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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Tumorsuppressorprotein p53

Innerhalb von Koérperzellen gibt es zwei Wege, auf denen Mutationen zu der fir
Krebs charakteristischen unkontrollierten Zellteilung und der Fahigkeit zur Metasta-
senbildung fuhren.

Der erste besteht darin ein Gen zu Uberaktivieren, welches die Zellproliferation und
das Zellwachstum stimuliert. Derartige Mutationen sind dominant und nur eine der
beiden Genkopien in der Zelle muss diese Veranderung durchmachen damit es zur
Krebsentstehung kommt. Ein derart stimulierendes Gen wird als Onkogen und das
entsprechende normale Allel als Proto-Onkogen bezeichnet. Zu den Onkogenen ge-
horen z.B. die Gene myc, ras, sis oder erb-4.

Der zweite Weg, der zur Krebsentstehung fiihren kann, ist die Inaktivierung eines
Gens, welches die Zellproliferation hemmt. Solche Mutationen werden als rezessiv
bezeichnet und heben nur dann die Wachstumsbeschrankungen der Zelle auf, wenn
beide Genkopien inaktiviert sind oder fehlen. Solche Gene werden als Tumor-
suppressorgene bezeichnet. Zu den bekanntesten zahlen das Retinoblastom-Gen
Rb und p53.

Innerhalb der Tumorsuppressoren nimmt p53 als Tumorsuppressor eine zentrale
Rolle ein, die dadurch unterstrichen wird, dass das p53-Gen das am haufigsten mu-
tierte Gen in menschlichen Tumoren ist. In ca. 50% aller Tumoren ist das p53-Gen
inaktiviert (Hollstein et al., 1996). Diese Rate liegt bei haufig auftretenden Tumoren,
wie Kolonkarzinomen, sogar noch etwas hoher. In diesen Féllen betragt die Rate
Uber 60%.

Das p53-Protein wurde 1979 im Komplex mit dem grof3en T-Antigen von SV40 trans-
formierten Zellen isoliert (Lane und Crawford, 1979; Linzer und Levine, 1979).

Frihe Untersuchungen legten nahe, dass p53 ein klassisches Proto-Onkogen ist
(Crawford et al., 1981; Eliyahu et al., 1984). In den folgenden Jahren stellte sich j-
doch heraus, dass diese ersten Untersuchungen mit mutiertem p53 durchgefihrt
wurden. Wt p53 ist dagegen in der Lage, die Transformation durch Onkogene zu un-
terdriicken und Zellen, die einen transformierten Phanotyp aufweisen in den nicht-

transformierten Zustand zurtckzufiihren (Finlay et al., 1989; Hinds et al., 1989). P53
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wurde daraufhin entsprechend seiner Wildtyp-Eigenschaften als Tumorsuppressor
klassifiziert.

P53 ist ein nukleares Phosphoprotein, welches in normalen Zellen eine sehr kurze
Halbwertszeit aufweist (6-30 min) und nur in geringer Kopienzahl in der Zelle vor-
kommt (1000-10000 Kopien pro Zelle). Tumorzellen mit mutiertem p53 enthalten

dagegen eine bis zu 100fach héhere Konzentration an p53.

1.2 Struktur des p53-Proteins

Das humanre p53-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p13.1) und
kodiert fur ein 53 kDa grofR3es Protein aus 393 Aminoséuren. Das p53-Gen besteht
aus 11 Exons, von denen die Exons 2-11 translatiert werden.

Auf der Polypeptidkette von p53 unterscheidet man verschiedene Doméanen, denen

unterschiedliche Funktionen zugeordnet werden kdnnen (Abb. 1).
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Abb. 1: Struktur von p53. Eingezeichnet sind die konservierten Doméanen (blau mit rdmischen Zif-
fern), Acetylierungsstellen (Ac), Phosphorylierungsstellen (P) jeweils mit den entsprechenden Enzy-
men. Punktmutationen sind als vertikale schwarze Striche dargestellt. Die haufigsten Punktmutationen
sind gekennzeichnet. Funktionelle Domé&nen sind als orangefarbene Balken und Interaktionsdomé&nen
fur \erschiedene zellulare und virale Proteine sind als rote Balken markiert.

Die N-terminale Region des p53-Proteins (Aminosauren 1-42) stellt die Transaktivie-

rungsdomane dar (Fields und Jang, 1990; Unger et al., 1992). Sie ist durch einen
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hohen Anteil saurer Aminosauren gekennzeichnet und fungiert durch die Interaktion
mit basalen Transkriptionsfaktoren als Transaktivator von spezifischen Zielgenen.
Die Aminoséauren 13-23 sind bei vielen Spezies identisch. In vivo konnte gezeigt
werden, dass die Aminosauren F19, L22 und W23 fur die transkriptionelle Aktivitat
des Proteins essentiell sind (Lin et al., 1995).

An den N-Terminus von p53 kénnen eine Vielzahl von viralen und zellularen Protei-
nen binden. Dazu gehoren unter anderem das Elb-Protein (Braithwaite und Jenkins,
1989; Kao et al., 1990), MDM2 (Chen et al., 1993; Onliner et al., 1993), RP-A (Dutta
et al., 1993), hsp70 (Lam und Calderwood, 1992), TATA-Box bindendes Protein
(TBP; Seto et al., 1992; Truant et al., 1993) und TBP assoziierte Faktoren (TAF; Lu
und Levine, 1995; Thut et al., 1995).

Die Bindung des E1b- oder des MDM2-Proteins an die N-terminale Region von p53
fuhrt zu einer Inhibierung der Transaktivierungsfunktion von p53 (Momand et al.,
1992; Yew und Berk, 1992; Onliner et al., 1993; Levine, 1997). In beiden Fallen spie-
len die Aminoséuren L22 und W23 eine wichtige Rolle fur diese Protein-Protein
Interaktionen (Lin et al., 1994; Levine, 1997).

Im N-terminalen Bereich von p53 befindet sich weiter eine Prolin-reiche Region
(Aminosauren 63-97), die sich durch finf Wiederholungen des Motivs PxxP aus-
zeichnet (P = Prolin, x = beliebige Aminosaure). Die groRe Ahnlichkeit dieser Se-
guenz mit dem SH3-Bindungsmotiv anderer Proteine legt eine Interaktion mit Ele-
menten von Signaltransduktionswegen nahe. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Region fur die Suppressoreigenschaften des Proteins (Walker und Levine, 1996), fur
die Apoptoseinduktion (Sakamuro et al., 1997; Venot et al., 1998) und fir die Bin-
dung des HPV-16 E6-Proteins notwendig ist (Li und Coffino, 1996).

Die Kerndoméne (Aminosauren 102-292) ist fur die zentrale Funktion des p53-
Proteins als transkriptioneller Aktivator verantwortlich. Hier finden sich 90% aller
Punktmutationen im p53-Gen, die zu einem Aminosaureaustausch fuhren. Auch sind
in der Kerndoméane vier der fiunf evolutiondr konservierten Regionen des Proteins
vereinigt (Soussi et al., 1990). In dieser liegen auch die am haufigsten vorkommen-
den Punktmutationen (,hot-spot“ Mutationen). Als primare Eigenschaft vermittelt die
Kerndoméne die sequenzspezifische DNA-Bindung von p53 (Kern et al., 1991; Funk
et al., 1992; Cho et al., 1994). Durch rontgenkristallographische Untersuchungen der
Kerndoméne im Komplex mit DNA (Cho et al., 1994) konnten wichtige Hinweise auf

die molekularen Wechselwirkungen innerhalb des ProteinDNA-Komplexes gewon-
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nen werden. Die Aminosauren S241, R273, A276 und R283 stehen in direktem Kon-
takt mit dem Phosphatriickgrat innerhalb der grof3en Furche der DNA, wahrend die
Aminosauren K120, C277 und R280 Wasserstoffbrickenbindungen zu Nukleobasen
ausbilden. Die Aminoséure R248 bildet mehrere Wasserstoffbriicken zum Phosphat-
rickgrat innerhalb der kleinen Furche der DNA-Helix aus.

Die in der Kerndomane auftretenden Mutationen kdénnen aufgrund kristallographi-
scher Daten in zwei Gruppen unterteilt werden. Klasse | Mutationen betreffen dieje-
nigen Aminosauren, die in direktem Kontakt mit der DNA stehen. Dazu gehoren
R248 und R273, die am haufigsten mutierten Aminosauren im p53-Molekil. Klasse I
Mutationen betreffen Aminosauren, die einen stabilisierenden Effekt auf die Konfor-
mation der Kerndomane ausuben. Dazu gehdren R175, G245, R249 und R282. Drei
dieser Aminosauren sind Arginine, die mit ihren Seitenketten durch van-der-Waals-
und elektrostatischen Wechselwirkungen bzw. Wasserstoffbriicken mit anderen Sei-
tenketten oder Carbonylgruppen der Polypeptidkette wechselwirken. Mehr als 40%
aller Punktmutationen im p53-Protein betreffen die Aminosauren R175, G245, R248,
R249, R273 und R282, die entweder eine wichtige Rolle fir die strukturelle Integritat
der Kerndomé&ne oder fir die Wechselwirkung mit DNA spielen.

Neben der DNA-Bindung ist in der Kerndoméne die 3'-5" gerichtete Exonuklease-
Aktivitat von p53 (Mummenbrauer et al., 1996) und dessen Fahigkeit seine mRNA zu
binden (Mosner et al., 1995) lokalisiert. Die mit der Bindung an DNA unvereinbare
Exonuklease-Aktivitat wird gegenlaufig zur sequenzspezifischen DNA-Bindung tber
die C-terminale Doméane und tber Phosphorylierung reguliert (Janus et al., 1999).

Die C-terminale Region von p53 (Aminosauren 300-393) enthélt eine flexible ,linker*
Domane (Aminosauren 300-318), die die Kerndomé&ne mit der C-terminalen Doméane
verbindet. Es folgt eine Oligomerisierungsdoméane, die dafur verantwortlich ist, dass
p53 in Zellen als Tetramer vorliegt (Aminosauren 323-356). Im Anschluss an die Oli-
gomerisierungsdoméane folgt eine stark basische Region (Aminosauren 363-393).
Diese Domane ist in der Lage unspezifisch an ungepaarte Basen und einzelstrangige
DNA-Enden zu binden. Weiterhin wurde gezeigt, dass diese Region eine unspezifi-
sche Bindungsaktivitéat gegeniber DNA und RNA vermittelt (Wang et al., 1993; Ba-
kalkin et al., 1995; Bayle et al., 1995; Lee et al., 1995; Reed et al., 1995). Der C-
Terminus katalysiert dariiber hinaus auch die Hybridisierung von Einzelstrang-DNA
oder RNA zu Doppelstrdngen und kann spezifisch an geschéadigte DNA binden (Ba-
kalkin et al., 1994; Brain und Jenkins, 1994; Prives et al., 1994; Wu et al., 1995).
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Uber Modifikationen in dieser Region kann die sequenzspezifischne DNA-
Bindungsaktivitat der Kerndomane positiv reguliert werden (Halazonetis und Kandil,
1993; Hupp und Lane, 1994; Hupp et al., 1995; Shaw et al., 1996; Ko und Prives,
1996; Okorokov et al., 1997; Sakaguchi et al., 1998;).

Das p53-Protein besitzt dariiber hinaus im C-Terminus drei Kernlokalisationssignale
(NLS 1: AS 312-318; NLS 2: AS 365-370; NLS 3: 375-380), von denen dem NLS 1
die grofte Bedeutung zukommt (Dang und Lee, 1989; Shaulsky et al., 1990). Neben
den Kernlokalisationssignalen wird die subzellulare Lokalisation von einem Kerne x-
portsignal (NES: AS 340-351) bestimmt. Dieses ist jedoch im p53-Tetramer maskiert,
da es in der Oligomerisierungsdomane des Proteins liegt (Middeler et al., 1997;
Stommel et al., 1999).



Einleitung

1.3 Vergleich der p53-spezifischen Bindungsstellen

Die Konsensussequenz der p53-Bindungsstelle besteht aus zwei Kopien (Dekame-
ren) der Sequenz 5°- PUPUPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy - 3" (Pu = Purine, Py = Pyrimidi-

ne), die durch 0 bis 13 Basenpaaren voneinander getrennt sind (elDeiry et al.,

1992). Diese Sequenz befindet sich in rdumlicher Nahe zu den meisten p53-

regulierten Promotoren.

Die Zusammensetzung der p53-Konsensussequenz lasst theoretisch eine Vielzahl

von moglichen p53-Bindungsstellen zu, da nur zwei von zehn Basen (C an Position 4

und G an Position 7) konserviert sind. Vergleicht man diese ,perfekte” Sequenz mit

den p53-Bindungsstellen nativer Promotoren, so wird deutlich, dass diese von der

Konsensussequenz erheblich abweichen (Tab. 1)

p53 Zielgen Sequenz der p53 Bindungsstelle Literatur
p21 GAACATGTCC cAACATGTTg el-Deiry et al., 1993
pcna GAACAAGTCC GGGCATaTgT Morris et al., 1996
Cyclin G AGACCc TGCCC GGGCAAGCCT Okamoto et al., 1994
msh2 AGGCTAGITT AAG Tt cCTT Scherer et al., 1996
gml At GCTTGCCC AGGCATGICC Komiya et al., 1999
mdm2 GG CAAGTTg GGACACGTCC- Nj7 GAGCTAaGIC t GACATGICT Juven et al., 1993
egf-r AGACTAGYCC GAGCTAGCC GAGCgAGCTC Deb et al., 1994
p2xm GAACAAGggc GAGCTTGICT Urano et al., 1997
pa26 GGACAAGTCT ccACAAGITC Velasco-Miguel et al.,
c-fos GGACTTGICT GAGCYgcGTgC AcACTTGTCa Elkeleslztgagl., 1999
bax1 t cCACAAGTTa AGACAAGCCT GGGCgTGggC Miyashita et al., 1995
puma ct GCAAGTCC t GACTTGICC Yu et al,, 2001
Fas/apol CAACATgTg- N3 AGACT- GTTTT- Ng GGGCATGTac AAACATGICa | Munsch et al., 2000
c-HA -ras At ACTTGTC ggag GcACcAGCgCcgecg GGGCcTGCa ggcetg Deguin-Chambon et
Gc ACTAGCCT gccc GGGCAc GCCgt al., 2000
mck t G3CgTGTgC tccc t GGCAAGCCTat GACATGYCCG GGGCc TGCCT | Jackson et al., 1998
pig3 CAGCTTGCCC AccCATGCTC Polyak et al., 1997
tgf-a GGGCAgGCCC t GeCTAGICT t GGCAAGCYg Shin et al., 1995
ibp-3 AAACAAGCCac cAACATGCTT Buckbinder et al.,
p202 CTACATGACTT ct AccCATGCTT cAGCTAGITT t AAcAcCTTGaTC D'Souzii?sal., 2001

Tab. 1: p53-Bindungsstellen in nativen p53-regulierten Promotoren. Dekamere, die der Konsensusse-
gquenz entsprechen, sind unterstrichen. Basen, die von dieser Sequenz abweichen, sind in Kleinbuch-
staben geschrieben.
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Der Vergleich zeigt, dass diese nativen Bindungsstellen nicht aus zwei identischen
Dekameren aufgebaut sind und zum Teil eine erhebliche Sequenzheterogenitat auf-
weisen. In vielen Promotoren entspricht nur ein Dekamer der p53-Konsenussequenz,
wogegen die Ubrigen Dekamere in unterschiedlichem Ausmald von dieser Sequenz
abweichen (z.B. baxl, c-fos, msh2). Es wurden auch p53-Bindungsstellen identifi-
ziert, in denen keines der Dekamere der Konsensussequenz entspricht (z.B. c-HA-
ras, pig3, fas/apol, tgf-a).

Auffallig ist weiterhin, dass die p53-Bindungsstellen vieler zellularer Promotoren nicht
nur aus zwei (z.B. p21, pcna, msh2), sondern aus mehreren Dekameren zusammen-
gesetzt sind (z.B. egf-r, p202, mdm2).

Als gemeinsame Eigenschaft weisen die p53-Bindungsstellen jedoch interne sym-
metrische Elemente auf, die es erlauben, non-B-DNA Strukturen auszubilden, die je
nach Zusammensetzung mehr oder weniger stabil sind.

Der Grund fur die Sequenzvariabilitat innerhalb der p53-Bindungsstellen und deren
unterschiedliche Zusammensetzung ist nicht vollstandig geklart, da diese Heterogeni-
tat nicht mit der hohen Spezifitat der p53-DNA-Interaktion vereinbar ist. In verschie-
denen Arbeiten wurde jedoch vorgeschlagen (Kim et al., 1997; Kim et al., 1999; Espi-
nosa und Emerson, 2001), dass diese Variabilitat dazu beitragt konformationell
flexible p53-Bindungsstellen zu gewahrleisten. Es wurde postuliert, dass nicht nur die
Anwesenheit einer spezifischen Sequenz, sondern auch strukturelle Eigenschaften
der DNA-Bindungsstelle ein entscheidender Parameter bei der Interaktion von p53
mit seinen spezifischen Bindungselementen darstellt (Kim et al., 1997; Kim et al.,
1999).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass nicht nur die p53-spezifischen Bindungs-
stellen fir die Induktion von p53-Zielgenen entscheidend sind. Contente et al. (2002)
haben gezeigt, dass die p53-abhangige Transkription des pig3-Gens von der Anwe-
senheit der Pentanukleotidsequenz (TGYCC), abhangt (Y=C oder T). Diese Se-
guenz, die nur geringe Homologie zur Konsensussequenz aufweist, vermittelt die
p53-abhangige Transkription des pig3-Gens, wogegen eine potentielle p53-

Bindungsstelle im Promotor eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
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1.4 P53 als DNA-bindendes Protein

Die am besten charakterisierte und wohl auch wichtigste biologische Funktion des
Tumorsuppressors p53 ist die eines Transkriptionsfaktors. Nach genotoxischem
Stress induziert p53 die Transkription bzw. Repression einer grof3en Anzahl von Ge-
nen.

Fir ein am C-Terminus unmodifiziertes p53-Protein ist die Affinitdt fur die
p53-Konsensussequenz 5 - PUPUPuUC(A/T)(T/A)GPyPyPy - 3" nur sehr schwach (,la-
tentes” p53). Die sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivitat kann jedoch durch Mo-
difikationen am GTerminus des Proteins aktiviert werden (,aktiviertes* p53). Der
zugrunde liegende Mechanismus dieser Regulation ist nicht vollstandig geklart. Es
wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen, die den Einfluss der C-terminalen Re-

gion auf die sequenzspezifischen Bindungseigenschaften des Proteins beschreiben.

Das allosterische Modell:

Die Vorstellung, dass p53 ein latenter Transkriptionsfaktor ist, der erst durch genot-
xischen Stress aktiviert wird, korreliert mit den in vitro Beobachtungen, dass unmodi-
fiziertes wt p53 nicht an Oligonukleotide binden kann, die p53-spezifische DNA-
Sequenzen enthalten. Erst durch Modifikationen des C-Terminus wie beispielsweise
Phosphorylierung, Acetylierung oder Deletion der basischen Aminosauren (AS 363-
393) werden die DNA-Bindungseigenschaften des Proteins aktiviert (Hupp et al.,
1992; Hupp und Lane, 1994; Hupp et al., 1995; Jayaraman und Prives, 1995). Dieser
Effekt kann in vitro auch durch Bindung des Gterminal spezifischen Antikérpers
PAb421 ausgeldst werden (Hupp et al., 1995). Durch Mikroinjektion konnte in vivo
gezeigt werden, dass der Antikorper die Transkriptionsaktivitat stimulieren kann
(Hupp et al., 1995).

Aufgrund dieser Daten wurde postuliert, dass der basische C-Terminus eine negative
allosterische Wirkung auf die sequenzspezifische DNA-Bindungsdomane des p53-
Proteins ausubt. Demnach interagiert der C-Terminus mit der DNA-Bindungsdoméne
und verhindert so die sequenzspezifische Bindung. Durch Maodifizierungen innerhalb
des CTerminus kommt es zu einer Konformationsédnderung, die die allosterische
Inhibierung durch den C-Terminus aufhebt und p53 von der latenten in die aktivierte
Form Uberfuhrt (Hupp et al., 1992). Diese Hypothese wird durch die Beobachtung

unterstitzt, dass der isolierte C-Terminus und Fragmente dieser Doméane (AS 361-
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382), die Bindungseigenschaften von p53 in vitro aktivieren kénnen (Hupp et al.,
1995; Jayaraman et al., 1995; Selivanova et al., 1997). Diese Beobachtung fuhrte zu
der Interpretation, dass isolierte C-terminale Peptide den C-Terminus von wt p53 von
der DNA-Bindungsdomane verdrangen und dadurch eine Konformationsanderung
verursachen, die p53 in ein DNA-bindendes Protein umwandelt.

Gegen diese Hypothese sprechen jedoch Daten, die in NMR-Struktur-
untersuchungen ermittelt wurden (Ayed et al., 2001). Aufgrund dieser Unter-
suchungen zeigte sich, dass die Konformationen von wt p53 und p53-? 30 (ein am C-
Terminus um 30 AS verkirztes Protein) identisch sind. Da diese beiden Proteinfor-
men die ,latente” bzw. ,aktive“ Form von p53 reprasentieren unterstitzen diese Da-
ten nicht das allosterische Bindungsmodell in dem postuliert wird, dass die Konfor-

mationen beider Proteine unterschiedlich sind (Hupp et al., 1995).

Das sterische Modell:

In diesem Modell wird der inhibierende Effekt des C-Terminus durch seine Fahigkeit
unspezifisch an DNA binden zu kénnen erklart (Anderson et al., 1997). Nach diesem
Modell verhindert die Bindung des C-Terminus an unspezifische DNA die sequenz-
spezifische Bindung, die Uber die Kerndomane vermittelt wird. Durch Modifizierungen
des C-Terminus, wie beispielsweise Phosphorylierung oder Bindung des Antikdrpers
PAb421, verliert der GTerminus seine DNA-Bindungsaktivitat und ermdglicht da-
durch die sequenzspezifische Bindung durch die Kerndomane (Anderson et al.,
1997). Dieses Modell wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass die sequenzspe-
zifische Bindung von wt p53 an kurze DNA durch lange nicht-spezifische DNA inhi-
biert werden kann. Dieser Effekt wird bei C-terminal verkirztem p53 nicht beobachtet
(Hupp und Lane, 1994).

Das zwei Bindungsstellen Modell:
Dieses Modell stitzt sich auf die Beobachtungen, dass ,latentes” wt p53 Uber seine

Kerndoméne und den C-Terminus an superhelikale Plasmid-DNA und lange unspez-
fische lineare DNA binden kann (Bakalkin et al., 1995; Palecek et al., 2001; Yakovle-
va et al., 2001). Diese Eigenschaft ist weder mit dem allosterischen noch mit dem
sterischen Modell vereinbar, in denen keine Interaktion der Kerndomane von ,laten-

ten“ wt p53 mit DNA postuliert wird.
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In diesem Modell wird vorgeschlagen, dass die Bindung des C-Terminus an DNA die
Wechselwirkung der Kerndomane mit spezifischen jedoch nicht mit unspezifischen
DNA-Sequenzen inhibiert (Yakovleva et al., 2001; Yakovleva et al., 2002). Ein
monomeres p53-Molekil kann tber die Kerndomane und den C-Terminus an DNA
binden. Da p53 als Tetramer an DNA bindet ergeben sich so acht mdogliche Bin-
dungsstellen. Nach diesem Modell beeinflussen die an DNA gebundenen C-Termini
die Orientierung und Position der Kerndomé&nen, insbesondere Arginin an Position
280 und verhindern auf diese Weise eine Bindung an spezifische DNA-Sequenzen.
Die besondere Rolle von Arginin an Position 280 liegt darin, dass die Bindung dieser
Aminosaure an die konservierten Guanine von p53-spezifischen DNA-Zielsequenzen
Voraussetzung fur eine stabile Bindung von p53 ist (Nagaich et al., 1997). Bei der
Interaktion mit unspezifischen Sequenzen kommt dieser Aminoséaure jedoch keine
besondere Bedeutung zu (Cho et al., 1994). Modifizierungen der C-Termini verhin-
dern deren unspezifische Bindung an DNA und ermdglichen somit den Kerndoméanen

die sequenzspezfische Bindung.

