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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Das Uberleben von Organismen hangt entscheidend von der korrekten Ubertragung der
genetischen Information von einer Zelle zu seinen Tochterzellen ab. Solche zuverldssige
Ubertragung erfordert nicht nur eine extrem hohe Genauigkeit wahrend der Replikation der
DNA und der Chromosomenverteilung, sondern auch das Vermdgen, spontan auftauchende
oder exogen induzierte Schadigungen der DNA bel gleichzeitiger Minimierung der Zahl von
erblichen Mutationen umgehend zu beseitigen. Um diese Fahigkeit zu erwerben, haben Zellen
Mechanismen entwickelt, die die Chromosomenstruktur Uberwachen und die DNA-Reparatur
und den Zdllzyklus koordinieren (Zhou & Elledge, 2000).

Genetische Instabilitét, d.h. die Veranderung einzelner Nukleotide (Punktmutationen)
und/oder ganzer Chromosomen (Deletion, Amplifikation, Transokation) kann zur
Entwicklung eines Tumors fuhren, wenn im Verlauf dieses Prozesses Onkogene aktiviert oder
Tumorsuppressoren inaktiviert werden (Vogelstein & Kinzler, 1993). Der Entstehung eines
Tumors geht die Veranderung tausender von Genen voraus (Loeb & Loeb, 2000), wobei
exogene Noxen sowie endogene Suszeptibilitdts-Faktoren eine entscheidende Rolle bel der
DNA.- Schadensakkumulation und damit der Entstehung von Krebs spielen.
Rekombinationsprozesse stellen, neben anderen Reparaturwegen, wie der BasenExzisions-
Reparatur (BER), der Nukleotid-Exzisons-Reparatur (NER) und der mismatch-Reparatur
(MMR), eine der wichtigsten und auf unterschiedlichste DNA-Schédigungen reagierende
DNA-Reparatur-Form dar. Sie sind der letztmogliche und unersetzliche Reparatur-
mechanismus, wenn DNA-Quervernetzungen, DNA-Doppelstrangbriiche oder DNA-L licken
es nicht erlauben, die fehlende Information vom komplementdren Strang zu Ubertragen
(Nicolas et al., 1989; Szostak et al., 1983). Dartiber hinaus mussen Einzelstrangbriiche oder
noch unreparierte Lasionen an der Replikationsgabel, also wahrend der DNA-Synthese in
proliferierenden Zellen, ebenfalls rekombinativ beseitigt werden (Haber, 1999; Cox, 2000).
Aus diesen Griinden sind Rekombinationsprozesse essentiell fiir das Uberleben von tierischen
Zellen sowie fur die Vermeidung von Tumoren in Sdugetieren (Lim & Hasty, 1996; Tsuzuki
et al., 1996; Thomson & Schild, 2001).
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1.1 DieDoppelstrangbruchreparatur

Doppelstrangbriiche, die zB. zur Initiation von Rekombinationsprozessen zwischen
homologen Chromosomen wéahrend der Meiose generiert werden und als Intermediate
wahrend der entwicklungsbedingten V(D)J Rekombination auftreten, tragen entscheidend zur
genetischen Vielfalt bei. Dagegen stellen die DNA-Doppelstrangbriiche, die z.B. infolge von
ionisierender Bestrahlung oder chemotherapeutischen Agenzien, oder auch wéhrend der
DNA-Replikation an den Replikationsgabeln entstehen, die wohl gefdhrlichste Form der
DNA-Schadigung in der Zelle dar (Khanna & Jackson, 2001; Kowalczykowski, 2000).
Unreparierte Doppelstrangbriiche kénnen zum Zelltod (Apoptose), oder falschrepariert zu
onkogenen Chromosomenabberationen und Tranglokationen und damit zur Tumorgenese
fuhren (Hiom, 1999).

Es konnen zwel Doppel strangbruch-Reparaturwege unterschieden werden, die von der Hefe
bis zum Sduger hoch konserviert sind: Die homologe Rekombination (HR), die ihrerseits
vereinfachend in die beiden haufigsten Typen, die Genkonversion und das single-strand-
annealing (SSA) unterteilt wird (Karran, 2000) und das illegitime oder nicht-homologe end-
joining (NHEJ). Die Genkonversion stellt dabel einen konservativen homologen
Rekombinationsprozess (kHR) dar, die geschadigte Sequenz wird vollstéandig rekonstituiert.
Beim nicht-konservativen SSA gehen dagegen DNA-Abschnitte zwischen den homologen
Austausch-Partnern verloren, d.h. sie sind oft Ursache von Deletionen. In Hefen werden
Doppelstrangbriiche Uberwiegend Uber HR repariert (Pagues & Haber, 1997). Dagegen
dominiert in Sdugern das NHEJ in frihen Stufen des Zellzyklus (vor allem in Gy und G;), HR
ist ein sehr wichtiger Weg wahrend der Sund G-Phase (Johnson & Jasin, 2000). Ebenso
muss heute angenommen werden, dass NHEJ und Genkonversion haufig aneinander
gekoppelt sind, wodurch es zu einer Minimierung von mutagenen Rearrangements kommit
(Richardson & Jasin, 2000).

Die Doppelstrangbruch-Reparatur Uber kHR stellt einen fehlerfreien Weg dar, fir den
100%ige Sequenzhomologien von mindestens 200 bp notwendig sind (Elliott et al., 1998;
Rubnitz & Subramani, 1984). Die an HR beteiligten Proteine sind in Hefe charakterisiert

worden, in Saugern finden sich die entsprechenden Homologe (s. Tabelle 1.1).
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Funktion E. coli Hefe Saugetiere
Einzel strangbindung SSB RPA RPA

RecA Rad51 Rad51
Strangaustausch RecA Rad51 Rad51
Rad52 Rad52
Radb5/57 Xrcc2
Xrcc3

Rad51B-D

Helikase, Exonuklease RecBCD Rad50/Mrell/Xrs2 | Rad50/Mrell/Nbsl
Rad54 Rad54
RDH54/TID1 Rad54B
Mediator nicht essentiell Rad53 Rad53
Rad59

Tabelle 1.1: Aufstellung der an der homologen Rekombination beteiligten Proteine in E.coli, Hefen und Saugern
(s. Friedberg et al., 1995; Kanaar, 1998; Lambert et al., 1999; van den Bosch et al., 2002).

Tritt ein Doppelstrangbruch innerhalb der DNA auf, so werden zundchst beiderseits 3'-
ssDNA-Uberhange durch exonukleolytischen Abbau der 5-Enden erzeugt. Hierbei ist
wahrscheinlich der Rad50/Mrell/Nbsl(Xrs2)-Komplex beteiligt (Morrison & Takeda, 2000).
Das Rad51-Protein stellt die initiale Strangtransferase dar, die zusammen mit RPA, Rad52
Rad54 und Rad54B die Invasion der einzelstrangigen 3'-Enden in einen homologen
Sequenzabschnitt, entweder im Schwesterchromatid in der S bzw. G2-Phase oder auf dem
homologen Chromosom in der G1-Phase des Zellzyklus, katalysiert (Clever et al., 1997,
Golub et al., 1997; Jiang et al., 1996; Petukhovaet al., 1998; Tan et al., 1999; van den Bosch
et al., 2002). Xrcc2, Xrce3 und Rad51B-D kooperieren ebenfalls mit Rad51 bezliglich der
Assemblierung der Nukleoproteinfilamente und der Interaktion mit dem geeigneten
Rekombinationssubstrat und bilden einen funktionellen Komplex (Sonoda et al., 2001,
Jackson, 2002). Zwel Mdglichkeiten der weiteren Prozessierung werden diskutiert (Ferguson
& Holloman, 1996; Paques et al., 1998). Bei der DNA-LUckenReparatur dringen beide
einzelstrangigen DNA-Enden in die homologe Duplex ein und die Licke wird mittels DNA-
Synthese aufgefiillt. Die resultierenden Holliday-junctions werden nach der Strangwanderung
(branch migration) mit oder ohne cross over getrennt. Bei der von Synthese abhangigen
Strangligation dringt dagegen nur ein sSDNA-Ende in die homologe Duplex ein. Dieses wird
far die Aufflll-Synthese al's primer benitzt. Nach DNA-Synthese wird der neusynthetisierte
Strang mit dem anderen Ende des Doppelstrangbruchs ligiert und der komplementére Strang
synthetisiert. Bel der Reparatur kleinerer Licken Uberwiegt die HR ohne cross over, wahrend
bei groféeren Licken eine Trennung mit cross over prédominiert (Dronkert et al., 2000). Fur

weitere Proteine ist die Beteiligung an der kHR nachgewiesen worden. Die
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Tumorsuppressoren BRCA1 und BRCA2 scheinen fir die Ausiibung der KHR notwendig zu
sein, wobei BRCAZ2 direkt an Rad51 bindet und BRCA1 mit Rad51 in groferen Komplexen
assoziiert vorliegt (Moynahan et al., 1999; 2001; Scully et al., 1997; Chen et al., 1999). Der
MMR-Faktor MSH2 kontrolliert die Genauigkeit der KHR, indem er den Austausch zwischen
divergierenden Sequenzen wahrend des Strangaustausches inhibiert (Modrich & Lahue,
1996). Schliefdlich scheint eine zentrale Rolle fur p53 bei der Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitét durch Vermeidung fehlerhafter kHR immer wahrscheinlicher.
Interaktionen zwischen p53 und Rad51, BRCA1 und BRCA2 konnten ebenso nachgewiesen
werden (Stlrzbecher et al., 1996; Ouchi et al., 1998; Marmorstein et al., 1998; Zhang et al.,
1998) wie eine Erhthung von Rekombinationsfrequenzen in Zellen mit mutiertem p53
(Mutp53) (Wiesmuller et al., 1996; Bertrand et al., 1997; Meked et al., 1997; s. auch 1.2).
Doppelstrangbrtiche, die in unmittelbar aufeinander folgenden, gleich orientierten Sequenzen
mit einer Homologie von mindestens 60-90 Nukleotiden auftreten, konnen durch SSA
repariert werden (Wilson et al., 1999). Am Doppelstrangbruch werden zunéchst die 5" -Enden
der DNA (wahrscheinlich durch den Rad50/Mrell/Nbsl-Komplex) exonukleolytisch
degradiert, so dass lange einzelstrangige 3'-Uberhdnge entstehen (Klein, 1995). Die
resultierenden  komplementdren  einzelstrangigen  DNA-Uberhange  werden  zu
doppelstrangiger  DNA  hybridisiert, nichthomologe  einzelstrangige DNA-Uberhange
nukleolytisch entfernt und die Enden ligiert. Dadurch bedingt SSA die Deletion der
Zwischensequenzen (Dronkert et al., 2000). In den letzten Jahren wurde zunehmend deutlich,
dass Rad52 den initialen Faktor beim SSA darstellt: Rad52 bildet ringformige Multimere,
bindet an die enzelstrangige DNA und vermittelt das annealing der komplementéren
Einzelstrange (van den Bosch et al., 2002).

Beim NHEJ werden DNA-Enden zusammengefiigt, die entweder keine oder nur geringe
Sequenzhomologien von 1-5 Bp aufweisen So konnten an bestimmten chromosomalen
Bruchpunkten nach Deletionsereignissen Sequenzhomologien von 2-3 Bp zwischen den
rearrangierten Sequenzen nachgewiesen werden (Woods-Samuels et al., 1991). Diese Art der
Reparatur ist haufig fehlerhaft und Ursache von Deletionen unterschiedlicher Grofe (Wilson
et al., 1999). Doppelstrangbriche, die wahrend der V(D)J-Rekombination durch die
sequenzspezifische RAGL/RAG2-Nuklease gebildet werden , werden tUber NHEJ prozessiert,
was an strahlensensitiven SCID-(severe combined immune deficiency)-Mausen, deren
Immunsystem durch eine gestérte V(D)JRekombination weitestgehend ausgeschaltet i,
besonders deutlich wurde (Wagener, 1999). Das heterodimere Ku-Protein, dass aus Ku70 und
Ku80 besteht und den Initialfaktor des NHEJ reprasentiert, bindet an die freien Enden eines
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Doppelstrangbruchs und aktiviert die katalytische Untereinheit (DNA-PKkp) der DNA-
abhangigen Proteinkinase DNA-PK. Diese Proteinkomplexe bilden zusammen das DNA-PK -
Holoenzym. DNA-PK repréasentiert den primaren DNA-Schadenserkennungsfaktor und
gehort neben ATM (@taxia telangiectasia mutated) und ATR (ataxia telangiectasia Rad3-
related) zur Familie der PI3-Kinasen, die bei der Signatransduktion in Zellen nach DNA-
Schadigung beteiligt sind (Karran, 2000; Durocher & Jackson, 2001). Da die meisten
Doppelstrangbriiche aufgrund nichthomologer Enden nicht direkt religiert werden koénnen,
werden sie von einem Komplex aus Rad50/Mrell/Nbsl und/oder DNA-Polymerasen
prozessiert/polymerisiert, was wiederum das Auftreten von Fehlern und Deletionen beim
NHEJ erklart (Jackson, 2002; Haber 1999). Schliefdlich rekrutiert das DNA-PK-Holoenzym
einen Komplex aus Xrcc4 (X-ray cross complementing 4) und DNA-Ligase IV und die Enden

werden religiert.

1.2 Das Tumorsuppressorprotein p53 und seine Rolle bea der
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitéat

Besonders deutlich wird die Notwendigkeit fir die Aufrechterhaltung der genetischen
Stabilitét zur Vermeidung von Krebs am Beispiel des Tumorsuppressor-Proteins p53, der
schon frih as , Wachter des Genoms* (Lane, 1992) bezeichnet wurde, da man erkannte, dass
die funktionelle Inaktivierung von p53 mit der Zunahme von genetischen Instabilitéten, wie
Aneuploidien und Genamplifikationen, verbunden ist. So ist in 50-60% der Krebsarten p53 in
seiner Wildtyp-Form durch Mutation bzw. Deletion der beiden Allele ausgeschaltet, in
weiteren Tumoren flhren epigenetische Mechanismen wie Kernausschluss, beschleunigter
Abbau oder Komplexierung des Proteins indirekt zur funktionellen Inaktivierung von p53
(Wiesmiiller, 2001).

