der P53 Dosis auf die mdm2 und p21
Transaktivierung untersucht werden. Die Akkumulation des FL-tsp53 Proteins sollte
in der Zelle zunachst durch genotoxischen Stress (Gammabestrahlung) ausgelost
werden.

P160 (und CI6) Zellen wurden bei 39°C und 30°C mit hochdosierter Gammastrahlung
behandelt, lysiert und das FL-tsp53 Protein mit dem C-terminalen mAb122 Antikorper

im Western Blot detektiert, um eine Akkumulation des P53 Proteins zu verifizieren.
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Abb. 24
Einfluss der Gammastrahlung auf die Akkumulation von FL-tsp53 und die Mdm2 Expression in P160 und
Cl6 Zellen.

CI6 und P160 Zellen wurden bei 39°C und 30°C mit Gammastrahlung (7 Gy) behandelt und anschlieRend lysiert.
80 pg des jeweiligen Extraktes wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das FL-tsp53
Protein mit dem mAb122 Antikdrper, sowie Mdm2 mit mAb4B2 immundetektiert. G = Gammabestrahlung, 0 =
unbehandelte Zellen.
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In P160 (und CI6 Zellen) fuhrte die Gammabestrahlung zu keiner signifikanten FL-
tsp53 Akkumulation in den behandelten Zellen, weder bei 39°C noch bei 30°C (Abb.
24).

Bei 39°C konnte etwa 1 h nach Bestrahlung eine sehr geringe Induktion von Mdm2 in
beiden Subklonen nachgewiesen werden. Da diese in Abwesenheit von
funktionellem P53 stattfand, kénnte es sich hierbei um eine P53-unabhéngige
Induktion durch Gammastrahlung handeln. Alternativ dazu konnte das wt-tsp53
Protein, welches auch bei 39°C in bestrahlten Zellen vorhanden ist, post-translational
modifiziert worden sein, wodurch dieses fir die Transaktivierung induziert wurde.

Bei 30°C wurde die wt-tsp53 abhangige Expression von Mdm2 durch die Bestrahlung
nicht wesentlich beeinflusst (Abb. 24).

Da die Behandlung von P160 (und CI6) Zellen mit Gammastrahlung nicht zu einer
Akkumulation von FL-tsp53 fihrte, sollte dies Uber eine Blockierung des
proteasomalen P53 Abbaus induziert werden.

Lactacystin ist ein Stoffwechselprodukt aus Streptomyces und wird in der Zelle in das
biologisch  aktive clasto-Lactacystin-3-Lacton umgewandelt, welches als
hochspezifischer Inhibitor der trypsin- und chymotrypsinahnlichen Aktivitdten der 20S

Proteasomen wirkt.
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Abb. 25
Einfluss der Lactacystinbehandlung auf die zellulare Konzentration von FL-tsp53 (A) und die Mdm2
Expression (B) in P160 und CI6 Zellen bei 39°C und 30°C.

Western Blots: P160 und CI6 Zellen wurden bei 39°C und 30°C ohne (-) bzw. mit 10 uM Lactacystin (+) behandelt
und anschlieBend lysiert. 80 pg des jeweiligen Extraktes wurden in einem 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und
das FL-tsp53 mit dem mAb122 Antikdrper (A) bzw. Mdm2 mit dem mAb4B2 Antikérper (B) immundetektiert. In A)
wurde lediglich die dominanteste Ubiquitin-konjugierte P53 (Ubi-P53) Spezies (etwa 62 kD) abgebildet und stellt
eine langere Exposition der dartiberliegenden P53 Bande dar. 0 und (-) = unbehandelte Zellen.

In P160 Zellen bewirkte Lactacystin bei 30°C, nicht aber bei 39°C, die Akkumulation
von (nicht-ubiquitiniertem) FL-tsp53 (Abb. 25 A). Die Akkumulation von FL-tsp53 in
den behandelten Zellen resultierte in deutlich erhéhten Mdm2 Proteinlevel (etwa
nach 5 h) im Vergleich mit den unbehandelten Zellen (Abb. 25 B).

In CI6 Zellen hatte die Behandlung mit Lactacystin weder bei 39°C noch bei 30°C
einen signifikanten Einfluss auf die Akkumulation von (nicht-ubiquitiniertem) FL-tsp53
(Abb. 25 A). Im Vergleich mit den unbehandelten CI6 Zellen wurden deutlich
reduzierte Mdm2 Proteinspiegel in Lactacystin-behandelten Zellen (etwa nach 7 — 12

h) bei 30°C nachgewiesen.

Eine langere Exposition des immundetektiertes FL-tsp53 Proteins in behandelten
Zellen zeigte, dass in P160 und CI6 Zellen bei 39°C und 30°C Ubiquitin-konjugierte
FL-tsp53 Spezies (vorwiegend mono-ubiquitiniertes P53) akkumulierten, die als
definierte mAb122-positive Proteinbanden (> 53 kD) im SDS-PAGE migrierten (Abb.
25 A, Ubi-P53). Diese akkumulierten bei 39°C (ab 2 h) und 30°C (ab 5 h) in beiden
Zellinien (Abb. 25 A). Die langere Inkubationszeit, die fur die Wirkung des
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Lactacystins bei 30°C notwendig war, kann mit dem Temperaturunterschied (39°C zu
30°C) erklart werden.

4.1.15. Einfluss der Lactacystin-induzierten FL-tsp53 Akkumulation auf

die Regulation der mdm2 und p21 Gene in P160 Zellen

Es sollte untersucht werden, ob die durch die Behandlung mit Lactacystin induzierte
Erh6hung der zellularen FL-tsp53 Konzentration in einer selektiven Erhéhung der
mdm2 Transkription in P160 Zellen resultierte. Dafiir wurden P160 (und CI6 Zellen)
bei 30°C mit dem Proteasomeninhibitor behandelt und die p21 und mdm2
Transkription im Vergleich mit unbehandelten Zellen im Northern Blot verglichen. Mit
dem ChIP Assay wurde die Bindung von FL-tsp53 an die Promotoren des p21 und
mdm2 Gens analysiert (Abb. 26 B, mAb122 IP). Parallel wurde das funktionelle tsp53
Protein mit dem wt-konformationsspezifischen Antikbrper mAb246 immunprazipitiert,
in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot detektiert (Abb. 26 A).
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Einfluss der Lactacystinbehandlung auf die Transkription der mdm2 und p21 Gene (A) und die in vivo
Bindung von tsp53val135 (B) in CI6 und P160 Zellen.

CI6 und P160 wurden ohne (-) bzw. in Gegenwart (+) von 10 uM Lactacystin bei der permissiven Temperatur
inkubiert:

A. Northern Blots: 20 pg zellularer RNA aus unbehandelten (-) und behandelten (+) P160 und CI6 Zellen wurden
in einem 1%igen Formaldehydgel aufgetrennt und geblottet. Der Nachweis von p21 und mdm2 RNA erfolgte tber
die Hybridisierung der RNA mit genspezifischen, radioaktiv-markierten DNA Sonden. Die 28S-rRNA wurde durch
Farbung der auf die Membran transferierten RNA mit Methylenblau nachgewiesen. IP-Western: Unbehandelte (-)
und Lactacystin behandelte (+) P160 und CI6 Zellen wurden lysiert und das tsp53 Protein aus 60 pg des Extrakts
mit dem wt-konformationsspezifschen mAb246 Antikdrper prazipitiert. Nach Auftrennung des Komplexes in einem
10%igen SDS-Polyacrylamidgel wurde P53 mit einem polyklonalen P53 Antikdrper immundetektiert.

B. Chromatin-Immunprézipitation: Auftrennung der PCR amplifizierten mAb122 (122) bzw. mAb242(242) —
immunprazipitierten p21 und mdm2 Promotor-DNA in einem 1,5%igen Agarosegel. Erklarung siehe Text. In. =

PCR-amplifizierte genomische Input-DNA, AK = Antikérper, der in der IP eingesetzt wurde, (-) = IP mit PAS ohne
AK.

Im Vergleich mit unbehandelten Zellen hatte die durch Lactacystin induzierte
Erh6hung der FL-tsp53 Proteinlevel in P160 Zellen keinen Einfluss auf die tsp53-
abhangige Transaktivierung des p21 Gens. Demgegentber stand eine deutlich

erhohte Transkription des mdm2 Gens in den behandelten Zellen (Abb. 26 A,
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Northern Blots). Im ChIP Assay konnte eine verstarkte Beladung des mdmz2, nicht
jedoch des p21 Promotors, mit dem FL-tsp53 Protein beobachtet werden (Abb. 26 B,
mAb122 IP).

Diese Daten zeigen, dass die Transaktivierung des mdm2 Gens, im Gegensatz zum
p21 Gen, in Abhéngigkeit von der zellularen Konzentration des FL-tsp53 Proteins
stattfindet (P53 Dosisabhangige Induktion).

In Cl6 Zellen hatte die Lactacystinbehandlung eine entgegengesetzte Wirkung auf
die tsp53-abhangige mdm2 Transkription; wahrend die Expression des p21 Gens,
wie in P160 Zellen, nicht durch die Lactacystinbehandlung beeinflusst wurde,
bewirkte sie eine reduzierte Transaktivierung des mdm2 Gens (Abb. 26 A). Die
verringerte Transkription des mdm2 Gens in den behandelten Zellen korrelierte mit
einer geringeren FL-tsp53 Beladung des mdm2 Promotors, wie mit Hilfe des ChIP
Assays nachgewiesen werden konnte (Abb. 26 B, mAb122 IP). In der mAb246-
Immunpréazipitation wurden nur sehr geringe Unterschiede in der zellularen FL-tsp53
Konzentration in unbehandelten und behandelten CI6 Zellen festgestellt (Abb. 26 A,
mAb246-1P). Die verminderte Okkupation des mdm2 Promotors mit FL-tsp53 in
behandelten Zellen konnte demzufolge nicht mit einer Abnahme der zellularen FL-

tsp53 Konzentration erklart werden (Erklarung siehe Diskussion).

Interessant war die Beobachtung, dass die Behandlung mit Lactacystin zu
verringerten DeltaC-tsp53 Proteinlevel bei 30°C fiihrte (Abb. 26 A, mAb246-1P). Dies
deutete auf eine direkte Beteiligung der proteolytischen Aktivitat der 20S
Proteasomen bei der Produktion des verkirzten tsp53 Proteins im CI6/P160

Zellsystem hin.