Neben diesen Bindungsmodellen, die dem C-Terminus einen negativen Einfluss auf
die sequenzspezifische Bindung von p53 zuordnen, haben neuere Untersuchungen
eine alternative Moglichkeit offenbart. Espinosa und Emerson (2001) konnten zeigen,
dass der C-Terminus von wt p53 die sequenzspezifische Bindung an den p21-
Promotor nur dann inhibiert, wenn kurze DNA-Fragmente verwendet wurden. Ist die-
ser Promotor in vitro in Chromatin organisiert wird dieser Effekt nicht beobachtet.
Dartber hinaus verringerte eine Deletion des GTerminus die sequenzspezifische
Bindung von p53 und dadurch auch die Transaktivierung des im Chromatin organi-
sierten p2l-Promotors. Aufgrund dieser Daten wurde postuliert, dass fur die
sequenzspezifische DNA-Bindung von p53 ein bestimmtes Mal3 an struktureller Or-
ganisation innerhalb der p53-Bindungsstelle notwendig ist.

Zu ahnlichen Schlussfolgerungen kamen auch McKinney und Prives (2002), die zei-
gen konnten, dass wt p53 eine hdhere Affinitat zu zirkularer DNA als zu linearer DNA
aufweist. Fur diese Art der Interaktion kommt dem C-Terminus ebenfalls eine ent-
scheidende Funktion zu, da eine Deletion dieser Domane zu einer Verminderung der
Bindungsaffinitat von wt p53 fihrte (McKinney und Prives, 2002).

Diese Daten bestéatigen Untersuchungen von Kim et al. (1997, 1999) in denen ge-

zeigt wurde, dass wt p53 mit spezifischen Promotoren in Abh&angigkeit von der DNA-
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Struktur unterschiedlich interagiert. In diesen Untersuchungen wurde dem C-
Terminus eine wichtige regulatorische Rolle fur diese Wechselwirkung zugespro-

chen.

1.5 Regulation der p53-Stabilitat

In normalen Zellen liegt p53 nur in sehr geringen Konzentrationen vor, da es kurz
nach der Synthese bereits wieder abgebaut wird (Kubbutat et al., 1998). Aufgrund
von posttranslationalen Modifikationen nach genotoxischem Stress kommt es jedoch
zu einer Akkumulation von p53 innerhalb der Zelle.

Grund fur den raschen Abbau des p53-Proteins ist die Proteolyse durch das 26S
Proteasom. Diese Form des Abbaus erfordert das Zusammenspiel mehrerer Enzy-
me, die die Ubiquitinierung von Proteinen katalysieren, um sie dadurch fir den pro-
teolytischen Abbau zu markieren (Jentsch, 1992; Hochstrasser, 1996; Varshavsky,
1997). Eine der wichtigsten Komponenten fir den Abbau von p53 ist MDM2. In
mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass MDM2 als Ubiquitin-Ligase
fungiert (Honda et al., 1997; Honda et al., 1999). Die Ligaseaktivitat von MDM2 ist
dabei von der p53-bindenen Region im N-Terminus sowie von der Ringfinger-
Doméne im C-Terminus des Proteins abhangig (Kubbutat et al., 1999).

Verschiedene Mechanismen regulieren den MDM2-abhéngigen Abbau von p53. Dies
geschieht durch Faktoren, die die Aktivitat von MDM2 inhibieren bzw. verstarken,
durch Modifikationen von p53 und die Regulierung der subzellularen Lokalisation von
p53 und MDM2. Inhibierende Faktoren von MDM2 sind ARF (Honda et al., 1999;
Midgley et al., 2000), MDMX (Sharp et al., 1999; Jackson und Berberich, 2000; Stad
et al., 2000; Tanimura et al.,, 2000) und die kovalente Modifikation durch SUMO
(Buschmann et al., 2000a). Die Bindung von ARF und MDMX an MDM2 inhibiert den
Abbau von p53, wogegen die Modifikation durch SUMO die Ligaseaktivitat von
MDM2 verstarkt.

Der Export von p53 vom Zellkern in das Cytoplasma spielt ebenso eine regulatori-
sche Rolle fir den MDM2-abhéngigen Abbau von p53. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Blockierung dieses Exports zu einer Stabilisierung von p53 fihrt (Freed-
man und Levine, 1998; Roth et al., 1998). Der Grund, weshalb p53 aus dem Zellkern
exportiert werden muss um degradiert werden zu konnen ist nicht vollstandig geklart,

da sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma Proteasome lokalisiert sind (Rivett,
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1998). Des Weiteren kann p53 in beiden Kompartimenten durch MDM2 ubiquitiniert
werden (Yu et al., 2000).

Phosphorylierungen im N-Terminus von p53 kdnnen ebenfalls zu einer Stabilisierung
fuhren. P53 wird an vielen Stellen in Folge von DNA-Schaden phosphoryliert und
eine Vielzahl von Kinasen sind in diesen Prozess eingebunden (Meek, 1998). Kirz-
lich konnte gezeigt werden, dass die Kinasen Chkl und Chk2 den N-Terminus von
p53 phosphorylieren. Dies fuhrt zu einer Schwéchung der p53-MDM2-Interaktion und
verhindert auf diese Weise die Degradierung von p53 (Chehab et al., 2000; Shieh et
al., 2000).

1.6 Funktionen von wt p53

Zur Erhaltung ihrer genomischen Integritat haben eukaryontische Zellen Mechanis-
men entwickelt, um geschadigte Chromosomen zu reparieren bevor sie repliziert
werden. P53 tragt entscheidend dazu bei diese Integritat von Zellen zu erhalten, bzw.
irreparabel geschadigte Zellen aus dem Organismus zu entfernen. Aufgrund dieser
Eigenschaften wurde p53 auch als ,Wachter den Genoms* bezeichnet (Lane, 1992).
Nach dem Auftreten von DNA-Schaden (z.B. IR-Strahlung, UV-Strahlung, Hypoxie)
akkumuliert p53 aufgrund von posttranslationalen Modifikationen im Zellkern. Dort
transaktiviert p53 eine Vielzahl von Genen, deren Funktion darin besteht zu verhin-
dern, dass die Schaden an Tochterzellen weitergegeben werden und sich als Mutati-
onen manifestieren. Dies kann durch einen Zellzyklus-Arrest erreicht werden, um
dadurch DNA-Reparaturprozesse einzuleiten zu kénnen, oder durch Aktivierung der
Apoptose, um die geschadigte Zelle in den programmierten Zelltod zu fuhren. Der
Zellzyklus besteht aus einer Phase der DNA-Replikation (Synthese- oder S-Phase)
und einer Phase der Zellteilung (Mitose- oder M-Phase), die durch die G;- und G-
Phasen (gap-Phasen) getrennt sind. Die Progression einer Zelle durch den Zellzyk-
lus wird durch Cyclinrabhéangige Kinasen (Cdks) reguliert. Die katalytische Einheit
der Cdks ist nur dann aktiv, wenn sie mit einer regulatorischen Untereinheit, den so
genannten Cyclinen, assoziiert ist. Darliber hinaus wird die Aktivitat der Cyclin-Cdk-
Komplexe durch Phosphorylierung, Sequestierung und durch inhibitorische Proteine

reguliert.
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Gi-Arrest: Der p53-induzierte Gi-Arrest ist von der Transaktivierung des p21%a-
Gens abhangig. Das Produkt dieses Gens (p21) verhindert den Eintritt in die S
Phase durch Blockierung von G;-spezifischen Cyclinrabhangigen-Kinasen (Cdk, Cyc-
lin-dependent-kinase, el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993;
Dulic et al., 1994).

In der G;-Phase fihrt die Aktivitat von Cyklin D-Cdk4/6 und Cyclin E-Cdk2 zur se-
guentiellen Phosphorylierung des Retinoblastomproteins Rb. Dadurch kommt es zur
Freisetzung von Proteinen der E2F-Familie, die durch hypophosphoryliertes Rb ge-
bunden und sequestriert werden (Giaccia und Kastan, 1998; Sherr, 1998). Die Frei-
setzung von E2F flhrt zu einer transkriptionellen Aktvierung von Genen, die fir den
Eintritt in die S-Phase notwendig sind.

Die Inhibierung von Cyklin D-Cdk4/6 und Cyclin E-Cdk2 durch p21 fuhrt zu einer
Akkumulation der unphosphorylierten Form von Rb und vermittelt auf diese Weise

einen Gi-Arrest, der eine DNA-Reparatur vor dem Eintritt in die S-Phase erméglicht.

Go-Arrest: Fir den G-Arrest ist die p53-abhéangige Transaktivierung von 14-3-3s
notwendig (Hermeking et al; 1997). 14-3-3s bindet an die phosphorylierte Form von
Cdc25C, einer Phosphatase, die die Aktivitdt von Cdk1 reguliert (Furnari et al., 1997;
Peng et al., 1997; Sanchez et al., 1997). Cdk1 ist eine Cyclinrabhangige Kinase, die
die Mitose einleiten kann (Pines, 1991). Die Bindung von 14-3-3s an Cdc25C fiuhrt zu
einer Sequestrierung des Proteins. In diesem Zustand ist Cdc25C nicht mehr in der
Lage, Cdk1 zu dephosphorylieren und damit zu aktivieren.

Ein weiterer Mechanismus, der zu einem G-Arrest fuhren kann, ist die Transaktivie-
rung von GADDA45. Dieses Protein fuhrt durch seine Bindung an den Cyclin B-Cdk1-
Komplex ebenso zu einem G,-Arrest (Zhan et al., 1999).

Apoptose: Alternativ zu einem Zellzyklus-Arrest nach DNA-Schadigung ist p53 in
der Lage, Apoptose zu induzieren. Die Apoptoseinduktion kann dabei Uber verschie-
dene Mechanismen erfolgen.

P53 kann den ,death receptor” Signalweg durch die Transkription von ,Todesrezep-
toren” (,death receptors”) aktivieren. Diese Rezeptoren gehdren der Superfamilie der
TNF-Rezeptoren an und induzieren Apoptose durch die Bindung von extrazellularen
Liganden (,death ligands“, Ashkenazi und Dixit, 1998). Zu den ,Todesrezeptoren®,
die von p53 transkribiert werden gehdren beispielsweise CD95/FAS/Apol und
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DR5/Killer, der durch den Liganden TRAIL aktiviert wird (Owen-Schaub et al., 1995;
Reinke und Lozano, 1997; Wu et al., 1997).

Eine weitere Mdglichkeit der p53-induzierten Apoptose besteht in der Aktivierung des
mitochondrialen Signalwegs. In diesen Organellen sind wichtige apoptotische Aktiva-
toren wie beispielsweise Cytochrom C lokalisiert (Goldstein et al., 2000). Eine Per-
meabilisierung der aul3eren Mitochondrienmembran, einhergehend mit dem Zusam-
menbruch des Membranpotentials, fuhrt zur Freisetzung dieser Aktivatoren und da-
durch zur Apoptose. Die Freisetzung von apoptotischen Aktivatoren aus den Mito-
chondrien wird durch Proteine der Bcl2-Familie reguliert, die in der Lage sind die
Permeabilisierung der auReren Mitochondrienmembran auszulésen. P53 kann die
Transkription von Mitgliedern dieser Protein-Familie induzieren (z.B. Bax, NOXA,
PUMA, Miyashita und Reed, 1995; Oda et al., 2000; Nakano und Vousden, 2001; Yu
et al., 2001). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die p53-abhangige Ex-
pression von Bax die Permeabilitat der Mitochondrienmembran erhdht und zur Frei-
setzung von Cytochrom C fuhrt (Hsu et al., 1997; Gross et al., 1998).

Alternativ zu diesen beiden Signalwegen wurde ein weiteres Modell zur p53-
induzierten Apoptose von Polyak et al. (1997) vorgeschlagen. Diesem Modell zu Fol-
ge werden von p53 eine Reihe von Genen induziert (PIGs, p53-induced genes), die
die Bildung von ROS (reactive oxygene species) stimulieren. Dadurch kommt es zur
oxidativen Schadigung der Mitochondrien und zum Zusammenbruch der mito-

chondrialen Integritdt wodurch ebenfalls Apoptose ausgeldst wird.

1.7 Funktionen von mutiertem p53

Ein bemerkenswerter Unterschied im Mutationsspektrum zwischen p53 und anderen
Tumorsuppressoren wie beispielsweise Rb, APC und BRCAL liegt darin, dass diese
Proteine durch Deletion, Trunkierung oder Abschalten ihrer Gene inaktiviert werden.
Im Gegensatz dazu werden im p53-Gen am haufigsten Punktmutationen gefunden,
die zur Synthese eines mutiertem p53 mit einem Aminosaureaustausch fuihren. Dies
impliziert, dass wahrend der Tumorentstehung auf diese Mutationen selektioniert
wurde und dass Tumore, die solch ein mutiertes p53 exprimieren, einen selektiven
Wachstumsvorteil besitzen.

Der Beitrag von mutiertem p53 zur Krebsentstehung héngt von einer dominant-
negativen Wirkung auf Funktionen von wt p53 und von einem wt p53-unabhangigen

onkogenen Funktionsgewinn ab (,gain of function®).
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Die dominant-negative Wirkung von mutiertem p53 wurde flr eine Vielzahl von phy-
siologischen Prozessen untersucht, in denen wt p53 involviert ist. Dazu gehdren die
Repression der wt p53 vermittelten Differenzierung (Aloni-Grinstein et al., 1993,
1993; Soddu et al., 1996; Wallingford et al., 1997), Apoptose (Lotem und Sachs,
1993; Gottlieb et al., 1994), Wachstumsarrest (Aloni-Grinstein et al., 1995), konstitu-
tive p21-Expression (Tang et al., 1998), genomische Stabilitat (Liu et al., 1996; Me-
keel et al., 1997), Immortalisierung (Cao et al., 1997) und die Inhibition der RAS-
abhangigen Transformation von Rattenembryo-Fibroblasten (Finlay et al., 1989).

Der allgemein akzeptierte Mechanismus hinter der dominant-negativen Wirkung
von mutiertem p53 ist die Inhibierung der wt p53-Funktionen durch Heteroligomeri-
sierung. Die Funktion von wt p53 als Transkriptionsfaktor und Tumorsuppressor er-
fordert die Tetramerisierung des Proteins, die Uber die Oligomerisierungsdoméne
vermittelt wird (Friedman et al., 1993; Halazonetis und Kandil, 1993; Pietenpol et al.,
1994; McLure und Lee, 1998). Mutiertes p53 mit einer intakten Oligomerisierungs-
domane ist ebenfalls zur Tetramerisierung in der Lage (Unger et al., 1993; Chene,
1998). Die Heteroligomerisierung zwischen wt p53 und mutiertem p53 verandert die
Konformation von wt p53 und vermindert dadurch die Fahigkeit sequenzspezifisch an
Zielpromotoren zu binden und somit die Transaktivierung von p53-spezifischen Ziel-
genen (Milner und Medcalf 1991; Kern et al., 1992; Shaulian et al., 1992; Srivastava
et al., 1993; Unger et al., 1993; Chene, 1998).

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass mutiertes p53 auch
wt p53-unabhangige onkogene Effekte auslosen kann. So férdert mutiertes p53 das
Zellwachstum durch Verstarkung der Proliferationsrate in p53-negativen humanen
Saos-2 oder murinen 10(3) Zellen (Dittmer et al., 1993). Ebenso fiihrt mutiertes p53
zu einem erhdhten Potential von Tumoren zur Metastasenbildung (Pohl et al., 1988;
Crook und Vousden, 1992; Hsiao et al., 1994) und kann in Tumorzellen p53-
unabhangige apoptotische Signalwege nach der Behandlung mit chemotherapeuti-
schen Reagenzien blockieren (Peled et al., 1996; Blandino et al., 1999).

Der diesem Funktionsgewinn zugrunde liegende Mechanismus ist nicht eindeutig
geklart. Es wurde jedoch berichtet, dass mutiertes p53 in vivo zur Transaktivierung
von Promotoren fahig ist, die in Zusammenhang mit dem Zellwachstum stehen (Chin
et al., 1992; Deb et al., 1992). So aktiviert mutiertes p53 die Promotoren von MDR-1,
c-myc, PCNA (proliferating cell nuclear antigen), EGFR (epidermal growth factor re-
ceptor), Interleukin6, BFGF (basic fibroblast growth factor), VEGF (vascular endo-
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thelial growth factor) und hsp70 (heat shock protein) (Deb et al., 1992; Dittmer et al.,
1993; Margulies und Sehgal, 1993; Kieser et al., 1994; Ueba et al., 1994, Lin et al.,
1995; Tsutsumi-lhsi et al., 1995; Ludes-Meyers et al., 1996; Frazier et al., 1998). Es
ist jedoch noch nicht geklart, ob mutiertes p53 dabei direkt an regulatorische DNA-
Sequenzen oder an andere DNA-bindende Transkriptionsfaktoren bindet. Fir die
Bindung an regulatorische DNA-Sequenzen spricht jedoch die Tatsache, dass die
Aminosauren an Position 22 und 23 in der Nterminalen Region von mutiertem p53
(Asp?®! ® Gly) firr die Transaktivierung des mdr-1-Promotors notwendig sind (Lin et
al., 1995). Diese Aminoséauren spielen auch fir die Transaktivierungsaktivitat von wt
p53 eine entscheidende Rolle.

Zusatzlich zur Transaktivierungsdoméane scheint auch die Oligomerisierungsdomane
von mutiertem p53 eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von Promotoren und
der Tumorgenese zu spielen (Lanyi et al., 1998; Chene, 1999).

Die Interaktion von p53 mit DNA ist komplex. Neben der sequenzspezifischen DNA-
Bindung kann wt p53 unspezifisch an einzel- und doppelstrangige DNA, an DNA-
Enden, Holliday-Junctions und Rekombinations-Intermediate binden (Albrechtsen et
al., 1999). Bei diesen Interaktionen ist die p53-Kerndomane involviert und Mutationen
innerhalb dieser Doméane (mutiertes p53) verhindern mit Ausnahme der unspezifi-
schen Bindung an Einzel- und Doppelstrang-DNA diese Interaktion. In verschiedenen
Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass mutiertes p53 eine starke Affi-
nitdat zu MAR/SAR-DNA-Elementen in vitro aufweist (Mueller et al., 1996; Will und
Deppert, 1998a; Will et al., 1998b; Will et al., 1998c). Die Interaktion mit diesen DNA-
Elementen erfolgt dabei mit einer 100-1000fach hdheren Affinitat als fur wt p53. Dies
lasst darauf schlie3en, dass es sich dabei um eine fur mutiertes p53 spezifische
Wechselwirkung handelt. Die untersuchten DNA-Elemente zeichnen sich durch einen
hohen AT-Gehalt aus und kénnen in MAR/SAR-DNAs die Bildung von non-B-DNA-
Strukturen fordern (Will et al., 1998c).

In  weiteren Untersuchungen konnte durch ChiP-Assay (chromatin immuno-
precipitation assay) gezeigt werden, dass mutiertes p53 Ser?®® (Gly***® Ser) in der
Lage ist, in vivo an DNA-Elemente zu binden, die potentiell non-B-DNA-Strukturen
ausbilden kénnen. Interessanterweise zeigte mutiertes p53 His*"® (Arg®”*® His) keine

Bindungsaktivitat (Koga und Deppert, 2000).
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2. Aufgabenstellung

Die am besten charakterisierte und wohl auch wichtigste molekulare Funktion des
Tumorsuppressors p53 ist die eines Transkriptionsfaktors. Deshalb zeigt sich eine
p53-Aktivierung, wie sie z. B. durch DNA-Schéadigung induziert wird, in erster Linie in
Verénderungen des Expressionsmusters p53-regulierter Gene. Die p53-abhéngige
transkriptionelle Aktivierung solcher Zielgene setzt voraus, dass p53 an deren
Promotoren bindet und die Bildung eines aktiven Transkriptionskomplexes initiiert.
Die Vielzahl der bekannten p53-Zielgene sowie deren sehr unterschiedliche und sich
teilweise gegenseitig ausschlie3enden biologischen Funktionen bedingen, dass ihre
transkriptionelle Aktivierung streng reguliert ist. Die meisten Promotoren kénnen in
unterschiedlichen Konformationen als B- bzw. non-B-DNA-Strukturen vorliegen. In
Vorarbeiten konnte gezeigt werden (Kim et al., 1997; Kim et al., 1999), dass p53 mit
den verschiedenen moglichen DNA-Strukturen sehr unterschiedlich interagiert.
Demnach werden p53-Zielgene in Abhéngigkeit von der DNA-Struktur ihrer
Promotoren auch mit unterschiedlicher Effizienz transkribiert.

Ziel dieser Arbeit ist es mit unterschiedlichen Methoden wie beispielsweise EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay), FIDA (Fluorescence intensity distribution
analysis) und Elektronenmikroskopie die Wechselwirkung von wt p53 mit
spezifischen Promotoren in non-B-DNA-Konformation zu untersuchen. Dabei sollte
zum Einen ein moglicher Einfluss der funktionellen Proteindomé&nen von p53
(Kerndomane, Oligomerisierungsdomane, regulatorische C-terminale Region) auf
diese Interaktion untersucht werden, zum Anderen inwieweit strukturelle Parameter
der DNA-Substrate diese Wechselwirkung beeinflussen kdnnen.

P53 mit Punktmutationen in der Kerndomane ist nicht mehr in der Lage
sequenzspezifisch an DNA zu binden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
mutiertes p53 in vitro und in vivo an DNA-Elemente binden kann, die die Tendenz zur
Bildung von non-B-DNA-Strukturen aufweisen (Will et al., 1998c; Koga und Deppert,
2000). Ziel dieser Arbeit ist es, die Wechselwirkung von mutiertem p53 mit non-B-
DNA-Substraten weiter zu charakterisieren. Eine mdgliche strukturspezifische DNA-
Bindungsaktivitat dieser Proteine kénnte Hinweise auf deren biologische Funktion
(,0ain of function“) geben, deren molekulare Grundlagen noch nicht geklart sind.
Mutiertes p53 weist gegenuber wt p53 eine erhdhte Halbwertszeit auf. Der allgemein

akzeptierte Mechanismus hinter dieser erhtdhten Stabilitat liegt in dem Verlust der
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Transaktivierungsfunktion von mutiertem p53. Durch diesen Funktionsverlust kann
die Expression von MDM2, ein fur p53 wichtiges regulatorisches Protein, nicht
induziert werden (Bullock und Fersht, 2001). Dies erklart jedoch nicht warum einige
Tumorzellen einen hohen Spiegel an mutiertem p53, bei gleichzeitiger Expression
von MDM2, aufweisen (Cordon-Cardo et al., 1994; Landers et al., 1997).

Mutiertes p53 akkumuliert in Tumorzellen im Zellkern und ist mit nuklearen
Strukturen, wie beispielsweise der Kernmatrix und dem Chromatin assoziiert
(Zerrahn et al., 1992). Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine eventuelle
strukturspezifische DNA-Bindungsaktivitat von mutiertem p53 einen Einfluss auf die
Interaktion mit dem wichtigen regulatorischen Protein MDM2 hat. Dies kénnte einen

regulatorischen Mechanismus fiur die erhdhte Stabilitdt von mutiertem p53 darstellen.