Das p53-Protein wird in drei Doménen unterteilt (s. Abbildung 1.1): Die zentrale, hydrophobe
Doméne beherbergt die 3-5-Exonukleaseaktivitdt (Mummenbrauer et al., 1996) und die
sequenzspezifische DNA-Bindungsdoméne (El-Deiry et al., 1992; Bargonetti et al., 1993),
Uber die sowohl die p53-Konsensussequenz wie auch die raumliche Faltung (Kim et al., 1997)
der DNA erkannt werden. Die meisten der in menschlichen Tumorzellen nachgewiesenen
Mutationen finden sich in dieser Doméane (Hollstein et al., 1991; Levine et al., 1991).
Besonders haufig wurden Mutationen an den Aminosduren 175, 248 und 273 beobachtet
(Deppert et al., 1994; Donehower & Bradley, 1993). Uber diese Region findet auch die
Interaktion mit dem PML (promyelozytéare Leukamie)-Protein statt (s. 1.4.2), der Verlust



1 Einleitung 6

desselben fuhrt in der Zelle zur Beeintréchtigung der p53- Stabilisierung und stellt somit einen
p53 regulatorisch vorgeschalteten Faktor dar (Ryan et al., 2001). p53 kann Uber diese
Domaéne weiter mit dem grof3en T-Antigen (T-Ag) des Simian Virus 40 (SV40) interagieren,
dieser Komplex fuhrte zur Entdeckung des p53-Proteins (Lane & Crawford, 1979).

o

273

A=)

ﬂillll

Transkriptionsaktivierung sequenzspezifische DNA -Bindung Oligomerisierung
3'-5"-Exonuklease =
NLS1
unspezifische DNA-Bindung
Rehybridisierung von DNA-Enden
Regulator-Doméne

RPA PML TOPOI 16poi1, WRN, SUMO1L
{':IIIZIZOTEEF 0 CKII, TFIIH: XPD
TEIH: ")62 RAD51 E4orf6 CSB

A SVt A et
AdE1B55kD ’ '

HBX

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der p53-Doménen. Die Verteilung der krebsverursachenden
Mutationen mit Haufigkeitsprofil und die Phosphorylierungsstellen sind angegeben. Die hoch-konservierten
Regionen sind mit den romischen Ziffern -V gekennzeichnet und in grau hervorgehoben. Funktionelle
Domaénen sind in blau und Interaktionsregionen mit den angegebenen Proteinen in griin gekennzeichnet. Die
roten vertikalen Striche zeigen je nach Héhe die Haufigkeiten von Mutationen an bestimmten Aminosauren auf
(nach Albrechtsen et al., 1999).

Die saure, N-terminale Transaktivator-Domane erlaubt dem p53-Protein, im Kontext mit der
Bindung einer spezifischen DNA-Sequenz, die basale Transkriptionsmaschinerie, wie TFIIH
und an TBP-assoziiierte Faktoren, zu rekrutieren und somit die Expression bestimmter Gene
zu aktivieren (Prives & Hall, 1999). Diese Region ist auch in Interaktionen mit Proteinen
involviert, die die Aktivitdt und Stabilitdt von p53 regulieren, wie MDM2 {(nouse double
minute protein 2). So vermittelt MDM2 die p53-Degradierung Uber das Ubiquitin
Proteasomen System (Wu et al., 1993; Nakamura et al., 2000). MDM2 wird selbst durch p53-
vermittelte transkriptionelle Transaktivierung exprimiert und blockiert wiederum durch
Bindung an den N-Terminus die Transaktivatorfunktion von p53 (Brown et al., 1993; Chen et
al., 1993). Diese Wechselwirkung von p53 und MDM2 zeigt den Mechanismus eines
negativen feedback |oops.

Dagegen fiihrt die Bindung von p19*FF, dem Produkt des Tumorsuppressorgens ARF (open
reading frame), an MDM2 zur Aufhebung der p53-antagonisierenden Wirkung,
moglicherwel se durch Sequestrierung von MDM2 im Nukleolus (Vogelstein et al., 2000).



1 Einleitung 7

In der N-terminalen Doméne finden sich auch zahlreiche Phosphorylierungstellen: Ser15 und
Ser37 werden von ATM, ATR (A-T-related) und DNA-PK, Ser6, Ser9 und Thrl8 von CK1
(casein 1-like kinase), Ser15, Ser20 und Ser37 von ChK1 und ChK2 phosphoryliert (Liang &
Clarke, 2001; Jabbur et al., 2000).

Die basische Gterminale Doméane hat vor allem regulatorische Aufgaben (Prives & Hall,
1999). Die Tetramerisierung von p53 ist fur kooperative Effekte bei der sequenzspezifischen
DNA-Bindung und damit indirekt fur die effektive Ausiibung der Transaktivatorfunktion
essentiell und wird Uber die Oligomerisierungsdoméne geleistet (Stirzbecher et al., 1992;
Prives & Hall, 1999). Die Tetramerisierung wird tUber Phosphorylierung an Ser392 durch
CKII stabilisiert und an Ser315 durch Cdk2/CyklinB und Cdk2/CyklinA destabilisiert (Liang
& Clarke, 2001). Die p53-Stabilisierung wird auch durch Acetylierung von Lysinresten am C-
Terminus durch HistonAcetyltransferasen wie p300/CBP und pCAF vermittelt (Ryan et al.,
2001). In der C-terminalen Domane finden sich auch die drei Kernlokalisationssignale (NLS)
und ein Kernexportsignal (NES) (Shaulsky et al., 1990; Liang & Clarke, 2001). Weiterhin ist
eine Region vorhanden, die unspezifisch mit DNA und RNA interagiert (Steinmeyer &
Deppert, 1988) und DNA-schadenartige Strukturen, wie einzelstrangige DNA-Enden
(Bakalkin et al., 1995) bindet und die DNA-Bindungs- und Exonuklease-Aktivitét der
zentralen Doméane reguliert (Hupp et al., 1993; Janus et al., 1999).

In normalen proliferierenden Zellen liegen jeweils 1000-10000 p53-Molekile (Oren et al.,
1981; Patschinsky & Deppert, 1990) vor. DNA-Schaden infolge von z. B. Bestrahlung mit
UV- oder ionisierenden Strahlen oder nach Behandlung mit DNA-schéadigenden Substanzen
fuhren zur raschen Akkumulation von p53 durch die oben erwdhnten posttransationalen
Modifikationen (Matzman & Czyzyk, 1984; Nelson & Kastan, 1994), insbesondere durch
Phosphorylierung am N-Terminus und Acetylierung am C-Terminus (Lutzker & Levine,
1996; Siegel et al., 1995). Durch diese p53-Stabiliserung wird in der Zelle entweder
Zellzyklusarrest oder Apoptose eingeleitet. Der von p53 abhéngige Zellzyklusarrest in der
Gl-Phase (Kastan et al., 1991) wird vor alem Uber die transkriptionelle Aktivierung des
p21aCPL Gens reguliert (El-Deiry et al., 1993). Das p21"&YSPL.Gen hat als Inhibitor der
Zellzyklusstadien-spezifischen Kinasen Cdk2/CyklinE und Cdk2/CyklinA das Potential, den
Zellzyklus in G1 anzuhalten (Levine, 1997). p21"WaCIPL ynterbindet die Phosphorylierung des
anti-onkogenen  RetinoblastomProteins (pRb) und damit die Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F aus dem inaktivierenden pRB/E2F-Komplex, so dass wichtige
Enzyme fir die DNA-Synthese, wie z.B. CyklingE, CyklinA und PCNA (roliferating cell
nuclear antigen) nicht bereitgestellt werden kénnen. PCNA ist ein auxillidrer Faktor der
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Polymerase d und kann durch p21V@YCP! komplexiert und damit inaktiviert werden. Dadurch
wird zwar die PCNA-abhéngige DNA-Replikation inhibiert (Waga et al., 1994), nicht aber
die DNA-abhangige Reparatur (Li et al., 1994). AuRerdem transaktiviert p53 das Gadd45
(growth arrest DNA damage 45)-Protein, fur das eine Beteiligung an der BER gezeigt wurde
(Kastan et al., 1992).

Neben der prédominierenden Rolle beim G1-Arrest wurde auch die Beteiligung von p53 am
S und G2/M-Arrest beschrieben (Jacks & Weinberg, 1996). Durch die transkriptionelle
Aktivierung des 14-3-3s-Gens wird die Aktivierung der Cdk1-Kinase inhibiert, welche fir
den G2-M-Phasen-Ubergang benétigt wird. Alternativ zur Einleitung des Zellzyklusarrestes
kann die p53-Stabilisierung Uber Aktivierung von Zielgenen, die fir Todesrezeptoren wie
CD95(APO-1/Fas-R) und fur den Antagonisten des anti-apoptotischen Faktors Bcl2, namlich
Bax, kodieren, zum aktiven Zelltod (Apoptose) fuhren (Clarke et al., 1993; Lowe et al., 1993;
Ryan et al., 1993; Shaw et al., 1992). Wahrend Apoptose einen Schutzmechanismus gegen
irreparable Schéadigung darstellt, wird durch den G1-Arrest der Zelle genigend Zeit zur
Reparatur der entstandenen Schaden gegeben, bevor diese durch die anschlief3ende Teilung an
die nachkommende Generation weitergegeben werden. Obwohl die transkriptionelle

Wafl/Cipl

Aktivierung des p21 -Gens durch p53 ene zentrale Rolle fur seine Tumor-

Suppressoraktivitat spielt, zeigten p21WaVciPL

-Null-Mause im Gegensatz zu p53-Null-M&usen
keine erhohten Krebs Suszeptibilitdten (Deng et al., 1995), was vermuten |asst, dass weltere
Aktivitdten von p53 der Entstehung von Tumoren entgegenwirken. Untersuchungen mit
Mausen nach Behandlung mit PFifitrin a, einem Molekil, dass zwar die p53-abhangige
Transaktivierung und Apoptose, nicht aber die p53-vermittelte Rekombinationskontrolle
inhibiert,  lieferten  weitere  Hinweise, dass neben der transkriptionellen
Transaktivierungsaktivitét alternative Mechanismen der Tumorsuppression durch p53
wahrscheinlich sind (Deng et al., 1995; Komarov et al., 1999; Willers et al., 2000; Lin et al.,
2003).

Waéhrend der letzten Jahre wurde zunehmend deutlich, dass p53 Uber die oben beschriebenen
Aktivitdten hinaus auch biochemische Funktionen ausiibt, die auf eine aktive Teilnahme bei
Replikations- oder Reparatur-Prozessen hindeuten (Wiesmdller, 2001). So kann p53 als
Exonuklease DNA-Einzelstrénge vom 3 zum 5™-Ende hin abbauen (Janus et al., 1999). Dies
deutet darauf hin, dass neben den sequenzunspezifischen DNA-Interaktionen eine Beteiligung
von p53 as Kontrollfaktor der Genauigkeit der DNA-Replikation, an der Entfernung von
DNA-Regionen wahrend der postreplikativen MMR oder an der Prozessierung von DNA-

Enden wahrend der Doppelstrangbruch-Reparatur wahrscheinlich ist (Albrechtsen et al.,
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1999). Die Assoziation von p53 mit Komponenten von unterschiedlichen Reparaturwegen
lieferte Hinweise auf die direkte Beteiligung von p53 bei der DNA-Reparatur. p53 bindet z.B.
an die beiden HelikaseeKomponenten XBP und XPD des Transkriptionsinitiations-
/Reparaturfaktors TFIIH und die Helikase CSB, die an der Kopplung der Transkription und
dem NER beteiligt ist. Als weitere Bindungspartner wurden Topoisomerase | und |1, die bel
Transkription, Replikation, Reparatur und Rekombination mitwirken, das Werner's syndrome
protein (WRN), eine Helikase und Exonuklease mit genomstabilisierender Wirkung und Refl
und die Polymerase b mit Funktionen bel der BER identifiziert (Cowell et al., 2000; Liu et
al., 2002; Albor et al., 1998; Albrechtsen et al., 1999; Wiesmidiller, 2001; Blander et al., 1999;
Gobert et al., 1999).

Die Beteiligung von p53 an Rekombinationsprozessen wird in zunehmenden Mal3e aufgeklart.
Einerseits bindet Wildtyp-p53 (Wtp53) unspezifisch an frele DNA-Enden und
Basenfehlpaarungen und ist in der Lage, kurze DNA-Einzelstrénge wieder zu einem
Doppelstrang zu vereinigen (DNA-Rehybridisierung) (Oberosler et al., 1993; Brain & Jenkins
1994), vor alem jedoch wechselwirkt p53 in seiner Wildtyp-Form hochspezifisch mit DNA-
Rekombinations-Intermediaten, insbesondere mit Fehlpaarungen in der Heteroduplex und
prozessiert diese exonukleolytisch (Sifée et al., 2000; Janz et al., 2002). Aus diesen Grinden
wird eine Rolle von p53 nicht nur bel der exonukleolytischen Kontrolle wahrend der DNA-
Replikation (Huang, 1998; Melle & Nasheuer, 2002), sondern auch bei der Uberwachung des
NHEJ und/oder Genkonversions-Ereignissen angenommen (Wiesmdiller et al., 1996; Bertrand
et al., 1997; Meked et al., 1997; Dudenhtffer et al., 1998; 1999; Saintigny et al., 1999;
Willers et al., 2000; Sll%e et al., 2000; Janz et al., 2002; AkyUz et al., 2002). Neueste Daten
deuten auf eine Kontrolle von p53 in replikationsassoziierten Rekombinationsprozessen hin
(Saintigny & Lopez, 2002; Janz & Wiesmduller, 2002). Dartber hinaus wurden Daten zu
bestimmten p53-Mutanten erhalten, die Funktionen in Bezug auf die Inhibierung der HR und
auf die Induktion des G1-Arrestes in unterschiedlicher Weise austiben (Dudenhdffer et al.,
1999; Saintigny et al., 1999; Willers et al., 2000; Akyuz et al., 2002). Die Interaktion von p53
mit der Strangtransferase Rad51, mit BRCA1, welches den Weg der nichtmutagenen HR
fordert und BLM @Bloom's syndrome protein), einer antirekombinogenen Helikase, wurde
durch Immunprézipitations- und Kolokalisationsstudien gezeigt (Ouchi et al., 1998; Zhang et
al., 1998; Sturzbecher et al., 1996; Moynahan et al., 1999; Wang et al., 2001; Zink et al.,
2002). Schliefdlich konnte gezeigt werden, dass bei Anwesenheit von p53 richt nur die HR
unterdriickt wird, sondern dass auch das NHEJ inhibiert wurde (Akyiz et al., 2002). Diese

und weitere Ergebnisse, welche eine Abhangigkeit des rekombinationsregulierenden Effektes
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von Basenfehlpaarungen im Rekombinations-Intermediat zeigten fihrten zu der Annahme,
dass p53 zusammen mit Rad51 komplementéar zum MMR-Faktor MSH2 zur Genauigkeit von
Strangaustauschprozessen beitrégt (Dudenhdffer et al., 1998; Sisse et al., 2000; Akyiz et al.,
2002). Tatsachlich wurde in konfokalmikroskopischen und biochemischen Studien
weiterfuhrend eine Assoziation von p53 und MSH2 in rekombinativen Reparaturkomplexen
nachgewiesen (Zink et al., 2002).