4.1.16. Differentielle Regulation der wtp53-abhangigen Expression von
Mdm2 und P21 in bestrahlten MethA-wtp53 Zellen

In P160 Zellen konnte eine von der FL-tsp53 Konzentration abhéangige Regulation
der mdm2 (nicht jedoch der p21) Expression beobachtet werden. Es sollte untersucht
werden, ob die Akkumulation von wtp53 Protein in Zellen, bei denen diese durch
genotoxischen Stress induziert werden kann, einen differentiellen Einfluss auf die

Expression von Mdm2 und P21 hat.
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Eine solche differentielle Regulation der wtp53-abhangigen P21 und Mdm2
Expression wurde in murinen Methylcolanthren-induzierten MethA Tumorzellen, die
ein stabil ins Genom integriertes murines wtp53 exprimieren (Otto et al., 1993), nach
Behandlung mit hochdosierter Gammastrahlung beobachtet (Abb. 27). MethA-wtp53
Zellen exprimieren neben dem transgenen wtp53 auch endogenes Mutanten MethA
P53 (Otto et al., 1993).
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Abb. 27
Induktion der Mdm2 und P21 Expression nach Gammabestrahlung (7 Gy) von MethA Zellen*, die ein

transgenes murines wtp53 exprimieren.

Western Blots: MethA-wtp53 Zellen wurden mit 7.5 Gy Gammastrahlung behandelt und nach verschiedenen
Zeitintervallen in NP40-Lysispuffer extrahiert. 80 pg des jeweiligen Extrakts wurden in einem 12.5%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und Mdm2 bzw. P21 mit den Antikérpern mAb2A10 bzw. P21
(Pharmingen) immundetektiert. Um das wtp53 Protein von dem endogenen MethA P53 diskriminieren zu kdnnen,
wurde P53 mit einer wt-Konformation aus 80 pg des Extrakts mit dem mAb246 Antikdrper immunprézipitiert, in
einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und mit einem polyklonalen P53 Antikérper (SAPU)
detektiert.

* = MethA Zellen exprimieren zusatzlich mutiertes, transaktivierungsinaktives P53.

Die Bestrahlung induzierte eine Erhéhung der wtp53 Proteinspiegel in der Zelle
(nach 1 h). Das exogen exprimierte wtp53 Protein wurde tber die Immunprazipitation
mit dem wt-konformationsspezifischen mAb246 Antikdrper detektiert.

Die Transaktivierung von P21 sowie von Mdm2 erfolgte etwa 2 h nach Akkumulation
von wtp53 (Abb. 27). Parallel mit der Induktion von Mdm2 nahmen die wtp53
Proteinspiegel wieder ab, was vermutlich auf den durch Mdm2 eingeleiteten
proteasomalen P53 Abbau zurlckgefiihrt werden kann. Die Reduktion der wtp53
Proteinlevel korrelierte mit einer Abnahme der Mdm2 Expression. Die Expression von

P21 wurde dadurch nicht terminiert.
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Aufgrund dieser Daten konnte vermutet werden, dass der (Mdm2 vermittelte)
proteasomale Abbau des ,aktivierten* wtp53 Proteins nach Beendigung des
genotoxischen Stresses in MethA-wtp53 Zellen die wtp53-abhéngige Expression von

Mdmz2, nicht jedoch von P21 terminieren kann.

4.2.4. Inhibierung der proteasomalen Aktivitat reduziert DeltaC-tsp53

Proteinlevel in vivo

Die proteolytische P53 Spaltung wird in vivo vorwiegend Uber den proteasomalen
Abbauweg eingeleitet, zum anderen aber auch von zellularen Proteasen, wie den
Calpainen, katalysiert (Kubbutat et al., 1998).

Es sollte geklart werden, ob eine proteolytische Prozessierung von FL-tsp53 durch
Proteasomen flr die Produktion von DeltaC-tsp53 verantwortlich war.

CI6 Zellen wurden bei 39°C und 30°C mit einem hochspezifischen Inhibitor der 20S-
Proteasomen (Lactacystin) behandelt, lysiert und die Extrakte in einer SDS-PAGE
aufgetrennt. AnschlieBend wurde P53 mit dem N-terminalen mAb242 Antikérper im

Western Blot immundetektiert.
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Abb. 28

EinfluR der Inhibierung von Proteasomen auf die DeltaC-tsp53 Proteinlevel in CI6 Zellen.

Western: CI6 Zellen wurden bei 39°C und 30°C ohne (-) sowie in Gegenwart (+) von Lactacystein (10 puM) fir die
angegebene Zeit behandelt und anschliel3end lysiert. 80 pg des jeweiligen Extrakts wurden in einem 10%igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und P53 mit dem N-terminalen mAB242 (A) bzw. dem C-terminalen mAb122
Antikoérper (B) immundetektiert. In A) ist lediglich die dominanteste Ubiquitin-konjugierte P53 Spezies (etwa 62
kD, entspricht Konjugation eines Ubiquitinmolekuils an P53) abgebildet und stellt eine lAngere Expositionszeit des
daruberliegenden P53 dar.
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Die Behandlung von CI6 Zellen mit Lactacystin fihrte bei 39°C und 30°C, d.h.
unabhéngig von der Funktionalitdt des tsp53 Proteins, zu deutlich verringerten
DeltaC-tsp53 Proteinlevel (Abb. 28 A). Diese ging einher mit der Akkumulation von
(vorwiegend mono)ubiquitin-konjugierten tsp53 Spezies. Diese Konjugate konnten
von dem mADb122 Antikorper, der gegen ein C-terminales Epitop von P53 gerichtet
ist, erkannt werden (Abb. 28 B). Dies bedeutet, dass es sich bei den Ubiquitin-
konjugierten P53 Spezies in den behandelten CI6 Zellen um modifiziertes FL-tsp53
handelt.

Diese Ergebnisse deuteten auf eine direkte Beteiligung der proteolytischen Aktivitat
der 20S-Proteasomen bei der Produktion von DeltaC-tsp53 hin. Dabei wird
vermutlich der (ubiquitinierte) C-Terminus von FL-tsp53 abgespalten. Dieser
(ubiquitin-modifizierte) C-Terminus konnte im Western Blot von dem C-terminalen
mAb122 Antikérper nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine mogliche

Erklarung ist, dass dieses Proteinfragment in der Zelle sofort abgebaut wird.

Eine limitierte Prozessierung von Proteinen durch Proteasomen wurde fir die
Produktion der P50 Untereinheit des aktiven NF-kappaB Transkriptionsfaktors bereits
beschrieben (Palombella et al., 1993). P50 entsteht durch die von Proteasomen
katalysierte Abspaltung des C-Terminus des ubiquitinierten Vorlauferproteins P105.
Der C-Terminus wird bei diesem Vorgang vollstandig abgebaut und der aktive N-

terminale Teil (P50) freigesetzt.

4.2.4.1. Inhibierung des Zellkernexports reduziert DeltaC-tsp53

Proteinlevel in vivo

Die Daten der Lactacystinexperimente zeigten, dass die 26S Proteasomen bei der
Produktion von DeltaC-tsp53 direkt beteiligt waren. Der proteasomale P53 Abbau
findet in der Zelle primar im Zytoplasma statt (Maki et al., 1996, Freedman et al.,
1997). Um die Ergebnisse der Lactacystinexperimente zu untermauern, sollte
untersucht werden, ob die Akkumulation des FL-tsp53 Proteins im Zellkern eine
verringerte Produktion von DeltaC-tsp53 zur Folge hatte.

Zur Klérung dieser Frage wurden CI6 Zellen bei 39°C und 30°C mit dem spezifischen
Zellkernexportinhibitor Leptomycin B behandelt und dessen Wirkung auf die DeltaC-
tsp53 Proteinlevel im Western Blot analysiert (Abb. 29). Leptomycin B ist eine
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ungesattigte Fettsaure, die u.a. die nukleo-zytoplasmatische Translokation von
Proteinen, die das nukleare Exportsignal NES (Nuclear Export Signal) enthalten,
durch direkte Bindung an den Exportrezeptor CRM1 blockiert. Dadurch wird eine
Bindung des NES an den CRM1 Rezeptor unterbunden. Das NES des P53 befindet
sich am C-Terminus (AS 340 — 351) (Stommel et al. 1999).

Western Blots
Cl6

_39°C_ _30°C_

Leptomycin B (5nM): - + - +

p53 (242) ' _:-_l-

MDM2 p—
(2A10) -
Tubulin —— N —

Immunfluoreszenz

_39°C_ _30°C__

Leptomycin B (5nM). — —+ - 4

Abb. 29

Einfluss des Zellkernexports auf die DeltaC-tsp53 Proteinlevel in CI6 Zellen.

Cl6 Zellen wurden bei 39°C und 30°C fiir 24 h in Gegenwart von 5 nM Leptomycin B inkubiert und anschlieend
lysiert. 60 pug des Extrakts wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und P53 bzw. Mdm2 mit
den Antikdrpern mAb242 bzw. mAb2A10 immundetektiert. Die inhibierende Wirkung des Leptomycin B auf den
Zellkernexport wurde in der Immunfluoreszenz, die parallel durchgefihrt wurde, verifiziert. Nach Fixierung der CI6
Zellen in Ethanol wurden diese mit dem P53 spezifischen mAb248 Antikdrper inkubiert. Der Primarantikérper
wurde anschlieBend durch Bindung eines Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundarantikérpern (FITC)
detektiert.
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In Gegenwart des Zellkerninhibitors Leptomycin B wurden die DeltaC-tsp53
Proteinlevel bei 39°C und 30°C deutlich verringert (Abb. 29, Western). Die in
behandelten Zellen bei 39°C beobachtete Akkumulation des tsp53 Proteins im
Zellkern ist auf die negative Wirkung des Leptomycin B auf den Zellkernexport
zurtckzufihren (Abb. 29, P53-IF bei 39°C).

Bei 30°C zeigte das tsp53 Protein in Leptomycin B behandelten CI6 Zellen dieselbe
nukledre Lokalisation wie das der unbehandelten Zellen (Abb. 29, P53-IF). Die
Leptomycin B Behandlung fuhrte zu deutlich verringerten DeltaC-tsp53 Proteinlevel.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die limitierte proteolytische Spaltung des FL-tsp53
Proteins in unbehandelten CI6 Zellen nicht im Nukleus stattfindet, sondern dass dafur
der aktive Export des tsp53 Proteins aus dem Zellkern notwendig war. Diese Daten

zeigen, dass DeltaC-tsp53 im Zytoplasma produziert wird.

4.1.9. Appendix: Unterschiedlicher P19ARF Status in P160 und CI6 Zellen

Die E3 Ligase Mdm2 katalysiert die Ubiquitinierung von P53, wodurch dieses in den
proteasomalen Abbau eingeschleust wird (Kubbutat et al., 1998). Ein zellulares
Protein, das negativ in den Mdm2-vermittelten proteasomalen P53 Abbau eingreift,
ist P19ARF. Die Expression von P19ARF wird durch onkogenes Ha-ras induziert,
welches als transgenes EJ-Ras in CI6 und P160 Zellen exprimiert wird (Bates et al.,
1998, Palmero et al., 1998).

P19ARF kann zum einen die E3 Ligaseaktivitat von Mdm2 inhibieren, zum anderen
blockiert es den Export von Mdm2/P53 Komplexen aus dem Zellkern, was dazu flhrt,
dass P53 von den zytoplasmatischen Proteasomen nicht mehr abgebaut werden
kann (Roth et al.,, 1998). P19ARF wird zusammen mit P16(INK4a) von einem
alternativ prozessierten Primartranskript exprimiert, welches vom INK4a-ARF Gen
kodiert wird. P16(INK4) induziert einen G1/S Arrest durch die Inhibierung der Cdk4
und Cdk6 vermittelten Phosphorylierung von Rb (Kamijo et al., 1998).