Materialien und Methoden 19

3. Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien, Biochemikalien und andere Materialien

Es wurden handelstbliche Chemikalien in p.a. Qualitat der Firmen Biorad
(Minchen), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), und Sigma
(Minchen) bezogen. Spezielle (Bio)chemikalien und Materialien wurden von

folgenden Firmen bezogen:

APS (Merck; Darmstadt)

Acrylamid-Bisacrylamid Losung (19:1) (Serva; Heidelberg)
Acrylamid-Bisacrylamid Losung (37,5:1) (Serva; Heidelberg)
[¢->*P]-ATP (Hartmann; Braunschweig)

Bio-Rad Protein Assay (Biorad; Miinchen)

BSA (New England Biolabs; USA)

Coomassie Brillant Blue R-250 (Serva; Heidelberg)

p-Cumarin Saure (Sigma; Minchen)

DTT (Biomol; Hamburg)

Expressarray ™ p53 (Sense Proteomics; Cambridge, UK)
Filterpapier Whatmann 3MM (Roche; Basel)

Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Bioscience; Uppsala)
Glutathion (Merck; Darmstadt)

Glutaraldehyd (Serva; Heidelberg)

HEPES (Merck; Darmstadt)

Hybond & -N* Nylon Membran (Amersham Bioscience; Uppsala)
Hybond & - C Super Nitrocellulose Membran (Amersham Bioscience; Uppsala)
HiTrap & Heparin HP (Amersham Bioscience; Uppsala)

Kodak X-OMAT?, Réntgenfilm (Kodak; USA)

Luminol (Fluka; Neu-Ulm)

Leupeptin (Serva; Heidelberg)

Magermilchpulver (De-Vau-Ge Gesundheitskostwerk GmbH; Lineburg)
2-Mercaptoethanol (Sigma; Minchen)

Poly (dl)Poly (dC) (Amersham Bioscience; Uppsala)

Pefablock SC (Biomol; Hamburg)
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Pepstatin A (Biomol; Hamburg)

PVDF Membran (Millipore; Eschborn)
Protein-G-Sepharose (Amersham Bioscience; Uppsala)
Pluronic F-68 (Sigma; Mlunchen)

Poly-Prep™ Chromatography Columns (Biorad; Miinchen)
Quick Spin & Columns Sephadex & G-25 (Roche; Basel)
SDS (Serva; Heidelberg)

Trasylol (Bayer; Leverkusen)

Tween-20 (Fluka; Neu-Ulm)

TEMED (Sigma; Minchen)

Trizma Base (Sigma; Minchen)

Ubiquitin (Sigma; Minchen)

3.2 Gerate

Agarose-Gel Kammer:

"Horizon ® 58” (Life Technologies™, Gaithersburg)
Analysenwaage:

"PE 360" (Mettler, Giessen)
Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC):

"AKTA Purifier” (Pharmacia Biotech, Uppsala)
FIDA-Spektrometer:
"FCS plus + Research Reader” (Evotec-Oai, Hamburg)

Fliissigkeitsszintallationszahler:
"LS 5000 TD” (Beckmann, Fullerton)

Gel-Kammer fur DNA-Bindungsassay:
"PROT-RESOLV MINI-LC” (PHASE GmbH, Libeck)
Heizblock:
- "Dri-Block DB-2A” (Techne, Cambridge)
Mixer:
"Mixer 5432” (Eppendorf, Hamburg)
SDS-Page Gelkammer:
"Mighty Small ?7? SE 250/SE260” (Hoefer Pharmacia Biotech, San-Francisco)

Semi-Dry Blottingkammer:

"ancos semi-dry electroblotter model A” (Ancos Denmark Aps, Hojby)



Materialien und Methoden

Spannungsquellen:
- "Power Pac 300" (Bio Rad, Hercules)
- "Power Pac 3000” (Bio Rad, Hercules)
- "EPS 2A200” (Hoefer Pharmacia Biotech, San-Francisco)
Schiittler & Mischgerat, wippend:
"Polymax 2040” (Heidolph, Kelheim)
UV/VIS -Photometer:
"Bio-Spec-1601 E” (Shimadzu, Meryland)
Vortex-Mixer:

"Certomat MV” (B.-Braun Biotech, Melsungen)
Wasserbad:

"Multitemp ??’ (LKB Bromma, Bromma)
Western Blotting Kammer:

"Mini Trans-Blot Cell” (Biorad, Hercules)
Zentrifugen:
- "Biofuge pico” (Heraus Instruments, Osterode)
- "Centrifuge 5415 D” (Eppendorf, Hamburg)
- "Centrifuge 5415 C” (Eppendorf, Hamburg)
- "Centrifuge 5810 R” (Eppendorf, Hamburg)
- "Centrifuge 5417 R” (Eppendorf, Hamburg)

- "L-70 Ultracentrifuge” (Beckmann, San-Francisco)
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3.3 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech bezogen

und sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Bezeichnung Oligonukleotide fur spez. lineare Substrate
p21 (lin/s) 5”- gctct gccGAACATGTCCcAACATGTTgecgetctg — 37
p21 (lin/as) 5" - cagagcggcAACATGITgGGACATGTTCggcagage —3°
p21f (lin/s) 5”- gctct gccGAACATGTICCececgetctg —3°
p21g (lin/as) 5" - cagagcggGGACATGITCggcagagec —3°
Oligonukleotide fur unspez. lineare Substrate
T3-1 5”- ccgcggtaccat tacctaaggcgtc —-3°
T3-2 5”- gacgccttaggta atggtaccgcgg —-3°
Oligonukleotide fir strukturierte Substrate
T3-1 5”- ccgcggtaccat tacctaaggcgtc -3
p21l-decl 5”- gacgccttaggta cctggcct gecct GAACATGICCggcect gececgt gg
at ggtaccgcgg —-3°
p21l-dec2 5”- gacgccttaggta cctggect gcct cAACATGITgggect gecegt gg
at ggt accgcgg -3’
p21l-decl+2 5" - gacgccttaggta cct gccGAACATGICCcAACATGTTggggcect g
at ggt accgcgg -3’
EGF-R 5”- gacgccttaggta AGACTAGYCCGAGCTAGCCCGAGCgAGCTCagact aggcc
at ggt accgcgg -3’
TGF-a-dec3 5" - gacgccttaggta cctggcctgecct AGcCAAGICTgggcect gecct gg
at ggtaccgcgg —-3°
CON:-loop 5”- gacgccttaggta cctggcctgecct GGACTTGCCTggcect gect gg
at ggtaccgcgg —-3°
MUT-loop 5”- gacgccttaggta cctggecctgect GGAgTTcCCTggcect geet gg
at ggt accgcgg -3’
Cbg 57 - gacgccttaggta cctggcctgect GGAgQTTGCCTggcect gect gg
at ggt accgcgg -3’
Gbc 5”- gacgccttaggta cctggecctgect GGACTTcCCTggcect gecet gg
at ggt accgcgg -3’
CON-paired 5" - gacgccttaggta cctggcct gccaGGACTTGCCTggcaggccagg
at ggtaccgcgg —-3°
SCR-loop A 5”- gacgccttaggta cctgccctcgcetcget caccgt gcget ggct gg
at ggtaccgcgg —-3°
SCR-loop 5" - gacgccttaggta ccagcctccgcacgct caccgagcgct ggcagg
at ggt accgcgg -3’
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SCR-paired 5" - gacgccttaggta cctggcctgccacgct caccgt ggcaggccagg
at ggt accgcgg -3’
Oligonukleotide fiur Elektronenmikroskopie
Stem-1 5" - Tggcaggccagcgaggcaggt gcccaggggcaggccaggggcagg
at ggtaccgcgg —-3°
Stem-2 5" - gacgccttaggta cctgcccctggectgeccctggcacctgectcgetgg —3°
LOOP 57 - Fcctgeccectgeccct ggect gcct GGACTTGCCTggcect gect ggggcagg — 37
Oligonukleotid fur FIDA
T3-1-Tamra 5 - T@Ta ccgcggtaccat tacctaaggcgtc —37

Tabelle 2: Aufgefiihrt sind Oligonukleotide, die fir die Herstellung von linearen und strukturierten
DNA-Substraten verwendet wurden. p53-Bindungsstellen sind rot markiert. Unterstrichene Sequenzen
sind komplementéar zum T3-1 Oligonukleotid

3.4 Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden aus Baculovirus infizierten Sf9-

Insektenzellen aufgereinigt und sind in Tabelle 3 aufgefihrt. Einige dieser Proteine

wurden mit Polyhistidin bzw. Glutathion-S-Transferase als Fusionspartner ("tag”)

exprimiert.
Protein Beschreibung
wt p53 Wildtyp p53
p53-2 30 Am C-Terminus um 30 Aminos&uren deletiertes Protein
p53-2 70 Am C-Terminus um 70 Aminoséuren deletiertes Protein
p53-2 DBD p53 ohne DNA-Bindungsdoméne
248P Mutation an Position 248 Arg”™ ® Pro
245S Mutation an Position 245 Gly”" ® Ser (Polyhistidin-Tag)
273H Mutation an Position 273 Arg”"> ® His (Polyhistidin-Tag)
GST-MDM2 MDM2 mit Glutathion-S-Transferase als Fusionspartner

Tabelle 3: Verwendete Proteine.
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3.5 Antikorper

PAb421 anti-p53 muriner monoklonaler Antikdrper, erkennt den C-
Terminus von p53 (AS 371-380)
DO-1 anti-p53 muriner monoklonaler Antikorper, erkennt den N-

Terminus von p53 (AS 21-25)

PAb1801 anti-p53 muriner monoklonaler Antikdrper, erkennt den N-
Terminus von p53 (AS 46-55)

PAb240 anti-p53 muriner monoklonaler Antikorper, erkennt die
denaturierte DNA-Bindungsdoméne von p53
(AS 213-217)

Ziege anti-Maus 1gG konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase, wurde im Western
Blot eingesetzt

3.6 Enzyme

T4 Polynukleotid-Kinase (New England Biolabs)
T4 DNA-Ligase (New England Biolabs)
Ubiquitin Activating Enzyme E1 (Calbiochem)
Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 (Calbiochem)

3.7 Puffer und Ladepuffer

10 X TBE: 890 mM Tris-Base, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA pH 8,0

10 X TBS: 1,37 M NaCl, 1 M Tris-HCIl pH 7,3

10 X TBST: 1,37 M NaCl, 1 M Tris-HCI pH 7,3, 0,5% (v/v) Tween 20

10 X PBS: 1,37 M NaCl, 81 mM Na;HPQO4, 27 mM KCI, 14,7 mM KH,P O4

6 X SDS-Probenpuffer: 130 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% (v/v) Mercaptoethanol, 60%
(v/v) Glycerin, 4,6% (w/v) SDS, 0,2% (w/v) Bromphenolblau

6 X DNA-Ladepuffer: 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 60% (v/v) Glycerin, 0,25% (w/v)

Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol
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3.8 Molekulargewichtsstandards

Fur die GrolRenzuordnung bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen
und DNA dienten die folgenden Molekulargewichtsstandards:
- DNA Standards:
100 Base Pair Ladder (New England Biolabs)
10 Base Pair Step Ladder (Promega)
- Protein Standard:
SDS-7B Prestained Mixture (Sigma)

3.9 Proteinbiochemische Methoden

3.9.1 Isolierung von humanem rekombinanten p53 aus Baculovirus infizierten

Insektenzellen

Beim  Baculovirus-Expressionssystem  werden Insektenzellen mit einem
rekombinanten Baculovirus infiziert, das sowohl das rekombinante Virus als auch das
interessierende Fremdprotein exprimiert.

Die im Verlauf der Reinigung verwendeten Lésungen enthalten 0,5 mg/ml Pefabloc
SC, 1 ug/ml Pepstatin A und 1 pg/ml Leupeptin als Proteaseinhibitoren.

Die Zellen werden 48 h nach der Infektion geerntet, anschlieBend viermal mit 1 X
PBS bei 4 °C gewaschen, in 10 ml Puffer A resupendiert und fir 60 min auf Eis
inkubiert. Die Zellsuspension wird in einen Dounce-Glasschliff-Homgenisator
Uberfuhrt und mit dem Pistill dreiBigmal auf- und abgezogen. Der Homogenisator
wird dabei auf Eis gekihlt. Das Lysat wird fur 45 min auf Eis inkubiert und
anschlieRend bei 4 °C bei 5000 x g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgenommen und als Fraktion A auf Eis gekihlt. Der verbleibende Zellriickstand
wird in 10 ml Puffer B resuspendiert und fur 45 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (4 °C, 5000 x g, 10 min) wird der Uberstand als Fraktion B auf Eis
gekunhlt. Der Zellrickstand wird in 10 ml Puffer C resuspendiert und fur 45 min auf
Eis inkubiert. Nach Zentrifugation der Suspension (4 °C, 5000 x g, 10 min) wird der
Uberstand als Fraktion C auf Eis gekihlt. AbschlieRend wird der Riickstand in 10 ml
Puffer D resuspendiert und fur 45 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wird
abschlieBend fiir 10 min bei 5000 x g, 4 °C zentrifugiert und der Uberstand als

Fraktion D auf Eis gekuhlt. Die Fraktionen A-D werden abschliel3end fur 30 min bei
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5000 x g, 4 °C in der Ultzrazentrifuge zentrifugiert, zur Lagerung aliquotiert und bei
—70 °C eingefroren. Durch Western-Blotting und SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese (SDS-PAGE) mit anschlielender Coomassie-Farbung werden die einzelnen
Fraktionen auf ihren Gehalt an p53 analysiert. Der Hauptteil von p53 befindet sich in
Fraktion C.

Puffer A :10 mM HEPES pH 7,4, 1,5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 5 mM KCI
Puffer B: 10 mM HEPES pH 9,0, 1,5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 5 mM KCI
Puffer C: 10 mM HEPES pH 9,0, 1,5 mM MgCk, 1 mM DTT, 200 mM KCI
Puffer D: 10 mM HEPES pH 9,0, 1,5 mM MgCl, 1 mM DTT, 500mM KClI

3.9.2 Aufreinigung von rekombinantem p53 durch FPLC (East Protein Liquid
Chromatography)

Nach der Extraktion von p53 aus Insektenzellen wird die Fraktion mit dem groften
Gehalt an p53 durch FPLC weiter gereinigt. FUr diese affinitatschromatographische
Reinigung von p53 wird eine Heparin-Sepharose-Saule verwendet. Heparin
Sepharose weist &hnliche Eigenschaften wie DNA-Zellulose auf, bei allerdings
wesentlich groBerer Kapazitat und Stabilitat als immobilisierte DNA. Proteine mit
einer DNA-Bindungsdoméne binden an diese Matrix, wobei das Heparin als
Kompetitor zum nattrlichen DNA-Substrat wirkt.

Zur Reinigung von p53 wird die entsprechende Fraktion auf eine 1 ml HiTrap
Heparin-Sepharose-Séaule geladen, die zuvor in 20 mM Tris, 100 mM KCI, 0.1%
Mercaptoethanol pH 8,0 (Puffer A) &aquilibriert wird. Die Saule wird mit drei
Saulenvolumen Puffer A gewaschen und das Protein wird mit einem linearen
Salzgradienten (100 — 1000 mM KCI) bei einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Es
werden 0,5 ml Fraktionen gesammelt und jede Fraktion auf ihren Gehalt an p53
durch SDS-PAGE und Western-Blotting analysiert. Der Hauptteil von p53 eluiert bei
einer KCIl-Konzentration zwischen 250 und 300 mM.
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3.9.3 Reinigung eines GST-MDM2-Fusionsproteins aus Baculovirus infizierten

Insektenzellen

Sf9-Insektenzellen werden 48 h nach der Infektion mit dem rekombinanten
Baculovirus geerntet, viermal in 1 X PBS bei 4 °C gewaschen und anschlieRend in
1 X PBS resupendiert. Die Zellen werden anschliel3end durch Ultraschallbehandlung
lysiert. Das Lysat wird bei 5000 x g fur 30 min bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand mit 1 ml Glutathion-Sepharose UN bei 4 °C unter leichtem Schitteln
inkubiert.

Nach erfolgter Inkubation wird die Lésung 5 mn bei 500 x g zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Die Sepharose-Matrix wird mit 5 ml 1 X PBS gewaschen
und erneut zentrifugiert (500 x g, 5 min). Der Uberstand wird abgenommen und die
Sepharose-Matrix erneut zweimal mit je 5 ml 1 X PBS gewaschen.

Zur Sepharose-Matrix werden anschlie@end 0,5 ml 50 mM Tris-HCI, 10 mM
reduziertes Glutathion pH 8,0 gegeben und das Fusionsprotein durch leichtes
Schutteln bei RT fur 15 min eluiert. Die LOsung wird fur 5 min bei 500 x ¢
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand mit dem eluiertem Protein abgenommen
wurde, wird der Elutionsschritt zweimal wiederholt. Die Elutionsfraktionen werden
aliquotiert und bei —-70 °C gelagert. Durch SDS-PAGE mit anschlieBender
Coomassie-Farbung und WesternBlotting wird der Gehalt an GST-MDM2-

Fusionsprotein analysiert.

3.9.4 Crosslinking und Immundetektion von p53-Oligomeren

Um den Oligomerisierungsstatus von DNA-gebundenem p53 zu bestimmen, wurde
eine Methode von Wang et al. (1993) verwendet. Dabei werden durch Crosslinking
mit Glutaraldehyd verschiedene p53-Oligomere hergestellt, deren
Migrationsverhalten in einem nativen Polyacrylamid-Gel mit einem p53-DNA-
Komplex verglichen werden kann.

Zur Herstellung der p53-Oligomere werden jeweils 500 ng wt p53 mit steigenden
Konzentrationen von Glutaraldehyd (0,01-0,2% (v/v)) fir 60 min auf Eis inkubiert.
Durch Erhitzen der Reaktionslosung fir 2 min bei 100 °C, in Gegenwart von 2% (w/v)
SDS, wird das Crosslinking partiell wieder ruckgéngig gemacht. Um das
Migrationsverhalten von monomerem p53 zu bestimmen, werden 500 ng p53-?70

ebenfalls mit  Glutaraldehyd behandelt. Diesem  Protein  fehlt die
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Oligomerisierungsdomane und liegt in Loésung als Monomer vor, es ist aber in der
Lage, unstabile Oligomere durch Wechselwirkungen zwischen den DNA-
Bindungsdomanen zu bilden. Die hergestellten p53-Oligomere werden durch
Elektrophorese mit einem p53-DNA-Komplex verglichen. Fir dessen Darstellung
werden 500 ng wt p53 mit radioaktiv markiertem DNA-Substrat (20,000 c.p.m) fur 30
min in 25 mM HEPES pH 7,4, 50 mM KCI, 20% (v/v) Glycerol, 1 mM DTT und 2 g
BSA bei RT inkubiert.

AnschlieRend werden die Proben auf ein natives 4%iges Polyacrylamid-Gel (0,3 X
TBE) geladen und durch Elektrophorese (200 V, 4 °C, 2 h) aufgetrennt. Nach
erfolgter Elektrophorese werden die p53-Oligomere und der p53-DNA-Komplex
durch Semi-Dry-Blotting auf eine Nitrocellulose- bzw. Hybond-N*-Membran
transferiert. Die p53-Oligomere und die Proteinkomponente des DNA-p53-
Komplexes werden durch Immundetektion mit den p53-spezifischen Antikdrpern
PAb421, PAb240, DO-1 und PAb1801 detektiert. Die DNA-Komponente des p53-
DNA-Komplexes wird durch Autoradiographie detektiert.

3.9.5In vitro Ubiquitinierung von p53

In einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefal? werden 50 ng p53-Protein mit steigenden
Mengen an DNA-Substrat in 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 20%
(v/v) Glycerol, 50 mM NaCl und 2 pg BSA fir 30 min bei RT inkubiert
(Gesamtvolumen 20 pul). Zu der Reaktionslésung werden anschlieend 1 pl E1 (250
ng), 1 pl E2 (500 ng), 3 pl Ubiquitin (15ug), 5 ul GST-MDM2 (150 ng) in 50 mM Tris-
HCl pH 7,4, 5 mM MgCl,, 2 mM ATP und 2 mM DTT gegeben. Das Gesamtvolumen
der Reaktion betragt 40 pl. Die Loésung wird fir 90 min bei 25 °C inkubiert.
Anschlie3end wird p53 und seine ubiquitinierten Formen durch Western-Blotting mit

dem p53-spezifischen Antikorper DO-1 detektiert.

3.9.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der analytischen Trennung von Proteingemischen und erlaubt
eine Abschatzung des Molekulargewichtes von Proteinen.

Die Proben werden mit 6 X SDS-Probenpuffer versetzt und bei 100 °C 1 min erhitzt.
Die Proteine werden dann in einer diskontinuierlichen Elektrophorese (Laufpuffer: 25
mM Tris pH 8,9, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) zunachst in einem Sammelgel
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(130 mM Tris-HCI pH 6,8, 4% (w/v) Acrylamid, 0,15% (w/v) SDS, 0,09% APS (w/v)
und 0,03% (v/v) TEMED) fokussiert und dann in einem Trenngel (130 mM Tris-HCI
pH 8,8, 0,1% SDS (w/v), 10% Acrylamid (w/v), 0,05% (w/v) APS und 0,12% (v/v)
TEMED) aufgetrennt. Die Fokussierung der Proteine erfolgt bei 60 V und fur die
folgende Auftrennung der Proteine wird die Spannung auf 90 V erhéht. Die Proteine
werden anschlieend durch Coomassie-Farbung und/oder Western-Blotting
detektiert.

3.9.7 Coomassie-Farbung von Protein-Gelen

Die Proteinbanden in Polyacrylamid-Gelen werden fur 20 min in Coomassie-
Farbelosung (0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R250, 45,55% (v/v) Methanol,
9,2% (v/v) Essigsaure) angefarbt. Anschlie3end werden die Gele mit Entfarbelésung
(10% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsaure) geschwenkt, bis sich der Hintergrund

entfarbt hat und die Proteinbanden gut sichtbar sind.

3.9.8 Western-Blotting

Proteine, die durch SDS-PAGE aufgetrennt werden, kénnen auf eine Membran
transferiert werden (blotting) und sind dann zuganglich fur eine Immundetektion.
Nach dem Blockieren unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran kénnen die
Proteine spezifisch einer Nachweisreaktion unterzogen werden.

Nach der SDS-PAGE wird eine in Methanol aktivierte PVDF-Membran mit
Transferpuffer (192 mM Glycin, 50 mM Tris-HCI pH 8,3) &aquilibriert. Der Transfer
erfolgt in einer mit Transferpuffer gefillten Blotting-Kammer fir 90 min bei 60 V.
Nach dem Transfer wird die Membran unter einer Rotlichtlampe getrocknet und auf
einem Schwenktisch in 10 ml Blocking-Lésung (5% (w/v) Trockenmilch in 1 X TBST)
fur 30 min inkubiert. Anschlieend erfolgt die Inkubation mit dem spezifischen
Antikorper (verdinnt in 10 ml Blocking-Losung) fur 1 h. Nicht gebundener Antikorper
wird durch dreimaliges Waschen fur 10 min mit 1 X TBST (10 ml) entfernt.
Anschliel3end erfolgt die Inkubation fir 30 min mit dem in 10 ml Blocking-L6sung
verdinntem Zweitantikdrper. Nach erneutem Waschen (dreimal mit 10 ml 1 X TBST,
je 10 min) erfolgt die Detektion der Immunkomplexe ({ber eine
Chemilumineszenzreaktion. Dazu wird die Membran mit 20 ml Detektionslésung (100
mM Tris-HCI pH 8,5, 2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Cumarinsaure, 5,4 mM HO,) fir
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15 s inkubiert. Die feuchte Membran wird dann in eine Filmkassette Uberfuhrt, mit

Folie bedeckt und einem Roéntgenfilm exponiert.