1.3 DiePoly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1)

PARP-1 (oder oftmals einfach as PARP bezeichnet) ist ein nukledres Protein, das in drel
Doménen organisiert ist. Die N-terminale DNA-Bindungsdoméne enthélt zwei Zinkfinger-
und zwei putative Heix-loop-Helix (HLH)-Motive, die DNA-Briche erkennen und diese
unspezifisch binden kénnen (Uchida et al., 1987; Gradwohl et al., 1990). Sie enthalt weiterhin
ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) und eine Caspase-Schnittstelle, an der es wahrend
der Apoptose geschnitten werden kann. Die Gterminale katalytische Doméane enthélt eine
Nukleotid-Triphosphat (NTP)-Bindungs-Doméne, die die Formation von ADP-Ribose-
Polymeren vom NAD" katalysiert. Dazwischen liegt die Automodifikations-Doméne, an die
ADP-Ribose-Polymere gebunden werden kdnnen (Uchida et al., 1993). PARP-1 bindet sehr
schnell und unspezifisch an ssDNA- oder dsDNA-Briiche und katalysiert die kovalente
Bindung von Poly(ADP-Ribose)-Ketten an Zielproteine, wie Histone, Topoisomerase | und
I, Xrccl, DNA-PK, p53 und sich selbst (Le Rhun et al., 1998). Die Automodifizierung fuhrt
zur Aufhebung der DNA-Bindung und ermdglicht die nachfolgende DNA-Reparatur
(Lindahl, et al., 1995). PARP-1 schitzt somit wahrscheinlich die DNA-Enden so lange vor
exonukleolytischem Abbau, bis die nachfolgenden, an der Reparatur beteiligten Proteine,
rekrutiert sind (Le Rhun et al., 1998). PARP-1 ig fur die Aufrechterhaltung der genomischen
Integritét von aulerster Wichtigkeit, wie die verschiedenen Arten der Zielproteine zeigen. Die
Assoziation von PARP-1 mit Xrccl, einer Komponente des BER-Komplexes, impliziert eine
direkte Rolle in diesem Reparaturweg (Masson et al., 1998). Aus PARP”"-Mé&usen stammende
Zellen zeigten eine hohere SCE (sister chromatid exchange)-Frequenz, chromosomale
Abberationen und Verlust oder Zunahme von ganzen Chromosomen und Abnahme der
Telomerlange (Tong et al., 2001b). Besonders interessant sind Untersuchungen mithilfe von
Mausmodellen in Bezug auf eine Verbindung zwischen p53 und PARP-1. PARP-1""p53"-
Mause zeigten nach Tumorzellinjektion ein geringeres Tumorwachstum als PARP-17p537-
Méause, was den Schluss nahe legt, dass PARP-1 als Kofaktor bei der Unterdriickung der
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Tumorentstehung Uber seine Rolle bei der Stabilisierung des Genoms und/oder Interaktionen
mit anderen Molekulen, die DNA-Brtche erkennen konnen, wirkt (Burkle et al., 2001; Tong
et al., 2001b). Kontroverserweise beobachteten Conde und Mitarbeiter eine Verlangsamung
der Tumorgenese in PARP-17p53"- versus PARP-1""p53"-Mausen (Conde et al., 2001).
Dass PARP-1 Uber DNA-PK an der V(D)JRekombination beteiligt ist, wurde aus den
Ergebnissen von Ko-Immunprézipitations-Versuchen aus nukledren Extrakten und
Kompetitionsstudien von DNA-PK und PARP-1 um die Bindung von DNA-Enden nahegel egt
(Morrison et al., 1997). Neben diesen protektiven Funktionen kann eine PARP-1-
Uberaktivitat zur Apoptose und Nekrose fiihren. So konnte gezeigt werden, dass PARP-1 ein
Mediator der Apoptose z.B. nach Entziindungsprozessen ist, indem es die Translokation des
Apoptose induzierenden Faktors (AIF) von den Mitochondrien zum Zellkern induziert (Yu et
al., 2002).

1.4 Akute Leukamien und krebsrelevante Bruchpunktregionen

Leukédmie ist ein Sammelbegriff fur Erkrankungen, die durch maligne Transformation
hamatopoetischer oder lymphatischer Zellen entstehen. Die Eintellung erfolgt nach den
verschiedenen Eigenschaften der atypischen Zellen (myeloisch-lymphatisch; reifzellig
unreifzellig) und dem klinischen Verlauf (akut bzw. chronisch). Die akute Leukamie wird
eingeteilt in die akute lymphatische (lymphoblastische) Leukdmie (ALL) und die akute (pro-)
myeloische Leukamie (A(P)ML). Die ALL ist die haufigste Leukémie des Kindesalters und
macht etwa 20% der akuten Leuk&mien des mittleren Erwachsenenalters aus. Die AML macht
ca. 80% der akuten Leuk&mien im Erwachsenendter aus (Hexal Lexikon Onkologie, 1996).
Charakteristisch fur Leukamien ist das Auftreten von nichtvererbten somatischen Mutationen
wie Tranglokationen, Deletionen und Insertionen in den betroffenen Zellen (Rabbits, 1994). In
den meisten Fallen werden Sequenzen eines Transkriptionsfaktors oder Teile von
Rezeptortyrosinkinasen mit normalerweise nicht verwandten Genen fusioniert und resultieren
in einem Hybridgen mit onkogenen Eigenschaften. Ein weiterer Mechanismus durch den
Trandokationen Malignitat auslésen, ist die Repositionierung von Transkriptionsfaktoren in
die Nahe von hochaktiven Promotor-/enhancer -Elementen, wie sie bei Immunglobulin- oder
T-Z€ell- Rezeptorgenen vorkommen, die normalerweise nur wéahrend der B- und T-
Zelldifferenzierung rearrangiert werden (Vogelstein & Kinzler, 2002).

Im Folgenden werden einige der Gene, die bei Leukdmien rearrangiert sind und in dieser

Arbeit beziglich der cissWirkung auf die Rekombination hin untersucht wurden, vorgestellt.
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1.41TAL1 und LMO2

TAL1 steht fur T-cell acute leukemia 1, daneben existieren noch die Bezeichnungen SCL fur
stem cell leukemia und TCL5 fur T-cell leukemia 5 LMO2 (LIM-domain only 2 wird
aullerdem als RBTN2 bzw. RHOM2 (rhombotin-2), RBTNL1 (rhombotin-like-1) und TTG2
(T-cell translocation gene 2 bezeichnet (Begley et al., 1989; Finger et al., 1989; Royer-
Pokoraet al., 1991; Boehm et al., 1991).

Veranderungen des TAL1-Gens werden bel Patienten mit akuter T-ALL beobachtet, in ca.
25% der Fdle handelt es sich um eine 90 kb grof3e Deletion stromaufwarts des TAL1-Locus,
bei ca. 3% findet sich die Translokation t(1;14), durch die das TAL1-Gen von seiner normalen
Position auf Chromosom 1 in das T-Zell-Rezeptor a/b (TCRa/b)-Gen auf Chromosom 14
trandoziert wird (Chen et al., 1990; Breit et al., 1994). Das TAL1-Gen kodiert fUr einen
Transkriptionsfaktor mit HLH-Motiv und basischer DNA-Bindungsdoméane (bHLH), wird nur
in myeloiden und erythroiden, nicht aber in T-Zellen exprimiert (Begley, et al., 1989; Aplan
et al., 1992) und scheint ein essentieller Regulator der hdmatopoetischen Entwicklung in sehr
fruohen Stadien zu sein (Porcher et al., 1996). Das TAL1-Protein kann mit dem E2A-
Transkriptionsfaktor und LMO2 (s.u.) dimerisieren, seine aberante Expression in T-Zellen mit
t(1;14)-Translokation oder Deletionen konnte spezifische Zielgene, die in T-Zellen
normalerweise ausgeschaltet sind, aktivieren. Es ist auch moglich, dass TAL1 die Funktion
des E2A-Transkriptionsfaktors im Verlauf der T-Zelldifferenzierung blockiert, da
E2A/TAL1-Hetereodimere als transkriptionelle Transaktivatoren inaktiv sind (Look, 1997;
Vogelstein & Kinzler, 2002).

Die t(11;14)- Trand okation zwischen dem LMO2-Gen und dem TCRa/d-Lokus findet sich in
10-20% aller Féle von T-ALL des Kindes (Williams et al., 1984; Lampert et al., 1988;
Raimondi et al., 1988). Das LMO2-Gen kodiert fir ein Protein, das ein LIM-Motiv und en
zinkfinger-ahnliches Trankriptionsfaktor-Strukturmotiv (SanchezGarcia & Rabbits, 1994),
aber keine DNA-Bindungsdoméne aufweist. Die LIM-Domane von LMO2 assoziiert mit der
HLH-Domane des TAL1-Proteins. Somit steht die Dysregulation von TAL1 und LMO2 in
einem funktionellen Zusammenhang. LMO2 spielt, wie TAL1, eine entscheidende Rolle bei
der Hamatopoese und Embryogenese (Warren et al., 1994; Yamada et al., 1998). Bel TAL-1"
LMO2"-Knockout-Mausen findet keine normale Erythropoese statt, die Tiere sterben daher
in der Embryonalphase an einer Anamie. Diese Befunde sprechen dafir, dass das TAL1-
LMO2-Heterodimer bel T-ALL Gene aktiviert, die for den unreifen Phanotyp der

Tumorzellen verantwortlich sind (Wagener, 1999).
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Es finden sich sowohl beim TAL1- as auch beim LMO2-Gen Erkennungssequenzen (sog.
Heptamer-/Nonamer-Sequenzen) fur die V(D)JRekombinase in den Proto-Onkogenen, so
dass illegitime V(D)JRekombination as ein Mechanismus der Translokation angenommen
wird (Boehm et al., 1989; Marculescu et al., 2002)

1.4.2 RARa

RARa wird auch als RARA bezeichnet, beides ist die Abkirzung fir retinoic acid receptor
alpha.

Be etwa 98% dler APL-Fdle tritt die Trandokation t(15;17) auf, bei der das PML
(promyelozytére Leukdmie)-Gen und das RARa-Gen involviert snd und resultiert in der
Expression der Hybridgene PML-RARa und RARa-PML (de Thé et al., 1990; 1991). Der
Block in der myeloiden Differenzierung, mit der die APL assoziiert ist, resultiert
wahrscheinlich aus der kombinierten Storung beider Protein-Aktivitdten (Melnick & Licht,
1999).

Die Retinsaureisomere 13-cis-Retinsdure und al-trans-Retinsaure Uben einen grundlegenden
Einfluss auf Prozesse der Morphogenese und Differenzierung aus. So kann z.B. Retinsaure
das gesamte morphogenetische Programm der Extremitétenentwicklung von Vertebraten
initiieren (Petkovich et al., 1987). Die Wirkung der Retinsdure wird Uber die
Retinsdurerezeptoren (RAR) a, b und & vermittelt, die zur Familie der Steroid-
Schilddrisenhormonrezeptoren gehtdren. Nach Komplexierung Uber eine entsprechende
Doméane und die nachfolgende Assoziation der Komplexe mit Retinsdure- Antwortelementen
der DNA, den sogenannten retinoic acid response elements (RARES) Uber eine separate
Region mit Zinkfinger-Motiv, aktivieren die Rezeptoren die Transkription entsprechender
Gene (Wagener, 1999). Dagegen wirkt das PML-Protein als negativer Wachstumsregulator,
der in der Lage ist, einen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus, Seneszenz und Apoptose
auszulésen (Strudwick & Borden, 2002). PML wird ubiquitér in allen normalen Zellen von
Saugern exprimiert und formiert mit anderen Proteinen Komplexe, die sogenannten PML-
NBs (PML nuclear bodies) oder PODs (PML oncogenic domains). In APL sind diese
Strukturen aufgelést und die Behandlung von APL-Patienten mit al-trans-Retinsaure
(ATRA) fuhrt zur Remission der Krankheit und Reformierung der PODs (Melnick & Licht,
1999).
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1.43MLL

MLL (myeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia) wird auch als ALL1, HRX und Htrx
(human trithorax) bezeichnet (Ziemin-van der Poel et al., 1991; Tkachuk et al., 1992; Djabali
et al., 1992; Butler et al., 1997) .

Eine aulRergewdhnlich diverse Gruppe von chromosomalen Translokationen, Deletionen und
Inversionen betrifft das Chromosom 11 (11g23). In Kontrast zu den anderen Rearrangements
finden sich diese Veranderungen sowohl in lymphoiden als auch myeloiden Leukdmien (7-
10% in ALL-Patienten, 56% in AML) und zu einem hohen Prozentsatz in den sogenannten
gemischtlinigen Leukdmien, deren Tumorzellen Marker verschiedener Linien exprimieren
(Vogelstein & Kinzler, 2002). Diese Verdnderungen betreffen haufig das MLL-Gen und
fihren zur Expresson verschiedener Fusionsproteine mit  MLL-Sequenzen und
unterschiedlichen Fusionspartnern. Mittlerweile sind Uber 30 verschiedene Hybridgene
bekannt (Reichel et al., 1998). Das MLL-Gen kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der in
verschiedene Domanen unterteilt werden kann. N-terminal befinden sich AT-hook-Motive, in
Richtung G-Terminus folgen eine Region mit Homologie zu DNA-Methyltransferasen, eine
Zinkfinger-Domane und eine Doméane mit Homologie zum Trithorax-Protein von Drosophila
(Tkachuk et al., 1992; Gu et al., 1992; Jones & Gelbart, 1993; Yu et al., 1995). Ferner wurden
zwel Regionen identifiziert, die die Transkription regulieren. Eine Repressordomane
Uberlappt mit der Methyltransferasedomane, eine Aktivierungsdoméne schliefst C-terminal der
Zinkfinger-Domane an. AT-hooks sind Sequenzmotive, die die sequenzunabhangige Bindung
von Proteinen an die kleine Furche der DNA vermitteln und wohl eine Rolle beim Aufbau der
Chromatinstruktur spielen (Reeves & Nissen, 1990). Methyltransferasen beeinflussen Uber
eine Methylierung von CpG-Dinukleotiden der DNA die Genexpression und gewahrleisten
die Beibehaltung des Methylierungsmusters in den Genomen somatischer Zellen nach der
DNA-Replikation (Vogelstein & Kinzler, 2002; Wagener, 1999). Trithorax von Drosophila
reguliert die Wirkung eines weiten Spektrums von Homeobox (Hox)-Genen in den
Antennapedia- und Bithorax-Komplexen und ist notwendig innerhalb der gesamten
Embryogenese fur die normale Entwicklung des Kopfes, des Thorax und des Abdomens
(Mazo et al., 1990). MLL wird wahrend der Embryogenese exprimiert und wirkt als positiver
Regulator der Hox-Gene (Benjamin et al., 1998). Untersuchungen zeigten, dass in Mausen der
Verlust beider MLL-Allele letal ist, MLL*"-Ma&use zeigten Stérungen der Hamatopoese wie
z.B. Anamie und Thrombopenie (Yu et al., 1995).