Die Expression von P19ARF wurde in den EJ-Ras transformierten CI6 und P160
Zellen im Western Blot analysiert. Als Referenzzelllinie wurden die nicht transfizierten
REF52 Zellen herangezogen (Abb. 30).

Diese Analysen zeigen, dass die P19ARF Expression in CI6 Zellen (und SV40-Cl6
Zellen) im Vergleich mit REF52 Zellen deutlich erhéht ist (Abb. 30). Dagegen wurde
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eine signifikante P19ARF Expression in P160 Zellen nicht nachgewiesen, obgleich
das transgene EJ-Ras Protein in vergleichbarer Starke exprimiert wurde. Die
Expression von P19ARF in CI6 Zellen kénnte demnach eine negative Wirkung auf

den Mdmz2-vermittelten proteasomalen FL-tsp53 Abbau in diesem Subklon ausiiben.

Western Blot

REF52 Ci6 P160 CIl6-

SV40
p19ARF -y * L
Ha-Ras E— . —

Abb. 30
P19ARF Expression in CI6, P160 und SV40-CI6 Zellen bei 39°C.

REF52, CI6, P160 und SV40-Cl6 Zellen (39°C) wurden lysiert und 150 pg des jeweiligen Extrakts in einem
15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. P19ARF bzw. Ha-ras wurden mit den entsprechenden Antikdrpern
immundetektiert.

4.1.9.1. P19ARF kolokalisiert mit Mdm2 im Nukleoplasma

Es sollte untersucht werden, ob die P19ARF und Mdm2 Proteine in CI6 Zellen
kolokalisieren. CI6 Zellen (und P160 Zellen als P19ARF Negativkontrolle) wurden in
Ethanol fixiert und mit gegen Mdm2 bzw. P19ARF gerichteten Antikorpern inkubiert.
Diese Antikorper wurden in unterschiedlichen Spezies hergestellt. Dadurch konnten
spezies-gerichtete Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekundarantikdrper eingesetzt
werden, die die in situ Detektion beider Proteine innerhalb der selben Zelle
ermoglichte.

Wie die in Abb. 31 A dargestellten Ergebnisse einer Immunfluoreszenz zeigen,
lokalisierte das P19ARF Protein in den CI6 Zellen tUberwiegend in den Nukleoli. Es
wurden keine qualitativen  Unterschiede beziglich der subzellularen

Kompartimentierung dieses Proteins bei 39°C und 30°C nachgewiesen. Das tsp53-
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induzierte Mdm2 (30°C) kolokalisierte mit P19ARF ausschlie3lich im Nukleoplasma

(Abb. 31 A).

Immunfluoreszenz

Cl6

MDM2

p19ARF

MDM2 +
p19ARF

39°C

30°C (24h)
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Immunfluoreszenz

P160 39°C 30°C (24h)

MDM2

o . -
MDM2 +

p19ARF

Abb. 31
Subzellulare Lokalisierung von P19ARF und Mdm2 in CI6 (A) und P160 Zellen (B).

Cl6 und P160 Zellen wurden bei 39°C bzw. 30°C (24h) kultiviert. Nach Fixierung der Zellen in Ethanol wurden
diese mit dem Mdmz2-spezifischen Antikorper mAb2A10 (Maus) und einem P19ARF Antikoérper (Kaninchen)
inkubiert. Die Primarantikérper wurden anschlieBend durch Bindung von speziesspezifischen
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundarantikdrpern detektiert (Mdm2 = FITC, grin , P19ARF = Rhodamin,
rot).

Die sehr schwache zytoplasmatische Farbung in P160 Zellen stellt wahrscheinlich
ein unspezifisches Signal dar, da P19ARF im Western Blot in diesem Subklon nicht
nachweisbar war (Abb. 31B).
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5. Diskussion

5.1. Einleitung

Die wichtigste Funktion des Tumorsuppressors P53 ist die eines Transkriptionsfaktor,
der nach genotoxischem Stress die Expression von Genen mit Funktionen innerhalb
der Apoptose, des Wachstumsarrests oder der DNA-Reparatur induziert (Kastan et
al., 1991, Zhan et al., 1993, Maltzman et al., 1984, Lu et al., 1993, Fritsche et al.,
1993). Der erste Schritt dabei ist die Bindung des wtp53 Proteins an die P53 DNA
Konsensussequenz, die in der Promotor- oder Intronregion des jeweiligen Zielgens
lokalisiert ist und sich aus mindestens zwei Kopien der Sequenz 5'-
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3~ zusammensetzt (0 bis 13 bp Spacerregion) (El-
Deiry et al., 1992, Ko et al., 1996, Levine et al., 1997).

Da wtp53 uber seine Funktion als Transkriptionsfaktor in sehr unterschiedliche,
teilweise kontrar erscheinende biologische Prozesse eingreift, muss diese Aktivitat in
der Zelle temporéar und selektiv koordiniert werden, damit es nicht zu biologischen
Konfliktsituationen kommt. Eine wichtige und weitgehend ungeklarte Frage ist,
welche Parameter die Transaktivierungsaktivitdt des wtp53 Proteins so modulieren,
dass eine differentielle, d.h. promotor-selektive Regulation von P53 Zielgenen

maglich ist.

Die Zusammensetzung der P53 Konsensussequenz deutet darauf hin, dass es eine
groRe Anzahl von funktionellen P53 Bindungsstellen gibt (El-Deiry et al., 1992). In
der Tat zeichnen sich die P53 Bindungsstellen nativer Promotoren durch eine
enorme Sequenzheterogenitat aus. Funktionelle P53 Bindungsstellen weichen
zudem oftmals stark von der Konsensussequenz ab und/oder setzen sich aus
mehreren Dekameren zusammen (Gargonetti et al.,, 1991, Foord et al., 1993,
DiComo et al., 1998, Stenger et al., 1994, Jackson et al., 1998).

Die \Variabilitatt der P53 Bindungsstellen resultiert in unterschiedlichen
Bindungsaffinitaten des wtp53 Proteins (Halazonetis et al., 1993, Chin et al., 1997),
welche auch die unterschiedlich aktivierte Transkription des jeweiligen Zielgens

bewirken konnte (Szak et al.,, 2002). Die differentielle, temporar abgestimmte
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Regulation von P53 Zielgenen kann allerdings nicht allein mit den unterschiedlichen
Bindungsaffinitdten von wtp53 flr verschiedene Bindungsstellen erklart werden.

Die differentielle Transaktivierung erfordert vielmehr transiente Modifikationen, die
entweder auf Ebene der DNA bzw. des Chromatins oder aber des wtp53 Proteins
stattfinden. Dies zeigt sich z.B. daran, dass (exogen eingefiihrtes) wtp53 in Zellinien
der selben Spezies verschiedene Zielgene oftmals in Abhangigkeit vom jeweiligen

zellularen Hintergrund transaktiviert (Thornborrow et al., 1999, Schmidt et al., 1999).

Die P53 Konsensussequenz ist aufgrund seiner palindromen Komposition prinzipiell
in der Lage, transient nicht-B DNA Strukturen auszubilden (Kim et al., 1997). Diese
DNA Sekundéarstrukturen sind, abhangig von der jeweiligen Sequenz der P53
Bindungsstelle und der nukleosomalen Verpackung, mehr oder weniger stabil
(Espinosa et al., 2001, Gohler et al., 2002). Das wtp53 Protein zeigt in vitro eine hohe
Bindungsaffinitat fir solche DNA Sekundarstrukturen (Kim et al., 1997, Gohler et al.,
2002). Die transiente Bildung dieser Strukturen in Promotoren bestimmter P53
Zielgene konnte die Bindung von wtp53 und die Transkription beeinflussen. So
zeigten Kim et al. (1998), dass die DNA Topologie einen Einfluss auf die Bindung
von wtp53 an den Promotor des mdm2 Gens, nicht aber des p21 Gens in vitro zeigt.
Transiente kovalente oder nicht-kovalente Modifikationen von wtp53 (z.B.
Phosphorylierungen oder Protein/Protein-Interaktionen) kénnen nicht nur seine
Bindungsaffinitat fur bestimmte P53 Zielgen-Promotoren, sondern auch die
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, die fir eine Induktion des jeweiligen
Zielgens erforderlich sind, beeinflussen (Siliciano et al., 1997, Meek, 1999, Jimenez
et al.,, 1999, Agarwal et al., 1998). Lohrum et al. (1996) zeigten, dass der
Phosphorylierungsstatus des wtp53 Proteins eine Rolle bei der differentiellen
Transaktivierung spielen kann. So hatte  die C-terminale CDK-
Phosphorylierungsmutante A313 im Vergleich zu wtp53 eine verringerte
Transaktivierungsaktivitat fir das p21 und mdm2 Gen, wohingegen die Induktion des
cyclin G Gens erhdht war. Die P53 Phosphorylierungsmutante A390 zeigte eine
erhohte Aktivierung der p21 und bax Transaktivierung, jedoch eine verringerte
Induktion des cyclin G Gens.

Eine Reihe von Proteinen wurden beschrieben, die die DNA Bindungsaktivitat des
wtp53 Proteins in vitro negativ (Luo et al., 2000, Nelson et al., 2001, Shinobu et al.,
1999) oder positiv (Jayaraman et al., 1997, Ilwabuchi et al., 1998, Gaiddon et al.,
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1999 , Ueno et al., 1999, Okamoto et al., 2000, Peng et al., 2001) beeinflussen. Eine
differentielle Regulation der DNA Bindung durch diese Protein-Interaktionen wurde in
den meisten Fallen nicht untersucht. Ein  Protein, welches die
Transaktivierungsaktivitat des wtp53 Proteins in vivo differentiell modulieren kann, ist
das RB18A Protein. Die Bindung von RB18A an wtp53 aktiviert die wtp53-abhéngige
Expression des bax Gens, wohingegen die Aktivierung der p21 und igf-bp3 Gene
durch diese Interaktion blockiert wird (Frade et al., 2000).

Diese Daten verdeutlichen, dass eine temporar und selektiv koordinierte Regulation
der mannigfaltigen Transaktivierungsaktivitat des wtp53 Proteins nur durch transiente
Modifikationen, die auf DNA- oder Proteinebene stattfinden kénnen, gewéhrleistet
werden kann. Die Analyse von Parametern, die die Funktion von wtp53 als

Transkriptionsfaktor selektiv modulieren, war Ziel der vorliegenden Doktorarbeit.

5.2. Differentielle tsp53vall35-abhangige Transaktivierung von P53

Zielgenen im P160/CI6 Zellsystem: Zwei Expressionsgruppen

Als  Modellsystem fir die Untersuchung von Parametern, die die
Transaktivierungsaktivitat des wtp53 Proteins selektiv modulieren kbnnen, wurde ein
Zellsystem verwendet, in dem funktionelles P53 induziert werden kann. Der Einsatz
solcher induzierbaren Zellsysteme ermdglicht es, zwischen wtp53-abhéngigen und
wtp53-unabhangigen Einfluissen auf die Expression von P53 Zielgenen
diskriminieren zu kdnnen.