3.9.9 Bindung von linearen und strukturierten DNA-Substraten an ein p53-

Protein-Array

Vor der Bindung von markierten DNA-Substraten an die immobilisierten Proteine des
Arrays, wird dreimal fir 5 min mit 2 ml 25 mM HEPES pH 7,4, 50 mM KCI, 1 mg/ml
BSA, 20% (v/v) Glycerin, 0,1% (v/v) Triton-X 100 und 1 mM DTT (Assay-Puffer) unter
leichtem Schwenken bei RT gewaschen. Anschlieend werden die Arrays mit
500,000 c.p.m. des jeweiligen DNA-Substrates fir 30 min in 2 ml Assay-Puffer bei
RT unter leichtem Schwenken inkubiert.

Um ungebundenes Substrat zu entfernen, werden die Membranen anschlieRend
dreimal fur jeweils 5 min in 2 ml Assay-Puffer gewaschen. Anschlie3end wird die

gebundene DNA durch Autoradiographie detektiert.

3.10 Methoden zur Isolierung und Analyse von Nukleinsduren
3.10.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der analytischen Trennung von DNA-
Fragmenten. Lineare DNA-Fragmente wandern im Agarosegel umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes. Je nach Fragmentgrofie
werden Agarosegele von 0,8-1,5% verwendet.

Die Agarose wird durch Aufkochen in 1 X TBE geltst, nach Abkuhlen auf ca. 50 °C
mit EtBr-Losung (1 pl; 1mg/ml Stammldsung) versetzt und in die Gelkammer
gegossen. Die Proben werden mit 6 X DNA-Ladepuffer versetzt und aufgetragen.
Zusatzlich wird ein Langenstandard (Marker) aufgetragen. Die Elektrophorese wird in
1 X TBE durchgefuhrt. Die Banden werden nach Beendigung der Elektrophorese

durch UV-lllumination sichtbar gemacht.

3.10.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennte DNA-Fragmente werden aus dem
Gel mit dem QIAEX ?7?-Kit (Qiagen) isoliert. Dazu wird die gewinschte Bande unter

UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefaf
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Uberfihrt. Nach der Zugabe von drei Gelvolumina QX1-Puffer und 30 pl QX 7>
Losung wird die Agarose durch Inkubation bei 50 °C fur 10 min unter gelegentlichem
Mischen aufgeltst. Die Losung wird fir 30 s bei 2500 x g zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Der Riickstand wird dreimal mit QX1-Puffer gewaschen
und anschlieBend fur 15 min an der Luft getrocknet. Anschliel3end wird die DNA in
20 pl 100 mM Tris-HCL pH 7,4, 5 mM EDTA pH 8,0 resupendiert und fir 5 min bei
RT inkubiert. Die Losung wird nun fur 30 s bei 2500 x g zentrifugiert und der

Uberstand abgenommen. Die eluierte DNA wird photometrisch quantifiziert.

3.10.3 Quantifizierung von Nukleinsdure-Lésungen

Die Quantifizierung der Nukleinsédureldsungen erfolgt photometrisch. DNA und RNA
zeigen ein charakteristisches Absorptionsspektrum im UV-Bereich mit einem
Maximum bei 260 nm, das zur Konzentrationsbestimmung herangezogen wird.

Zur Messung in einer Quarzkuivette (Volumen 100 pl) wird die DNA mit H,O verdinnt
und aus dem gemessenen ODjysy die Konzentration der DNA-LOsung
folgendermaf3en bestimmt (fur ds-DNA):

C pna [Hg/ml] = OD 260 x 50 x Verdiinnungsfaktor

3.11 DNA-Bindungsassay

3.11.1 Radioaktive 5"- Markierung von Oligonuleotiden

Die radioaktive Markierung einzelstrangiger DNA erfolgt mit Hilfe von [g->?P]-ATP.
Dabei wird in einer durch das Enzym T4 -Polynukleotid-Kinase katalysierten Reaktion
die g-Phosphatgruppe des [¢>?P]-ATP auf die 5 -terminale Hydroxylgruppe des
Oligonukleotids tbertragen.

Dazu wird in einem 1,5 ml MikroreaktionsgefaR 1 pl (100 pmol, 1 pg) des
Oligonukleotids mit 2 ul T4-Polynukleotid-Kinase (20 U), 2 ul Polynukleotid-Kinase-
Puffer (700 mM Tris-HCI pH 7,6, 100 mM MgCl, und 50 mM DTT) und 3 pl [g-32P]-
ATP (entspricht 30 pCi) und 12 pl H,O fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch

Inkubation fuir 10 min bei 75 °C wird die Kinase anschlieRend deaktiviert.
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3.11.2 Herstellung von radioaktiv markierten Substraten fir DNA-

Bindungsassays

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten DNA-Substrate wurden aus synthetischen
Oligonukleotiden (MWG Biotech) hergestellt, die in Tabelle 2 aufgelistet sind. Zur
Herstellung von linearen Substraten werden die zuvor radioaktiv markierten
Oligonukleotide im &quimolaren Verhaltnis mit ihnrem komplimentéren Strang in 30 pl
60 mM Tris-HCI pH 7,8, 60 mM NaCl hybridisiert. Dazu wird die Losung fur 5 min auf
75 °C erhitzt und anschlieRend langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt (1-2 h). Die
hergestellten Substrate werden durch Diffusionselution aus einem 8%igem
Polyacrylamid-Gel (0,5 X TBE) von Verunreinigungen getrennt.

Nicht-lineare Substrate werden durch hybridisieren von zwei unterschiedlich langen
Oligonukleotiden hergestellt, von denen nur eines radioaktiv markiert wurde (T3-1
Oligonukleotid). Das langere Oligonukleotid enthalt palindrome Sequenzen die es
ermdoglichen, durch intramolekulare Basenpaarung nicht-lineare DNA-Strukturen
auszubilden. Die Oligonukleotide werden in 30 pl 60 mM Tris-HCI pH 7,8, 60 mM
NaCl in einem molaren Verhaltnis von 1:1 gemischt und fir 5 min auf 75 °C erhitzt.
Anschlieend wird die Loésung langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die
hergestellten Substrate werden durch Gelfiltration Uber eine Sephadex G-25 Saule

gereinigt.

3.11.3 Diffusionselution von Oligonukleotiden aus Polyacrylamid-Gelen

Durch Auftragen der linearen DNA-Substrate auf ein 8%iges Polyacrylamid-Gel (0,5
X TBE) und anschlieRender einstindiger Elektrophorese bei 200 V (Laufpuffer: 0,5 X
TBE) werden die Oligonukleotide von uberschiissigem [g?P]-ATP und einzek
strangiger DNA getrennt. Die Substrate werden durch Autoradiographie detektiert,
die entsprechenden Banden ausgeschnitten und in ein 2 ml Mikroreaktionsgefafd
Uberfuhrt. Das Gelstick wird zerkleinert und nach Zugabe von 500 pl 500 mM
NHzAc, 10 mM Mg(Ac)2 und 1 mM EDTA pH 8,0 werden die Oligonukleotide UN bei
4 °C geschiittelt. AnschlieRend wird die Losung fur 1 min bei 2500 x g zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Die eluierten DNA-Substrate werden mit Ethanol
gefallt und in 50 pl 60 mM Tris-HCI pH 7,8, 60 mM NaCl resupendiert.
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3.11.4 Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Substraten durch Gelfiltration

Zur Reinigung von 5" - markierten Substraten durch Gelfiltration wurden Sephadex G-
25 Saulen verwendet. Diese Saulen besitzen ein Ausschlussvolumen von < 10
Basenpaaren und ermdglichen die Abtrennung von nicht eingebauten Nukleotiden im
Anschluss an die radioaktive Markierung von Oligonukleotiden.

Die Saulen werden zunachst fir 2 min bei 1100 x g zentrifugiert, um den Saulen
Puffer abzutrennen. AnschlielRend werden die hergestellten Substrate auf die Saule
geladen und fur 4 min bei 1100 x g zentrifugiert. Im Saulenmaterial verbleiben nicht
eingebautes [g->?P]-ATP, wogegen sich das hergestellte DNA-Substrat im Eluat
befindet.

3.11.5 DNA-Bindungsassay (Electrophoretic Mobility Shift Assay "EMSA”)

Das EMSA-Assay stellt die Standardmethode zur Identifizierung und
Charakterisierung von Protein-DNA-Komplexen in vitro da. Hierzu wird ein radioaktiv
markiertes DNA-Fragment mit dem zu analysierenden Protein inkubiert und die
entstandenen Komplexe in einem nativen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Neben
dem Signal des nicht komplexierten DNA-Fragmentes tritt bei der Ausbildung eines
Protein-DNA-Komplexes eine zusatzliche Bande mit verdndertem Laufverhalten auf
(Shift). Um die Identitdt des DNA-Bindeproteins zu Uberprifen kann die Analyse in
Gegenwart eines gegen das Protein gerichteten Antikorpers durchgefuhrt werden.
Tritt eine zusatzliche Bande mit verzogertem Laufverhalten auf (Super-Shift), lasst
sich das DNA-Bindeprotein spezifisch nachweisen.

In den durchgefihrten EMSA-Assays werden in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefald
50 ng rekombinantes p53-Protein mit 5ng poly (dl)(dC) und 2 ug BSA in 20 pyl 50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT und 50 mM NaCl far 20 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend werden 20,000 c.p.m. des markierten DNA-Substrates
zugefugt und fur weitere 25 min inkubiert. Die Proben werden auf ein natives 4%iges
Polyacrylamid-Gel gegeben und die Elektrophorese erfolgt in 10 mM Tris-HCI pH 7,8,
0,2 mM EDTA, 1,25 mM NaOAc und 8 mM Essigséaure bei 200 V fir 2,5 h bei RT.
Nach der Elektrophorese werden die Gele getrocknet und die radioaktiv markierte
DNA durch Autoradiographie detektiert.
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3.11.6 Detektion der Protein- und DNA-Komponenten eines EMSA-Assays
durch Semi-Dry-Blotting

Mit dieser Methode ist es moglich, die Protein- und DNA-Komponenten eines EMSA-
Assays getrennt voneinander zu identifizieren. Die Protein-DNA-Komplexe werden
nach dem Auftrennen in einem Polyacrylamid-Gel durch Semi-Dry-Blotting auf
Membranen transferiert, die spezifisch Proteine bzw. DNA binden. Anschlie3end
werden die Proteine durch Immunoblotting und die DNA durch Autoradiographie
detektiert.

Fir den Transfer werden zunachst drei Lagen Whatmann 3MM Filterpapier in
Transferpuffer getrankt (48 mM Tris pH 8,5, 39 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol) und
auf die untere Elektrode der Blotapparatur gelegt. Darauf werden eine Lage Hybond-
N*-Membran, dann eine Lage getranktes Whatmann 3MM Filterpapier, eine Lage
Nitrocellulose-Membran, dann das Acrylamid-Gel und abschlieRend drei Lagen
getranktes Filterpapier geschichtet. Die verwendeten Membranen werden vor dem
Transfer 30 min in Transferpuffer aquilibriert. Die Gro3e des Filterpapiers und der
Membran muss genau der des Gels entsprechen. Danach wird die obere Elektrode
aufgelegt. Die angelegte Stromstarke richtet sich nach der Gréf3e des verwendeten
Gels und betragt 0,8 mA x Geloberflache (cm?). Der Transfer wird fir 1 h bei RT
durchgefihrt.

Die DNA-Komponenten des Protein-DNA-Komplexes werden durch Autoradiographie
und die Protein-Komponenten durch Immundetektion mit den p53-spezifischen
Antikérpern DO-1, PAb421, PAb1801 und PAb240 identifiziert.

3.11.7 DNase | Protektionassay

Mit dieser Methode ist es moglich spezifische Bindungsstellen von Proteinen an DNA
zu identifizieren. Die Methode basiert auf der Tatsache, dass gebundene Proteine
die DNA vor einer DNase | katalysierten Hydrolyse schitzen. Die Bindungsstellen
werden durch Autoradiographie der durch Hydrolyse entstandenen DNA-Fragmente
identifiziert.

In dem Assay werden 500 ng rekombinantes wt p53 unter identischen Bedingungen
wie unter Abschnitt 3.11.5 beschrieben an das DNA-Substrat gebunden.
AnschlieRend werden 20 pl einer 10 mM CaCl/20 mM MgCl, Losung hinzugegeben
und far 1 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 10 U DNase | (Promega) wird der
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partielle Verdau fir 10 min bei 37 °C durchgefiihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
der Stop-LOsung (150 mM NaOAc, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM NacCl, 0,5% SDS,
5 mM EDTA, 0,1 mg/ml Proteinase K, 0,05 mg/ml Hefe-tRNA) und anschlieRender
Inkubation bei 37 °C fir 15 min beendet. Danach werden die Proteine durch
Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA mit Ethanol gefallt.

Der getrocknete Ruckstand wird in Formamid-Beladungspuffer (98% (v/v) Formamid,
50 mM EDTA, Bromphenolblau) gel6st und die DNA durch Erhitzen fir 5 min bei
100 °C denaturiert. Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte in einem
20%igem denaturierenden Polyacrylamid-Gel (8 M Harnstoff, 20% Acrylamid/Bis
(1:19), APS, TEMED, 879 mM Tris-HCI, pH 8,0, 89 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA) mit
1 X TBE als Laufpuffer bei 70 W. Nach dem Trocknen wird die radioaktiv markierte
DNA durch Autoradiographie detektiert.

3.12 Reinigung von Antikodrpern

Zu 50 ml Hybridomatberstand wird zur Einstellung des optimalen pH-Wertes 5 mi
1 M Tris-HCI pH 8,0 hinzugegeben. Anschlie3end wird die Losung mit 1 ml 50%iger
Protein-G-Sepharose UN bei 4 °C unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Losung
wird in eine Polyprep-Chromatographie-Saule tberfiihrt und die Matrix einmal mit 5
ml 100 mM Tris pH 8,0 und anschlieRend einmal mit 5 ml 10 mM Tris pH 8,0
gewaschen. Der gebundene Antikorper wird mit 200 mM Glycin pH 3,0 eluiert, wobei
die Elution in 500 pl Portionen durchgefuhrt wird. Die einzelnen Fraktionen werden in
1,5 ml Mikroreaktionsgefallen gesammelt, in denen 50 pl 1 M Tris-HCI pH 8,0
vorgelegt werden. Die Konzentration des Antikérpers wird Uber die Absorption bei
595 nm bestimmt und durch SDS-PAGE mit anschlieender Coomassie-Farbung

analysiert.

3.13 Herstellung eines DNA-Substrates fur elektronenmikroskopische

Untersuchungen

Zur Herstellung des DNA-Substrates fir die elektronenmikroskopischen
Untersuchung werden 1,2 nmol Stem-1 Oligonukleotid mit 1,2 nmol Stem-2
Oligonukleotid in 20 pul 60 mM Tris-HCI pH 7,8, 60 mM NacCl fur 5 min auf 75 °C
erhitzt und langsam auf RT abgekihlt. Anschliel3end wird die resultierende DNA-I mit
1,2 nmol LOOP-DNA mit T4-DNA-Ligase (2000 U, Gesamtvolumen 50 pl) UN bei
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16 °C inkubiert. Nachdem die resultierende DNA-II aus einem 2%igem Agarose-Gel
eluiert und photometrisch quantifiziert wird, folgt die Hybridisierung mit T3-1 DNA.

Dazu werden 500 pmol T3-1 DNA mit 500 pmol DNA-II in 30 pl 60 mM Tris-HCI pH
7,8, 60 mM NacCl fur 5 min auf 75 °C erhitzt und langsam auf RT abgekuhlt. Die
resultierende DNA-III wird aus einem 1,6%igem Agarose-Gel eluiert und

anschliel3end fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen eingesetzt.

3.14 Elektronenmikroskopie

Zur Darstellung der p53-DNA-Komplexe werden die verwendeten DNA-Substrate mit
dem jeweiligen Protein in 10 pl 10 mM HEPES pH 7,5, 50 mM KCI und 0,01% (v/v)
Triton X-100 fur 30-40 min bei RT inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wird von
der Reaktionslésung ein Aliquot abgenommen (1-2 pl) und in 10 mM Na-HEPES pH
7,5, 10 mM KCI verdinnt (1:20). AnschlieRend wird die Losung auf einen Proben
trdger gegeben, der zuvor nach einer Methode von Dubochet et al. (1971) aktiviert
wird. Nach einer Absorptionsdauer von 2-4 min wird der Probentrager mit einer
2%igen Uranacetat-L6sung gewaschen und an der Luft getrocknet.

Die Untersuchung der p53-DNA-Komplexe erfolgt mit einem Philips CM12

Elektronenmikroskop bei einer 60,000fachen VergroR3erung.

3.15 Bestimmung von Dissoziationskonstanten durch FIDA (Eluorescence-

intensity distribution analysis)

Die zur Bestimmung der Bindungskonstanten verwendeten DNA-Substrate werden
wie unter 3.11.2 beschrieben hergestellt. Anstelle von radioaktiv markierten
Oligonukleotiden wird in diesem Fall ein 5-TAMRA modifiziertes Oligonukleotid
verwendet (siehe Tabelle 2). Die Konzentration der verwendeten Substrate wird auf
1 nM eingestellt und die Bestimmung der Bindungskurven erfolgt durch Aufnahme
einer Protein-Titrationsreihe Uber einen Bereich von 0-375 nM bei konstanter
Substratkonzentration. Die Messungen werden in einem Volumen von 20 pl mit 5 ng
poly (dI)(dC), 2 pg BSA in 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,2 mM EDTA, 1 mM DTT, 50
mM NaCl und 0,05% (v/v) Pluronic bei RT durchgefihrt. Die DNA-Substrate werden
mit den Proteinen fir 20 min bei RT inkubiert und die Messungen erfolgen in einer

24-well Platte bei einer Messzeit von jeweils 5 s pro well.
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Als Parameter zur Bestimmung der Bindungskurven und der Dissoziationskonstanten
wird die Lebensdauer des angeregten Zustandes des Fluorophors herangezogen.
Zur graphischen Darstellung der Bindungskurven und Berechnung der

Dissoziationskonstanten wird das Programm SigmaPlot, Version 4.00 verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung von strukturierten DNA-Substraten

In dieser Arbeit wurde das DNA-Bindungsverhalten des Tumorsuppressorproteins
p53 gegenuber linearen und strukturierten DNA-Substraten untersucht. Zu diesem
Zweck wurden Sequenzen von verschiedenen p53-spezifischen Bindungselementen
in unterschiedlichen Konformationen in DNA-Bindungsstudien eingesetzt. Dazu
gehdrten die Bindungsstellen des p21-, EGF-R- und des TGF-a-Promotors. Diese
Konsensuselemente zeigen untereinander nur geringe Sequenzhomologie und
unterscheiden sich weiterhin in der Anzahl von Dekameren aus denen sie
zusammengesetzt sind (siehe Einleitung, Tabelle 1). Als gemeinsame Eigenschaft
weisen sie jedoch interne symmetrische Elemente auf, die es ihnen erméglichen
nicht-lineare DNA-Strukturen auszubilden. So kann die p53-Bindungsstelle des p21-
Promotors formal zwei unterschiedliche nicht-lineare Strukturen ausbilden, in denen

die beiden Dekamere zu unterschiedlichen Teilen integriert sind (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung von verschiedenen nicht-linearen DNA-Strukturen der p21-
Bindungsstelle. Abb. (a) zeigt beide Dekamere der p21-Bindungsstelle in linearer Form (decl/dec2).
Mdégliche Sekundarstrukturen sind in Abb. (b) bzw. (c) dargestellt. Basen, die nicht der
Konsensussequenz entsprechen, sind klein geschrieben.

Ebenso wie die p53-Zielsequenz des p21-Promotors sind unter anderem auch die
Bindungsstellen des EGF-R- bzw. TGF-a-Promotors zur Ausbildung solcher
Sekundarstrukturen in der Lage.

Als Modellstrukturen fur die DNA-Bindungsstudien wurden in dieser Arbeit DNA-
Substrate mit Haarnadelstruktur eingesetzt. Zu deren Darstellung wurde eine

Methode verwendet, die schon haufiger zur Herstellung von strukturierter DNA
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eingesetzt wurde (Bianchi et al., 1989; Pearson et al., 1995). Dabei werden zwei
unterschiedlich lange Oligonukleotide miteinander hybridisiert von denen das langere
die p53-spezifische Bindungsstelle tragt. Dadurch kommt es zur Bildung einer
asymmetrischen Struktur, in der das langere Oligonukleotid eine haarnadel-dhnliche

Struktur bildet. In Abb. 3 ist diese Vorgehensweise schematisch dargestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung zur Herstellung von DNA-Substraten mit Haarnadelstruktur.
A, 5" - markiertes T3-1 Oligonukleotid (A) wird mit einem Oligonukleotid hybridisiert, welches eine p53-
spezifische Bindungsstelle (in rot) tragt (B). Es resultiert ein Substrat mit Haarnadelstruktur (C). B,
Migrationsverhalten von linearen und strukturierten DNA-Substraten in einem 8%igem Polyacrylamid-
Gel. Radioaktiv markiertes T3-1 Oligonukleotid vor (Bahn 1) und nach der Hybridisierung mit
ungelabeltem p21-decl+2 Oligonukleotid (Bahn 2). Die Hybridisierung der komplementéren
Oligonukleotide p21 (lin/s) und p21 (lin/as) fuhrt zur Bildung von linearer Doppelstrang-DNA (Bahn 4).
Einzelstrangiges p21 (lin/s) Oligonukleotid ist in Bahn 3 gezeigt.
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4.2 Wt p53 bindet an strukturierte DNA ohne Aktivierung durch den C-
terminalen Antik6rper PAb421

In dieser Arbeit wurde das Bindungsverhalten von wt p53 gegentber linearen und
strukturierten DNA-Substraten durch EMSA und elektronenmikroskopischen
Methoden untersucht.

EMSA-Experimente zeigten, dass wt p53 nur geringe Affinitat gegenuber
spezifischen linearen  DNA-Substraten  aufweist. Diese latente  DNA-
Bindungseigenschaft kann durch den Einsatz des spezifischen Antikorpers PAb421
verstarkt werden. Dieser ist gegen ein C-terminales Epitop des Proteins gerichtet und
fuhrt zu einer deutlich starkeren Bindung an das Substrat (siehe Abb. 4, Bahn 5 und
6).

pS3: - + + - 4 +
PAb421: - - + - -t
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=
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Abb. 4: Untersuchung der Bindungseigenschaften von wt p53 gegenuber linearen und
strukturierten DNA-Substraten. Substrate mit der p53-spezifischen Bindungsstelle des p21-
Promotors in strukturierter (p21-decl + 2, Bahn 1-3) und linearer Form (p21 lin/s +as, Bahn 4-6),
wurden mit 50 ng wt p53 mit (Bahn 3 und 6) bzw. ohne PAb421 (Bahn 2 und 5) inkubiert. P53-DNA-
Komplexe und freie DNA sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Liegen die beiden Dekamere der spezifischen Bindungsstelle in strukturierter Form

vor andert sich das Bindungsverhalten von wt p53. Es war deutlich, ohne vorherige
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Aktivierung durch den C-terminalen Antikdrper, eine starke Bindung an das Substrat
zu erkennen (Abb. 4 Bahn 2). Im Unterschied zum linearen Substrat fuhrte die
Modifizierung durch den Antikérper nicht zu einer Verstarkung der Bindung sondern
zu einer starken Inhibierung (Abb. 4 Bahn 3).