Die Trandokationspunkte innerhalb des 92 kb grofen MLL-Gens treten ausschlief3ich in

einer 8,3 kb grollen Region auf und vereinigen MLL-Sequenzen mit Genen vieer
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verschiedener Chromosomen und formieren Fusionsgene (Gu et al., 1992). Die resultierenden
Fusionsproteine  enthalten  immer  die  N-teeminalen  AT-hooks und  die
Methyltransferasedoméne. Dies legt den Schluss nahe, dass die N-terminae Doméne des
MLL-Proteins die entscheidende pathogenetische Rolle spielt (Wagener, 1999).

Ein besonders interessanter Aspekt der Translokationen, in die MLL involviert ist, betrifft die
Generierung sekundarer Leukamien nach Chemotherapie. Bei 85% der Patienten, die nach
Chemotherapie mit Topoisomerase |l-Inhibitoren, wie Etoposid, eine sekundéare Leukdmie
entwickeln, finden sich Translokationen, die die Chromosomenregion 11923 betreffen. MLL
ist somit ein hot spot fur chromosomale Rearrangements nach Behandlung mit

Epipodophyllotoxinen wie Etoposid (Pui et al., 1989).

1.5 MARs(matrix attachment regions)

MARs (matrix attachment regions) oder auch SARs (scaffold attachment regions)
représentieren  600-3000 bp lange, meist AT-reiche DNA-Sequenzen, die die
Anheftungspunkte der Chromatinschleifen an die nukleédre Matrix, also das Proteinrtickgrat
der Chromosomen, darstellen. Sie definieren die Grenzen zwischen verschiedenen
Chromatindoméanen, die jewells ein Gen oder Segment eines Gens oder eine Gruppe
verwandter Gene beherbergen (Boulikas, 1995). Sie kommen sowohl in Introns as auch an
5'- und 3"-Seiten von Genen (Hancock & Boulikas, 1982) vor und Uben wahrscheinlich neben
ihrer angenommenen Rolle in der Zellkernarchitektur Aufgaben in den verschiedensten
Prozessen aus:. Sie rekrutieren Proteine, die Funktionen in der Transkription, Replikation,
Reparatur und Rekombination und Tumorgenese austiben (Boulikas, 1995). Sie kénnen z.B.
als transkriptionelle enhancer wirken und sie finden sich in DNA-Replikationsurspriingen
vieler Gene. Daruber hinaus konnten DNA-Bindungsstudien zeigen, dass MARs spezifisch
von Mutp53 gebunden werden, wenn diese Uber sogenannte DNA-unwinding-Elemente
verfligen, die fur strukturelle Verdnderungen im Chromatin verantwortlich snd und ein
regionales base-unpairing fordern (Will et al., 1998b). Neueste Untersuchungen zeigten, dass
in normalen Zellen auch Wtp53 an die nukledre Matrix bindet (Jiang et al., 2001).

1.6 Repetitive DNA

Repetitive DNA-Sequenzen sind in allen eukaryontischen Genomen vorhanden. Es werden

zwel Klassen von Tandem-Wiederholungs-Sequenzen unterschieden, die Mikrosatelliten, die
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aus 10-50 Kopien von relativ einfachen Sequenzwiederholungen bestehen und pro Einheit
unter 10 bp grol3 sind und die Minisatelliten, die aus Kopien von DNA-Abschnitten aus 10-
100 bp, die im Genom verstreut sind, aber gehauft im subtelomeren Bereich vorkommen,
bestehen (Richard & Pagues, 2000). Repetitive DNA-Sequenzen besitzen eine intrinsische
Instabilitét in allen Genomen (Mikrosatelliteninstabilitét, MSI), die als eine z.T. erhebliche
Veranderung in der Lange durch Expansionen oder Deletionen der repetitiven Einheiten
verursacht werden (Charlesworth et al., 1994) und héufig die Ursache von Krankheiten bis
hin zu Krebs sind (Sutherland & Richards, 1995). Eine wachsende Anzahl von
neurol ogischen Funktionsstorungen resultiert aus der Expansion einer Klasse von besonderen
Mikrosatelliten, den Trinukleotid-repeats (TNR), wie z.B. Chorea Huntington (Huntington
disease, HD), Fragiles X Syndrom (FRAXA), Friedreich Ataxia (FRDA) und Myotonische
Dystrophie (MD) (zur Ubersicht siehe Usdin & Grabczyk, 2000). So sind Verdnderungen in
den langen Folgen von sich wiederholenden CTGXCAG-Sequenzen verantwortlich fir MD.
Normale Individuen haben 5-37 Wiederholungen dieser Basenfolge im MD-Kinase-Gen,
wogegen nach Expansion 50-3000 Wiederholungen vorliegen kdnnen. Friher wurde v.a
angenommen, dass replikative Mechanismen die Ursache fir diese Instabilitdten sind
(McMurray, 1999). Neuere Untersuchungen deuten aber darauf hin, dass die homologe
Rekombination, vor alem Genkonversion, die Ursache von expandierenden TNR sein
koénnten (Richard & Paques, 2000; Pluciennik et al., 2002).

Jungste Untersuchungen zeigten zum ersten Mal die Promotor-Induktion durch eine direkte
Bindung eines Transkriptionsfaktors an einen Mikrosatelliten-repeat. Apoptoseinduzierende
p53-Varianten binden einen polymorphen, d.h. bel verschiedenen Individuen mit
unterschiedlicher repeat-Zahl auftretenden Mikrosatelliten im Promotor des PIG3-Gens, eines
an der Apoptose betelligten Faktors. Dieser Mikrosatellit stellt aufferdem das erste pS53-
responsible Element dar, das polymorph ist und konnte somit bei Vererbung die
Krebssuszeptibilitéat beeinflussen (Contente et al., 2001; Polyak et al., 1997).

1.7 SV40 (Simian Virus40)

Fur die Untersuchung der Rolle von p53 bei DNA-Austausch-Mechanismen erwies sich ein
auf SV40-Viren basierendes Testsystem as sehr erfolgreich, das die Quantifizierung von
homologen Rekombinationfrequenzen in eukaryontischen Zellen ermoglicht (Wiesmiller et
al., 1996).
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Das Simian Virus 40 (SV40) wurde 1960 als Verunreinigung von Polio-Vakzinen entdeckt,
die mit Zellen des Rhesusaffen (Macaca mulatta) produziert worden waren. Da das Virusin
den Zellen des natlrlichen Wirts persistiert und keine Symptome einer akuten Infektion
aufweist, wurde es erst entdeckt, als es auf Nierenzellen der Grinen Meerkatze
(Cercopithecus aethiopis) Ubertragen wurde, die einen produktiven Infektionsverlauf
aufzeigten, also permissiv waren (Sweet & Hillemann, 1960).

SV40 ist ein DNA-Doppelstrangvirus und gehort zur Gruppe der Polyomaviren, einer Familie
der Papovaviren. Die isokaedrische Nuk leoproteinstruktur von ca. 45 nm Durchmesser setzt
sich aus den drel Hullproteinen VP1, VP2 und VP3 zusammen, in dessen Innern sich das

5243 bp lange, doppelstrangige Virusgenom befindet (Fiers et al., 1978, Liddington et al.,
1991). Die DNA liegt in geschlossener, zirkuldarer Form vor und bildet mit Histonen der
Wirtszelle 24 Nukleosomen aus. Dieses SV40-, Minichromosom® ist demnach vergleichbar
mit der Grundstruktur des zelluldren Chromatins. Das Genom unterteilt sich in die frihe und
spate Region proteinkodierender Sequenzen (sog. frihe und spéte Gene), die von einer
Kontrollregion ausgehend in entgegengesetzter Richtung angeordnet sind. Diese
Kontrollregion beinhaltet die Promotoren fir die frihen und spaten Gene sowie Regulatoren
der Genexpression und cen DNA-Replikationsursprung, der auch als origin oder kurz Ori
bezeichnet wird (s. Abbildung 1.2).

VP3

VP1
Frihe Gene Spate Gene

Abbildung 1.2: Die SV40-Genomstruktur. Die proteinkodierenden Bereiche sind durch Pfeile dargestellt. Die
SV40-Tumorantigene werden von den frihen Genen kodiert: Das grofRe Tumorantigen {T-Ag), das kleine
Tumorantigen (st) und das 17 kDa Tumorantigen (17 KT) sind alternative Spleif3produkte der friihen kodierenden
Region des SV40-Genoms. Die spate Region ist durch den DNA -Replikationsursprung (Ori) von der frithen
getrennt und kodiert fir das Agnoprotein (Agno) und die drei Hillproteine VP1, VP2und VP3.
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Zur Replikation der virden DNA bendtigt das Virus zelluldre Faktoren, so dass im ersten
Schritt der produktiven Infektion die Zellen durch Expression der frihen viraden Gene in die
S-Phase gefuhrt werden und die DNA-Synthese aktiviert wird. Im Gegensatz zur zelluléren
DNA-Synthese kommt es bei der viralen DNA-Replikation zu mehreren Replikationsrunden
innerhalb eines Zellzyklus (Endoreplikation). Daran schlief sich die spate Phase der
Genexpression an, die zur Synthese der Hullproteine fihrt (Wiley et al., 1993; Zuo et al.,
1997). Die SV40-, Minichromosomen® werden in die aus Hullproteinen zusammengesetzten
Kapside verpackt (self assembly) und durch Lyse der Wirtszellen freigesetzt.

Die friihe Region von SV40 kodiert fur drei sogenannte Tumorantigene, die durch aternatives
SpleifRen aus einem gemeinsamen Primartranskript entstehen. Sie werden nach ihrer Grof3e als
grofldes (T-Ag), kleines &t oder t-Ag) und 17 kDa Tumorantigen (L7 KT) bezeichnet. Die
Bezeichnung Tumorantigene tragt der Fahigkeit des SV40-Virus Rechnung, nicht-permissive
Sauger- Zellen zu transformieren (Sullivan & Pipas 2002).

Das grol®e Tumorantigen T-Ag enthélt ein nukledres Lokalisationssignal (NLS), mithilfe
dessen es nach seiner Synthese im Zytoplasma in den Zellkern transportiert wird, wo es fir
die virde DNA-Replikation benttigt wird (Kalderon et al., 1984). Esist eéin multifunktionales
Protein, es aktiviert eine Reihe von zelluléaren Genen, die unter anderem direkt an der DNA-
Replikation beteiligt sind (Postel, 1976) und reguliert den frihen und spdten SV40-Promotor.
Das T-Ag bindet als Doppe-Hexamer an den Ori durch eine spezifische DNA-
Bindungsdomane und direkt an die DNA-Polymerase a, DNA-Primase und Topoisomerase
und rekrutiert damit den zelluldren Replikationsapparat zum Ori und initiiert so die DNA-
Replikation (Dean et al., 1992). Jedes Hexamer fungiert dabel als DNA-Helikase (Séenz-
Robles et al., 2001). Das TAg interagiert mit einer Reihe zelluldrer Proteine, wie z.B. den
Mitgliedern der RetinoblastomFamilie (pRb, p107 und p130) und p53. Eine Funktion der
Rb-Familie ist die negative Regulation des Transkriptionsfaktors E2F. Die Freilassung von
E2F aus der Rb-vermittelten Kontrolle durch die Bindung an T-Ag resultiert u.a in der
Expression von fir die S-Phase spezifischen Genen, wie z.B. Cyklin E und A, Cdc2 und Cdk2
und treibt die Zellen in den Zyklus (Dyson, 1998; S&enz-Robles et al., 2001). Die Bindung
von T-Ag an p53 schaltet dessen transkriptionelle Transaktivatorfunktion (Segawa et al.,
1993), sowie die Fahigkeit zur Rekombinationsinhibition (Wiesmdller et al., 1996) aus.

Das <t wird in SV40-infizierten und auch -transformierten Zellen exprimiert und befindet sich
dabei sowohl im Zellkern as auch im Zytoplasma. Untersuchungen an st-defizienten (st)
Virusmutanten haben gezeigt, dass es fir die produktive SV40-Infektion nicht erforderlich ist
(Cicalaet al., 1994), wohl aber eine Helferfunktion ausiibt.
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Das 17 kT-Tumorantigen ist fur die virde SV40-Vermehrung in Zellkultursystemen nicht
essentiell, erhoht aber unter nicht-optimalen Infektionsbedingungen die Rate. Neuere
Untersuchungen weisen das 17 kT-Tumorantigen als Transaktivator der frihen SV40-Gene
aus (Scheidig, 1998).

Die spdten Gene des SV40-Genoms kodieren fur das Hauptkapsidprotein VP1, die fur die
geordnete Assemblierung des Kapsids nétigen Proteine VP2 und VP3 und fir das Agno-
protein. Letzteres spielt wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle bel der Assemblierung oder beim
Austritt des Virus aus infizierten Zellen (Séenz-Robles et al., 2001).

1.8 Problemstellung

Neben der zunehmenden Bedeutung, welche die Rekombination durch die Entdeckung von
Krebssuszeptibilitéts-Genen erlangte, deuten auch die in Tumorzellen meist beobachieten
chromosomalen Veranderungen und hyperrekombinativen Phanotypen auf eine fundamentale
Stellung bei der Krebsenstehung hin.

Es ist immer noch schwierig und zeitaufwendig, genetische Alterationen quantitativ durch
zytogenetische Untersuchungen zu erfassen. Dartiber hinaus konnen Deletionen oder kleine
Rearrangements oftmal s durch diese Methoden nicht detektiert werden. Um die Rolle von auf
die Genominstabilitét in cis wirkende Mechanismen aufzukléren, sollten in dieser Arbeit
chromosomale Loci, auf ihr intrinsisches Potential, an schadlichen Rekombinations-
ereignissen teilzuhaben, vergleichend untersucht werden.

Zu diesem Zweck sollten eine Reihe von krankheitsassoziierten Fragmenten mit
unterschiedlichen Substratstrukturen in das auf SV40-Viren baserende Testsystem
(Wiesmiller et al., 1996) eingefuhrt werden. Das auf der Rekonstitution von SV40-Viren
basierende Testsystem zur Quantifizierung homologer Rekombinationsereignisse konnte
bereits erfolgreich zur Analyse von p53 alsin trans auf die Rekombination wirkender Faktor
eingesetzt werden (Wiesmiller et al., 1996; Dudenhotffer et al., 1998) und sollte hier
weiterflhrend fur Untersuchungen zur Rolle von p53 und PARP-1 bel der Rekombination an
krebsrel evanten Sequenzen appliziert werden.