Bei diesem wtp53-induzierbaren Zellsystem handelte es sich um primare embryonale
Rattenfibroblasten (REF), die durch Kotransfektion von Expressionsvektoren, die fur
ein onkogenes Ras (EJ-Ras) und die temperatursensitive P53 Mutante tsp53vall35
(A135>V) kodieren, transformiert und als stabile transgene Zellinien etabliert wurden
(Michalovitz et al., 1990). Bei 39°C, der restriktiven Temperatur, kann das
temperatursensitive P53 Protein aufgrund seiner Mutantenkonformation, seine
Funktion als Transkriptionsfaktor nicht austiben (Abb. 4, 39°C). Die Kultivierung der
transgenen REF Zellen bei 30°C, der permissiven Temperatur, fuhrt zur
Stabilisierung der wt-dhnlichen Konformation des tsp53 Proteins, dessen
Akkumulation im Zellkern und der Transaktivierung von P53 Zielgenen (Abb. 3 und
Abb. 4).
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Das tsp53 Protein in zwei Subklonen dieser EJ-Ras transformierten tsp53-REF
Zellen (Cl6 und P160 Zellen) zeigte differentielle Unterschiede bezuglich der
Induktion (39°C > 30°C) ausgewahlter P53 Zielgene (Abb. 3 und Abb. 4).

EJ-Ras

P19ARF
tePE3wvalf 35
3n*c 39°C T
wt ——— mutant =~ Ratten
- wip53

¢ :

TRANSAKTIVIERUNG ——= WACHSTUMS- ——j PROLIFERATION
ARREST

Transgene
= Aktivierung
=1 Inaktivierung

Abb. 32

Aktivitat des transgenen tsp53val135 Proteins in EJ-Ras transformierten REF Zellen.

Die Expression von onkogenem EJ-Ras in primaren Zellen induziert Signaltransduktionskaskaden (z.B. MAP
Kinase, PI3 Kinase) und die Expression von P19ARF. P19ARF blockiert den negativen Mdm2/P53
Ruckkopplungsmechanismus (Abb. 1). Dies hat zur Folge, dass wtp53 in der Zelle akkumuliert und von den
induzierten Proteinkinasen post-translational modifiziert, d.h. ,aktiviert® wird. Die Transkription von P53-
Wachstumsarrest- Genen fuhrt dazu, dass die Zelle arretiert. Fir die Etablierung des EJ-Ras induzierten
transformierten Phanotyps, muss wtp53 oder P19ARF zuvor inaktiviert werden.

In den EJ-Ras transformierten CI6 bzw. P160 Subklonen wird das endogene Ratten wtp53 Protein bei 39°C von
dem mutanten tsp53vall35 Protein (tsp53vall35 A>V) gebunden und dadurch inaktiviert (Michalovitz et al., 1990,
Zambetti et al., 1992, deStanchina et al., 1998, Zindy et al., 1998, Parada et al., 1984, Eliyahu et al., 1984,
Jenkins et al., 1984, Rovinski et al., 1988). Dadurch kann der EJ-Ras transformierte Phanotyp etabliert werden.
Bei 30°C nimmt das tsp53vall35 Protein eine wt-dhnliche Konformation an. Dies fiihrt dazu, dass das tsp53
Protein im Zellkern akkumuliert und die Transkription der P53 Zielgene (Transaktivierung) auslést. Dadurch wird
ein wtp53-abhangiger Wachstumsarrest eingeleitet, der dem transformierten Phanotyp der REF Zellen
entgegenwirkt.

Wahrend das funktionelle tsp53 Protein in CI6 und P160 Zellen eine vergleichbare
Expression des p2l1 Gens initiierte (Gruppe [), konnte es in dem zellularen

Hintergrund des CI6 Subklons eine deutlich starkere Transkription der mdm2, b99,
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gadd45, cyclinG und bax Gene bei 30°C auslosen (Gruppe 1) (Abb. 3 und Abb. 4).
Die Transaktivierungsaktivitat des tsp53 Protein wurde demnach in einem annéhernd

isogenen Hintergrund (CI6 und P160 Subklon) differentiell moduliert.

P53 Zialgen Funktion

Gruppe |
p21 G115 Arrest = Bindung an CyclinD!Cekd
Hoamplewe
Gruppe Il
mdm2 P53 Inaktivierung > Ubiguitinierung von P53
> Bindung an die Transakli-
wierungsdomane von P53
[ga G2/M Arrest ES Bluckigrung der Mikrotubuli-
Umstrukturiensng in Mitose
gadd4s G2/M Arrest = Blockiert Cde2)Cyeling
Homplexbildung
cyelin G G2/M Arrest 7
Apoptose 7
bax Apoptose » Bindung an Bel-2

Abb. 33

Differentielle Transaktivierung von P53 Zielgenen im P160/Cl6 Zellsystem.

Das tsp53vall35 Protein induziert in Cl6 und P160 Zellen das p21 Gen in vergleichbarer Starke (Gruppel).

P21 bindet an den CyclinD/Cdk4 Komplex und verhindert die Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins (Rb).
Dies fihrt tber die Bildung von Rb/E2F Komplexen zu einer Sequestrierung des E2F-Transkriptionsfaktors.
Dadurch wird die E2F-abhéngige Expression von Genen unterbunden, die fiir den Ubergang der Zelle von der
G1- in die S-Phase des Zellzyklus notwendig ist (Review Agarwal et al., 1998). P21 inaktiviert zudem PCNA, eine
Untereinheit der DNA Polymerase-Gamma (Chen et al., 1995).

Das tsp53vall35 Protein der CI6 Zellen ist in der Lage, die Expression des mdm2 Gens, sowie von Genen mit
Funktionen innerhalb des G2/M Wachstumsarrestes und der Apoptose, bei 30°C starker als das der P160 Zellen
zu transaktivieren (Gruppe 2).

Mdm?2 blockiert die Aktivitat des wtp53 Proteins durch Bindung an die N-terminale Transaktivierungsdoméane.
AuRBerdem katalysiert Mdm2 die Ubiquitinierung von P53. Diese Modifikation ist Voraussetzung fur den
proteasomalen Abbau von P53.

Der P53 abhangige G2/M Wachstumsarrest findet u.a. tber die Inhibierung der Cyclin-abhangigen Kinase Cdc2
statt. Die Cdc2 Aktivitat ist fir den Eintritt der Zelle in die Mitose notwendig (Nurse et al., 1990).

Die Aktivierung von Cdc2 erfolgt Uber die Bindung an Cyclin B1 und der Phosphorylierung durch die CDK-
aktivierende Kinase (CAK) (Pines et al., 1995). Die Cdc2/Cyclin B1 Bindung kann durch Gadd45 blockiert
werden, wodurch ein G2/M Wachstumsarrest ausgel6st wird (Jin et al., 2000, Zhan et al., 1999). Gadd45 spielt
auch eine Rolle bei der Induktion des G1/S Arrestes, indem es durch Bindung an PCNA den Eintritt in die S
Phase blockiert (Chen et al., 1995). Cdc2 kann auch durch Bindung an das 14-3-3-sigma Protein zytoplasmatisch
sequestriert und so inaktiviert werden. Eine signifikante tsp53-abhéngige Regulation (> 3 fach) des 14-3-3 sigma
Gens konnte in CI6 und P160 Zellen nicht nachgewiesen werden.

B99, dem eine Rolle bei der Induktion des P53-abhangigen G2/M Wachstumsarrestes zugeschrieben wird, ist mit
dem Mikrotubuli-Netzwerk der Zelle assoziiert und blockiert bei hoheren zellularen Konzentrationen die
Umstrukturierung der Mikrotubuli wahrend der Mitose (Utrera et al., 1998).

Das P53-induzierte Cyclin G spielt eine Rolle wahrend des G2/M Arrestes und der Apoptose, obgleich seine
Funktionsweise bislang ungeklart ist (Shimizu et al., 1998, Okamoto et al., 1999). Das proapoptotische Bax alpha
Protein bindet an Bcl-2, einem Inhibitor der Apoptose. Das Equilibrium zwischen Bax und Bcl-2 ist ein Parameter,
der festgelegt, ob die Zelle in den programmierten Zelltod geht (Miyashita et al., 1995, Salomons et al, 1997).
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Das tsp53-Protein in ClI6 und P160 Zellen bendétigt fur die Induktion der P53 Zielgene
keine ,Aktivierung“ durch genotoxischen Stress, wie dies in normalen Zellen der Fall
ist (Abb. 4) (Agarwal et al., 1998). Daraus kann gefolgert werden, dass ,aktiviertes"
tsp53 Protein in diesen Zelllinien bereits vorhanden ist.

Wie entsteht dieses ,aktivierte* tsp53 Protein? Wahrscheinlich ist, dass in den
transformierten CI6 und P160 Zellen aufgrund der transgenen Expression des
onkogenen EJ-Ras diverse Signaltransduktionskaskaden konstitutiv ,aktiviert* sind
(z.B. PI13- und MAP Kinasen), die in normalen Zellen erst durch genotoxischen Stress
induziert werden. Dies erklart, warum die Transaktivierungsaktivitat des funktionellen
tsp53 Proteins durch Gammabestrahlung beider Subklone, nicht moduliert werden
konnte (Abb. 24).

5.2.1. Korrelation zwischen der erhdhter tsp53-abhangigen Expression
von G2/M Wachstumsarrestgenen und der Entstehung eines G2/M

Checkpoints in CI6 Zellen

Die differentiell modulierte Transaktivierungsaktivitdt des transgenen tsp53 Proteins
in CI6 und P160 Zellen resultierte in der differentiellen Expression von G1/S- und
G2/M Wachstumsarrest Genen bei der permissiven Temperatur. Diese spiegelte sich
auch in einem unterschiedlichen Zellzyklusverhalten beider Subklone nach Induktion
von funktionellem tsp53 wider.

In Abwesenheit des funktionellen tsp53 Proteins (39°C) konnte in CI6 und P160
Zellen eine vergleichbare Verteilung der Zellen in der G1-, S- und G2/M Phase des
Zellzyklus beobachtet werden (Abb. 6).

Nach Induktion des funktionellen tsp53 Proteins (30°C) verringerte sich in beiden
Subklonen die Proliferationsrate deutlich (S-Phasezellen: 39°C ~ 53%, 30°C ~ 2-
5%)(Abb. 6). Dies ist vor allem auf die Einleitung eines G1/S Wachstumsarrests
zurlickzufihren, der durch die tsp53-induzierte Expression von P21 induziert wurde
(Abb. 3B).