Die beobachtete hohe Affinitat von wt p53 gegenuber strukturierter DNA konnte
durch Titrationsexperimente bestéatigt werden. In Abb. 5, Bahn 20 ist zu erkennen,
dass bei einer Proteinmenge von 100 ng nahezu samtliche strukturierte DNA in
gebundenem Zustand vorliegt wogegen sich beim linearen Substrat unter
identischen Bedingungen keine Bindung nachweisen lasst (Abb. 5, Bahn 10).

p53 (ng): - 1 1 10 10 25 25 50 50 100 - 1 1 1010 2525 50 50 100
PAb421: - - 4+ - + - + - + - - -+ -+ -+ -+ -
: - —~ —
Super-Shift = -

4 ;j Shift

— freie DNA

1 2 3 45 67 89 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20

p21 linear p21 strukturiert

Abb. 5: Wt p53 zeigt hdhere Affinitdt zu DNA-Substraten in strukturierter Konformation.
Substrate mit der p53-spezifischen Bindungsstelle des p21-Promotors in strukturierter (p21-decl + 2,
Bahn 1-10) und linearer Form (p21 lin/s + as, Bahn 11-20) wurden mit steigenden Mengen an wt p53
inkubiert (1-100 ng). Die Zugabe von PAb421 ist angegeben. P53-DNA-Komplexe und freie DNA sind
mit Pfeilen gekennzeichnet.

In friheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass fur eine stabile Komplexbildung
zwischen wt p53 und spezifischen linearen Substraten die Anwesenheit von
mindestens zwei Dekameren innerhalb einer Bindungsstelle notwendig ist (McLure
und Lee, 1998).

Zur Klarung der Frage, ob dies auch fur strukturierte DNA-Substrate der Fall ist,
wurde ein Substrat untersucht, in dem nicht beide sondern nur ein Dekamer der p53-
spezifischen Bindungsstelle des p21-Promotors vorliegt.

Die Experimente zeigten, dass auch dieses Substrat von wt p53 gebunden wird (Abb.
6, Bahn 2). Die Zugabe des C-terminalen Antikorpers fuhrte auch in diesem Fall nicht
zu einer Aktivierung der Bindungseigenschaften sondern zu einer Inhibierung (Abb.
6, Bahn 3).
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Liegt dieses Dekamer als lineares Substrat vor war selbst bei Aktivierung von wt p53
durch PAb421 keine Bindung zu erkennen (Abb. 6, Bahn 6).
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Abb. 6: Ein Dekamer ist ausreichend, um die Bindung von wt p53 an strukturierte DNA zu
ermoéglichen. Substrate mit einem Dekamer der p53-spezifischen Bindungsstelle des p21-Promotors
in linearer (p21-decl, Bahn 1-3) und strukturierter (p21f lin/s, Bahn 4-6) Form wurden mit 50 ng wt p53

inkubiert. Die Zugabe von PAb421 (Bahn 3 und 6) ist angegeben. P53-DNA-Komplexe und freie DNA
sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Das beobachtete Bindungsverhalten von wt p53 ist nicht auf die Sequenz der p21-
Bindungsstelle beschréankt. Identische Bindungsmuster lieRen sich auch bei
Verwendung von strukturierten Substraten erkennen, die von der TGF-a- bzw.

EGF-R-Bindungsstelle gebildet wurden (Abb. 7, Bahn 1-2 und 3-4).
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Abb. 7: Wt p53 bindet an strukturierte Substrate, die von verschiedenen Zielsequenzen
gebildet werden. Strukturierte DNA mit der vollstandigen Bindungsstelle des EGF-R-Promotors
(EGF-R, Bahn 3 und 4 und einem Dekamer der TGF-a-Bindungsstelle (TGF-a-dec3, Bahn 12)
wurden mit 50 ng wt p53 inkubiert. Protein-DNA-Komplexe und freie DNA sind gekennzeichnet.
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4.3 p53 bindet an strukturierte DNA als Tetramer

Um als Transkriptionsfaktor wirksam zu sein muss wt p53 als Tetramer an die
Bindungsstellen im jeweiligen Zielpromotor binden. Daher sollte die Frage geklart
werden ob wt p53 an strukturierte DNA ebenfalls als Tetramer bindet und somit in der
transkriptionell aktiven Form vorliegt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene p53-
Oligomere durch Crosslinking mit Glutaraldehyd hergestellt. Diese dienen als Marker
um den Oligomerisierungsstatus von p53 zu bestimmen welches im Komplex mit
strukturierter DNA vorliegt.

Durch die Behandlung mit Glutaraldehyd liel3en sich verschiedene Proteinoligomere
herstellen, die sich in einem nativen Polyacrylamid-Gel als monomere, dimere,

trimere, tetramere und oktamere Formen trennen lie3en (Abb. 8, Bahn 2).
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Abb. 8: Bestimmung des Oligomerisierungsstatus von gebundenem p53. 500 ng wt p53 wurde
mit strukturierter DNA der p2l-Bindungsstelle inkubiert (Bahn 3 und 3°) und zusammen mit
verschiedenen p53-Oligomeren (Bahn 2), die durch Crosslinking mit Glutaraldehyd hergestellt wurden,
auf ein natives Polyacrylamid-Gel geladen. Zur Bestimmung der Position von monomeren p53 wurden
500 ng p53-D70 Protein ebenfalls mit Glutaraldehyd behandelt und auf das Gel geladen (Bahn 1).
Durch die Cterminale Deletion haben Monomere von p53-D70 ein geringeres Molekulargewicht als
monomeres wt p53 und weisen dadurch ein verandertes Migrationsverhalten auf (siehe Banden 1x in
Bahn 1 und 2). Nach der Elektrophorese wurde die gelabelte DNA und das Protein auf eine Hybond
N’ bzw. Nitrocellulose-Membran transferiert. P53 wurde durch Western-Blotting (,Protein Blot) und
die DNA durch Autoradiographie detektiert (,DNA Blot*). P53-DNA-Komplexe und verschiedene p53-
Oligomere sind durch Pfeile markiert.
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Um die Position von monomerem p53 bestimmen zu kénnen wurde p53-D70
ebenfalls mit Glutaraldehyd behandelt. Dieses C-terminal verkirzte Protein liegt in
Lésung als Monomer vor, ist aber in der Lage durch Wechselwirkungen einzelner
Kerndomanen instabile Oligomere zu bilden. Diese wandern im Gel als diffuse
Banden oberhalb der Bande, die monomeres p53 reprasentiert (Abb. 8, Bahn 1).

Ein Vergleich des Migrationsverhaltens des DNA-Proteinkomplexes mit den p53-
Oligomeren zeigt deutlich, dass p53 als Tetramer an das strukturierte Substrat
bindet. Gebundenes p53 zeigte in diesem Experiment ein Migrationsverhalten, dass
tetramerem p53 entspricht (Abb. 8, Bahn 2 und 37).

Da in dem durchgefihrten Band-Shift-Assay das Migrationsverhalten eines DNA-
Protein-Komplexes von der Gro3e des Proteins und nicht von der DNA bestimmt
wurde, liel3 sich mit dieser Methode zeigen, dass wt p53 im Komplex mit

strukturierter DNA in der transkriptionell aktiven Form vorliegt.
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4.4 Die Interaktion von p53 mit nicht-linearer DNA ist sequenzabhéangig

In  Untersuchungen mit linearer DNA konnte gezeigt werden, dass wt p53
sequenzspezifische DNA-Bindungseigenschaften aufweist und an die p53-
Konsensussequenz 5 - PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy — 3" bindet (el-Deiry, 1992).
Daher stellte sich die Frage, ob die Wechselwirkung mit strukturierter DNA ebenfalls
sequenzspezifische Eigenschaften aufweist.

Zur Klarung dieser Frage wurden verschiedene Substrate untersucht, die entweder
ein perfektes p53-Konsensusdekamer (CON-loop) tragen oder Substrate bei denen
in diesem Dekamer die konservierten Basen an Position C4 bzw. G7 vertauscht
wurden (Cb g, Gb ¢, MUT-loop). Das hierbei verwendete Konsensusdekamer leitet
sich von dem RGC-Bindungselement ab, eine der ersten und am besten
charakterisierte naturliche p53-Bindungsstelle (Kern et al., 1991), die haufig fur p53-
DNA-Bindungsstudien eingesetzt wurde (Abb. 9).
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Abb. 9: Die Interaktion von wt p53 mit strukturierter DNA ist sequenzspezifisch. Wt p53 wurde
mit strukturierter DNA, die ein perfektes Konsensusdekamer (CON-loop, Bahn 1-3) tragt und
strukturierter DNA, in der die konservierten Basen dieses Dekamers vertauscht sind, inkubiert (Cb g,
Bahn 4-6, Gb c, Bahn 7-9 und MUT-loop, Bahn 10-12). Die betreffenden Regionen der Substrate sind
unterhalb des Gelbildes dargestellt. Die Sequenz des perfekten Dekamers ist in Grof3buchstaben
geschrieben, vertauschte Basen sind eingekreist und klein geschrieben.
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In den Bindungsstudien zeigte sich, dass ein Austausch der konservierten Basen zu
einer Verminderung der Bindung von wt p53 fuhrt. Das Substrat mit dem intakten
Bindungsmotiv wurde in starkerem Mal3e gebunden als die Substrate, in denen die
Basen an Position C4 bzw. G7 vertauscht wurden (Abb. 9, Bahn 2-12). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass die konservierten Basen innerhalb der
Dekamere fur die Interaktion von wt p53 mit strukturierten DNA-Substraten von

besonderer Bedeutung sind.
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4.5 Die Interaktion von wt p53 mit nicht-linearer DNA ist strukturspezifisch

Alle bisher getesteten DNA-Substrate enthalten ungepaarte Basen innerhalb der
Haarnadelschleife. Daher besteht die Moglichkeit, dass die starke Interaktion von wt
p53 mit diesen Substraten durch dessen Eigenschaft verursacht wird, einzelstrangige
DNA in sequenz-unabhangiger Weise binden zu kénnen. Die Bindung von wt p53 an
diese Substrate konnte somit durch das Erkennen ungepaarter Basen im Bereich der
Haarnadelschleife hervorgerufen werden, wogegen die Bindung an eine spezifische
Sequenz nur eine untergeordnete Rolle spielen wirde.

Zur Klarung dieser Frage wurden verschiedene DNA-Substrate durch DNase |
Protektionassay untersucht. Diese Methode bietet die Madoglichkeit, diejenigen
Regionen im Substrat zu identifizieren, die von dem Protein gebunden werden. Sind
Proteine an die DNA gebunden schitzen diese den entsprechenden DNA-Bereich
vor dem Abbau durch die DNase. Vergleicht man den Reaktionsansatz mit Protein
mit einer Kontrolle ohne Protein werden moglicherweise geschitzte DNA-Bereiche
entdeckt, die durch die Bindung des Proteins einem DNase-Abbau entgangen sind.

In einem der untersuchten Substrate wird die Schleife der Haarnadelstruktur durch
ein perfektes p53-Konsensusdekamer gebildet (CON-loop, Abb. 10), wogegen beim
zweiten Substrat die konservierten Basen an Position C, und G; miteinander
vertauscht wurden (MUT-loop, Abb. 10). In Abwesenheit von p53 zeigte sich ein
charakteristisches Spaltungsmuster der Substrate, hervorgerufen durch die DNase |
katalysierte Hydrolyse der Substrate (Abb. 10, Bahn 2 und 5). In Anwesenheit von
p53 wurden im CON-loop Substrat der Stamm und die Schleife, in der sich das p53-
Konsensusdekamer befindet, vor der DNase | katalysierten Hydrolyse geschutzt.
Diese Regionen wurden demnach von wt p53 in diesem Substrat gebunden (Abb.
10, Bahn 3).

Ein Austausch der konservierten Basen flhrte zu einer verminderten Bindung von
p53 im Bereich der Schleife des MUT-Loop DNA-Substrates, wogegen sich im
Bereich des Stamms noch Bindung erkennen liel3 (Abb. 10, Bahn 6).

Dies deutet darauf hin, dass in diesem Substrat nur der Stamm von wt p53 gebunden
wird, jedoch nicht die Basen im Bereich der Schleife. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass das Vorhandensein einer spezifischen Sequenz und nicht
ungepaarte Basen im Bereich der Haarnadelschleife den bestimmenden Faktor bei

der Interaktion von wt p53 mit den untersuchten Substraten darstellt.
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Abb. 10: Untersuchung von p53-DNA-Komplexen durch DNase | Protektionassay. CON-loop und
MUT-loop DNA enthalten ein perfektes bzw. mutiertes Konsensusdekamer. Die Konsensussequenz ist
in GrolRbuchstaben geschrieben. Basen, die vertauscht wurden, sind eingekreist und Kklein
geschrieben. Die Strukturen der Substrate sind unter dem Gel dargestellt. In Bahn 1 und 4 sind
radioaktiv markierte Substrate ohne Behandlung mit DNase | dargestellt. In Bahn 2 und 5 wurden die
Substrate mit DNase | in Abwesenheit von wt p53 behandelt. In Bahn 3 und 6 sind Substrate, die in
Anwesenheit von wt p53 mit DNase | behandelt wurden, dargestellt. Gestrichelte Regionen der
Substrate werden durch p53 vor der Hydrolyse durch DNase | geschitzt. Mit Klammern sind
diejenigen Regionen der Substrate gekennzeichnet, de den Stamm bzw. die Schleife der Substrate
bilden.

Diese Beobachtung steht im Einklang mit den EMSA-Experimenten in denen gezeigt
werden konnte, dass CON-loop DNA starker gebunden wird als MUT-loop DNA.

Eine weitere gemeinsame Eigenschaft der verwendeten DNA-Substrate ist das
Vorhandensein von ungepaarten Basen im Bereich des Stamms der

Haarnadelstrukturen. P53 ist in der Lage mit dem C-Terminus und der DNA-

Bindungsdoméne sequenzunspezifisch an ungepaarte Basen zu binden. Daher ist
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anzunehmen, dass ungepaarte Basen eine wichtige Voraussetzung fir die Bindung
von wt p53 an die untersuchten Haarnadelstrukturen darstellen konnen. Um dies

zu Uberprufen wurden zwei Substrate getestet, von denen eines ungepaarte Basen
im Bereich des Stamms (SCR-loop, Abb. 11) aufweist, wogegen beim zweiten
Substrat keine ungepaarten Basen in diesem Bereich auftreten (SCR-paired, Abb.
11).
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Abb. 11: Untersuchung von p53-DNA-Komplexen durch DNase | Protektionassay. SCR-loop und
SCR-paired DNA enthalten kein p53-Konsensusdekamer, SCR-paired zeigt zusatzlich keine
fehlgepaarten Basen im Bereich des Stamms. Die Substrate sind unter dem Gel dargestellt. In Bahn 1
und 4 sind radioaktiv markierte Substrate ohne Behandlung mit DNase | dargestellt. In Bahn 2 und 5
wurden die Substrate mit DNase | in Abwesenheit von wt p53 behandelt. In Bahn 3 und 6 sind
Substrate, die in Anwesenheit von wt p53 mit DNase | behandelt wurden, dargestellt. Gestrichelte
Regionen der Substrate werden durch p53 vor der Hydrolyse durch DNase | geschitzt. Mit Klammern
sind diejenigen Regionen der Substrate gekennzeichnet, die den Stamm bzw. die Schleife der
Substrate bilden.

In den DNase | Protektionassays konnte gezeigt werden, dass der Bereich, in dem
sich die ungepaarten Basen der SCR-loop DNA befinden, vor der Hydrolyse



Ergebnisse S0

geschutzt ist (Abb. 11, Bahn 3). Beim SCR-paired Substrat lie3 sich diese Protektion
nicht erkennen, was darauf schliel3en lasst, dass ungepaarte Basen im Bereich des
Stammes eine strukturspezifische Bindung von wt p53 verursachen (Abb. 11, Bahn
6). Dies liel3 sich auch mit EMSA-Experimenten nachweisen, in denen gezeigt
werden konnte, dass wt p53 besser an ein Substrat mit ungepaarten Basen bindet
als an ein Substrat, in dem die Basen gepaart vorliegen. Dies trifft sowohl fir DNA-
Substrate mit p53-Bindungsstelle (CON-loop bzw. CON-paired, Abb. 12 A) sowie auf
Substrate ohne p53-Bindungsstelle (SCR-loop bzw. SCR-paired) zu (Abb. 12 B).
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Abb. 12: Analyse der p53 Bindung an Substrate mit unterschiedlichen Strukturen. A: CON-loop
und CON-paired DNA tragen ein perfektes Konsensusdekamer der RGC-Sequenz. CON-paired DNA
hat keine fehlgepaarten Basen im Bereich des Stamms. Beide Substrate wurden mit 50 ng wt p53
inkubiert. B: SCR-paired und SCR-loop DNA tragen kein p53-Konsensusdekamer. SCR-paired fehlen
zusatzlich fehlgepaarte Basen im Bereich des Stamms. Die Substrate wurden mit steigenden Mengen
von wt p53 inkubiert (5-50 ng).

4.6 Der C-Terminus des p53-Proteins reguliert die Wechselwirkung mit

strukturierter DNA

In EMSA-Experimenten konnte gezeigt werden, dass der GTerminus von wt p53
eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der DNA-Bindungsaktivitat des
Proteins spielt. Die Bindung an lineare DNA wird verstarkt, wenn das Protein mit dem
C-terminalen Antikérper PADb421 modifiziert wird. Bei der Verwendung von
strukturierten DNA-Substraten wird die Bindung in Gegenwart des Antikorpers stark
inhibiert. Diese Inhibierung ist spezifisch fir diesen Antikorper, da der N-terminal
spezifische  Antikérper DO-1 nur zu einem “Super-Shift” in  DNA
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Bindungsexperimenten fuhrte jedoch nicht zu einer Inhibierung der Bindung (Abb. 13,
Bahn 2 und 3).
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Abb. 13: Der Nterminal spezifische Antikdérper DO-1 fihrt zu einem Super-Shift in EMSA-
Experimenten. CON-loop DNA-Substrat wurde mit 50 ng wt p53 ohne Antikérper (Bahn 1), mit dem
C-terminal spezifischen Antikérper PAb421 (Bahn 2) und dem N-terminal spezifischen Antikdrper DO-
1 (Bahn 3) inkubiert.

Um die Rolle des C-Terminus und anderer funktioneller Proteindoménen, wie
beispielsweise der Kerndomane, bei der Bindung von wt p53 an strukturierte DNA
weiter zu charakterisieren wurden verschiedene p53-Deletionsmutanten auf ihre
Bindungseigenschaften hin untersucht. Der Einfluss der regulatorischen C-terminalen
Region wurde mit p53-? 30 und die Rolle der Oligomerisierungsdomane mit p53-?70
untersucht. Diese Proteine sind am C-Terminus um 30 bzw. 70 Aminosauren
verkdrzt.

Wie in der Literatur beschrieben ist die Affinitat des C-terminal verkirzten p53-? 30
Proteins im Vergleich zu dem richt verkirzten Protein fur spezifische lineare DNA
hoher (Abb. 14, Bahn 2°-4"). Liegt die Bindungsstelle in strukturierter Konformation
vor lie3 sich mit dem verkirzten Protein keine Bindung mehr nachweisen wogegen
wt p53 an das Substrat bindet (Abb. 14, Bahn 24). Analoges Bindungsverhalten
zeigte sich, wenn strukturierte Substrate mit den Bindungsstellen des EGF-R- und

des TGF-a- Promotors verwendet wurden.
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In Untersuchungen mit linearer DNA konnte gezeigt werden, dass die Bildung von
Tetrameren eine Voraussetzung fur die sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivitat
von wt p53 darstellt. Monomeres p53 dagegen zeigt keine Bindungsaktivitat. Zur
Klarung der Frage, ob monomeres p53 in der Lage ist an strukturierte DNA zu binden
wurde ein Protein untersucht, welches keine Oligomerisierungsdomane tragt und
somit in Lésung als Monomer vorliegt (p53-? 70). Die Experimente zeigten deutlich,
dass die Oligomerisierung des p53-Proteins eine Voraussetzung dafir ist, an lineare
und strukturierte DNA binden zu konnen. Weder fur das lineare noch fur das
strukturierte Substrat liel3 sich eine Bindung fir p53-D70 nachweisen (Abb. 14, Bahn
5und5’).
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Abb. 14: Rolle des C-Terminus von wt p53 bei der Interaktion mit linearer und strukturierter
DNA. Substrate mit der p53-spezifischen Bindungsstelle des p2l-Promotors in strukturierter (p21-
decl +2, Bahn 1-6) und linearer Form (p21 lin/s + as, Bahn 1-6") wurden mit verschiedenen p53-
Deletionsmutanten (50 ng) inkubiert. Aminosauren 360-393 (regulatorische Cterminale Doméne) und
110-280 (DNA-Bindungsdoméne) sind im p53-D30 und p53-DDBD Protein deletiert. Der
Deletionsmutante  p53-D70 fehlt die regulatorische  C-terminale  Region und die
Oligomerisierungsdomane (Aminosauren 320-393). In Bahn 1 und 1° wurde kein Protein zur

Bindungsreaktion zugegeben. In Bahn 3 und 3"wurde wt p53 vor der Bindungsreaktion mit PAb421
inkubiert.
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Um den Einfluss der DNA-Bindungsdomane von p53 zu bestimmen wurde ein
Protein untersucht dem diese Doméne fehlt (p53-DDBD).

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dass dieses Protein ebenso wie
monomeres p53 nicht in der Lage ist an lineare bzw. strukturierte DNA zu binden
(Abb. 14, Bahn 6 und 67). In Abwesenheit der DBD ist die Bindung des C-Terminus
von wt p53 an ungepaarte Basen der strukturierten Substrate somit nicht

ausreichend um stabile ProteinrDNA-Komplexe zu bilden.
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4.7 Analyse von p53-DNA-Komplexen durch Elektronenmikroskopie

Von mehreren Arbeitsgruppen wurde berichtet, dass die Anwendung verschiedener
Methoden bei der Analyse von p53-DNA-Interaktionen zu widersprichlichen
Ergebnissen fuhren kann. Dies wurde beispielsweise bei Untersuchungen mittels
EMSA- bzw. DNase | Protektionassay beschrieben (Kim et al., 1999; Cain et al.,
2000; Espinosa und Emerson, 2001). Zusatzlich kann die Grol3e der verwendeten
DNA-Substrate die Wechselwirkung von p53 mit spezifischen Bindungsstellen
beeinflussen (Espinosa und Emerson, 2001).

Durch den Einsatz von elektronenmikroskopischen Untersuchungen kénnen p53-
DNA-Interaktionen mit unterschiedlich gro3en DNA-Substraten untersucht werden.
Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass die erzielten EMSA-Ergebnisse auf die
geringe Grof3e der untersuchten Substrate zurtickzufiihren sind. Als lineares Substrat
diente eine p53-spezifische Bindungsstelle, die in einem 474 Bp-Fragment
eingebettet ist (Cherny et al., 1999). Als strukturierte DNA wurde ein Substrat mit
einem verlangerten Stamm, im Vergleich zu den EMSA-Substraten, verwendet. Die

Herstellung dieses Substrates ist in Abb. 15 schematisch dargestellt.
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Abb. 15: Herstellung eines strukturierten Substrates fir elektronenmikroskopische
Untersuchungen. Fir eine detaillierte Beschreibung der Darstellung siehe ,Materialen und
Methoden*. 5-phosphorylierte Oligonukleotide sind mit P markiert. Die nach Schritt 5 isolierte DNA Il
wurde in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen eingesetzt.

In den Bindungsexperimenten wurden wt p53 und verschiedene Deletionsmutanten
untersucht.
Im Verlauf der Untersuchungen konnten frilhere Beobachtungen bestatigt werden

(Cherny et al., 1999), in denen eine Komplexbildung zwischen der isolierten p53-
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Bindungsdomane (Aminosauren 94-312) und der spezifischen Bindungsstelle
innerhalb des linearen 474 Bp-Fragmentes beschrieben wurde (Abb. 16, Abb. a-c).