Schliefdlich  sollten in  dieser Arbeit in  Vorbereitung zur Bestimmung von
Rekombinationsaktivitdten as Biomarker fir Genotoxizitdt und Krebssuszeptibilitét
Testsysteme entwickelt werden, welche auf der Basis fragiler chromosomaler Sequenzen

DNA-Rearrangements in Abhangigkeit von exogenen und endogenen Faktoren detektieren.
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Um das auf SV40-Viren basierende Testsystem auf die Untersuchung des individuellen
Einflusses von putativ in cis wirkenden DNA-Elementen bel der Rekombination anwenden zu
koénnen, musste das SV40-Virengenom dergestalt modifiziert werden, dass Fremdsequenzen
in Virenpartikel aufgenommen werden konnten. Nach erfolgreicher Etablierung dieses
modifizierten Testsystems sollten die verschiedenen DNA-cis-Elemente, wie Fragmente aus
Bruchpunktregionen mit ursachlicher Beteiligung an der Entstehung von Leukémien (siehe
Reichel et al., 1999; Boehm et al, 1989; Chen et al., 1990; Alcalay et al., 1991), aus MAR-
Sequenzen (Boulikas & Kong, 1994; Will et al., 1998a; 1998b) und aus repetitiver DNA
(Kern et al., 1992; Bowater et al., 1996), auf ihren Einfluss bel der Rekombination untersucht
werden.

Um erste endogene Faktoren zu Uberprifen, also um zu testen, ob Rekombination in
Nachbarschaft dieser cis-Elemente durch bestimmte Proteine in der Zelle beeinflusst wird,
sollten Zellen mit funktionell anschatbarem Witp53 (Dudenhtffer et al., 1998) und
p53(138V) etabliert werden und diese neben weiteren Zellsystemen mit unterschiedlichem
Wip53- und/oder PARP-1-Status untersucht werden.

Mit diesen viralen Rekombinationstest- und zelluldren Proteinexpressions-Systemen sollte
anschlieffend unter Ausschluss von indirekten Effekten, wie durch Veranderungen des
zelluldren Wachstums oder der Virusgenomgrof3e, quantitativ die genomdestabilisierende
Wirkung der einzelnen DNA-cis-Elemente vor dem jewelligen zelluldren Hintergrund
vergleichend bestimmt werden.

Da insbesondere aufgrund jingster Publikationen (Flores-Rozas & Kolodner, 2000; Saintigny,
et al.,, 2001; Janz & Wiesmdller, 2002) von einer engen VerknUpfung zwischen DNA-
Replikation und Rekombination auszugehen ist, sollte die de novo DNA-Synthese der
rekombinanten SV40-Viren unter Rekombinations-Assay-Bedingungen durch DNA-
Markierung mit [*H]-Thymidin untersucht werden, um mégliche Verbindungen in Bezug auf
die jeweiligen in cis bzw. in trans wirkenden Faktoren aufzudecken.

Um mdgliche Anderungen der Rekombinationsfrequenzen in Abhangigkeit von bestimmten
DNA-cis-Elementen und dem DNA-Bindeprotein p53 mechanistisch aufzuklaren, sollten
aulBerdem Gelretardations-Analysen (EMSA) durchgefihrt werden.

Studien unter Applikation verschiedener Chemotherapeutika sollten schliefdlich  zur
Aufklérung beitragen, ob sich das neu aufgebaute System fir die Risikoabschdtzung der
Generierung von sekunddren Leukdmien nach Gabe bestimmter Therapeutika unter

Beriicksichtigung des genetischen Hintergrundes eignet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Die Chemikalien wurden mit dem hochsten Reinheitsgrad (ro analysi) verwendet. Nicht
aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmen Biorad (Munchen), Merck (Darmstadt),
Serva (Munchen) und Sigma (MUnchen) bezogen. Spezielle (Bio-) Chemikalien wurden von

folgenden Firmen bezogen:

Acrylamide/Bis Solution (19:1) 40% (w/v)
Bacto-Agar, -Trypton, -Y east Extract
BSA

Carbenicillin

Coomassie-Blau R-250

DMEM

DNA-Marker | /HindIll
DNA-Léangenmarker 1Kb+

dNTPs

FCS

G418 (Geneticin)

Hygromycin B

Klenow-Fragment

L-Glutamin

[Methyl-3H]-Thymidin

Natriumpyruvat

Norit A

Nystatin

PCI (Phenol/Chloroform/I soamyla kohol
(25:24:1))

Penicillin/Streptomycin

(5000 U/mI/75000 pg/ml)
Proteaseinhibitor- Cocktail

Protogel (30% Acrylamid; 0,8% Bisacryl-
amid 37,5:1)

Puromycin

Refobacin

Restriktionsendonukleasen

RNAse A

RPMI 1640
SeaPlague Agarose
S-MEM
Streptomycin
T4-DNA-Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit, USA

New England Biolabs, Frankfurt am Main
ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

MBI-Fermentas, St. Leon Rot

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt am Main
PAA, Cdlbe; Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Biochrom, Berlin

Hartmann, Braunschweig

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Biomol, Hamburg

Biochrom, Berlin
Roche, Mannheim

Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf
Serva, Heidelberg

Ratiopharm, Ulm

New England Biolabs, Frankfurt am Main;

MBI-Fermentas, St. Leon Rot; Roche, Mannheim

Sigma, Minchen

Invitrogen, Karlsruhe

Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf
Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

New England Biolabs, Frankfurt am Main



T4-Polynukleotid-Kinase
Tag-DNA-Polymerase
TEMED

Tetrazyklin

Trypsin

Tween 20

Viapurex steriles Wasser
b-Mercaptoethanol
b-Ostradiol
[a-*P]-dCTP

2.1.2 Sonstige M aterialien

ABI PRISM Big Dye Ready Reaction

Cycle Sequencing Kit
BCA Protein Assay Kit
DNA DipStick Kit

Concert High Purity Plasmid Maxiprep

System

Prestained SDS-Molecular Weight

Standard Broad Range
QIAEX Il DNA Purification Kit
QIAGEN Plasmid Mini Kit
QIAmp Mini DNA Kit
QIAquick PCR-Purification Kit
Rapid DNA Ligation Kit
Super-Signal-ULTRA

Chemilumineszenz Substrat
Szintillationsfllissigkeit

2.1.3Verbrauchsmaterial

Einfrierréhrchen

Filterpapier Whatman 3SMM
Glasfaserfilter

Immobilon™-P Membran
Polypropylenréhrchen
Reaktionsgefalie

Rontgenfilm Kodak X-OMAT/
BiomaxMR

Sterivex (Sterilfilter)
Zdlkultur-Platten
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New England Biolabs, Frankfurt am Main
QIAGEN, Hilden

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Neu Ulm

Baxter, Unterschlei3heim

Serva, Heidelberg

Sigma, Minchen

Hartmann, Braunschweig

PE Aplied Biosystems, Welterstadt
Pierce, Rockford, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Miinchen
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Roche, Mannheim

Pierce, Illinois, USA
Packard, Groningen, Holland

Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich
Schleicher und Schilll, Dassel
Schleicher und Schilll, Dassel
Millipore, Eschborn

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Amersham Buchler KG, Braunschweig
Millipore, Eschborn
Nunc GmbH, Wiesbaden Biebrich



2.1.4Geréte

Agarosegel el ektrophoressystem Horizon
Blotkammer TE Series
Geldokumentationsanlage
Immunfluoreszenz-Mikroskop Axiovert
Mini-Gel-Apparatur

Minitan S Ultrafiltrationsgerat und
Membranbl&tter (100kDa Molekular-
gewichtsgrenze)

Nassbl otapparatur

Photometer Bio Spec
Polyacrylamid- Gel el ektrophoresesystem
Szintillationszéhler

Thermocycler

Thoma-Zahlkammer

Zentrifugen

Vortex

2.1.5Puffer und L dsungen
5x DNA-Auftragspuffer

Bradford-L 6sung

Coomassi e-Entféarber

Coomassie-Farbel 6sung

10x DNA-Bindepuffer

dNTP-L6sung
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Invitrogen, Karlsruhe

Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg
Intas, Gottingen

Zeiss, Jena

Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg

Millipore, Eschborn

Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg
Shimadzu, Duisburg

Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg
Beckman, Minchen

MWG-Biotech, Ebersberg

NeoL ab, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg; Du Pont, Bad Homburg
Merck, Darmstadt

50 % Glyzerin
0,1M EDTA
1% Bromphenolblau (oder Xylencyanol)
100mg  Coomassie-Blau R-250
50 mi Ethanol
100 ml 85%ige Phosphorsaure
mit ddH,O auf 1 | auffillen
5% Methanol
7% Essigsaure
0,15% Coomassie-Blau R-250
50% Methanol
10% Essigsaure
250mM  TrigHCL, pH 8,0
50 mM EDTA
60% Glyzerin
10 mM DTT (frisch zugeben)
20mM dATP
20mM dCTP
20mM dGTP
20mM dTTP
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Einfriermedium 20ml 2 x DMEM
25 ml FCS
4ml NaHCO3
6 ml DMSO
Elutionspuffer 10 mM Tris/HCl, pH 7,5
100mM  NaCl

1 mM EDTA
2mM DTT (frisch zugeben)

Ethidiumbromidldsung 10mg/ml  Ethidiumbromid in H,O
2x HeBS 247mM  NaCl
10 mM KCI

1,4mM  NaHPO,
42mM  Hepes

Hybridisierungspuffer 10 mM Tris/HCl, pH 7,5
100mM  NaCl
2mM DTT (frisch zugeben)
Kristallviolett-Stamml 6sung 2% Kristallviolett
1Tel Formadehyd (37%)
2Telle Ethanol
7 Telle H.O
Kristallviol ett- Féarbel 6sung 1Tell Kristallviol ett- Stamml dsung
1Teil Formaldehyd (37%)
8 Teile H.O
Mounting-Medium 59 Polyvinylalkohol 25/140
90 mi PBS
10 ml Glyzerin
PBS 140mM  NaCl
3mM KCI

8 mM NaHPO,
1,5 mM KH2POq4, pH 7,4

10x RegG-Laufpuffer 67 mM Tris’/HCI, pH 8,0
33mM Natriumacetat
20 mM EDTA

SDS-PAGE- Laufpuffer 250mM  Trig/HCI
19M Glycin
1% SDS
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2x SDS-Probenpuffer 125mM  TrigHCI, pH 6,8
20 % Glyzerin
4% DS
31% DTT
0,05 % Bromphenolblau
4% b-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

4x SDS-Sammel gel puffer 05M TrisHCI, pH 6,8
0,4% DS

4x SDS-Trenngel puffer 15M Tris/HCl, pH 8,8
0,4% SDS

TAE (50x) 1219 Trisbase

2755ml  Eisessig
50 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
mit ddH,O auf 500 ml auffillen

10x TBE 0,89 M TrigHCI, pH 8,0
2mM EDTA
50% Glyzerin
05mM  DTT (frisch zugeben)
TBST 20 mM Tris’/HCI, pH 7,6
137mM  NaCl
0,2% Tween 20
TBS-T-5% MP 5% Magermilchpulver in TBS-T
TCM-Puffer 10mM Tris/HCl, pH 8,0

10 mM CaCl,
10mM MgChb

TE 10 mM TrigHCI, pH 8,0
1mM EDTA

TES 0,8% SSin TE

TFB-I-Puffer 100mM  RDCI

50 mM MnCb
10 mM CaCl,
30 mM Kaliumacetat
15% Glyzerin
mit 0,2M Essigsaure auf pH 5,8

TFB-11-Puffer 10 mM MOPS
10mM RbCI
75 mM CaCl,
15% Glyzerin
mit NaOH auf pH 7,0



Tris-Glycin-Puffer

Trypsin-Losung

Zéellfraktionierungspuffer A

Zé€llfraktionierungspuffer B

Zé€llfraktionierungspuffer C

ZelIfraktionierungspuffer D

Standardpuffer und Lésungen, die nicht aufgefuhrt sind, wurden, wie im Methodenbuch von

250 mM
50 mM

0,05%
0,5mM

10 mM
1,5 mM
5mM

10 mM
1.5mM
5mM

10 mM
1,5mM
200 mM

10 mM
1.5mM
500 mM

Sambrock et al., 1989, beschrieben angesetzt.

2.1.6 Nahrmedien
Erhaltungsmedium DMEM 5(10)/1

Erhaltungsmedium DMEM A10/1

Erhaltungsmedium RPMI 10/1

FCS (6stradiolarm)

5-10%
1%

10%
1%

10%
1%
1%

109

lg
11
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Glycin
TrigHCI, pH 8,3

Trypsin
EDTA, pH 8,0in 1x PBS

Hepes, pH 7,4
MgCh
KCI

Hepes, pH 9,0
MgChb
KCI

Hepes, pH 9,0
MgCh
KCI

Hepes, pH 9,0
MgCh
KCl

FCS
Penicillin/Streptomycin

in DMEM -Flissigmedium

FCS (6stradiolarm)
Penicillin/Streptomycin

in phenolrotfreiem DMEM -

FlGssigmedium

FCS
Penicillin/Streptomycin
L-Glutamin

in RPM11640-Flissigmedium

Norit A (Aktivkohle)
Dextran 40
FCS

30 min ruhren lassen, anschliel3end
bei 14000 rpm abzentrifugieren
und Uberstand sterilfiltrieren.



LB-Agar

LB-Medium

LB-Medium mit Antibiotika

Softagar

Y -Broth-Medium

2.1.7 Antikorper

2.1.7.1 Primarantikor per
PADb421

PADb240
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159 Bacto Agar in 11 LB-Medium
autoklavieren und nach dem
Abkihlen auf 50 °C mit oder ohne
Antibiotika (s.u.) ausplattieren

109 Bacto-Trypton
59 Hefeextrakt
109 NaCl in 11 ddH.O, pH 7,4

50-100 pg/ml Ampicillin
50-100 pg/ml Carbenicillin
30 pg/mi Kanamycin
30 pg/ml Streptomycin
12 pg/mi Tetrazyklin
Zugabe der Antibiotika je nach

Bedarf
1,4% SeaPlaque Agarose in DMEM
2% FCS
1/200 Nystatin
1/1000 Refobacin
10mM MgSO4
10mM MgChb
in LB-Medium mit KOH auf
pH 7,6 bringen

Muriner monoklonaler Antikdrper gegen das
humane p53-Protein, erkennt ein C-terminales
Epitop zwischen den Aminoséuren 372 und 382
(Harlow et al., 1981; Arbeitskonzentration im
Western-Blot: 1: 200-1: 500).