Im Gegensatz zu P160 Zellen, arretierte ein Teil der CI6 Zellen in der G2/M Phase
des Zellzyklus (4% in P160 und 19% in CI6) (Abb. 6). Dieser tsp53-induzierte G2/M
Checkpoint in CI6 Zellen korrelierte mit der in diesem Subklon erhéhten Expression
von G2/M Wachstumsarrest Genen, wie gadd45, b99 und cyclin G (Abb. 4, Abb. 33).
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In dem P160 Subklon reichte die tsp53-induzierte Expression dieser Gene vermutlich
nicht aus, um einen Teil der Zellen in der G2/M Zellzyklusphase zu arretieren. Die
erhohten Mdm2 Proteinlevel in CI6 Zellen kdnnten zudem Uber die Mdm2-vermittelte
Induktion von E2F1 den Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zellzyklus auch in
Gegenwart von P21 ermoglichen. Dadurch erklart sich der héhere Anteil von in der
G1/S Phase des Zellzyklus arretierter Zellen in P160 (G1: 94%) im Vergleich zu CI6
Zellen (G1: 76%) bei 30°C (Abb. 6).

Die Parameter, die eine gerichtete Wirkung auf die Transaktivierungsaktivitat des
tsp53 Proteins im CI6/P160 Zellsystem besitzen, modulieren demnach die
Funktionen von wt-tsp53 innerhalb des G2/M Wachstumsarrests (und der
Apoptose?) und nicht die des G1/S Wachstumsarrestes. Es kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass der G1/S Wachstumsarrest wahrscheinlich eine
Grundfunktion des wtp53 Proteins darstellt und dass flr die Entstehung eines wtp53-

abhangigen G2/M Arrestes zusatzliche Ereignisse notwendig werden.

5.3. P160 und CI6 Zellen exprimieren neben dem regularen tsp53 ein C-

terminal verkirztes tsp53 Protein (DeltaC-tsp53)

Das tsp53 Protein induzierte in CI6 Zellen im Vergleich zu P160 Zellen die selektive
Transaktivierung von G2/M Wachstumsarrest Genen mit dem Resultat eines G2/M
Checkpoints in diesem Subklon. Es konnte vermutet werden, dass die differentielle
Transaktivierung in P160 und CI6 Zellen auf unterschiedliche biochemische und/oder
biologische Eigenschaften des in diesen Zellen exprimierten tsp53 Proteins
zuruckgefuhrt werden kann.

CI6 und P160 Zellen exprimieren bei 39°C und 30°C neben dem regularen 53 kD
groRen tsp53 Protein (FL-tsp53) auch ein C-terminal verklrztes tsp53 Protein
(DeltaC-tsp53). Dieses hatte in der SDS-PAGE eine Grol3e von 45 kD (Abb. 7 A+B).

Der wtp53 C-Terminus (AS 320-393) enthalt Proteindoméanen, die direkten Einfluss
auf die sequenz-spezifische DNA Bindung und damit die Funktion des wtp53
Proteins als Transkriptionsfaktor ausiben (Chene, 2001). Die letzten 30 C-
terminalen, basischen Aminosduren besitzen in vitro eine negative Wirkung auf die
sequenz-spezifische DNA Bindungsaktivitat des wtp53 Proteins (Hupp et al., 1995).
Die vollstandige Deletion des basischen P53 C-Terminus (AS 363-393) fuhrt in vitro
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zu einem Protein mit konstitutiver sequenz-spezifischer DNA Bindungsaktivitat (Hupp
et al., 1992).

In vivo und unter den Versuchsbedingungen des in vitro DNA Protektionsassays
kann diese negative Wirkung des basischen P53 C-Terminus allerdings nicht
beobachtet werden (Abb. 17). So zeigten Espinosa et al. (2001), dass der basische
P53 C-Terminus vielmehr fur eine effiziente Bindung von wtp53 an die
Konsensussequenz im Chromatin notwendig war. Gohler et al. (2002) erganzten
diese Beobachtung, indem sie zeigten, dass der basische P53 C-Terminus fur die
Erkennung von DNA Sekundarstrukturen innerhalb der P53 Bindungsstelle bendtigt
wird.

Der wtp53 C-Terminus enthédlt neben der regulatorischen, basischen Region
aulBerdem eine Tetramerisierungsdoméane (AS 320 - 363) (Review Chene et al.,
2001). Die Tetramerisierung des wtp53 Proteins ist Voraussetzung fir eine effiziente
sequenz-spezifische DNA Bindung (Stenger et al., 1992, Sturzbecher et al., 1992,
Subler et al., 1993, Friedman et al., 1993, Hupp et al., 1994, Pietenpol et al., 1994,
Halazonetis et al., 1998). Faktoren, die in den Prozess der Oligomerisierung
eingreifen (z.B. Modifikationen von wtp53, Protein/Protein Interaktionen),
beeinflussen somit auch indirekt die Transaktivierungsaktivitdt von wtp53 (Chene et
al., 2001).

Aufgrund dieser regulatorischen Funktion des wtp53 C-Terminus, konnte vermutet
werden, dass sich die DNA Bindungsaktivitdt eines C-terminal verkirztes P53, wie
DeltaC-tsp53, von der des FL-tsp53 unterscheiden sollte.

Wichtige Hinweise, die prinzipiell far eine Aktivitdt von DeltaC-tsp53 als
Transkriptionsfaktor sprachen, lieferten Expressionsstudien in Cl6 Zellen, die neben
dem transgenen EJ-Ras und tsp53vall35 ein im Genom integriertes SV40 enthalten
(SV40-Cl6 Zellen) (Abb. 18). Das SVv40-kodierte T-Antigen Protein bindet in SV40-
Cl6 Zellen selektiv an FL-tsp53 (Henning, 1998). Die Bindung von wtp53 an T-
Antigen inaktiviert die Funktion von P53 als Transkriptionsfaktor (Bargonetti et al.,
1992, Farmer et al., 1992, Jiang et al., 1993). Das DeltaC-tsp53 Protein wird
hingegen nicht von dem T-Antigen Protein gebunden und koénnte daher als
potentieller Transkriptionsfaktor bei der permissiven Temperatur fungieren (Henning,
1998). Im Einklang mit dieser Annahme konnte trotz der inaktivierenden Wirkung von

T-Antigen auf die FL-tsp53 Aktivitat eine tsp53-abhangige Transaktivierung des p21
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und mdm2 Gens im Northern Blot nachgewiesen werden (Abb. 18), was auf die
Aktivitat von DeltaC-tsp53 hindeutete.

In Cl6 und P160 Zellen konnten bei der permissiven Temperatur erhebliche
Unterschiede in den FL-tsp53 und DeltaC-tsp53 Proteinspiegeln beobachtet werden
(Abb. 7), die moglicherweise in einer unterschiedlichen Gewichtung der tsp53-

abhéngigen Transaktivierung von P53 Zielgenen resultierten.

5.3.1. DeltaC-tsp53 ist kein DNA-bindender Transkriptionsfaktor

Voraussetzung fur die Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie und Initiierung der
Expression eines P53 Zielgens ist die Bindung von wtp53 an die P53 Bindungsstelle
innerhalb des Promotors (El-Deiry et al., 1992). Um eine Funktion von DeltaC-tsp53
als Transkriptionsfaktor postulieren zu kdénnen, musste eine sequenz-spezifische

DNA Bindung dieses Proteins in vivo nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) war es moglich, die Bindung der
tsp53 Proteine (FL-tsp53 und DeltaC-tsp53) an die Promotoren der p21 und mdm2
Gene in CI6 und P160 Zellen genauer zu untersuchen (Abb. 14).

Die ,maximale” Beladung der jeweiligen Promotoren mit tsp53 Proteinen (FL-tsp53
und DeltaC-tsp53) wurde in einer ChiP-Analyse semi-quantitativ bestimmt.

Die Ergebnisse dieser ChIP Experimente zeigten, dass die bei 30°C beobachtete
Beladung der p21 und mdm2 Promotoren mit tsp53 Protein ausschlief3lich auf die
Bindung von funktionellem FL-tsp53 zurtickgefuhrt werden konnte (Abb. 15). Eine
Bindung des verklrzten tsp53 Proteins wurde unter diesen Versuchsbedingungen
nicht nachgewiesen.

AuRRerdem korrelierte in Cl6 und P160 Zellen die Beladung des p21 und mdm2
Promotors mit funktionellem FL-tsp53 (Abb. 15, mAb122) direkt mit der in beiden
Subklonen beobachteten differentiellen Transkription beider Gene (Abb. 3). Die
Parameter, die die Transaktivierungsaktivitdt des transgenen FL-tsp53 Proteins in
P160 und CI6 Zellen selektiv modulierten, wirkten demzufolge auf Ebene der

sequenz-spezifischen DNA Bindung von FL-tsp53.

Da in vivo die Messung der DNA Bindungsaktivitat von DeltaC-tsp53 im ChIP Assay

lediglich indirekt mdglich war, sollte diese Aktivitat in vitro direkt analysiert werden.
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Das FL-tsp53 Protein wurde aus CI6 Zellkernextrakten selektiv mit einem gegen den
P53 C-Terminus gerichteten Antikorper immundepletiert (Abb. 16 B, 421). Die
Bindung des DeltaC-tsp53 Proteins in diesem behandelten Extrakt an die klonierten
Promotoren des p21 und mdm2 Gens wurde dann im DNA Protektionsassay
untersucht.

Wahrend das FL-tsp53 Protein im nicht-depletierten Zellkernextrakt eine Protektion
der P53 Bindungsstelle des p21 bzw. mdm2 Promotors bewirkte, konnte eine
Protektion im mAb421-depletierten Extrakt, welcher nur das DeltaC-tsp53 Protein
enthielt, nicht beobachtet werden (Abb. 16 C). Eine sequenz-spezifische DNA
Bindungsaktivitat von DeltaC-tsp53 ist demzufolge in vitro nicht vorhanden. Dieses
Ergebnis verifizierte die Daten, die zuvor mit dem ChIP Assay erhalten wurden.
Aufgrund der fehlenden sequenz-spezifischen DNA Bindung von DeltaC-tsp53
konnte ausgeschlossen werden, dass dieses Protein als Transkriptionsfaktor
fungieren kann und Uber diese Funktion an der in ClI6 und P160 Zellen beobachteten

differentiellen Transaktivierung beteiligt war.