In Ubereinstimmung mit den EMSA-Ergebnissen lie sich auch eine Komplexbildung
bei Verwendung des C-terminal verkurztem p53-D30 Proteins beobachten (Abb. 16,
Abb. d-f).

lineare DNA

Abb. 16: Analyse der p53-DNA-Interaktion durch Elektronenmikroskopie. Im oberen Teil der
Abbildung sind p53-DNA-Komplexe mit einem linearen 474 Bp-Fragment dargestellt. Es werden
Komplexe mit der isolierten DNA-Bindungsdomé&ne (a-c) und von p53-D30 (d-f) gezeigt. Das molare
Verhaltnis Protein:DNA betragt ~ 4 fur p53-DDBD und ~ 3.5 fur p53-D30. Gebundene Proteine sind mit
Pfeilen markiert. Im unteren Teil der Abbildung sind Komplexe mit DNA Il dargestellt. Es werden
Komplexe mit der isolierten DNA-Bindungsdoméne (b-f) und wt p53 gezeigt (g-i). Das molare
Verhaltnis Protein:DNA betragt ~ 0.5-1.0 fur p53-DDBD und ~ 2.5 fur wt p53. Gebundene Proteine
sind mit Pfeilen markiert. Im unteren Teil der Abbildung (a) ist DNA Ill dargestellt.
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Bei der Untersuchung des strukturierten DNA-Substrates kam es zur Komplexbildung
mit der isolierten p53-Bindungsdomane sowie mit wt p53 (Abb. 16, Abb. d-f bzw.
Abb. g-i). Die Komplexbildung wurde dabei nur an einer Seite des DNA-Substrates
beobachtet. Es wurde kein DNA-Substrat von zwei oder mehr Proteinen gleichzeitig
gebunden. Dies lasst darauf schlie3en, dass die Bindung spezifisch an der Stelle im
DNA-Substrat erfolgt, in der die p53-spezifische Bindungsstelle lokalisiert ist. Diese
Aussage wurde zusatzlich durch die Beobachtung unterstitzt, dass weder die
isolierte p53-Bindungsdoméane noch p53-? 30 an DNA-Enden binden (Abb. 16, Abb.
a-c bzw. Abb. d-f).

Des Weiteren konnten mit den durchgefiihrten elektronenmikroskopischen
Untersuchungen die Ergebnisse der EMSA-Experimente in denen das p53-?30
Protein verwendet wurde bestétigt werden. Es konnte keine Komplexbildung mit dem
strukturierten DNA-Substrat beobachtet werden. Im Zusammenhang mit diesem
Ergebnis ist die beobachtete Bindung der isolierten p53-Bindungsdoméane an das
strukturierte Substrat Uberraschend, da aufgrund der fehlenden C-terminalen Region
keine Bindung der isolierten Bindungsdomane zu erwarten ware. Die
Komplexbildung ist jedoch auf das gleichzeitige Fehlen des N-Terminus
zurlckzufiihren. Auf diesen Zusammenhang wird in der Diskussion naher
eingegangen.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieRen, dass die
Bindungsdomane von p53 fir eine stabile Bindung an die verwendeten strukturierten
Substraten notwendig ist. Eine Deletion des C-Terminus fiihrt zu einer verstarkten
Bindung an lineare DNA, inhibiert jedoch die Bindung an strukturierte Substrate.
Beide Doménen sind demnach fir eine strukturabhangige Wechselwirkung von wt
p53 mit der DNA notwendig.
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4.8 Mutiertes p53 zeigt hohere Affinitat zu strukturierter als zu linearer DNA

In den durchgefiihrten EMSA-Experimenten konnte gezeigt werden, dass wt p53
sequenz- und strukturspezifisch an nicht-lineare DNA binden kann. Im Gegensatz zu
linearer DNA erfolgt die Bindung ohne zusatzliche Aktivierung des Proteins Uber
Modifikationen des C-Terminus. Da schon in friheren Untersuchungen berichtet
wurde, dass mutiertes p53 an DNA-Sequenzen binden kann, die in der Lage sind
Sekundarstrukturen auszubilden, stellte sich die Frage, ob mutiertes p53 &hnlich wie
wt p53 strukturspezifische DNA-Bindungseigenschaften aufweist .

Zu diesem Zweck wurden verschiedene p53-Proteine untersucht, die in der DNA-
Bindungsdomane Punktmutationen tragen. Sie gehéren zu den so genannten "hot-
spot” Mutationen also zu denjenigen Mutationen, die im p53-Molekil am haufigsten
auftreten. Die untersuchten Proteine tragen Punktmutationen an Aminoséureposition
248 (Arg® Pro; 248P), 245 (Gly® Ser; 245S) und an Position 273 (Arg® His; 273H).
Wie in Abb. 17 zu sehen ist, kdnnen diese Proteine aufgrund der Veranderung in der
Aminosauresequenz nicht mehr sequenzspezifisch an lineare DNA binden. Im
Gegensatz zu wt p53 ist selbst in Gegenwart des aktivierenden Antikdrpers PAb421
keine Bindung der mutierten Proteine an das lineare Substrat erkennbar (Abb. 17,
Bahn 2-9).

Super-Shift——»p -

freie DNA =—p

Abb. 17: Bindung von mutiertem p53 an spezifische lineare DNA. Lineare DNA (p21 lin/s + as) mit
der p53-spezifischen Bindungsstelle des p21-Promotors, wurde mit wt p53 (Bahn 2) und mutiertem
p53 (Bahn 4, 6 und 8) inkubiert. Die Zugabe von PAb421 ist angegeben (Bahn 3, 5, 7 und 9). P53-
DNA-Komplexe und freie DNA sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Um zu Uberprifen, ob mutierte p53-Proteine generell die Fahigkeit verloren haben,
mit linearer DNA zu komplexieren wurden in Titrationsexperimenten verschiedene
Mengen von mutiertem p53 mit einem unspezifischen linearen DNA-Substrat
inkubiert (Abb. 18).

273H 248P

p53(ng): - 1 5 10 25 50 100 - 1 5 10 25 50 100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb. 18: Bindung von mutiertem p53 an unspezifische lineare DNA. Lineare DNA (T3-1/T3-2)
wurde mit steigenden Mengen an 273H (Bahn 27) und 248P (Bahn 914) inkubiert. Verwendete
Proteinmengen sind angegeben. Freie DNA ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Es zeigte sich, dass die untersuchten Proteine (248P und 273H) nicht an
unspezifische lineare DNA binden konnen. Selbst bei hohen Konzentrationen (Abb.
18, Bahn 2-7 bzw. Bahn 9-14) war keine Komplexbildung zu beobachten.

Zur Klarung der Frage, ob mutiertes p53 in der Lage ist strukturspezifisch an DNA zu
binden wurden weitere EMSA-Experimente durchgefihrt. Wurde statt des linearen
ein unspezifisches strukturiertes Substrat (SCR-loop A) verwendet, so zeigte sich fur
die untersuchten Proteine ein verandertes Bindungsverhalten. In
Titrationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass mit strukturiertem Substrat
keine Komplexbildung mit 273H zu beobachten ist (Abb. 19, Bahn 1-7). Im
Gegensatz dazu lief3en sich Protein-DNA-Komplexe mit 248P nachweisen (Abb. 19,
Bahn 1°-7"). Schon bei einer Menge von 25 ng des Proteins konnte in dem
durchgefihrten Experiment eine Komplexbildung beobachtet werden (Abb. 19, Bahn
5.
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273H 248P

p53 (ng): - 1 5 10 25 50 100 - 1 5 10 25 50 100

4— Shift

freie DNA ———»

Abb. 19: Bindung von mutiertem p53 an unspezifische strukturierte DNA. Strukturierte DNA ohne
p53-spezifische Bindungsstelle (SCR-loop A), wurde mit steigenden Mengen 273H (Bahn 2-7) und
248P (Bahn 2°-7") inkubiert. Eingesetzte Proteinmengen sind angegeben. P53-DNA-Komplexe und
freie DNA sind mit Pfeilen markiert.

Die Fahigkeit von mutiertem p53 an strukturierte DNA zu binden, ist nicht nur auf
248P beschrankt, denn auch p53 mit einer Punktmutation an Position 245 (245S)
zeigte deutliche Komplexbildung mit diesen Substraten (Abb. 20).

unspez. strukt Substrat spez. strukt. Substrat
Fo7 £ Fe " o7 P
Fe £ I Fo Fo £

Super-Shift——p»

Shifte—

freie DNA—

Abb. 20: Einfluss der Antikérper PAb421 und DO-1 auf die Bindung von mutiertem p53 an
strukturierte DNA. Strukturierte DNA ohne p53-spezifische Bindungsstelle (SCR-loop A, Bahn 1-10)
und mit der Bindungsstelle des p21-Promotors (p21-decl + 2, Bahn 1°-10"), wurde mit 50 ng 245S
(Bahn 24, 2°-4"), 248P (Bahn 57, 5-7") und 273H (Bahn 810, 8-10") inkubiert. Die Zugabe der
Antikérper ist angegeben. P53-DNA-Komplexe und freie DNA sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Die untersuchten Proteine (245S und 248P) binden sowohl an spezifische
strukturierte Substrate als auch an unspezifische Substrate, die keine p53-
Bindungsstelle enthalten (Abb. 20, Bahn 2 und 5 bzw. 2°und 5).

Wie bei wt p53 zu beobachten war, scheint der GTerminus fir die Bindung an
strukturierte Substrate eine zentrale Rolle zu spielen. Wurden die Proteine mit dem
C-terminalen Antikérper PAb421 modifiziert, so fihrt dies zu einer deutlichen
Inhibierung der Bindung (Abb. 20, Bahn 3 und 6 bzw. 3" und 6°). Dieses Phanomen
wurde schon bei den Untersuchungen von wt p53 festgestellt.

Die Bindung des N-terminal spezifischen Antikérpers DO-1 fuhrte, ebenso wie bei wt
p53, nicht zu einer Inhibierung sondern zu einem Super-Shift (Abb. 20, Bahn 4 und 7
bzw. 4’und 7°).

Die EMSA-Experimente zeigen, dass p53 mit Punktmutationen in der DNA-
Bindungsdoméne in der Lage ist an strukturierte DNA zu binden wogegen die
untersuchten Proteine keine signifikante Affinitat gegentber spezifischer und
unspezifischer linearer DNA zeigen. Diese Eigenschaft scheint bei verschiedenen
p53 Mutationen unterschiedlich ausgepragt zu sein, da 273H weder mit linearer noch
mit strukturierter DNA zur Komplexbildung neigt.

Die Untersuchungen mit wt p53 haben gezeigt, dass dieses Protein sequenz- und
strukturspezifisch an non-B-DNA binden kann. Fur die hohe Spezifitat dieser Bindung
spielen die Kerndomane und der C-Terminus eine wichtige Rolle. Da mutiertes p53
aufgrund des Aminosaureaustausches in der Kerndoméane die Fahigkeit zur
sequenzspezifischen Bindung verloren hat sind die in den EMSA-Experimenten
beobachteten Bindungseigenschaften ausschliel3lich strukturspezifisch. Dies wird
durch die Tatsache unterstrichen, dass verschiedene strukturierte Substrate in
unterschiedlichem MafRe von mutiertem p53 gebunden werden. Wurden zwei
verschiedene unspezifische strukturierte Substrate (SCR-loop und SCR-loop A) mit
steigenden Mengen an 248P inkubiert zeigte sich, dass nur SCR-loop A von dem
Protein gebunden wird (Abb. 21, Bahn 1-5 bzw. 1°-57). Da sich die beiden Substrate
nur in den fehlgepaarten Basen im Bereich des Stamms voneinander unterscheiden,
scheint ein Austausch dieser Basen zu unterschiedlichen Strukturen zu fuhren, die

die Bindung von mutiertem p53 negativ bzw. positiv beeinflussen kénnen.
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Abb. 21: Bindung von mutiertem p53 an verschiedene unspezifische strukturierte Substrate.
Strukturierte Substrate ohne p53-Bindungsstelle (SCR-loop A, Bahn 1-5; SCR-loop, Bahn 1°-5")
wurden mit steigenden Mengen an 248P inkubiert. Verwendete Proteinmengen sind angegeben. Freie
DNA und Protein-DNA-Komplexe sind gekennzeichnet. Die Strukturen der Substrate sind unter dem

Gel dargestellt.
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4.9 Bestimmung von Dissoziationskonstanten durch Fluorescence intensity

distribution analysis (FIDA)

FIDA wurde erst kirzlich als Erganzung zur Fluorescence correlation spectroscopy
(FCS) entwickelt (Kask et al., 1999; Chen et al., 1999). Beide Techniken zahlen zu
den Einzelmolekil-Fluoreszenzspektroskopie-Methoden, die es ermdoglichen Inter-
aktionen zwischen Molekulen in Losung zu untersuchen, wie beispielsweise Protein-
DNA-Bindungen. Das Detektionsvolumen ist in beiden Methoden mikroskopisch klein
(ca. 1 Femtoliter). Bei geeigneter Verdiunnung (lUblicherweise ca. 1 nM Farbstoff)
diffundieren nur wenige Molekile durch das Messvolumen, was die Anwendung von
Fluktuationsmethoden ermdglicht. Die FCS beruht auf der Messung von
Fluktuationen in Abhangigkeit von der Zeit (Madge et al., 1972; Rigler et al., 1993),
wogegen in FIDA-Messungen Fluktuationen der Amplitude, d.h. die molekulare
Helligkeit von fluoreszenz-markierten Molekllen, untersucht werden (Kask et al.,
1999). Auswerteparameter bei FCS sind Diffusions zeit und Konzentration, bei FIDA
molekulare Helligkeit und Konzentration. Des Weiteren kdnnen im konfokalen
Volumen auch andere Fluoreszenzparameter wie  beispielsweise die
Fluoreszenzlebensdauer oder die Fluoreszenzpolarisation gemessen werden
(Turconi et al., 2001, Jager et al., submitted). Die Fluoresenzlebensdauer wurde
schon in verschiedenen anderen Anwendungen zur Untersuchung von Molekulen
eingesetzt (Lakowicz, 1983) und eignet sich ebenfalls als Parameter zur
Untersuchung von Protein-DNA-Interaktionen. Die Fluoreszenzlebensdauer eines
Fluorophors ist von seiner chemischen Umgebung abhéangig, was die Durchfuhrung
von DNA-Protein-Bindungsstudien ermdglicht wenn einer der Interaktionspartner mit
einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde. Die Fluoreszenzlebensdauer
des freien Substrats unterscheidet sich von der Fluoreszenzlebensdauer im
gebundenen Zustand. In Titrationsexperimenten konnen somit Bindungskurven
erstellt und Dissoziationskonstanten von ProteinDNA-Komplexen bestimmt werden.

Die in den EMSA-Experimenten beobachteten unterschiedlichen Bindungs-
eigenschaften der untersuchten Proteine konnten mit dieser Methode bestatigt
werden. In Abb. 22 sind reprasentative Bindungskurven mit den errechneten

Dissoziationskonstanten der Protein-DNA-Komplexe dargestellt.
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248P 12,56 + 2,39 182,01 + 64,96
245S 34,11 + 6,09 360,14 + 159,10
273H 219,15 + 48,45 168,36 + 50,42

Abb. 22: Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Ky) von p53-DNA-Komplexen. Gezeigt sind
reprasentative Bindungskurven fiir verschiedene p53 Mutationen mit strukturierten und linearen DNA-
Substraten (SCR-loop A bzw. T3-1/T3-2). Die ermittelten Dissoziationskonstanten der untersuchten

p53-DNA-Komplexe sind in der Tabelle aufgefihrt.
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Die Daten zeigen, dass die untersuchten Proteine 248P und 245S eine héhere
Affinitat gegeniber strukturierter DNA aufweisen. Bei der Verwendung von
strukturiertem Substrat lag die Bindungsaffinitdt gegeniber dem linearen Substrat
um ein 10-15faches hoher.

In Ubereinstimmung mit den EMSA-Ergebnissen konnte auch mit dieser Methode
keine signifikante Bindung fur 273H flr strukturierte bzw. lineare DNA nachgewiesen

werden.

4.10 Bindung an strukturierte DNA ist eine generelle Eigenschaft von

mutiertem p53

In den EMSA-Experimenten und FIDA-Messungen konnte gezeigt werden, dass
mutiertes p53 eine hohere Affinitat zu strukturierter als zu linearer DNA aufweist. Um
zu prifen, ob diese Eigenschaft ein generelles Phanomen dieser Proteine darstellt
war es notwendig eine groéRRere Zahl von Proteinen auf ihr Bindungsverhalten zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Bindungsstudien mit einem p53-Protein
Array durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine Membran auf der verschiedene
p53-Proteine immobilisiert sind. Dazu gehdren wt p53, 46 Punktmutationen bzw.
Deletionsmutanten, p53 mit Mutationen im Bereich der MDM2-Bindungsstelle (W23A
und W23G) sowie p53 mit einer Mutation an Position 392 (S392A), einer
Phosphorylierungsstelle der Kasein Kinase Il (Abb. 23).
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Abb. 23: Schematische Darstellung des p53-Protein-Arrays. In der Abbildung sind die
immobilisierten p53-Proteine abgebildet. Die Proteine sind paarweise an die Membran gebunden
(siehe oben links).
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Mit dieser Membran kdnnen somit eine Vielzahl von verschiedenen Proteinen auf
ihre Bindungseigenschaften hin untersucht werden und direkt mit wt p53 verglichen
werden.

Nach Herstellerangaben sind auf jedem Proteinspot 200 pg spezifisches Protein
immobilisiert. Um dies zu Uberprifen, wurde ein Western-Blot-Experiment mit dem
C-terminal spezifischen Antikdrper PAb421 durchgefihrt. In diesem Experiment
konnte eine einheitliche Verteilung der Proteine bestatigt werden.

In den durchgefuhrten Experimenten wurden die Membranen mit strukturierten und
linearen, radioaktiv markierten DNA-Substraten inkubiert und die gebundene DNA
durch Autoradiographie detektiert.

Die Ergebnisse zeigten einen deutlichen Unterschied bei der Verwendung von
linearer und strukturierter DNA (Abb. 24, A-C).

G245S  wtp53 G245S  wtp53 G245S  wtp53
spez. strukturierte DNA spez. lineare DNA unspez. lineare DNA
A B C

Abb. 24: Bindung von strukturierten und linearen Substraten an ein p53-Protein-Array. P53-
Membranen wurden mit einem spezifischen strukturiertem Substrat (p21-decl + 2, A), spezifischen
linearen Substrat (p21 lin/s + as, B) und unspezifischen linearen Substrat (T3-1/T3-2, C) inkubiert. Die
Signale fur wt p53 und G245S sind mit Kreisen markiert.

Wurde die Membran mit einem strukturierten Substrat inkubiert so waren deutlich
Bindungssignale fur den Grol3teil der immobilisierten Proteine erkennbar (Abb. 24,
A), wogegen mit den linearen DNA Substraten (Abb. 24, B und C) deutlich weniger
Signale zu erkennen waren. Bei Verwendung des strukturierten Substrates konnten
Bindungssignale fur alle immobilisierten ,hot-spot“ Mutationen detektiert werden. Das
mit diesem Assay, im Gegensatz zu den EMSA-Experimenten, auch Bindungs-

signale fur 273H detektiert werden konnten, lI&asst sich mit einer erhdhten Sensitivitat
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des Assays erklaren. Die Versuchsbedingungen sind denen eines South-Western-
Blots sehr ahnlich. Diese Methode zeichnet sich im Vergleich mit EMSA durch eine
erhohte Sensitivitat aus, wodurch auch Proteine mit einer schwachen Bindungs-
affinitat detektiert werden konnen.

Bindungssignale fur die immobilisierten ,hotspot* Mutationen waren mit den linearen
Substraten nicht erkennen. Fir diese Substrate waren Bindungssignale fur wt p53
und fir Proteine mit Mutationen im Bereich der MDM2-Bindungsstelle detektierbar
(W23A und W23G). Auch fur Proteine mit Punktmutationen in der Kerndomane, die
nicht zu den ,hot-spot* Mutationen z&hlen, lieBen sich Signale detektieren (z.B.
H233N und S227T). Es ist besonders zu erwdhnen, dass die Signalmuster des
spezifischen bzw. unspezifischen linearen Substrates identisch sind (Abb. 24, B und
C). Dies lasst darauf schlieRen, dass die beobachtete Bindung fir die linearen
Substrate unspezifischer Natur ist. Eine Auswertung der Signale fur wt p53 und die
verschiedenen ,hot-spot“ Mutationen durch Densiometrie zeigte deutlich, dass die
strukturierte DNA im Vergleich zum spezifischen linearen Substrat starker an wt p53
bindet (Abb. 25). Fur die ,hot-spot* Mutationen liel3en sich nur fur das strukturierte
Substrat Bindungssignale erkennen, die in ihrer Intensitat voneinander abweichen.
Auffallig ist, dass verschiedene Mutationen an einer Aminoséureposition zu einem
unterschiedlichen Bindungsverhalten fihren (vergl. 273H/273C und 248W/248Q),
245S/245D/245C, Abb. 24).
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Abb. 25: Auswertung der Bindungsaffinitditen von mutiertem p53 durch Densiometrie.
Ausgewertet wurden die Signale der immobilisierten ,hot-spot* Mutationen und fir wt p53. Die
Fehlerbalken sind angegeben.
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Die Spezifitat der strukturierten Bindung konnte in einem Kompetitionsexperiment
nachgewiesen werden (Abb. 26, A-C). Dazu wurden Membranen, die mit dem
spezifischen strukturierten bzw. linearen Substrat inkubiert wurden, nacheinander mit
steigenden Mengen spezifischer linearer Kompetitor-DNA inkubiert (p21 lin/s + as).
Als Kontrolle wurde eine Membran, die zuvor mit unspezifischer linearer DNA

inkubiert wurde, in gleicher Weise jedoch ohne Zusatz von Kompetitor-DNA,
behandelt (Abb. 26, C).

Kompetitor DNA
—
A
spez. lin. DNA
gez. sruk. DNA S . B
Kontrolle C

Abb. 26: Kompetitionsexperiment mit spezifischer linearer Kompetitor-DNA. P53-Membranen
wurden nach der Bindungsreaktion mit spezifischer linearer und spezifischer strukturierter DNA (p21
lin/s + as, A bzw. p2l-decl + 2, B) mit steigenden Mengen spezifischer linearer Kompetitor-DNA
inkubiert (p21 lin/s + as). Das molare Verhéltnis von markiertem Substrat:Kompetitor betrug 1:1 und
1:5. Als Kontrolle diente eine Membran, die nach der Bindungsreaktion mit unspezifischer linearer
DNA (T3-1/T3-2, C) ohne Zusatz von Kompetitor-DNA inkubiert wurde.

Es zeigte sich, dass die Signalintensitaten fur die spezifische lineare DNA mit
steigenden Mengen Kompetitorr-DNA stark abnehmen (Abb. 26, A). Die
Signalintensitaten des spezifischen strukturierten Substrates blieben jedoch nahezu
konstant (Abb. 26, B). Dies bestétigt die hohere Affinitat der immobilsierten Proteine
gegenuber strukturierter DNA. Die beobachtete Abnahme der Signalintensitaten ist

nicht auf die aufeinander folgenden Inkubationsschritte der Membranen mit Puffer-
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Lésung zurtickzufuhren, da sich in der Kontrollreaktion ohne Kompetitor-DNA keine
signifikante Anderung der Signalintensitaten beobachten lieR (Abb. 26, C).

Auch in diesem Assay wurde der Einfluss des Gterminalen Antikdrpers PAb421
untersucht. Dazu wurden zwei Membranen mit strukturierter DNA inkubiert von
denen eine zuvor mit dem Antikérper behandelt wurde. Zum Vergleich wurde

zuséatzlich eine Membran mit einem spezifischen linearen Substrat inkubiert und
ebenfalls vor der Bindungsreaktion mit dem Antikorper behandelt (Abb. 27, A-C).
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Abb. 27: Einfluss des Gterminal spezifischen Antikdrpers PAb421 auf die Bindung an ein p53-
Protein-Array. P53-Membranen wurden vor der Bindungsreaktion ohne (A) und mit PAb421 inkubiert
(B und C). Anschlie3end erfolgte Inkubation mit einem spezifischen strukturierten Substrat (p21-decl
+ 2, Aund B) und einem spezifischen linearen Substrat (p21 lin/s + as, C).