Muriner monoklonaler Antikorper gegen das
humane p53-Protein, erkennt ein Epitop zwischen
den Aminosalren 213 und 217
(Arbeitskonzentration im Western-Blot: 1:200-
1:500).



DO1

Polyklonales Schaf-Anti- p53-Serum

PAb1801

Anti-hMDM2

Anti- hp21 (WAF-1)

Anti-Aktin

PADb108

2.1.7.2 Sekundarantikor per
Huhn-Anti-Ziege-Peroxidase

K aninchen-A nti- Schaf- Peroxidase

Streptavidin-Cy3-Konjugat
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Muriner monoklonaler Antikdrper gegen das
humane p53-Protein, erkennt ein N-terminales
Epitop zwischen den Aminosauren 20 und 25
(Cabiochem, Bad Soden; Vojtesek et al., 1992;
Arbeitskonzentration im Western-Blot: 1:1000-
1: 5000).

Roche, Mannheim (Arbeitskonzentration im
Western-Blot: 1:2000).

Muriner monoklonaler Antikdrper gegen das
humane p53, der en Epitop zwischen den
Aminosduren 32 und 79 erkennt (Pharmingen,
USA; Banks et al., 1986; Arbeitskonzentration im
Western-Blot: 1:200-1:500).

Muriner monoklonaler Antikorper gegen das
humane MDMZ2-Protein, erkennt en N-
terminales Epitop zwischen den Aminosduren 26
und 150  (Cabiochem, Bad Soden,
Arbeitskonzentration im Western-Blot: 1:1000).

Muriner monoklonaler Antikorper, der das
humane p21"AF-Protein erkennt (Calbiochem,
Bad Soden; Arbeitskonzentration im Western-
Blot: 1:200-1:1000).

Monoklonaler Ziege-Antikorper, erkennt ein
Epitop am GTerminus von Aktin (Santa Cruz,
Heidelberg; Arbeitskonzentration im Western-
Blot: 1:2500).

Muriner Antikorper, erkennt SV40 T-Ag-Epitop,
SV40 t-Ag und SV40 17kT (Gurney et al., 1986;
Arbeitskonzentration in der Immunfluoreszenz:
1.2-1:5).

Biomol, Hamburg
Arbeitskonzentration im Western-Blot: 1:5000

Sigma, Mnchen
Arbeitskonzentration im Western-Blot: 1:10000

Dianova, Hamburg
Arbeitskonzentration in der Immunfluoreszenz:
1:400
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Ziege-Anti-Maus-Biotin Dianova, Hamburg
Arbeitskonzentration in der Immunfluoreszenz:
1:100

Ziege-Anti-Maus-Peroxidase Biomol, Hamburg
Arbeitskonzentration im Western-Blot: 1:2500-1:
10000

2.1.8 Nukleinsauren

2.1.8.1 Oligonukleotide
Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in 5-3"-Richtung angegeben. Die hochgestellten
Zahlen geben die Positionen der Oligonukleotide innerhalb der jewelligen Sequenz (in

Klammern) an (dabel steht GenBank # fir GenBank-Accession-Number). In ist die
Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Clal, in dievon Smal, in die
von Bglll und in die von Ndel angegeben. Von der Wildtyp-Sequenz abweichende

Nukleotide sind unterstrichen Alle synthetischen Oligonuklectide wurden von der Firma
MWG-Biotech, Ebersberg, bezogen.

cs-2b AGGAGG A ®

® ®R2CAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTG® (V40
cis-2c ABBGTTAACAACAACAATTEZ2534 oo (V40
LMO-1 AGGAGG ®

® 25314640-|—AA GTGGGCTTTGCTATTCA CAAd5314617 (Chromosom 11, GenBank# NT_009237)
LMO-2 GCTGCT ®
MLL-1 AGGAGG ASSBCTTACAACTG®

® CTTACAACTGTTTCGTATATTACA 62 MLL-Gen, GenBankit X83604)

MLL-2 GCTGCT " GAAGGGCTCACA®
VP1-MutC BBGCAGTGGAAGGGACTTICCAGATATTTTAAAATTACCH74 (V40
VP1-MutN B GCAGCTCCCAAAAAACCTTAGGAACCAGTGCAAGT® 7S (8V40)
NdelOligol BRTGTTGG GTTTTTTGGTTTTTGE2 V40
NdelOligo2 AGGAGG ®

® “PACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTT®"EV40)
Nco-2 62\ GATGGCCATGGCGCGGACGCGGE® (P53-cDNA inpSvSsher (Xbal-Fragment)

Nco-Mutl5-1  CTGGTA**CCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGR
® CCCCCTCT GGClSO(p53 -cDNA inpSV53her (Xbal-Fragment))

RAR-1 AGGAGG 919200 GTGGCCGGC®
RAR-2 GCTGCT 91640 A AGCCTCCAGC®
® ACCCCATCACT 91661 (Chromosom 17, GenBank# AC090426)
SceRS-1 AGGAGG T2GACGTAAACGGCCACAAGTTCA 763 (EGRND

SceRS-2 GCTGCT 8 TTCAGCTCGATGCGGTTCACCA 1% (EGEAD
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$'Seq.0ligol  *?AGCAGAGCCTGTAGAACCH (V40
$Seq.0ligo2 *ATACATTTTAAACACATTTCH? V40
$'Seq.0ligo3  “®AATATTCCTTATTAACCCCT #45(5V40)
S'Seq.0ligod  “GAGTTCTATTACTAAACACHRTOEV40)
TAL-1 AGGAGG AYS2CAAGCCCCCTTCCO®
® AACTCCA -I—145351 (Chromosom 1, GenBank # NT_032977)
TAL-2 GCTGCT I GTGTCTACGCGGTTGR®
® CCTCCT 145131 (Chromosom 1, GenBank # NT_032977)
VP1-6 ZIBACCAACACTTCTGGAACAC336 (V40
VP1-10 2050 CAGCCAGGAAAATGCTGA 2887 (5V40)
VP1-8b XBGAGGTTAGGGTTTATGAGGACSS (8V40)
VP1-9 ZTBATCATAATCAGCCATACCAC™>4 (V40
173-2 SOGTGACTTGCACGTACTCCY (P53-cDNA inpSVSsher (Xal-Fragment))
173 LGATAAGATGCTGAGGA GG 02 (P53-CDNA inpSvSsher (xbal-Fragment))
955 B GTTTGTGCCTGTCCTGGGA G (PS3-cDNA inpSyssher (Xbal-Fragment)
hp53-1-1 $26CCAGAATGCCAGAGGCTGCT 346 (P53-cDNA inpSv5sher (Xbal-Fragment))
hp53-2-2 BCEGGAAGGGACAGAAGATGACA G (PS3-cDNA inpSVSher (Xbal-Fragment))
hp53-3-1 Bl GGCTCTGACTGTACCACCATCCE32 (P53-cDNA inpSvSsher (Xbal-Fragment))
hp53-4-2 105GGGCAGCTCGTGGTGAGGCT CHO5 (P53-cDNA inpSVSSher (Xbal-Fragment)
Kompetitor- GTGAACAGCTCCTCGCCCTTG
Oligo
2.1.8.2 DNA

Die Vektoren, die im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden, sind unter 3.1 und 3.2.1

ausfuhrlich beschrieben. Hier aufgefiihrte Vektoren standen fir die vorgestellte Arbeit zur

Verfugung (Ausnahme: Der Vektor pUC-PuroD, der in dieser Arbeit generiert wurde). Alle

aufgefuihrten Vektoren werden unterstrichen dargestellt, in dieser Arbeit generierte zusétzlich

fett.

| 143

pBlueScript!l K S

pBS-K28a

pBS-Kpn-Sv40

Lambda-Phagen-DNA, die den unrearrangierten
RARa-Lokus enthdlt (von Frau Dr. A. Dejean,
Institut Pasteur, Paris, Frankreich, zur Verfligung
gestellt; deThé et al., 1990).

Ein Plasmidderivat des pBR322 mit einer
multiplen Klonierungsstelle (Stratagene,
Heidelberg). Das Plasmid wird im Text als pBS
abgekiirzt.

Ein pBS-Derivat, das ein MAR-Fragment des
humanen PARP-Gens enthélt (von Fr. Dr. K. Will
zur Verfigung gestellt).

Das SV40-Genom uber Kpnl in pBlueScript M
13" (Stratagene, Heidelberg) kloniert.




G2111B

pHyg

pMSNeo

pRSetB-Ncol

pRW3246

pSK-45-13-2-PyCAT

pSK-89-15-1-PyCAT

pSV 53her
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SV40-Genom (4974 bp) mit Deletion von 269 bp
im T-Ag-Intron, die den Leserahmen des tAg
zerstort. Uber BamHI in pGEM3Zf()) kloniert
(von Prof. W. Deppert, HeinrichPette-Institut,
Hamburg, zur Verfiigung gestellt).

Vektor zur Expresson des Hygromycin
Resistenzgens in  eukaryontischen  Zellen
(Dudenhoffer et al., 1998).

Vektor zur Expression des Neomycinresistenz-
Gens in eukaryontischen Zellen (Laker et al.,
1987).

Ncol-Fragment des Vektors pSV53her im
Expressionsvektor pRSetB (Invitrogen, Karls-
ruhe).

Ein pUC18-Derivat mit inseriertem CTG-repeat
aus einem an Myotonischer Dystrophie leidenden
Patienten (von Herrn Dr. R. Bowater, University
of East Anglia, UK, zur Verflgung gestdllt;
Bowater et al., 1996).

13 Kopien der p53-Konsensus-Sequenz aus dem
RGC (ribosomal gene cluster) im pBS-CAT-
Vektor, genannt ,ps13“ (von Herrn Prof. B.
Vogelstein, Johns Hopkins University School of
Medicine, Baltimore, USA, zur Verflgung
gestellt; Kern et al., 1991).

15 Kopien der mutierten p53-Konsensus- Sequenz
aus dem RGC im pBS-CAT-Vektor, genannt
,Ms15“ (von Herrn Prof. B. Vogelstein, Johns
Hopkins University School of Medicine,
Baltimore, USA, zur Verfigung gestellt; Kern et
al., 1991).

Vektor zur Expression des humanen Wtp53 unter
der Kontrolle des SV40-Promotors. Das
produzierte  p53-Protein ist mit der
Ostradiolbindedomane des humanen Ostradiol-
rezeptors fusioniert und erlaubt die funktionelle
Aktivierung durch Ostradiol (Roemer and
Friedmann, 1993).



pSV53(138V)her

puCi8

puCDBam

pUCDBamxXba

pUChLMO2

pUChtal1

pUC19-IgHE-MAR

pUC19-K28a

pUC-Kpn-SvV40

pUC-K pn-SV40-tsVP1(H196Y)
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Vektor zur  Expresson des  humanen
temperatursensitiven p53 mit ener Mutation
A138V unter der Kontrolle des SV40-Promotors.
Das produzierte p53-Protein ist mit der
Ostradiolbindedoméne des humanen Ostradiol-
rezeptors fusioniert und erlaubt die funktionelle
Aktivierung durch Ostradiol (Akyiiz et al., 2002).

Ein Derivat von pBR322 mit einer multiplen
Klonierungsstelle (Stratagene, Heidelberg).

pUC19-Vektor mit Deletion der Polylinkerregion
zwischen den Schnittstellen Smal und Pstl
(Dudenhoffer et al., 1998).

1616 bp-Xbal-Fragment des Vektors pSV53her in
pUCDBam (Dudenhoffer et al., 1998).

Ein pUC18-Derivat, das den humanen LMO2-
Lokus enthdt (von Frau Dr. C. Stocking,
Heinrich-Pette-Institut, Hamburg, zur Verfigung
gestellt).

Ein pUC18-Derivat, das den humanen TAL1-
Lokus enthdt (von Frau Dr. C. Stocking,
HeinrichPette-Institut, Hamburg, zur Verfligung
gestellt).

Ein pUC19-Derivat, das ein 997 bp-Xbal-Frag
ment des 5-MAR des Genlokus der schweren
Kette der Immunglobuline der Maus enthdlt (von
Fr. Dr. K. Will zur Verfigung gestellt).

Ein pUC19-Derivat, das ein Fragment des3'UTR
des humanen PARP-Gens enthélt (von Fr. Dr. K.
Will zur Verfigung gestellt).

Das SV40-Genom (5243 bp) Uber die Kpnl-
Schnittstelle in puCDBam kloniert (Wiesmdller
et al., 1996).

Virdes SV40-Genom mit der durch in vitro-
M utagenese eingefUhrten Punktmutation C2084T,
welches fur temperatursensitives VP1L mit dem
Aminosaureaustausch H196Y kodiert, Uber Kpnl-
Restriktionsschnittstellen in pUyCDBam kloniert
(Ng et al., 1985; Wiesmiller et al., 1996).
Weitere Bezeichnung: pUC-Kpr-Mut-196.




pUC-K pn-SV40-tsVP1(P286S)

pUC-K pn-SV40-tsV P1(K 290T)

pUC-Puro-D

2.1.9 Bakterienstdmme
E. coli DH 5a

E. coli SURE

E. coli XL 10 Gold

E. coli SCS110
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Viradles SV40-Genom mit den durch in vitro-
Mutagenese  eingefiihrten  Punktmutationen
C2354T und C2356T, welche  flr
temperatursensitives VP1L mit dem Amino-
saureaustausch P286S kodiert, Uber Kpnl-
Restriktionsschnittstellen in pUCDBam kloniert
(Ng et al., 1985; Wiesmdiller et al., 1996).

Virales SV40-Genom mit der durch Klonierung
eingefUhrten Punktmutation A2367C, welches fir
temperatursensitives VP1 mit dem Aminosdure-
austausch  K290T  kodiert, Uber  Kpnl-
Restriktionsschnittstellen in puCDBam kloniert
(Ng et al., 1985; Wiesmdiller et al., 1996).
Weitere Bezeichnungen: pUC-Kpn-Mut-ts und
pUC-KpntsB11.

Ein Plasmidderivat von pUC18. Mithilfe von
PCR-Reaktionen wurden 46 bp aus der
Chromophor-Region des EGFP-Gens durch die
EcoRI (6 bp) und die FScel-Erkennungssegquenz
(18 bp) ersetzt (s. Akytiz, 2001).

Genotyp: F/endAl hsdR17 (r-met+) glnV44 thi-
1 recAl gyrA (Na) relAl D(laclZY A-argF)
U169 deoR(f 80dlacD(lacZ)M15) (New England
Biolabs, Frankfurt am Main).

Genotyp:  el4(McrA)  D(mcrCB- hsdSMR-
mrr)171 endAl supE44 thi-1 gyrA96 RelAl lac
recB recJ sbcC umuC:Tn5 (Karl) uvrC [F
proAB  lacl%ZD(M15Tn10(Tet)] (Stratagene,
Kalifornien, USA).