Warum ist das verkurzte tsp53 Protein nicht in der Lage, an die P53 Bindungsstelle
zu binden? In in vitro Protein-Crosslinking Experimenten konnte gezeigt werden,
dass DeltaC-tsp53 keine (Homo)-oligomere ausbilden kann (Abb. 20). Diese
Beobachtung stellt eine wahrscheinliche Erklarung fir die fehlende DNA
Bindungsaktivitat von DeltaC-tsp53 dar, weil die Tetramerisierung fur eine effiziente
sequenz-spezifische DNA Bindung des wtp53 Proteins notwendig ist (Stenger et al.,
1992, Sturzbecher et al., 1992, Subler et al., 1993, Friedman et al., 1993, Hupp et al.,
1994, Pietenpol et al., 1994, Halazonetis et al., 1998). Zwar ist auch monomeres P53
bei hbheren Konzentrationen in der Lage, kooperativ an P53 relevante Promotoren
zu binden und diese in transienten Transfektionen zu induzieren, eine
Transaktivierung der chromosomalen Gene kann dieses allerdings in der Regel nicht
auslésen (Shaulian et al., 1993, Tarunini et al., 1993 und 1996, Balagurumoorthy et
al., 1995, Bargonetti et al., 1993, McLure et al., 1998, Nagaich et al., 1999, Pavletich
et al., 1993, Sang et al., 1994, Shaulian et al., 1993 und 1995, Stenger et al., 1994,
Subler et al., 1994, Tarunini et al., 1993 und 1996, Wang et al., 1993, Zhang et al.,
1994, Aoyama et al., 1992, Reed et al., 1993).
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5.3.2. DeltaC-tsp53 kann die Aktivitdt von FL-tsp53 nicht Gber direkte

Bindung beeinflussen

Cl6 und P160 Zellen enthalten bei der permissiven Temperatur signifikante
Konzentrationen an verkurztem tsp53 Protein (Abb. 7 B). Obgleich ausgeschlossen
werden konnte, dass DeltaC-tsp53 sequenz-spezifisch DNA binden und dadurch die
Induktion der Transkription auslésen kann (Abb. 15 und Abb. 16 C), bestand
dennoch die Mdglichkeit, dass es Uber eine Bindung an FL-tsp53 indirekt an der
Regulation der differentiellen Transaktivierung beteiligt war.

In FL-tsp53 Immunkomplexen, die mit einem gegen den P53 C-Terminus gerichteten
Antikdrper aus Extrakten von CI6 und P160 Zellen prazipitiert wurden, konnte
allerdings kein DeltaC-tsp53 Protein nachgewiesen werden (Abb. 21). Eine durch das
verkurzte tsp53 Protein vermittelte Modulation der FL-tsp53 Aktivitat ist demnach
nicht maglich.

Zusammenfassend zeigten die mit DeltaC-tsp53 durchgefihrten funktionellen
Studien, dass ein direkter Einfluss dieser tsp53 Form auf die differentielle
Transaktivierung im CI6/P160 Zellsystem nicht existiert, weder auf Ebene der
sequenz-spezifischen DNA Bindung, noch auf der Ebene einer FL-tsp53

Heterooligomerisierung.

5.3.3. DeltaC-tsp53 entsteht in vivo vermutlich wahrend des

proteasomalen Abbaus von ubiquitiniertem FL-tsp53

C-terminal verkirzte P53 Proteine entstehen in vitro aufgrund eines vorzeitigen
Translationsabbruchs, verursacht durch stabile RNA Sekundarstrukturen im p53
Transkript (Mosner et al.,, 1995), sowie in vivo als Produkt der alternativen
Prozessierung des p53 Primartranskripts (Arai et al., 1986). Beide Mechanismen
konnten flr die Produktion von DeltaC-tsp53 in CI6 und P160 Zellen ausgeschlossen
werden (Abb. 8 und Abb. 11).

DeltaC-tsp53 wurde in insgesamt fiunf unterschiedlichen EJRas-transformierten
tsp53vall35-exprimierenden REF Zelllinien nachgewiesen (Michalovitz et al., 1990)
(Abb. 9). Bei der Expression von DeltaC-tsp53 handelt es sich demnach nicht um
einen zufalligen, klonal auftretenden Artefakt (z.B. Trunkierung des tsp53vall35

Transgens).
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Eine alternative Mdglichkeit war, dass DeltaC-tsp53 in vivo auf proteolytischem Weg,
d.h. durch eine spezifische proteolytische Abspaltung des FL-tsp53 C-Terminus,
entsteht.

Die Blockierung der proteolytischen Aktivitat der 20S Proteasomen fihrte in CI6
Zellen zu einer Akkumulation von ubiquitin-konjugierten FL-tsp53 Proteinen und einer
deutlichen Reduktion der DeltaC-tsp53 Level (Abb. 28 A + B). Daraus wurde
gefolgert, dass DeltaC-tsp53 in vivo vermutlich wahrend des proteasomalen Abbaus
von ubiquitiniertem FL-tsp53 Protein entsteht.

Eukaryontische 26S Proteasomen setzen sich zusammen aus einem 20S-Komplex
(28 Untereinheiten), der chymotrypsin-, trypsin- und postglutamin-ahnliche
Proteolyseaktivitaten enthalt und dem PA700 Komplex, welcher die ubiquitin-
konjugierten Proteine bindet und deren tertidre Proteinstruktur ATP-abh&ngig
entfaltet. Diese Entfaltung ist notwendig, damit das Protein anschlielend in den
ringférmig aufgebauten 20S-Komplex eingeftihrt werden kann (Review DeMartino et
al., 1999). Denkbar ware, dass wahrend des proteasomalen Abbaus von FL-tsp53

der N-terminale Teil des Proteins (DeltaC-tsp53) vorzeitig freigesetzt wurde.

Der regulare Abbau von P53 findet vorwiegend an den 26S Proteasomen im
Zytoplasma statt (Maki et al., 1996, Freedman et al.,, 1997). Die Blockierung des
Zellkernexports (Leptomycin B) in CI6 Zellen fuhrte dazu, dass das FL-tsp53 Protein
im Zellkern akkumulierte, was in deutlich verringerten DeltaC-tsp53 Proteinspiegeln
resultierte (Abb. 29). Diesen Daten zufolge, wird das verklrzte tsp53 Protein

vorwiegend an zytoplasmatischen Proteasomen produziert.

DeltaC-tsp53 wandert in der SDS-PAGE auf HOohe von tsp53 (AS 1-320)(Daten nicht
gezeigt). Es ist wahrscheinlich, dass die meisten Lysin-Aminosauren des C-
Terminus, an die das Ubiquitinmolekil (~ 8 kD) kovalent gebunden wird (fUr
humanes wtp53 = AS 370, 372, 373, 381, 382, 386) (Rodriguez et al., 2000), auf
dem DeltaC-tsp53 Protein nicht vorhanden sind. Demnach stellt DeltaC-tsp53 kein
Substrat fir den proteasomalen Ubiquitin-Abbauweg mehr dar. Untermauert wird
dies durch die Beobachtung, dass DeltaC-tsp53 nicht von der E3 Ligase Mdm2,
welche die fur die Einschleusung des FL-tsp53 Proteins in den proteasomalen Abbau
notwendige Ubiquitinierung katalysiert, gebunden wird (Abb. 23). Maki et al. (1999)

zeigten, dass die Deletion der P53 Oligomerisierungsdomane dazu fuhrt, dass eine
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Bindung von Mdm2 und die Ubiquitinierung des P53 Proteins nicht mehr stattfinden
kann. Auch der von Inoue et al. (2001) beschriebene Fall, dass oligomerisierungs-
inkompetentes P53 Uber eine Bindung an wtp53 indirekt von Mdm2 ubiquitiniert und
so in den proteasomalen Abbau gefihrt wird, kann aufgrund der fehlenden
Heterooligomerisierung  zwischen DeltaC-tsp53 und FL-tsp53 (Abb. 21)
ausgeschlossen werden.

Da DeltaC-tsp53 weder direkt noch indirekt von Mdm2 gebunden wird, muss DeltaC-
tsp53 wahrscheinlich Gber einen nicht-proteasomalen Abbauweg, z.B. durch zelluléare
Proteasen, in der Zelle entfernt werden.

Bei dem C-terminal verkirzten tsp53 Protein in Cl6 und P160 Zellen handelt es sich
moglicherweise um das End- und nicht um ein Zwischenprodukt eines aberranten
proteasomalen Abbaus von FL-tsp53. Ungeklart bleibt, ob der vollstandige FL-tsp53
Abbau neben dem limitierten Abbau in CI6 und P160 Zellen stattfindet.

Die limitierte proteasomale Spaltung von Proteinen wurde fur die Produktion von
P50, einer Untereinheit des dimeren NF-KB Transkriptionsfaktors, in Saugetier- und
Hefezellen beschrieben (Palombella et al., 1994, Heusch et al., 1999). Dabei wird der
C-Terminus des P105 Vorlauferproteins von den Proteasomen abgespalten und der
N-terminale Teil des Proteins (P50) freigesetzt. Damit P105 proteasomal gespalten
werden kann, muss dieses von der IKB Kinase phosphoryliert und von der E3 Ligase
SCFR-TrCP (poly)ubiquitiniert werden (Orian et al., 2000). Der Proteasomeninhibitor
Lactacystin kann die limitierte Spaltung des P105 Proteins in vivo blockieren
(Palombella et al. , 1994).

Fur die limitierte proteasomale Prozessierung von P105 ist zum einen die
Bindungsstelle fur die E3 Ligase (Orian et al., 1999), zum anderen eine Glyzin-reiche
Region (GRR) notwendig, die als Stop-Signal wahrend des proteasomalen Abbaus
funktionieren soll (Lin et al.,, 1996). Die von Lin et al. (1996) postulierte Funktion
dieser Glyzin-reichen Region stand im Widerspruch mit der Tatsache, dass der
Transfer dieser Region in andere Proteine nicht zu einer limitierten proteasomalen
Prozessierung dieser heterologen Proteine fihrte (Orian et al., 1999, Huxford et al. ,
1998, Jacobs et al.,, 1998). Neuere Literaturdaten zeigten (Lee et al., 2001), dass
nicht bestimmte Aminosauresequenzen, sondern dass die Stabilitédt der globuldren
Doménen im Multidomanenprotein ausschlaggebend dafur ist, inwieweit die ATP-

abhangige Entfaltung der ubiquitinierten Proteine vorgenommen und der vollstandige
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Abbau durchgefiihrt werden kann. Lee et al. (2001) zeigten, dass die Proteasomen
das P105 Vorlauferprotein von der Ubiquitinierungsstelle des C-Terminus in
COOH>NH2-terminaler Richtung sukzessive abbauten bis eine stabile
Proteindomane erreicht wurde. Diese Doméane verhinderte eine weitere
Prozessierung. Punktmutationen, die eine Destabilisierung dieser Proteindoméne

verursachten, fuhrten zum vollstandigen Abbau des P105 Vorlauferproteins.

5.3.4. Induktion und Modulation des limitierten FL-tsp53 Abbaus in CI6
und P160 Zellen

Die hier postulierte Produktion eines C-terminal verkirzten tsp53 Proteins ist ein
aberranter Vorgang, der wahrend des reguléren proteasomalen P53 Abbaus nicht
stattfindet (Haupt et al., 1997, Fang et al., 2000, Lai et al., 2001). So wurde DeltaC-
tsp53 lediglich in verschiedenen transgenen EJ-Ras transformierten embryonalen
Rattenfibroblasten nachgewiesen, nicht aber z.B. in den tsp53vall35-transgenen
immortalisierten Rattenfibroblasten Fcg9 (Abb. 9).