Die Auswertung der Signale zeigte deutlich, dass die Modifizierung der
immobilisierten Proteine durch den Antikdrper, die Bindungsaffinitat von wt p53 und
den ,hotspot‘ Mutationen gegeniber der strukturierten DNA stark herabsetzt. Nur fir
248W liel3 sich eine geringe Inhibierung feststellen. Fur spezifische lineare DNA liel3
sich auch in diesem Fall nur eine Bindung von wt p53 beobachten. Die beobachtete
Bindung ist auch durch eine Aktivierung durch den Antikdrper schwacher als fur die

strukturierte DNA (Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss des Gterminal spezifischen Antikdrpers PAb421 auf die Bindung an ein p53-
Protein-Array, ausgewertet durch Densiometrie. Ausgewertet wurden die Signale der
immobilisierten ,hot-spot* Mutationen und wt p53. Die Fehlerbalken sind angegeben.

Mit den durchgefuhrten Bindungsexperimenten konnten die Ergebnisse der EMSA-
und FIDA-Experimente bestétigt werden. Die Bindung an strukturierte DNA scheint
eine generelle Eigenschaft von mutiertem p53 zu sein, da fir alle untersuchten ,hot-
spot* Mutationen eine Bindung beobachtet werden konnte. Auch p53-Proteine mit
Mutationen im Bereich der MDM2-Bindungsstelle (W23G und W23A) sowie mit
Mutationen in der C-terminalen regulatorischen Doméne (S392A) zeigten deutliche
Bindungssignale bei der Verwendung von strukturierter DNA. Die Bindungsaffinitat
variiert jedoch unter den verschiedenen Mutationsformen und auch die Art des
Aminosaureaustausches an einer Position des Proteins scheint fur die Bindung eine
wichtige Rolle zu spielen. Lineare DNA wurde von p53-Mutanten (,hot-spot”
Mutationen) nicht gebunden und die beobachtete Bindung von wt p53 war, mit und
ohne Aktivierung durch den Gterminalen Antikérper, schwéacher im Vergleich zur

strukturierten DNA.
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4.11 P53 im Komplex mit strukturierter DNA ist gegen eine MDM2-abhangige

Ubiquitinierung geschutzt

In den Experimenten mit mutiertem p53 konnte gezeigt werden, dass diese Proteine
strukturspezifisch an DNA binden kénnen wobei der C-Terminus dieser Proteine eine
entscheidende Rolle fur diese Bindung spielt.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die beobachteten DNA-Bindungseigenschaften
einen Einfluss auf die Stabilitat von mutiertem p53 haben. Diese Proteine zeichnen
sich im Vergleich mit wt p53 durch eine erhthte Halbwertszeit aus. Der allgemein
akzeptierte Mechanismus fur diese Stabilitat liegt in dem Verlust der
Transaktivierungsfunktion von mutiertem p53, wodurch MDM2 nicht induziert werden
kann. MDM2 fungiert als Ubiquitin-Ligase und katalysiert die Bindung von Ubiquitin
an Lysin-Reste im C-Terminus von p53. Die Ubiquitinierung von p53 stellt den ersten
Schritt im protesomalen Abbau durch das 26S Proteasom dar. Dies kann jedoch
nicht erklaren warum einige Tumorzellen einen hohen Spiegel an mutiertem p53, bei
gleichzeitiger E xpression von MDM2, aufweisen.

Aufgrund der schon friher beschriebenen Beobachtungen, dass mutiertes p53 im
Zellkern akkumuliert und dort mit nuklearen Strukturen wie der Kernmatrix und dem
Chromatin assoziiert ist, sollte untersucht werden, ob die strukturspezifischen DNA-
Bindungseigenschaften von mutiertem p53 einen Einfluss auf die MDM2-abhangige
Ubiquitinierung haben. Durch die Bindung an spezifische Strukturen innerhalb des
Zellkerns konnte der C-Terminus von mutiertem p53 maskiert vorliegen und dadurch
einer Ubiquitinierung durch MDM2 nicht langer zugénglich sein. Dies kdnnte einen
Mechanismus darstellen, wie die intrazellulare Stabilitdt von mutiertem p53 reguliert
wird. Zu diesem Zweck wurde das EMSA-Assay mit einem in vitro Ubiquitin-Assay
kombiniert um einen eventuellen Einfluss der DNA-Bindung auf die
Ubiquitinierungseffizienz der Proteine zu untersuchen.

In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass wt p53 im Komplex mit
linearer DNA gegen einen proteasomalen Abbau geschutzt ist (Molinari und Milner,
1995). Aus diesem Grund wurde zunachst untersucht, ob wt p53 im Komplex mit
strukturierter DNA gegen eine MDM2-abhéngige Ubiquitinierung am C-Terminus
geschitzt ist. In Abb. 29 ist zunachst der Ausgang eines in vitro Ubiquitin-Assays von
wt p53 dargestellt. In Abwesenheit von Ubiquitin war wt p53 als einzelne Bande im
Western-Blot zu erkennen (Abb. 29, Bahn 1). Wurde Ubiquitin zu der
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Reaktionslosung gegeben, erkennt man hdéhermolekulare p53-Spezies, die jeweils
ubiquitinierte Formen des Proteins reprasentieren (Abb. 29, Bahn 2).

p53 (Ub), ——» .
—
p53 —>

1 2

Abb. 29: In vitro Ubiquitin-Assay mit wt p53. Wt p53 wurde ohne (Bahn 1) und mit (Bahn 2)
Ubiquitin behandelt. Beide Reaktionslésungen enthielten MDM2 und die zur Ubiquitinierung
notwendigen Cofaktoren. Wt p53 und ubiquitinierte Formen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

In den Bindungs/Ubiquitin-Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl wt p53
als auch mutiertes p53 im Komplex mit strukturierter DNA gegen eine Ubiquitinierung
durch MDM2 geschiitzt sind. In Abb. 30 ist ein typisches Experiment fir wt p53
dargestellt.
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Abb. 30: Einfluss von strukturierter und linearer DNA auf die Ubiquitinierungseffizienz von wt
p53. Wt p53 wurde mit steigenden Mengen (1 pmol, 10 pmol und 100 pmol) an strukturierter (p21-
decl + 2, Bahn 34) und linearer DNA (p21 lin/s + as, Bahn 68) inkubiert. In Bahn 2 ist die in vitro
Ubiquitinierung ohne DNA durchgefiihrt worden. Wt p53 ist in Bahn 1 dargestellt.

Bereits bei Verwendung von 10 pmol des strukturierten Substrates sind keine
ubiquitinierten Formen von p53 detektierbar (Abb. 30, Bahn 3). Bei der Verwendung
von linearer DNA ist erst bei einer Substratmenge von 100 pmol ein leichter
Ruckgang der ubiquitinierten Spezies erkennbar (Abb. 30, Bahn 8). Dieses Ergebnis
korreliert mit den EMSA-Ergebnissen, in denen gezeigt werden konnte, dass wt p53
eine hohere Affinitat zu strukturierter als zu linearer DNA aufweist.

Gleiches wurde auch fur 248P festgestellt. Ist dieses Protein an strukturierte DNA
gebunden, konnte ebenfalls ein deutlicher Riickgang der Ubiquitinierungseffizienz mit
steigenden Mengen an DNA-Substrat festgestellt werden. Dies ist unabhangig

davon, ob ein spezifisches oder unspezifisches Substrat verwendet wurde (Abb. 31,



Ergebnisse 72

A bzw. B, Bahn 3-6). Wurde dagegen lineare DNA als Substrat verwendet, hat dies
keinen Einfluss auf die Ubiquitinierung des Proteins (Abb. 31, A und B, Bahn 7-10).
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Abb. 31: Einfluss von strukturierter und linearer DNA auf die Ubiquitinierungseffizienz von
248P. 50 ng 248P wurden mit steigenden Mengen an spezifischer (p21-decl + 2, A; Bahn 3-6) und
unspezifischer strukturierter DNA (SCR-loop A, B; Bahn 3-6) bzw. spezifischer linearer (p21 lin/s + as,
A; Bahn 7-10) und unspezifischer linearer DNA (T3-1/T3-2, B; Bahn 7-10) inkubiert (10, 50, 100 und
200 pmol). Kontrollreaktion ohne DNA ist in Bahn 2 dargestellt A und B). 248P ist in Bahn 1
dargestellt (A und B). Ubiquitinierte Formen von 248P und nicht-ubiquitiniertes 248P sind mit Pfeilen
gekennzeichnet.

Da in den EMSA- und FIDA-Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass 273H
weder an lineare noch an strukturierte DNA binden kann, dirfte die Inkubation dieses
Proteins mit strukturierter DNA keinen Einfluss auf die Ubiquitinierungseffizienz
haben. Tatsachlich liel3 sich mit diesem Assay kein Unterschied fiur lineare und
strukturierte Substrate feststellen. Erst bei der Verwendung von 200 pmol DNA
wurde ein Ruckgang der ubiquitinierten Formen von p53 festgestellt (Abb. 32, Bahn
3-10).
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Abb. 32: Einfluss von strukturierter und linearer DNA auf die Ubiquitinierungseffizienz von
273H. 50 ng 273H wurden mit steigenden Mengen an spezifischer strukturierter DNA (p21-decl + 2,
Bahn 36) und spezifischer linearer DNA (p21 lin/s + as, Bahn 7%10) inkubiert (10, 50, 100 und 200
pmol). Kontrollreaktion ohne DNA ist in Bahn 2 dargestellt. 273H ist in Bahn 1 gezeigt.

Mit der Verwendung dieses Assays konnte in vitro gezeigt werden, dass wt und
mutiertes p53 im Komplex mit strukturierter DNA gegen eine Ubiquitinierung durch

MDM2 geschitzt sind. In den EMSA-Experimenten konnte keine strukturspezifische
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DNA-Bindungsaktivitat von 273H festgestellt werden. In Ubereinstimmung mit
diesem Ergebnis konnte auch keine Protektion gegenuiber einer MDM2-abh&ngigen
Ubiquitinierung beobachtet werden. Da sich jedoch 273H in Tumorzellen ebenfalls
durch eine erhohte Stabilitat auszeichnet muissen noch andere Mechanismen
existieren, die zur intrazellularen Stabilitat von mutiertem p53 beitragen. Ebenso ist
es moglich, dass 273H durch Bindung an andere DNA-Strukturen gegenuber einer
MDM2-abhéngigen Ubiquitinierung geschutzt ist. Diese Hypothese wird durch die
Tatsache unterstitzt, dass 273H in vitro an MAR-DNA-Elemente bindet, die zur
Ausbildung von non-B-DNA-Strukturen in der Lage sind, wobei der C-Terminus fur

diese Bindung notwendig ist.
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5. Diskussion

Wt p53 zeigt unterschiedliche Bindungsaffinititen qgegenuber Bindungs-

elementen in linearer und strukturierter Konformation

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass die haufig verwendeten Begriffe
Jlatent* und ,aktiviert’, in Bezug auf DNA-Bindungseigenschaften von wt p53, nur
unter bestimmten in vitro Voraussetzungen bei der Interaktion mit spezifischer
linearer DNA zutreffend sind. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass bei der
Anwendung von alternativen Methoden zur Untersuchung von p53-DNA-
Interaktionen eine Aktivierung des Proteins nicht notwendig ist (Kim et al., 1999; Cain
et al., 2000; Espinosa und Emerson, 2001; Kaeser und Iggo, 2002).

Wt p53 bindet mit einem hohen Grad an Spezifitdt an Zielsequenzen in linearer und
nicht-linearer DNA. Diese Wechselwirkung ist jedoch stark davon abhangig in
welcher Konformation die Bindungsstellen vorliegen. Die Bindungsaffinitat far
spezifische lineare DNA ist nur schwach ausgepragt, kann jedoch durch
Modifizierung oder Deletion der egulatorischen Gterminalen Region stark erhoht
werden. Liegen p53-spezifische Bindungsstellen in strukturierter Konformation vor
fordert dies die Bindung des Proteins, wobei der C-Terminus fir diese Interaktion
eine entscheidende Rolle spielt.

Die hohe Spezifitat dieser strukturabhangigen Wechselwirkung wird durch zwei
Faktoren hervorgerufen. Dies sind zum Einen strukturelle Eigenschaften der DNA
und zum Anderen die Anwesenheit einer p53-spezifischen Bindungsstelle innerhalb
des Substrates.

Es konnte gezeigt werden, dass die konservierten Basen an Position C4 und G; der
Bindungsstellen eine wichtige Rolle bei der Erkennung der untersuchten Substrate
spielen. Ein Austausch dieser Basen setzt die Bindungsaffinitat von wt p53 stark
herab, wobei die nicht-konservierten Basen variieren kdnnen. Dies bestatigen auch
frihere Untersuchungen (Nagaich et al., 1997), in denen gezeigt wurde, dass den
Guaninen innerhalb der hochkonservierten C(A/T)(T/A)G Sequenz von p53-
Bindungsstellen eine grofe Bedeutung fir die DNA-Bindungseigenschaften
zukommt. In diesem Zusammenhang ist jedoch zu erwéhnen, dass ein Austausch
der konservierten Basen C; und G; innerhalb der untersuchten Substrate auch zu
einer konformationellen Veranderung des Substrates fihren kann. Es ist daher nicht
auszuschlieRen, dass auch eine eventuelle Strukturanderung eine Rolle bei dem

beobachteten veranderten Bindungsverhalten dieser Substrate spielt.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ebenso, dass ungepaarte Basen in bestimmten
Regionen der untersuchten Substrate eine wichtige Voraussetzung fur die Interaktion
von wt p53 darstellen. Bindungsstudien mit verschiedenen p53-Deletionsmutanten
haben offenbart, dass C-terminal verkirztes p53 stark an spezifische lineare DNA,
jedoch nur schwache Wechselwirkung mit strukturierter DNA zeigt. Die Bedeutung
des C-Terminus fur die Bindung an die untersuchten strukturierten Substrate kann
durch die beschriebene Affinitat dieser funktionellen Proteindomane fir ungepaarte
Basen erklart werden (Lee et al., 1995; Szak et al., 1999). Durch diese Affinitat zu
fehlgepaarten Basen im Bereich des Stamms der untersuchten Substrate tragt der C-
Terminus von wt p53 zu der hohen Spezifitait der strukturabhéngigen
Wechselwirkung bei.

Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Bedeutung des C-Terminus fur die Bindung an strukturierte DNA abnimmt, wenn der
N-Terminus des Proteins deletiert ist. Diese Beobachtung legt nahe, dass der G
Terminus nur bei intakter N-terminaler Region fur eine spezifische Interaktion von wt
p53 mit strukturierter DNA notwendig ist. In friheren Untersuchungen wurde
festgestellt, dass der N-Terminus von wt p53 die Bindung an DNA negativ
beeinflusst, indem diese Domé&ne die Dissoziierung von p53-DNA-Komplexen fordert
(Cain et al., 2000). Die durch elektronenmikroskopische Untersuchungen erzielten
Ergebnisse stehen in Einklang mit dieser Beobachtung und deuten darauf hin, dass
die C- und N-terminale Region die strukturspezifische Bindung von wt p53 in

Abhangigkeit voneinander regulieren.

Strukturelle Flexibilitdt von p53-spezifischen Bindungsstellen

Die gezeigten Bindungseigenschaften von wt 53 mit spezifischen Zielsequenzen in
nicht-linearer Konformation kénnten eine Erklarung fir die hohe Sequenzvariabilitat
und unterschiedliche Zusammensetzung von naturlichen Bindungsstellen darstellen.
Frihere Untersuchungen mit linearer DNA deuteten darauf hin, dass mehrere
Dekamere innerhalb einer Bindungsstelle notwendig sind um eine stabile
Komplexbildung mit wt p53 zu gewahrleisten (McLure und Lee, 1998). Es wurde
postuliert, dass zwei Dimere eines p53-Tetramers jeweils an ein Dekamer gebunden
sind. Durch kooperative Wechselwirkungen zwischen den Dimeren kommt es zu
einer Stabilisierung des p53-DNA-Komplexes (McLure und Lee, 1998). Eine stabile

Komplexbildung wurde jedoch nur durch die Modifizierung mit dem C-terminal
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spezifischen Antikorper PAb421 beobachtet. In Abwesenheit des Antikdrpers wurde,
unabhangig von der Anzahl der Dekamer innerhalb der Bindungsstelle, keine
Bindung beobachtet.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein einziges Dekamer in nicht-linearer
Konformation ausreichend ist um eine Bindung von wt p53 ohne Aktivierung durch
den C-terminalen Antikorper PAb421 zu ermdglichen. Dies wirft die Frage auf,
warum p53-spezifische Bindungsstellen aus mehr als einem Dekamer zusammen-
gesetzt sein mussen um spezifisch gebunden zu werden.

Die F&higkeit von p53-Bindungsstellen zur Ausbildung von Sekundarstrukturen ist
davon abhangig, ob selbst-komplementdre Regionen innerhalb der Basensequenz
vorkommen. Die strukturelle Flexibilitdt eines einzelnen Dekamers ist geringer als
einer p53-Bindungsstelle, die aus mehreren Dekameren zusammengesetzt ist, da in
diesem Fall die notwendigen selbstkomplementdren Regionen von mehreren
Dekameren fur strukturelle Ubergéange zur Verfiigung gestellt werden (siehe Abb. 2).
Die Zusammensetzung der p53-spezifischen Bindungsstellen aus mehreren
Dekameren ermoglicht die Bildung von Sekundarstrukturen. Durch diesen
Mechanismus kodnnten durch Konformationsdnderungen einzelne Dekamere von
einer ,schwachen* in eine ,starke* Bindungsstelle umgewandelt werden. Dies kdnnte
auch eine Erklarung dafir liefern, warum in natirlichen Bindungsstellen haufig nur
ein Dekamer dem p53 Konsensuselement 5° — PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy — 3’

entspricht, wogegen die anderen von dieser Sequenz abweichen (siehe Tab. 1).

Physiologische Relevanz der strukturabhangigen DNA-Bindung von wt p53

Die Tatsache, dass wt p53 ohne Aktivierung durch den Antikérper PAb421 mit hoher
Affinitat an spezifische Bindungsstellen in nicht-linearer Konformation bindet, wirft die
Frage auf inwieweit diese Beobachtung von physiologischer Relevanz ist. Bis vor
kurzem wurde der aktivierende Effekt dieses Antikérpers auf die DNA-
Bindungseigenschaften von wt p53 als physiologisch relevant betrachtet. Es wurde
postuliert, dass die Bindung des Antikorpers eine Modifikation des Proteins
nachahmt, die fir die DNA-Bindungsaktivitat in vivo notwendig ist.

In kirzlich veréffentlichten in vitro Untersuchungen, die den physiologischen
Bedingungen naher kommen als die allgemein verwendeten Methoden zur
Untersuchung von p53-DNA-Interaktionen, konnte jedoch gezeigt werden, dass wt
p53 ohne Aktivierung durch PAb421 an DNA binden kann und transkriptionell aktiv
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ist. Modifiziertes wt p53 zeigte dagegen in diesen Untersuchungen eine geringere

Aktivitat (Espinosa und Emerson, 2001). Diese Daten lassen somit den Schluss zu,

dass die Bindung von nicht aktiviertem wt p53 als ein physiologischer Prozess

betrachtet werden kann.

Eine wichtige Frage in Bezug auf die physiologische Relevanz der Bindung von wt

p53 an strukturierte DNA ist, ob und wenn ja, unter welchen Bedingungen p53-

spezifische Bindungsstellen strukturellen Ubergangen ausgesetzt sind. Aus
thermodynamischer Sicht ist die Bildung von Sekundarstrukturen aus
doppelstrangiger DNA energetisch eher unginstig. Wahrend Transkriptions- und

Replikationsvorgdngen missen jedoch ds-DNA-Strange réaumlich voneinander

separiert werden. Unter solchen Bedingungen konnte die Bildung von nicht-linearen

DNA-Strukturen durch intramolekulare Basenpaarung energetisch beginstigt

werden. In in vivo Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es unter bestimmten

Bedingungen zur Ausbildung von ungewdhnlichen DNA-Strukturen kommt (Zannis-

Hadjopoulos et al., 1988; Ward et al., 1990; Ward et al., 1991; Pluciennik et al.,

2000). Die Bildung solcher Strukturen wurde mit Rekombinations -, Replikations- und

Transkriptionsprozessen in Zusammenhang gebracht (Van Holde und Zlatanova,

1994; Pearson et al., 1996; Sakamoto et al., 2001; Napierala et al., 2002).

Verschiedene Beobachtungen unterstiitzen die aufgestellte Hypothese, dass die

Wechselwirkung von wt p53 und spezifischen Bindungsstellen von der DNA-Struktur

abhangt:

- Transkriptionell aktives wt p53 bindet an spezifische Bindungsstellen, die in
Chromatin organisiert sind. Eine Bindung an lineare DNA wurde in diesen
Untersuchungen nicht beobachtet (Espinosa und Emerson, 2001).

- P53-spezifische Bindungsstellen weisen charakteristische Merkmale von
strukturell flexiblen DNA-Sequenzen auf (Sequenzwiederholungen, interne
Symmetrie)

- Wt p53 bindet in vitro und in vivo mit unterschiedlicher Effizienz an verschiedene
Bindungsstellen (Hecker et al., 1996; Chin et al., 1997; Kaeser und Iggo, 2002).

- Die Wechselwirkung von wt p53 mit spezifischen Bindungsstellen wird durch das
HMG1-Protein (high mobility group, Jayaraman et al., 1998) verstarkt. Dieses
Protein beeinflusst die helikale Struktur der DNA und kann an ungewdhnliche
DNA-Strukturen binden und diese stabilisieren (Bianchi et al., 1989; Waga et al.,
1990; Cohen et al., 2000).
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Ein weiterer Punkt ist, dass die in dieser Arbeit beschriebene Regulation der Protein
DNA-Wechselwirkung durch die DNA-Struktur nicht auf wt p53 beschrénkt ist
sondern an beobachtete spezifische Wechselwirkungen des Transkriptionsfaktors
CREB mit DNA erinnert (Spiro et al., 1993; Gacy und McMurray, 1994). Es wurde
festgestellt, dass die Bindung von CREB an spezifische DNA durch die Bildung von
Haarnadelstrukturen verstarkt wird. Ungepaarte Basen sind fur die Bindung dieses
Proteins ebenfalls von Bedeutung (Spiro et al., 1993).

Eine Vielzahl von Genen mit unterschiedlichen Funktionen wird durch wt p53
reguliert. Die transkriptionelle Regulation dieser Gene bedarf einer exakten
Koordination um die gleichzeitige Stimulation von entgegengesetzt wirkenden
Signalkaskaden zu vermeiden (Zellzyklus-Arrest bzw. Apoptose).

Die unterschiedliche Wechselwirkung von wt p53 mit Bindungsstellen in linearer und
nicht-linearer Konformation stellt einen moglichen Mechanismus dar, tber den p53-
regulierte Promotoren selektiv angeschaltet werden kénnen. Diesem Modell zu Folge
kénnte die Bindung von wt p53 an spezifische Promotoren von der DNA-Struktur
abhangen und durch Proteine reguliert werden, die entweder DNA-Strukturen
stabilisieren (z.B.: HMG1, Jayaraman et al., 1998) oder solche Strukturen wieder
aufzulésen vermdgen (z.B.: Topoisomerasen, Gobert et al., 1999; Cowell et al.,
2000). Strukturelle Ubergange von DNA werden meist wahrend der SPhase des
Zellzyklus beobachtet (Ward et al., 1990; Pearson et al., 1996; Novac et al., 2002).
Die aufgestellte Hypothese, dass strukturelle Ubergange innerhalb von p53-
Bindungsstellen die selektive Promotor-Transaktivierung durch p53 bestimmen,
wuirde voraussetzen, dass die Bindung von p53 an einige Promotoren von der DNA
Replikation abhéngt. In jungsten Untersuchungen konnte tatsachlich gezeigt werden,
dass die transkriptionelle Aktivierung von einigen wt p53-spezifischen Promotoren
durch Blockierung der DNA-Replikation inhibiert werden kann (Gottifredi et al., 2001).
Die in dieser Arbeit prasentierte strukturabhangige Wechselwirkung von wt p53 mit
spezifischen Bindungsstellen kdnnte zum tieferen Verstandnis beitragen, wie p53

spezifisch bestimmte Promotoren erkennt und transaktiviert.