Genotyp: Tet'D (mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F proAB lac®ZDM15Tn10 (Tet?)
Amy Cani]® (Stratagene, Kalifornien, USA).

Genotyp: rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK
gaT aratonA tsx dam dcm supE44D (lac-proAB)
[F traD36 proAB lacliZDM15] (Stratagene,
Kalifornien, USA).
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2.1.10 Viren
Die Viren, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, sind unter 3.1.3 ausfuhrlich
beschrieben. Hier aufgefiihrte Viren standen fir die vorgestellte Arbeit zur Verfligung.

SV40-Wt Stamm 776; erstes kloniertes SV40-Virus, mit
kleiner Plaguebildung (small plagque strain).
GenBank-accesson-nummer  JO2400, ATTC-
Nummer 45019, 4501 (Fierset al., 1978).

SV40-tsVP1(290T) Virus, der durch in vitro-Einfihrung der Punkt-
mutation A2367C im SV40-Genom entstanden ist
(Wiesmdller et al., 1996).

SV40-tsVP1(196Y) Virus, der durch in vitro-Einfihrung der Punkt-
mutation C2084T im SV40-Genom entstanden ist
(Wiesmlller et al., 1996).

Baculoviren Witp53-, p53(273P)- und p53(248P)-exprimierend
(Dudenhoffer et al., 1999).

2.1.11 Zéllinien

Die Zédlllinien, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, sind unter 3.2 ausfihrlich
beschrieben und in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Hier aufgefiinrte Zelllinien standen fir die
vorgestellte Arbeit zur Verfligung.

Cv1 SV40-permissive Affennierenzelllinie der
afrikanischen grinen Meerkatze (Cercopithecus
aethiops) mit fibroblastendhnlicher Morphologie
und pseudodiploidem Chromosomensatz.
ATTCHCCL70 (Manteuil et al., 1973). Zur
Erhaltung wurde DMEM5/1 verwendet.

COs1 CV1-Zdllinie, die mit einer Mutante von SV40
transformiert wurde, deren SV40-
Replikationsursprung eine 6 bp-Deletion besitzt.
ATTCHCRL1650  (Gluzman, 1981). Zur
Erhaltung wurde DMEM10/1 verwendet.

K562 Eine humane Zelllinie aus einem an chronisch
myeloischer Leuké&mie leidenden Patienten mit
p537-Genotyp (ATTC#243). Zur Erhatung
wurde RPMI 10/1 verwerdet. Die Zelllinie wurde
von Prof. Dr. W. Ostertag, HeinrichPette-
Ingtitut, Hamburg, zur Verfigung gestellt.



LLC-MK2

LLC-MK2(neo)

LLC-MK 2(p53her)-17

LMV2

LMV 2-p53her-KI18

LMV2-PARP-KI3

LMV 2-p53herPARP-KI1

2 Material und Methoden 35

Affennierenzellen des Rhesusaffen (Macaca
mulatta) (Hull et al., 1956). Zur Erhaltung wurde
DMEM A10/1 verwendet.

LLC-MK,-Zdllinie, die stabil mit pM5Neo
transfiziert wurde (Dudenhoffer et al., 1998). Zur
Erhaltung wurde DMEM A10/1 verwendet.

LLC-MK2-Zédllinie, die stabil mit pM5Neo und
pSV53her transfiziert wurde (Dudenhoffer et al.,
1998). Zur Erhaltung wurde DMEM A10/1
verwendet.

LLC-MK-Zdlllinie, die stabil mit Vektor pMV-
GalER-VP (Braselmann et al., 1993) transfiziert
(Dudenhoffer et al., 1999). Zur Erhaltung wurde
DMEM A10/1 verwendet.

LMV2-Zdllinie, die stabil mit pSV53her
transfiziert sind. Die Zdllinie wurde von Fr. E.
Bendrat etabliert. Zur Erhaltung  wurde
DMEM A10/1 verwendet.

LMV2-Zdllinie, die sabil mit pGC-PARP
transfiziert sind. Der pGC-Vektor ist ein
eukaryontischer Expressionsvektor (Braselmann
et al., 1993) und erlaubt hier die Expression des
PARP-Gens unter der Kontrolle des Gal4-
Promotors. Die Zedlllinie wurde von Fr. E.
Bendrat etabliert. Zur Erhatung wurde

DMEM A10/1 verwendet.

LMV2-Z€llinie, die stabil mit pSV53her und
pGC-PARP (s. LMV2-PARP-KI3) transfiziert
sind. Die Z€llinie wurden von Fr. E. Bendrat
etabliert. Zur Erhaltung wurde DMEM A10/1
verwendet.
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2.2 DNA-Techniken

2.2.1Herstellung kompetenter Bakterien

Von ener frisch ausgestrichenen Bakterienplatte (LB-Agar mit oder ohne Antibiotikum, s.
2.1.6) wurde eine Einzelkolonie gepickt, in 5 ml LB-Medium angeimpft und im Schittler
(180 UpM, U.N., 37°C) inkubiert. Mit dieser Kultur wurde eine 50 ml-y -Broth (je nach
Bakterienstamm mit oder ohne Antibiotikum) angeimpft und bis zu einer ODssp von 0,22-0,30
in einem Schittler (180 UpM, 37°C) inkubiert. Anschlief3end wurden die Bakterien 15 min
auf Eis gestellt und abzentrifugiert (2500 x g, 15 min , 4°C). Das Pellet wurde in 12 ml
eiskaltem TFB-I-Puffer resuspendiert und auf Eis fir 15-45 min inkubiert. Die Bakterien
wurden erneut abzentrifugiert (s.0.) und in 4 ml TFB-1I-Puffer resuspendiert. Nach 15-
mindtiger Inkubation auf Eis wurden je 100-200 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C bis zu acht Wochen gelagert.

Zur Kontrolle der Transformationseffizienz wurde ein Aliquot mit 2 ng pUC18 transformiert
und 10% des Transformationsansatzes ausplattiert und inkubiert (U.N., 37°C). Es wurden
mindestens 10’ cfu/mg pUC18 erreicht.

2.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

5-10 pul eines Ligationsansatzes (s. 2.2.16) wurden mit 30 pl TCM-Puffer verdinnt, mit 90 pl
kompetenten Bakterien (2.2.1) fur 30 min auf Eis inkubiert und anschlief3end 90 s auf 42°C
erhitzt, mit 1 ml LB-Medium versetzt und fir 45-60 min bel 37°C inkubiert. Die Bakterien
wurden auf LB-Platten (mit dem entsprechenden Antibiotikum) ausplattiert und U.N. bei 37°C

inkubiert.

2.2.3Einfrieren von Bakterienkulturen
Die Bakterienkultur (in LB-Medium) wurde entweder mit Glyzerin (Endkonzentration 30-
50%) oder mit DMSO (Endkonzentration 7%) versetzt und bel —80°C eingefroren und

gelagert.
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2.2.41solierung der Plasmid-DNA

Fur Mini-Plasmidpréparationen wurden je 5 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium mit je einer
transformierten Bakterienkolonie angeimpft und auf einem Schittler (180 UpM, U.N., 37°C)
inkubiert. 1,5 ml dieser Ubernachtkultur wurden in einem ReaktionsgefaRR abzentrifugiert
(16000 x g, 1 min). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet zur Isolierung der Plasmid-
DNA mit dem QIAmp-Mini-DNA-Kit nach Anleitung des Herstellers bearbeitet.

Die in 10 mM Tris, pH 8,5 aufgenommene Plasmid-DNA wurde durch Restriktion
(s. 2.2.17) und analytische Agarosegel elektrophorese (s. 2.2.18 ) untersucht.

Flir Maxi-Plasmidpréparation wurde eine Ubernachtkultur von 200-400 ml in einem 2 |
Kolben inkubiert (180 UpM, 0.N., 37°C). Die Bakterien wurden pelletiert (6000 x g, 10 min,
4°C) und der Uberstand verworfen. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus dieser Kultur wurde
mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kits nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
gewonnene Plasmid-DNA wurde durch Restriktion mit verschiedenen Endonukleasen (s.
2.2.17) und anschliefRender Agarosegel el ektrophorese (s. 2.2.18) oder durch Sequenzierung (s.
2.2.11) charakterisiert.

2.2.5DNA-Markierung mit [*H]-Thymidin

Die Zellen wurden auf 5 cm-Zellkulturschalen ausgesét und zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion (2.6.3) markiert. Dazu wurde das Medium auf 1 ml reduziert und mit 30uCi
[Methyl-*H]-Thymidin (spezifische Aktivitdt 70-80 Ci/mM) versetzt. Nach einer Stunde
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und die DNA wie unter 2.2.8 beschrieben

extrahiert.

2.2.6 Préparation episomaler DNA aus eukaryontischen Zellen

Zéellen in drel bis funf konfluent bewachsenen Platten wurden dreimal mit PBS gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das PBS abgesaugt und 0,5 ml eiskaltes TES auf die
Zellen gegeben. Mit einem Gummispatel wurden die Zellen von der Platte abgeschabt und an
einer Pasteurpipette entlang gleitend in ein Polystyrolréhrchen Gberfhrt.

Nach der Zelllyse (s. oben) wurde zur Zellsuspension % des Volumens an 5 M NaCl
(Endkonzentration 1 M) zugegeben. Der Ansatz wurde durch vorsichtiges Schwenken des
Reaktionsgefalies gemischt und G.N. im Kuhlraum auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation
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(16000 x g, 30 min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt. Nach
Zugabe von RNAseA (Endkonzentration 50 pug/ml) wurde das Lysat vorsichtig gemischt und
fur 1-2 h bel 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurde Proteinase K (50 pg/ml) zugegeben und
fur mindestens 5 h (bis Gber Nacht) bei 37 °C inkubiert. Das Z€lllysat wurde entweder durch
PCI- oder Phenol/Chloroform Behandlung (s. 2.2.8) extrahiert. Die wéssrige Phase wurde mit
einem zwefachem Volumen Ethanol versetzt und 2 h bei —20°C inkubiert. Nach
Zentrifugation (16000 x g, 30 min, 4°C) wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen
und fir ca. 30 min bei 37 °C getrocknet. Das Pellet (episomale DNA) wurde in geeigneter
Weise in TE aufgenommen.

2.2.7 Praparation genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

0,5-1x10” Zellen wurden zentrifugiert (250 x g, 5 min, RT) , in 1 ml PBS resuspendiert und
erneut sedimentiert. Das Zellpellet wurde entweder in Stickstoff schockgefroren oder gleich
zur Isolierung von genomischer DNA mit Hilfe des QIAmpMini DNA Kits nach Angaben des
Herstellers bearbeitet.

2.2.8 Phenol/Chlorofor m-Extraktion von DNA

Um DNA von Proteinen zu befreien, wurden die Proben entweder in einem Verhdtnis von
1:1 (v/v) mit PCI (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol) versetzt, der Ansatz gut durchmischt,
zentrifugiert (16000 x g, 5 min, RT), die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgeféal
Uberfuhrt und die DNA mit Ethanol geféllt, oder die Probe wurde hintereinander je einmal mit
Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform jewells in einem Verhdtnis von 1.1 (v/v)

versetzt und wie oben weiterbehandelt.

2.2.9 Ethanolprazipitation von DNA
Eine wassrige Nukleinsaurel 6sung wurde mit 0,1 Vol. 3 M NaAc und 2,5 Vol. Ethanol abs.
versetzt und gefdlt (1 h, -20°C). Anschlief?end wurde die DNA pelletiert (16000 x g, 30 min,

4°C), einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE aufgenommen.
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2.2.10 Konzentrationsbestimmung von DNA-L 6sungen

2.2.10.1 Photometrische K onzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsdurelésungen wurde photometrisch bestimmt und das
Ergebnis durch Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.18) Uberprift.

Die DNA-L6sung wurde 1:200 mit 10 mM Tris, pH 8,5 verdinnt und die Extinktion dieser
Verdinnung bei 260 nm und 280 nm (ODysp und OD2go) gegen 10 mM Tris, pH 8,5 as
Referenz bestimmt.

Es gilt dabel folgender Richtwert fir dsDNA:

OD2gp X 0,05 x Verdunnung entspricht der DNA-Konzentration in pg/pl. Ein Quotient von
OD260 zu OD2gp von Uber 1,8 zeigt an, dass die DNA frei von Proteinen ist.

2.2.10.2 Quantifizierung geringer DNA-M engen

Mithilfe des DNA DipStick Kits war es moglich, DNA-Konzentrationen zu bestimmen, die
zwischen 0,1-10 ng/ul lagen. Diese Methode wurde vor alem zur Quantifizierung von
radioaktiven PCR-Produkten verwendet (s. 2.2.12.2) und nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt.

2.2.11 Sequenzierung von DNA
Zur Sequenzanalyse wurde das ABI PRISM Big Dye Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
verwendet.

Zur Sequenzierung wurde folgender Reaktionsansatz vorbereitet:

200-500 ng DNA
3 ul BigDye Sequencing Reagent
1ul Oligonukleotid (100 pmol/ul)

add 20 pl mit ddH,O.
Der Ansatz wurde in einer PCR-Maschine unter folgender Standardeinstellung inkubiert:
26 Zyklen:
Denaturierung 10s 96°C
Hybridisierung 5s 50°C oder Ty, (s. 2.2.12.1)
Neustrangsynthese 4 min  60°C
Anschlieffend wurde auf 4°C gekihlt und mit Ethanol gefdlt (2.2.9).



2 Material und Methoden 40

Die gelelektrophoretische Auftrennung und automatische Detektion der Lage und der
Absorptionsmaxima der Banden erfolgte entweder im Heinrich-Pette-Institut (Abteilung Prof.
Dr. J-M. Buerstedde) oder in einem Servicelabor (Institut fr Zellbiochemie und Klinische

Neurobiologie, Hamburg).