Eine mogliche Erklarung fur eine Selektion auf einen zusatzlichen, zu DeltaC-tsp53
fuhrenden Abbauweg ist, dass der limitierte proteasomale FL-tsp53 Abbau primar
eine Konsequenz der Uberexpression des transgenen tsp53 Proteins in embryonalen
REF Zellen darstellt. So wird z.B. in den eingangs erwdhnten Fcg9
Rattenfibroblasten kein DeltaC-tsp53 beobachtet (Abb. 9). Fcg9 Zellen exprimieren
deutlich weniger transgenes tsp53 Protein als CI6 bzw. P160 Zellen.

Alternativ kdnnten aber auch spezifische, EJ-Ras induzierte Modifikationen des FL-
tsp53 Proteins in EJ-Ras transformierten REF Zellen dazu fuhren, dass (ein Tell)
dieser Proteine wahrend des proteasomalen Abbaus vorzeitig freigesetzt wird. Diese
Annahme ware kompatibel mit der von Henning (1998) beschriebenen Beobachtung,
dass das DeltaC-tsp53 Protein der Cl6 Zellen bestimmte C-terminale Modifikationen
(Phosphorylierungen) aufweist, die bei FL-tsp53 nicht nachweisbar sind.
Weitergehende Studien sind notwendig, um festzustellen, warum und wodurch der

postulierte limitierte FL-tsp53 Abbau induziert werden kann.

Wie der regulare, d.h. vollstdndige proteasomale Abbau von P53, bewirkt der
postulierte limitierte FL-tsp53 Abbau, dass 1.) dessen sequenz-spezifische DNA
Bindungsaktivitat inaktiviert wird (Abb. 15, Abb. 16 C), 2.) das P53 Protein aus dem
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negativen Mdm2/P53 Ruckkopplungsmechanismus entfernt wird (Abb. 23), 3.) und
nicht mehr Gber Heterooligomerisierung mit intaktem FL-tsp53 dessen Aktivitat (z.B.
DNA Bindung) beeinflussen kann (Abb. 21). Diese Daten sprechen dem limitierten
proteasomalen FL-tsp53 Abbau primér eine Inaktivierungsfunktion zu. Danach
kénnte der limitierte Abbau ein Mechanismus darstellen, um Uberexprimiertes wtp53
Protein in seiner Funktion zu inaktivieren. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass N-terminale Funktionen von wtp53 auch noch von DeltaC-tsp53

ausgeibt werden.

Der limitierte FL-tsp53 Abbau kann in CI6 und P160 Zellen durch den
Temperaturshift von 39°C auf 30°C (Abb. 7 B), sowie durch SV40 (SV40-CI6 Zellen)
verstarkt werden (Abb. 18). In beiden Fallen steigen die DeltaC-tsp53 Proteinlevel in
der Zelle, wahrend die Konzentration an FL-tsp53 abnimmt (Abb. 7 B und Abb. 18).
Eine mdgliche Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass (ubiquitiniertes) FL-tsp53
selektiv in einer wt-&hnlichen Proteinkonformation 0Uber den alternativen
proteasomalen Abbauweg prozessiert wird, denn durch den Temperaturshift auf
30°C wird die wt-Konformation von FL-tsp53 stabilisiert und der Anteil an wt-FL-tsp53
erhoht. In SV40-Cl6 Zellen geschieht dasselbe Uber die Bindung des viralen T-
Antigens an das FL-tsp53 Protein, auch bei der restriktiven Temperatur (Henning,
1998). Aus dieser Beobachtung kénnte man ableiten, dass der alternative, zu
DeltaC-tsp53 filhrende proteasomale Abbau von FL-tsp53 nicht Gber den normalen,
Mdm2-vermittelten P53 Abbauweg fuhrt, da Mdm2 normalerweise wt p53 und
Mutanten P53 mit gleicher Effizienz in den proteasomalen Abbauweg einschleust
(Midgeley et al., 1997).

Noch ist vollkommen unbekannt, ob der alternative, zu DeltaC-tsp53 fuhrende
proteasomale Abbauweg Uber eine modifizierte Mdm2-E3 Ligaseaktivitat erfolgt, oder
ob ein alternativer, nicht Mdm2-abhangiger Ubiquitinierungsweg (z.B. Uber die c-Jun
N-terminale Kinase) Voraussetzung fur eine alternative Prozessierung von wtp53 ist
(Fuchs et al.,, 1998). Unklar ist auch, inwieweit der zwischen beiden Subklonen
beobachtete Unterschied in der P19ARF Expression fur die unterschiedliche

Prozessierung von FL-tsp53 in CI6 und P160 Zellen (mit-) verantwortlich ist.

Cl6 und P160 Zellen zeigen deutliche klonale Unterschiede hinsichtlich der Aktivitat
des limitierten proteasomalen FL-tsp53 Abbaus, da sich das FL-tsp53/DeltaC-tsp53
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Verhaltniss in P160 Zellen nach dem Temperaturshift von 39°C auf 30°C deutlich
starker auf die Seite des verkirzten tsp53 Proteins verschiebt als in Cl6 Zellen (Abb.
7 B). Dies fuhrt dazu, dass P160 Zellen bei 30°C deutlich geringere FL-tsp53
Proteinlevel enthalten als CI6 Zellen (Abb. 7 B, Abb. 22). In P160 Zellen, die in
Gegenwart des spezifischen Proteasomeninhibitors Lactacystin von 39°C auf 30°C
transferiert wurden, konnte die in den unbehandelten Zellen beobachtete Reduktion
der FL-tsp53 Steady State Level nicht mehr beobachtet werden (Abb. 25 A).

Bei 39°C liegt FL-tsp53 in beiden Subklonen Uberwiegend in seiner
Mutantenkonformation vor. Aufgrund der postulierten wt-Konformationsselektivitat
des limitierten proteasomalen Abbaus werden deshalb die klonalen Unterschiede in
den P53 Abbauwegen zwischen beiden Subklonen bei 39°C nicht in dem Mal3e wie
bei 30° evident (Abb. 7 C). Dies konnte erklaren, warum P160 und CI6 Zellen bei der

restriktiven Temperatur vergleichbare FL-tsp53 Proteinlevel enthalten (Abb. 7 A).

5.4. Der proteasomale Abbau von FL-tsp53 reduziert in P160 Zellen die
tsp53-abhangige Transkription des mdm2, nicht aber die des p21 Gens

Die klonalen Unterschiede der FL-tsp53 Proteinspiegel bei 30°C, die vermutlich auf
guantitative Unterschiede des limitierten proteasomalen Abbaus von (wt) FL-tsp53
Protein zu DeltaC-tsp53 zurtickzufihren sind, sind nach den hier gezeigten
Untersuchungen ursachlich fir die differentielle Transaktivierung des mdm2 Gens in
Cl6 und P160 Zellen verantwortlich.

Die differentielle Transaktivierung der P53 Zielgene erfolgt in CI6 und P160 Zellen
ausschlief3lich Gber die Beladung der Promotoren mit funktionellem FL-tsp53 Protein
(Abb. 15 und Abb. 26 B). Analysen der FL-tsp53 Steady State Level in beiden
Subklonen zeigten, dass der P160 Subklon bei 30°C deutlich geringere FL-tsp53
Proteinspiegel enthielt als der CI6 Subklon (siehe 5.3.4.). Da in normalen Zellen die
Akkumulation von ,aktiviertem* wtp53 Protein oftmals einhergeht mit der
Transaktivierung der P53 Zielgene, wurde untersucht, inwieweit die zellulare
Konzentration des FL-tsp53 Proteins Einfluss auf die in vivo Beladung und
Transkription der p21 und mdm2 Promotoren hat.

Durch die Behandlung von P160 Zellen mit Lactacystin, einem Inhibitor des
proteasomalen Abbaus, akkumuliert das FL-tsp53 Protein, welches in den

unbehandelten Zellen von den 26S Proteasomen (limitiert und/oder vollstandig)
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abgebaut wird. Diese Lactacystin-induzierte Erhdhung der Proteinlevel von
funktionellem FL-tsp53 fiihrte in P160 Zellen zu einer verstarkten Beladung des
mdm2 Promotors mit FL-tsp53 und der erh6hten mdm2 Transkription, vergleichbar
mit der in unbehandelten CI6 Zellen (Abb. 26 A, IPs und Northern Blots). Die FL-
tsp53 Beladung und Transkription des p21 Promotors wurde von der deutlich
erhdhten FL-tsp53 Konzentration in behandelten P160 Zellen nicht beeinflusst (Abb.
26 A).

Eine differentielle Bindung von wtp53 an die Promotoren des mdm2 und p21 Gens
wurde auch in anderen Zellsystemen beobachtet. So konnten Szak et al. (2002) in
humanen RKO Zellen eine biphasische in vivo Bindungskinetik von ,aktiviertem*
wtp53 Proteins an die intronische Bindungsstelle des mdm2 Promotors nach
genotoxischem Stress beobachten. Die wtp53 Bindung an den p21 Promotor zeigte

diese Kinetik hingegen nicht.

Die Expression der mdm2 und p21 Gene durch funktionelles FL-tsp53 wird demnach
in P160 Zellen unterschiedlich stark von Verdnderungen der zellularen wt-FL-tsp53
Konzentration beeinflusst. Demnach kann Uber die einfache Regulation der
zellularen Konzentration von (,aktiviertem®) wt-FL-tsp53 die Expression des p21
Gens und die von mdm2 (sowie wahrscheinlich auch von G2/M Wachstumsarrest-
und Apoptosegenen) differentiell moduliert werden. Ein Regulativ der zellularen FL-

tsp53 Proteinlevel in P160 Zellen ist der (hier: limitierte) proteasomale Abbau.

Die unterschiedliche Abhéangigkeit der Transaktivierung des p21 und mdm2
Promotors von der Konzentration des FL-tsp53 Proteins, kénnte in einer héheren
Affinitat des ,aktivierten* FL-tsp53 Proteins fiir die Bindungsstelle des p21 Promotors
begrindet sein.

Diese Annahme stlitzt sich auf Ergebnisse von Espinosa et al. (2001), die zeigten,
dass die Bindungsaffinitat des wtp53 Proteins fur einen Promotor u.a. von der
Chromatinstruktur abhéngig ist. Diese beeinflusst die Bindungsaffinitit sowie die
Bindungskinetik des wtp53 Proteins. Espinosa et al. (2001) zeigten in vitro, dass das
wtp53 Protein mit einer hoheren Affinitdt an die Bindungsstelle des humanen p21
Promotors bindet, wenn dieser in Chromatin verpackt vorliegt. Dies wurde u.a. auf
die Stabilisierung von DNA Sekundarstrukturen zurtickgefiihrt, an die das wtp53

Protein mit hoherer Affinitdt binden kann. Diese Chromatinverpackung hatte
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signifikanten Einfluss auf die Bindungskinetik von wtp53. wtp53 band an die
Chromatin-verpackte Bindungsstelle fast logarithmisch linear mit der wtp53
Proteinkonzentration. Wenn die selbe P53 Bindungsstelle als ,nackte” DNA vorlag,
band das wtp53 Protein erst nach Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwerts
(fast) volistandig an die Bindungsstelle (kooperative DNA Bindung). Die Autoren
schlugen vor, dass die Chromatinstruktur eines P53 Zielgenpromotors festlegen
konnte, bei welchen zellularen wtp53 Konzentrationen dessen Expression induziert
wird (Espinosa et al., 2001).