Mutiertes p53 zeigt strukturabhangige DNA-Bindungseigenschaften

In den Untersuchungen mit mutiertem p53 konnte gezeigt werden, dass p53 mit
Punktmutationen in der Kerndomé&ne DNA-bindende Eigenschaften aufweist.

Aufgrund dieser Mutation hat mutiertes pb3 die Fahigkeit zur sequenzspezifischen
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DNA-Bindung verloren. In den durchgefiihrten EMSA-Experimenten stellte sich
jedoch heraus, dass mutiertes p53 eine hohe Affinitat zu strukturierter DNA aufweist.
Im Unterschied zu wt p53, welches sequenz- und strukturspezifisch an non-B-DNA
binden kann, ist die beobachtetet Wechselwirkung bei mutiertem p53, aufgrund des
Aminosaureaustausches in der Kerndoméne, ausschlief3lich strukturspezifisch. Wie
auch bei wt p53 zu beobachten war ist der C-Terminus fir diese Bindung von
entscheidender Bedeutung. Eine Blockierung dieser Doméane, durch Modifizierung
mit dem C-terminal spezifischen Antikorper PADb421, fuhrt zu einer deutlichen
Inbibierung der Bindung. Diese Inhibierung ist spezifisch fir den Antikdrper PAb421,
da die Modifizierung mit dem N-terminal spezifischen Antikérper DO-1 zu einem
Super-Shift in den EMSA-Experimenten fuhrte. Eine ahnliche Beobachtung konnte
auch schon bei der Wechselwirkung von mutiertem p53 mit MAR-DNA-Elementen
gemacht werden. Auch in diesem Fall fihrte eine Modifizierung mit dem C-terminal
spezifischen Antikdrper zu einer Blockierung der Bindung an diese DNA-Substrate
(Deppert, 1996).

In den durchgefihrten FIDA-Messungen wurden verschiedene p53 Mutanten auf ihr
Bindungsverhalten gegentber linearer und strukturierter DNA untersucht. Dabel
zeigte sich eine hohere Affinitat der Proteine fur strukturierte DNA-Substrate. Diese
beobachteten Bindungseigenschaften scheinen ein generelles Phanomen dieser
Proteine darzustellen. Die Untersuchungen einer Vielzahl von p53 Mutationen durch
ein Protein-Array haben ergeben, dass alle untersuchten ,hotspot‘ Mutationen
strukturspezifisch an DNA binden kénnen.

In den durchgefuhrten Experimenten zeigte sich, dass die Bindungsaffinitdten der
einzelnen Proteine gegenuber strukturierter DNA zum Teil erheblich voneinander
abweichen. Interessant ist dabei der Unterschied der untersuchten Klasse |
Mutationen 248P und 273H. Im Gegensatz zu 248P zeigt 273H in den EMSA- und
FIDA-Experimenten keine Affinitdt gegentuber strukturierten DNA-Substraten. Dies
hat jedoch nicht notwendigerweise zur Folge, dass 273H nicht strukturspezifisch an
DNA binden kann. Vielmehr kénnte dies ein Hinweis darauf sein, dass dieses Protein
an andere non-B-DNA-Strukturen bindet als 248P. Diese Hypothese unterstitzen
Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte, dass 273H an MAR-DNA-
Elemente binden kann (Will et al., 1998b), die ebenfalls non-B-DNA-Strukturen

ausbilden kdénnen.
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Auffallig ist weiterhin, dass die Art des Aminoséureaustausches an einer Position des
Proteins die Bindungseigenschaften gegenuber strukturierter DNA beeinflussen
kann. So zeigen die p53 Mutanten 248W/248Q, 273H/273C und 245S/245D/245C, in
den Untersuchungen mit dem Protein-Array, voneinander abweichende

Bindungsaffinitaten.

P53 im Komplex mit strukturierter DNA ist gegen eine MDM2-abhangige

Ubiquitinierung geschitzt

Diese Art der strukturspezifischen DNA-Bindung von wt und mutiertem p53, hat
Auswirkungen auf die MDM2-abhangige Ubiquitinierung dieser Proteine. MDM2
fungiert als Ubiquitin-Ligase und katalysiert die Bindung von Ubiquitin an Lysine im
C-Terminus von p53, dem ersten Schritt im proteasomalen Abbau von p53. In einem
kombinierten in vitro Bindungs/Ubiquitin-Assay konnte gezeigt werden, dass durch
Bindung von wt und mutiertem p53 an strukturierte DNA der GTerminus dieser
Proteine fUr eine Anbindung von Ubiquitin nicht mehr zugénglich ist. Dieser Effekt trat
bei Verwendung von linearer DNA nicht auf und unterstreicht die besondere Rolle
des C-Terminus fir die strukturspezifische Bindung von wt und mutiertem p53. Diese
Daten konnten einen weiteren Mechanismus aufzeigen wie die Stabilitat von wt und
mutiertem p53 in Zellen reguliert wird. In Untersuchungen wurde gezeigt, dass
Phosphorylierungen am N-Terminus (Chehab et al., 2000; Shieh et al., 1997), die
subzellulare Lokalisation von p53 (Freedman und Levine, 1998; Roth et al., 1998)
und die Bindung an zellulare Proteine (Kamijo et al., 1998) die Stabilitdt von wt p53
beeinflussen kénnen. Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen zeigen,
dass zusatzlich auch die Bindung an strukturierte DNA zur Stabilitdt von wt p53
beitragen kann.

Die Akkumulation von mutiertem p53 in Zellen wird mit dem Verlust der
Transaktivierungsfunktion begriindet. Dadurch kénnen diese Proteine die Expression
von MDM2 nicht mehr stimulieren und somit nicht mehr fir den proteasomalen
Abbau markiert werden. Dies kann jedoch nicht erklaren, warum einige Ziellinien
einen hohen Spiegel an wt und mutiertem p53 bei gleichzeitiger Expression von
MDM2 aufweisen (Cordon-Cardo et al., 1994; Landers et al., 1997).

In verschiedenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Stabilitat von mutiertem
p53 in Tumorzellen mit der Bindung an stabilisierende Proteine, wie beispielsweise
hsp90 und p14°"F (Nagata et al., 1999; Buschmann et al., 2000b), in
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Zusammenhang gebracht werden kann. Es wurde postuliert, dass auch andere
Proteine, wie p300/CBP zu dieser Stabilitdt beitragen (Grossman et al., 1998). Ein
Einfluss von N-terminalen Phophorylierungen und der spezifischen Konformation von
mutiertem p53 konnten in diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.
Neben diesen Mdoglichkeiten kénnte die erhéhte Stabilitét von mutiertem p53, bei
gleichzeitiger Expression von MDM2, auch in der Maskierung des C-Terminus durch
Bindung an non-B-DNA-Strukturen liegen. Diese Hypothese wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass mutiertes p53 im Zellkern akkumuliert und mit nuklearen
Strukturen, wie der Kernmatrix und dem Chromatin assoziiert ist. Dies konnte eine
Maskierung des C-Terminus von mutiertem p53 verursachen.

Dass neben dieser Mdglichkeit noch andere Mechanismen existieren mussen, die
die Stabilitat von mutiertem p53 regulieren, wird durch die Untersuchungen mit 273H
deutlich. In dem kombinierten in vitro Bindungs/Ubiquitin-Assay konnte, in
Ubereinstimmung mit den EMSA- und FIDA-Experimenten, keine Protektion
gegeniuber einer MDM2-abhéngigen Ubiquitinierung festgestellt werden. Da dieses
Protein in Zellen ebenfalls eine erhdhte Halbwertszeit aufweist und im Zellkern
akkumuliert, liegt die Vermutung nahe, dass noch weitere regulatorische
Mechanismen die intrazellulare Stabilitat von mutiertem p53 gewdhrleisten. Ebenso
ist es moglich, dass 273H durch Bindung an andere DNA-Strukturen innerhalb des

Zellkerns stabilisiert wird.

Biologische Relevanz der strukturellen DNA-Bindung von mutiertem p53

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Daten stellt sich die Frage, ob die
strukturspezifischen DNA-Bindungseigenschaften von mutiertem p53 eine Rolle bei
den beobachteten physiologischen Eigenschaften dieser Proteine darstellen. Die
dominant-negativen Funktionen von mutiertem p53 werden durch Ausschaltung der
wt p53 Funktionen durch Heteroligomerisierung erklart. Durch diesen Vorgang wird
die Fahigkeit von wt p53 zur sequenzspezifischen DNA-Bindung und
Transaktivierung von spezifischen Zielgenen herabgesetzt (Sigal und Rotter, 2000).

Die Grunde fir den onkogenen Funktionsgewinn (,gain of function“) von mutiertem
p53 sind dagegen nicht geklart. Ein mdglicher Mechanismus konnte in der
transkriptionellen Transaktivierung verschiedener Gene liegen, die das Zellwachstum
stimulieren (Roemer, 1999). Die beobachtete Transaktivierungsfunktion ist jedoch

Zelltyp-spezifisch und von den jeweiligen Versuchsbedingungen abhéngig. Es ist
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nicht geklart, ob mutiertes p53 dabei direkt oder durch Interaktion mit DNA-bindenen
Transkriptionsfaktoren an regulatorische DNA-Sequenzen bindet. Fur eine direkte
DNA-Bindung spricht, dass zum einen die Transaktivierungsdomane und zum
anderen der GTerminus von mutiertem p53 fur eine transkriptionelle Stimulation
notwendig ist. Es ist denkbar, dass mutiertes p53 an Promotoren in non-B-DNA-
Konformation bindet und durch Assoziierung mit Zelltyp -spezifischen Cofaktoren die
Transaktivierung spezifischer Gene stimuliert.

Eine weitere Erklarung fur den Funktionsgewinn von mutiertem p53 beruht auf der
Tatsache, dass diese Proteine zu einer erhohten genetischen Instabilitdt von Zellen
fuhren kénnen (Liu et al., 1996). Diese Instabilitéat wird auf eine Interaktion zwischen
mutiertem p53 und Topoisomerase | zurickgefuhrt (Albor et al., 1998; EFHizawi et
al., 2002). Topoisomerasen sind in vielen verschiedenen zellularen Prozessen wie
beispielsweise Replikation, Transkription und DNA-Reparatur involviert (Andersen et
al., 1996). Es wurde postuliert, dass mutiertes p53 die katalytische Aktivitat von
Topoisomerase | verstarkt und in Kombination mit fehlenden Tumorsupressor-
eigenschaften zu einer Erh6hung der nicht-homologen Rekombination und somit zu
genetischer Instabilitat beitragt (Albor et al., 1998).

Ein weiteres Modell fiir den Funktionsgewinn, mit dem die in dieser Arbeit erzielten
Daten in Einklang gebracht werden koénnen, ist die beobachtete Fahigkeit von
mutiertem p53 an MAR-DNA-Elemente (matrix associated regions) zu binden
(Weissker et al., 1992; Miller et al., 1996; Will et al., 1998a-c). Diese DNA-
Sequenzen werden von Proteinen gebunden, die Teil der Kernmatrix sind. Es wurde
postuliert, dass diese Sequenzen die Basis der chromosomalen Schleifen bilden. Mit
Hilfe solcher chromosomaler Anheftungsstellen kénnte die Matrix dazu beitragen, die
Chromosomen zu organisieren, Gene ortlich festzulegen und die DNA-Transkription
und Replikation innerhalb des Zellkerns zu regulieren. MAR-DNA-Elemente sind
haufig in der N&ahe von Enhancer-Regionen lokalisiert und legen die Grenzen von
aktiven Chromatin-Domanen fest (Bode et al., 1992).

In mehreren Untersuchungen konnte tatsachlich gezeigt werden, dass MAR-DNA-
Elemente mit Transkriptions- und Replikationsvorgdngen in Zusammenhang
gebracht werden kdnnen (Stief et al., 1989; Phi-Van und Stratling 1990; Klehr et al.,
1991; Polack et al., 1991; Poljak et al., 1994; Piechaczek et al., 1999).

In dem Modell wird vorgeschlagen, dass die Bindung von mutiertem p53 an MAR-

DNA-Elemente fir den onkogenen Funktionsgewinn dieser Proteine verantwortlich
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ist. In vitro konnte gezeigt werden, dass die von mutiertem p53 gebundenen MAR-
DNA-Elemente sich in ihrer GroBe und Basenzusammensetzung voneinander
unterscheiden (Will et al., 1998c). Sie zeichnen sich jedoch durch einen hohen AT-
Gehalt aus und enthalten Variationen eines AATATATT ,unwinding* Motivs, welches
mit der Funktion der MAR-DNA-Elemente in Zusammenhang gebracht wird (Mielke
et al., 1990; Bode et al.,, 1992). Diese Elemente werden auch als ,base unpairing
regions (BUR) bezeichnet. Sie fordern strukturelle Veranderungen innerhalb des
Chromatins, unter anderem koénnen sie regional dazu beitragen DNA-Strdnge
raumlich voneinander zu separieren (Bode et al.,, 1992; Benham et al.,, 1997).
Aufgrund des hohen AT-Gehaltes dieser Motive zeigen sie Tendenz zur Ausbildung
von non-B-DNA-Strukturen. Es wurde gezeigt, dass mutiertes p53 an diese Motive in
MAR-DNA-Elementen bindet und dadurch deren Fahigkeit zur Veranderung der
DNA-Struktur gefordert wird.

In vivo konnte durch ChIP-Assay (chromatin immunopecipitation assay) gezeigt
werden, dass mutiertes p53 an Position 245 (Gly**® ® Ser) an DNA binden kann. Die
identifizierten ChIP-DNA-Fragmente zeigen keine Sequenzhomologie und es ist
daher unwahrscheinlich, dass die Bindung von 245S durch eine spezifische Sequenz
vermittelt wird. Einige der identifizierten Sequenzen weisen Ahnlichkeit zu Alu-
Sequenzen auf, von denen ebenfalls einige als MAR-DNA-Elemente angesehen
werden (Boulikas, 1993).

Diese Daten fuhrten zu der Schlussfolgerung, dass die MAR-DNA-Bindung von
mutiertem p53 durch BUR-Elemente vermittelt wird, die in der Lage sind non-B-DNA-
Strukturen auszubilden. Da MAR-DNA-Elemente mehrere repetitive Sequenzen
enthalten, die zur Ausbildung solcher Strukturen in der Lage sind, kbnnten mehrere
p53-Molekile an ein einziges MAR-DNA-Element binden.

Die Bindung von mutiertem p53 an bestimmte non-B-DNA-Strukturen in MAR-DNA-
Elementen konnte dazu fuhren, dass dadurch das Auseinanderwinden der DNA-
Helix geférdert und die Gen-Expression und DNA-Replikation im negativen wie auch
im positiven Sinne beeinflusst wird. Die Bildung der dazu notwendigen Protein
Komplexe kénnte durch die Féahigkeit von mutiertem p53, Uber seine Nterminale
Transaktivierungsdoméne mit anderen Transkriptionsfaktoren zu interagieren
verstarkt werden. Eine andere Eigenschaft von mutiertem p53, namlich die
Wechselwirkung mit der Kernmatrix (Deppert et al., 1989), ist in diesem

Zusammenhang ebenfalls von Bedeutung. Diese Proteine kdnnten geeignete MAR-
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DNA-Elemente mit der Kern-Matrix verknipfen und somit ,aktive® Chromatin
Doménen formen.

Dieses Modell stellt auch eine Erklarung fir den Zelltyp-spezifischen
Funktionsgewinn von mutiertem p53 dar. Da die Promotor- und Enhancer-Elemente
eines bestimmten Gens in allen Zelltypen identisch sind, wird die Zelltyp-spezifische
Gen-Expression durch die Verfugbarkeit von geeigneten Cofaktoren und durch eine
geeignete Chromatinstruktur bestimmt. Die Tatsache, dass mutiertes p53 mit zwei
wichtigen Faktoren von Transkriptions- und Replikationsvorgdngen, der Kernmatrix
und MAR-DNA-Elementen interagiert, konnte somit die Basis fur die Zelltyp-
spezifische Regulation der GenExpression durch mutiertes p53 sein. Dass MAR-
DNA-Elemente in der Zelltyp-spezifischen Gen-Expression involviert sind, konnte
schon in anderen Untersuchungen gezeigt werden (McKnight et al., 1992 und 1996;
Bonifer et al., 1994).

Es gibt bereits Untersuchungen in denen gezeigt wurde, dass MAR-DNA-Elemente
durch Wechselwirkung mit regulatorischen Proteinen die Proteinexpression
beeinflussen kdnnen. Ein prominentes Beispiel ist SATB1 (special-AT-rich DNA-
binding protein), ein Protein welches fir die negative Regulation der Gewebe-
spezifischen Gen-Expression notwendig ist (Dickenson et al., 1997; Liu et al., 1997).
Es konnte gezeigt werden, dass SATB1 an AT-reiche Regionen in MAR-DNA-
Elementen bindet, die Variationen des AATATATTT ,unwinding“ Motivs enthalten.
Diese Bindung blockiert die strukturellen Veranderungen, die von diesem Motiv
ausgehen und ist dadurch fir die negative Gen-Regulation verantwortlich (Wang et
al., 1995; Kohwi-Shigematsu et al., 1998).

Ein weiters Beispiel ist SAF-B (scaffold attachment factor B, Nayler et al., 1998), ein
Protein welches ebenfalls an MAR-DNA-Elemente binden kann. In Transfektions-
experimenten konnte gezeigt werden, dass SAF-B die transkriptionelle Aktivitat von
Promotoren beeinflusst, die von MAR-DNA-Elemente flankiert werden (Nayler et al.,
1998). In Analogie dazu koénnte auch mutiertes p53 durch Bindung an MAR-DNA-
Elemente die Gen-Expression beeinflussen.

Die in dieser Arbeit gezeigt Daten kdnnten eine Erklarung dafur liefern, wie mutiertes
p53 an solche Elemente in MAR-DNAs bindet und dadurch fur den onkogenen

Funktionsgewinn dieser Proteine verantwortlich ist.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die DNA-Konformation ein wichtiger
Parameter fur die Regulation der Wechselwirkung von wt p53 mit seinen spezifischen
Zielsequenzen darstellt. Die Affinitdt zu spezifischer linearer DNA ist nur schwach
ausgepragt und kann durch Modifikationen des C-Terminus verstarkt werden. Liegen
p53-spezifische Bindungsstellen in strukturierter Konformation vor wird die Bindung
des Proteins gefordert. Der C-Terminus von p53 nimmt dabei eine besondere Rolle
ein. Diese Domane ist fur eine Bindung an strukturierte DNA notwendig, wogegen
diese Region die Bindung an spezifische lineare DNA negativ beeinflusst. Die
strukturabhangige Wechselwirkung von wt p53 mit DNA wird durch topologische
Parameter des DNA-Substrates und durch das Vorhandensein einer spezifischen
Sequenz bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass ein Austausch der konservierten
Basen Cs und G innerhalb von p53-spezifischen Bindungsstellen zu einer
Verminderung der Bindungseigenschaften von wt p53 fuhrt. Ebenso sind ungepaarte
Basen innerhalb der untersuchten Substrate eine wichtige Voraussetzung fur eine
stabile Komplexbildung von wt p53.

Die Untersuchungen mit mutiertem p53 haben gezeigt, dass diese Proteine DNA-
bindende Eigenschaften aufweisen. Sie zeigen eine hdhere Affinitdt gegenuber
strukturierter DNA im Vergleich zu linearer DNA. Untersuchungen einer Vielzahl von
p53 Mutanten haben gezeigt, dass diese DNA-Bindungseigenschaft ein generelles
Phanomen dieser Proteine darstellt.

Diese Art der strukturabhangigen DNA-Bindung von wt und mutiertem p53 hat
Auswirkungen auf die Interaktion mit MDM2. Es konnte gezeigt werden, dass wt und
mutiertes p53 im Komplex mit strukturierter DNA gegen einen MDMZ2-abhangige
Ubiquitinierung geschutzt sind. Dies konnte einen neuen Mechanismus darstellen,

wie die Stabilitdt von wt und mutiertem p53 in Zellen reguliert werden kann.
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7. Summary

In this thesis | show that DNA topology is an important parameter for regulating the
selective and highly specific interaction of p53 with its target binding sites. Specific
binding of wild-type p53 is greatly enhanced when cognate binding sites are present
in @ non-linear stem-loop conformation. The C-terminal domain plays a key role in
regulating the specific interactions of p53 with target binding sites in a DNA
conformation-dependent manner. The C-terminal domain is required for binding to
target sites in a non-linear DNA conformation. This is in contrast to the strong
inhibitory effect of the C-terminus on pS&3 interaction with linear DNA. Sequence-
specific and structure-specific DNA-recognition determines the strong interaction of
p53 with target sites in stem-loop conformation. | propose that selective binding of
p53 to various promoters may be determined by the DNA conformation within p53
cognate sites.

Experiments with mutant p53 show that these proteins exhibit a strong affinity to DNA
substrates in non-B-DNA conformation. As shown for wt p53, the C-terminus of
mutant p53 plays an important role for this interaction. Modifications of this domain
with the C-terminal specific antibody PAb421 abolishes binding of mutant p53 to
structured DNA. The DNA binding properties of mutant p53 seem to be a general
phenomenon as revealed by analysis of a large number of different mutant p53
proteins immobilised on a protein-array. The DNA-binding properties of mutant p53
might provide clues to better understand the activities of mutant p53 related to its
»gain of function® properties.

The observed binding of wt and mutant p53 to DNA in non-B-DNA conformation has
an impact on the interaction with Mdm2. | show that wt and mutant p53 in complex
with structured DNA are resistant to Mdm2-dependent ubiquitination. Binding to DNA

targets thus could be a new mechanism regulating p53 stability in cells.
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9. Anhang

9.1 Verwendete Abklrzungen

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

A Alanin

Abb Abbildung

APS Ammoniumperoxodisulfat
AS Aminosaure(n)

Asp Aspartat

ATP Adenosin-5"-triphosphat
Bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin
c.p.m. counts per minute

ca circa

C Cystein

c Konzentration

cm Zentimeter

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuklease

ds doppelstrangig

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat
EtBr Ethidiumbromid

g Erdbeschleunigung

G Glycin

Gly Glycin

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat
H Histidin

His Histidin

h Stunde(n)

IR Infrarot

k Kilo-

L Leucin

mA Milliampere

MAR matrix associated regions
mg Milligramm

min Minute(n)

mi Milliliter

mM Millimolar

ng Nanogramm

nm Nanometer

NMR nuclear magnetic resonance
oD optische Dichte

PBS phosphate buffered saline
pg Picogramm

pmol Picomol

PVDF Polyvinylidenfluorid
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R Arginin

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

SAR Scaffold attachment regions

SDS Sodiumdodecylsulfat

Ser Serin

S Sekunde(n)

S Serin

Tab Tabelle

TBE Trisbase mit Borsaure und EDTA
TBS tris buffered saline

TBST TBS mit Tween

TEMED N, N, N°, N',-Tetraethyethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
T Threonin

UN tiber Nacht

U Unit

uv Ultraviolett

V Volt

w Tryptophan

wit Wildtyp
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