Demnach kodnnte eine unterschiedliche nukleosomale Verpackung der p21 und
mdm2 Promotoren urséchlich fur die unterschiedliche Abhangigkeit der Transkription
von der zellularen FL-tsp53 Konzentration verantwortlich sein. In Ubereinstimmung
mit dieser Annahme sind Daten von Xiao et al. (1998), die zeigten, dass der mdm2
Promotor in vivo nukleosomen-frei ist, was in einem kooperativen DNA

Bindungsverhalten resultieren kdnnte.

5.4.1. In CI6 Zellen verringert die Blockierung des proteasomalen Abbaus

die Transkription des mdm2, nicht jedoch des p21 Gens

Die Blockierung des proteasomalen Abbaus hatte in P160 und CI6 Zellen eine
gegenteilige Wirkung auf die Transkription des mdm2 Gens (Abb. 26A).

In ClI6 Zellen fuhrte die Blockierung des proteasomalen Abbaus bei 30°C zu einer
geringeren Beladung des chromosomalen mdm2 Promotors mit FL-tsp53 und einer
verringerten mdmz2 Transkription (Abb. 26 A + B).

Im Gegensatz zu P160 Zellen akkumulierte in behandelten CI6 Zellen jedoch kein
nicht-ubiquitiniertes FL-tsp53 Protein, sondern hauptsachlich ubiquitin-konjugiertes
FL-tsp53 Protein (Abb. 25 A).

Eine mdgliche Erklarung ware, dass Ubiquitin-konjugierte FL-tsp53 Proteine mit dem
ebenfalls in der Zelle vorhandenen aktiven, nicht-ubiquitinierten FL-tsp53 Protein
Tetramere bildet, die DNA-bindungsinaktiv sind. Dadurch wirde sich die
Konzentration aktiver FL-tsp53 Tetramere in CI6 Zellen verringern, was aufgrund der
zuvor in P160 Zellen beobachteten FL-tsp53 dosisabhé&ngigen mdm2 Expression in
einer selektiv reduzierten Transkription dieses Gens resultieren wirde. In
Lactacystin-behandelten P160 Zellen wird dagegen das Ubiquitin-konjugierte FL-
tsp53 Protein bei 30°C (Abb. 25 A) wahrscheinlich von dem deutlich akkumulierten
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nicht-ubiquitinierten FL-tsp53 ,austitriert”, mit dem Resultat, dass ein negativer
Einfluss auf die mdm2 Expression unter diesen Bedingungen nicht nachgewiesen

werden kann.

5.4.2. In bestrahlten MethA-wtp53 Zellen terminiert der regulare
proteasomale wtp53 Abbau selektiv die Expression von Mdm2, nicht

aber von P21

In P160 Zellen konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der zellularen FL-tsp53
Konzentration und der differentiellen Transaktivierung der p21 und mdm2 Gene
beobachtet werden (siehe 5.4.).

In normalen Zellen, die z.B. durch Gammastrahlung gestresst werden, wird Gber den
proteasomalen Abbau nach Beendigung der P53 Antwort das ,aktivierte* wtp53
Protein irreversibel aus der Zelle entfernt. In einem Zellsystem, in dem eine
»Aktivierung“ von wtp53 durch genotoxischen Stress induziert werden kann, wurde
der Einfluss des regularen (Mdm2-vermittelten) proteasomalen wtp53 Abbaus auf die
Expression von Mdm2 und P21 analysiert, um festzustellen, ob das in P160 Zellen
aufgestellte Modell auch in anderen Zellsystemen verifiziert werden kann.

In Methylcolanthren-induzierten MethA Tumorzellen, die neben dem endogenen
Mutanten P53 (MethA) ein transgenes murines wtp53 Protein exprimieren (Otto et
al., 1993), induzierte die Gammabestrahlung zunachst eine signifikante Akkumulation
des transgenen wtp53 Proteins und die Induktion der P21 Expression (Abb. 27). Mit
einsetzender Expression von Mdmz2 verringerten sich die wtp53 Steady State Level
wieder. Diese Abnahme deutete auf die Aktivitdt des (Mdm2-vermittelten)
proteasomalen P53 Abbaus hin. Interessant war, dass nach Einsatz dieses wtp53
Abbaus auch die Expression von Mdm2, nicht aber die von P21, terminiert wurde.
Demnach konnte in MethA-wtp53 Zellen, wie zuvor in P160 Zellen gezeigt, eine
Korrelation zwischen der, tUber den regularen (MethAwtp53 Zellen) bzw. den
limitierten (P160  Zellen) proteasomalen  Abbau regulierten  wtp53
Proteinkonzentration und einer selektiv reduzierten Mdm2 Expression beobachtet

werden.
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5.5. Modell: Funktionen von ,aktiviertem” wtp53 Protein innerhalb des
G2/M Wachstumsarrestes und der Apoptose konnen Uber den

proteasomalen Abbau von wtp53 selektiv moduliert werden

Im P160/CI6 Zellsystem hat die zellulare Konzentration von ,aktiviertem* wt-FL-tsp53
Protein, welche in beiden Subklonen vermutlich Uber einen alternativen
proteasomalen Abbau des FL-tsp53 Proteins reguliert wird, vor allem Auswirkung auf
die Induktion von mdm2, sowie von Genen mit Funktionen innerhalb eines G2/M
Wachstumsarrests (gadd45, b99, cyclinG) und der Apoptose (bax), nicht aber auf die
des p21 Gens, welches eine Rolle innerhalb des G1/S Arrests spielt. Die vollstandige
Induktion des p21 Gens findet, wahrscheinlich aufgrund einer hoheren Affinitat des
FL-tsp53 Proteins fur die Bindungsstelle des p21 Promotors, bereits bei deutlich
geringeren FL-tsp53 Konzentrationen statt.

Dem proteasomalen wtp53 Abbau kénnte demnach Uber seinen Einfluss auf die
wtp53 Konzentration eine wichtige Funktion bei der zellularen wtp53-abhéngigen
~-Entscheidung” G1/S- vs. G2/M- Arrest bzw. Apoptose nach ,Aktivierung“ von wtp53
durch genotoxischen Stress zukommen. Faktoren, welche in diesen Prozess

eingreifen, kdnnten eine differentielle P53 Antwort induzieren.
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6. Zusammenfassung

Nach genotoxischem Stress werden in der Zelle eine Reihe von
Signaltransduktionskaskaden aktiviert (Review Agarwal et al., 1998, Meek, 1999). Als
integrierendes Protein dient u.a. der Tumorsuppressor P53, welcher dadurch post-
translational modifiziert und in seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor ,aktiviert"
wird. Das wtp53 Protein ist in der Lage, eine grol3e Anzahl von Genen zu induzieren,
die Funktionen in zellularen Prozessen, wie der Regulation der Proliferation, der
Apoptose oder der DNA-Reparatur besitzen. Um biologische Konfliktsituationen in
der geschadigten Zelle zu vermeiden, muss eine koordinierte Transaktivierung
gewdhrleistet sein. Eine wichtige Frage ist, welche Parameter die
Transaktivierungsaktivitat von ,aktiviertem* wtp53 differentiell, d.h. promotor-selektiv,
modulieren.

Fur die Untersuchung dieser Parameter wurden zwei Subklone der EJ-Ras
transformierten tsp53vall35-exprimierenden REF Zellen (P160 und CI6 Zellen)
herangezogen, deren temperatursensitives P53 Protein differentielle Unterschiede in
der Transaktivierung von P53 Zielgenen bei der permissiven Temperatur zeigte.
Wahrend das p21 Gen in beiden Subklonen von dem tsp53 Protein &hnlich induziert
wurde, konnte in dem CI6 Subklon eine deutlich erhdhte Induktion des mdm2 Gens,
sowie Genen mit Funktionen innerhalb des wtp53-abhangigen G2/M
Wachstumsarrestes (gadd45, b99, cyclin G) und der Apoptose (bax) beobachtet
werden. Wahrend beide Subklone bei 30°C in einem G1/M Wachstumsarrest
stoppten, entstand in CI6 Zellen aufgrund der hoheren Expression von G2/M

Wachstumsarrest Genen ein zusatzlicher G2/M Arrest.

Neben dem reguléren tsp53 Protein (FL-tsp53) exprimieren beide Subklone ein C-
terminal verkirztes tsp53 Protein (DeltaC-tsp53). Dieses entsteht in dem P160/CI6
Zellsystem vermutlich als Endprodukt eines alternativen proteasomalen Abbaus von
(ubiquitiniertem) FL-tsp53.

DeltaC-tsp53 zeigt in vitro und in vivo keine sequenz-spezifische DNA
Bindungsaktivitat, ist oligomerisierungsinaktiv und kann die Aktivitdt von FL-tsp53
nicht durch direkte Protein/Protein Interaktion beeinflussen.

ClI6 und P160 Zellen zeigten klonale Unterschiede hinsichtlich der Aktivitat dieses
limitierten FL-tsp53 Abbaus bei 30°C. Dies fuhrt dazu, dass P160 Zellen, in denen

111



der limitierte FL-tsp53 Abbau aktiver ist, bei der permissiven Temperatur deutlich
geringere FL-tsp53 Proteinlevel enthalten als CI6 Zellen.

Diese klonalen FL-tsp53 Konzentrationsunterschiede waren ursachlich fur die
differentielle  Transaktivierung der Gene p2l1 und mdm2 (sowie G2/M
Wachstumsarrest- und Apoptosegenen) in dem P160/CI6 Zellsystem bei der
permissiven Temperatur verantwortlich. Die Blockierung des proteasomalen Abbaus
in P160 Zellen bewirkte, dass funktionelles FL-tsp53 akkumulierte und dadurch eine
selektive Erhéhung der Transkription des mdm2 Gens induziert wurde, die mit der in
Cl6 Zellen vergleichbar war. Diese erhdhte Transkription ging einher mit einer
starkeren in vivo Beladung des mdm2 Promotors mit funktionellem FL-tsp53 Protein.
Die Transkription des p21 Gens und dessen Beladung mit FL-tsp53 wurde durch die
erhdhten FL-tsp53 Proteinlevel nicht beeinflusst.

In dem CI6/P160 Zellsystem konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der
zellularen Konzentration von ,aktiviertem* wt-tsp53 Protein und der differentiellen
Transaktivierung des G1/S Wachstumsarrestgens p21 und der von G2/M — und
proapototischer Gene beobachtet werden. Modulator der wtp53 Konzentration ist der
proteasomale Abbauweg, dem aufgrund dieses Zusammenhangs eine wichtige
Funktion bei der zellularen, wtp53-abhangigen ,Entscheidung” G1/S vs. G2/M-Arrest

bzw. Apoptose nach Aktivierung von wtp53 zukommen kdnnte.
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