2.2.12 Polymerase-K ettenr eaktion (PCR)

2.2.12.1 Standardprotokoll
Zur Amplifikation von DNA wurde in einem Reaktionsgefa? (0,2 ml) folgender
Reaktionsansatz vorbereitet:

10-100 ng DNA (10 ng Plasmid-DNA bzw. 2 pl genomische DNA)
0,5 ul Oligonukleotid 1 (100 pM/ul)

0,5 pl Oligonukleotid 2 (100 pM/ul)

2 ul dNTPs (10 mM)

10 pl Tag-Puffer (10x)

20 ul Q-L6sung (5x)

1U Tag-DNA-Polymerase

und mit ddH,O auf 100 pl aufgefillt.
Der Ansatz wurde in einem auf 90°C vorgeheizten Thermocycler unter folgender Standard-
einstellung inkubiert:

Denaturierung 3min  92°C (Plasmid-DNA) oder

5min  94°C (genomische DNA),

zur Amplifikation 35 Zyklen:

Denaturierung 1min 92°C

Hybridisierung Imin Tny

Neustrangsynthese 2min  72°C
nach Ablauf der Zyklen

Neustrangsynthese 7min  72°C

AbkUhlung auf 4°C.
Die Schmelztemperatur Ty, fur die Oligonukleotide wurde nach der Formel

Tm =[4x &(G+C) + 2x & (A+T)] - 10[°C]

abgeschétzt und die Hybridisierungstemperatur entsprechend gewahlt.
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2.2.12.2 Radioaktive PCR
Zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten und deren Amplifikation wurde in eéinem
Reaktionsgefald (0,2 ml) folgender Reaktionsansatz vorbereitet:

10-100 ng DNA (10 ng Plasmid DNA bzw. 2 pl genomische DNA)
0,5 pl Oligonukleotid 1 (100 pM/ul)

0,5 ul Oligonukleotid 2 (100 pM/ul)

2 ul dNTPs ohne dCTP (2 mM)

2.ul dCTP (0,2 mM)

5 pl [a-*P]-dCTP (50 pCi)

ou Tag-Puffer (10x)

20 pl Q-Lo6sung (5x)

1U Tag-DNA-Polymerase

und mit ddH,O auf 100 ul aufgefillt.
Der Ansatz wurde in einem auf 90°C vorgeheizten Thermocycler wie unter 2.2.12.1
beschrieben inkubiert. Anschlief3end wurden die PCR-Produkte wie unter 2.2.19 beschrieben

gereinigt und der radioaktiven Einbau wie unter 2.2.20.1 beschrieben gemessen.

2.2.13 Kinasierung von PCR-Fragmenten

PCR-Fragmente wurden unter folgenden Bedingungen phosphoryliert:

15 pl PCR-Ansatz

1l dATP (100 mM)

5ul Kinase-Puffer (10x)

1l T4-Polynukleotidkinase (U/ul)

ad 50 pl mit ddHO.
Der Reaktionsansatz wurde fur 45 min bal 37 °C inkubiert.

2.2.14 Herstellung von glatten DNA-Enden

Insert- und Vektor-DNA ohne komplementare DNA-Enden wurden durch Auffill- (an 5'-
Uberhéngenden Enden) oder Abbaureaktionen (an 3'-Uberh&ngenden Enden) gegl&ttet.

Das Auffilllen der 5-Uberhange zur Erzeugung von dsDNA erfolgte durch Behandlung mit

dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | unter folgenden Bedingungen:
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0,1-4 ug DNA

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

ad 100yl mit ddH;O.
Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert.
Die Abbauresktion von einzelstrangigen 3-Uberhiangen wurde durch die Behandiung mit
T4-DNA-Polymerase unter folgenden Bedingungen durchgefhrt:

1ug DNA

1pl dNTPs (0,1 mM)

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

ad 100 ul - mit ddH,O.
Der Ansatz wurde 20 min bai 12°C inkubiert.

2.2.15 Dephosphorylierung von Vektoren

Zur Dephosphorylierung des Vektors wurde dieser mit akalischer Phosphatase (shrimp
alkaline phosphatase, SAP) behandelt.
Nach Inaktivierung der Restriktionsendonuklease wurde direkt zum Reaktionsansatz:

1110 Volumen SAP-Puffer (10x) und
25U SAP pro 1 pg eingesetzter DNA
Zugegeben.

Die Inkubationsdauer bei 37°C betrug bel Vektor-DNA mit Gberhdngenden Enden 15 min und
bei Vektor-DNA mit glatten Enden 1 h.

2.2.16 Ligation

Die Ligationen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit Hilfe des Rapid DNA
Ligation Kit nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Fir jede Ligation wurde ein
Insert-/V ektorverhdtnis von 2:1 bis 9:1 eingehal ten.
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2.2.17 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Klonierung, Charakterisierung oder Orientierungsbestimmung eines DNA-Fragmentes
wurde mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen nach Angaben des Herstellers behandelt.
Die Enzyme wurden durch Hitze (10 min, 75°C oder 20 min, 65°C) oder durch Zugabe von
50 mM EDTA inaktiviert.

2.2.18 DNA-Agarosegelelektrophorese

DNA-Agarosegelelektrophoresen  wurden mit  TAE-Agarosegelen und  TAE-Puffer
durchgefuihrt. Die aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden mit 1/5 DNA-Auftragspuffer
versetzt und Agarosekonzentrationen zwischen 1% und 2% gewahlt. Um die DNA unter UV-
Licht sichtbar zu machen, enthielten die Gele 0,5 pg/ml Ethidiumbromid. Die angelegte
Spannung variierte zwischen 70 und 130 V, die Trenndauer betrug 30-90 min. Als
GroRenstandard wurden 5 pl des DNA-Langenmarkers 1 Kb+ oder | /Hindl 1 aufgetragen.

2.2.19 Isolierung von Restriktionsfragmenten und PCR-Produkten

PCR-Produkte und Restriktionsfragmente, die zur Seguenzierung oder zur Klonierung
eingesetzt wurden, wurden durch Agarosegelelektrophorese (2.2.18) aufgetrennt. Die
Isolierung der Banden aus dem Gel erfolgte Uber das QIAEX Il Kit nach Anleitung des
Herstellers. Zur direkten Aufreinigung von DNA aus Reaktionsansétzen wurde das QIAEX 1 1-
oder von PCR-Fragmenten (2.2.12.1 und 2.2.12.2) das QIAquick PCR Purification Kit nach
Angaben des Herstellers benutzt.

2.2.20 Messung des radioaktiven Einbausin die DNA

2.2.20.1 Messung von radioaktiven PCR-Produkten
Die Messung der Radioaktivitét erfolgte unter Zugabe von 8 ml Szintillationsflissigkeit pro
1ul-Aliquot PCR-Produkt (aus 2.2.12.2 und 2.2.19) in einem Szintillationszahler.
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2.2.20.2 Messung von [*H]-Thymidin-markierter episomaler DNA

Aliquots PH]-Thymidin-markierter DNA (aus 2.2.5) wurden mit 10% TCA fir 30 min auf
Eis gefdllt. Anschlieffend wurde die Prézipitate auf Glasfaserfilter abfiltriert und danach
wiederholt mit eiskaltem 5% TCA, Aceton und 70% Ethanol gewaschen. Die Filter wurden
getrocknet und die Radioaktivitdt unter Zugabe von 2 ml SzintillationsflUssigkeit in einem
Szintillationszahler bestimmit.

2.3 Zdlkultur-Techniken

2.3.1Erhaltung und Kultur

Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 30°C, 37°C oder 39°C im Brutschrank (5%CO,, 95%
Luftatmosphére, 90% relative L uftfeuchtigkeit).

Auftauen von Zelen: In einem Polypropylenréhrchen wurden 20 ml Erhatungsmedium
vorgelegt und die bei 37°C aufgetauten Zellen dazugegeben. Nach Zentrifugation (250 x g, 5

min) wurde der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 10 ml
frischem Erhaltungsmedium resuspendiert und in eine 9 cmSchale Uberfuhrt. Die Zellen
wurden zur Erholung 24-48 h inkubiert und danach fir Versuche auf mehrere Platten
expandiert.

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

die Zelen durch Trypsinierung von der Platte abgel6st und durch auf- und abpipettieren im
Kulturmedium vereinzelt. Nach Zellzahlbestimmung in einer Thoma-Zahlkammer nach
Anleitung des Herstellers wurden die Zellen in einer Konzentration von 10° Zellen/ml auf
einer neuen Platte ausgesét.

Einfrieren von Zellen: Die Zellen aus einer konfluent bewachsenen Platte wurden durch

Zentrifugation (250 x g, 5 min) geerntet. Das Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium
resuspendiert und in ein Einfrierrohrchen Gberfuhrt. Zum langsamen Einfrieren wurden die
Rohrchen in einem Styroporkasten bei —80°C vier Tage gelagert und danach in fllssigen
Stickstoff Gberfihrt oder bei —80°C fir hochstens sechs Monate gelagert und verwendet.
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2.3.2 Transfektion nach der Kalziumphosphat-M ethode

(Graham & van der Eb, 1973)
Be der Kaziumphosphat-Methode wird die DNA in Form von feinkérnigen
K& ziumphosphat-Prézipitaten auf die Zellen aufgebracht und von ihnen durch Endozytose
aufgenommen. Das Prézipitat wird durch langsame Mischung eines Ansatzes aus DNA,
Kalziumchlorid und Phosphationen erhalten.
Daflr wurden in ein Polypropylenréhrchen 500 pl 2xHeBS und 20 ug DNA vorgelegt  und
tropfenweise 500 pl 0,25 M CaCl, unter gleichzeitiger Durchmischung mit Hilfe einer
Pasteurpipette hinzugegeben. Das so erhaltene DNA-Kal ziumphosphat- Prézipitat wurde fur
30 min bei RT inkubiert und anschlief3end auf die Zellen gegeben. Nach 16-20 h Inkubation
im Brutschrank wurde das Medium mit DNA-Kalziumphosphat-Prézipitat abgesaugt und
frisches Medium auf die Zellen gegeben.

2.3.3 Selektion und Klonierung

Zur |solierung von Klonen, die ein gewinschtes DNA-Fragment in ihr zellul&res Genom
integriert haben, wurden die Zellen 48 h nach Transfektion (2.3.2) aus einer 9 cm-Platte auf
funf 9 cm-Platten verteilt. Nach Absetzen der Zellen (ca. 6 h) wurde das Erhaltungsmedium
abgesaugt und Selektionsmedium (Erhaltungsmedium mit Selektionsagens) auf die Zellen
gegeben. Nach 14-16 Tagen Selektion wurde das Medium abgesaugt und Klonierungsringe
(0,5-1 cm Durchmesser), an deren Unterseite Silikonfett aufgebracht wurde, um die
makroskopisch sichtbaren Klone gelegt. Nach Trypsinierung der Zellen innerhalb eines jeden
Klonierungsringes wurden die Klone einzeln in je ein Loch einer 96- L och-Platte tberfuhrt.
Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden die Klone auf groflere Platten

transferiert.

2.3.4 Gener ationszeitbestimmung

Zur Bestimmung der Generationszeit von Zelllinien wurden 2 x 10° Zellen in 6 cm+Schalen
(Doppe! bestimmung) ausgesit (mit und ohne 1uM Ostradiol) und nach 24- und 48-stiindiger
Inkubation ausgezahit.
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2.4 Proteinbiochemische Techniken

2.4.1 Sequentielle Kernfraktionierung
(Dudenhoffer et al., 1998)

Bei dieser Methode werden die Gesamtzellextrakte durch Veranderung des pH-Wertes und
Erhohung des Salzgehaltes der Puffer fraktioniert. Die Fraktion A enthalt Uberwiegend
zytosolische Proteine, die Fraktionen B bis D stellen die Kernfraktionen dar (B und C
enthalten die 16slichen Kernbestandteile, D die unldsliche Kernmatrix).

Das Zellpellet (ca 2 x 10" Zellen) wurde auf Eis aufgetaut und im Kaltraum mit vorgekiihlten
Losung weiterverarbeitet. Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Zellfraktionierungspuffer A
resuspendiert und inkubiert (1 h, auf Eis). Diese Suspension wurde in einen , Dounce’-
Homogenisator Uberfiihrt und die Zellmembranen durch 30 Stol3e mechanisch zerstort. Die
Proteine wurden wahrend einer 45-minutigen Inkubation auf Eis extrahiert und nicht 16sliche
Bestandteile abzentrifugiert (3000 x g, 10 min, 4°C). Der Uberstand SA (supernatant A)
wurde aufbewahrt und das Pellet PA (Pelet A) in 1,5 ml Zellfraktionierungspuffer B
aufgenommen, wiederum inkubiert und zentrifugiert (s.0.) und der Uberstand SB und das
Pellet PB gewonnen. Zwei weitere Extraktionsrunden mit den Zellfraktionierungspuffern C
und D resultierten in den Uberstanden SC und SD und den Pellets PC und PD. Die
Uberstande SA, SB, SC und SD wurden jeweils durch Zentrifugation (16000 x g, 30 min,
4°C) geklart und aiquotiert in Stickstoff schockgefroren und anschlief?end bei —70°C
gelagert. Zur Uberpriifung der Aufreinigung wurden Coomassie-Farbungs- (2.4.5) und
Western-Blot-Analysen (2.4.6) angefertigt.

2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford
(Bradford, 1976)

Es wurde eine Mischung aus

1l Zelllysat

99 ul H,O

990 ul Bradford- L ésung
inkubiert (5-20 min, RT) und anschlielend die ODsgs der Proben und verschiedenen
Verdinnungen von BSA (als Standardkurve) gemessen. Die Proteinkonzentration wurde
anhand der BSA- Standardreihe bestimmt.
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2.4.3Probenvorbereitung fur die SDS-Polyacrylamidgelelektorphorese (SDS-
PAGE)

1 x 10°-1 x 10" Zellen wurden fiir 5 min bei 250 x g zentrifugiert und in einer Konzentration
von 0,5-1 x 10* Zellen/pl mit SDS-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden fiir 10 min bei
100 °C aufgekocht und bei —20 °C aufbewahrt.

2.4.4SDS-PAGE
(Laemmli et al., 1970)

Die Proteine wurden in einer diskontinuierlichen Elektrophorese aufgetrennt, d.h. es wurde
ein Trenn- und en Sammelgel gegossen. Die Acrylamidkonzentration der Trenngele (375
mM TrisHCI, pH 8,8; 0,1% SDS) betrug je nach Grofe der aufzutrennenden Proteine 10-
13%. Das Sammelgel hatte eine Acrylamidkonzentration von 2% (125 mM Tris/HCI, pH 6,8;
0,1% SDS). Zur Polymerisation wurden die Gele mit je 150 pl 10 APS und 30 pl TEMED pro
45 ml Endvolumen versetzt. Die Proteine wurden fur 60-90 min bei 25 mA pro Mini-Gel
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese erfolgte die Darstellung der Proteine durch Coomassie-
Blaubfarbung (2.4.5) oder Wester n-Blot-Anayse (2.4.6).

2.4.5 Coomassie-Blaufarbung

Nach Auftrennung im Gel (2.4.4) wurden die Proteine durch Coomassie-Blau angeférbt. Dazu
wurden die Gele 10 min in der Coomassie-Farbeldsung geschwenkt. Nicht gebundener
Farbstoff wurde anschlief?end durch wiederholtes Schwenken in Coomassie-Entfarber

ausgewaschen.

2.4.6 Western-Blot-Analyse

Nach der SDS-PAGE (2.4.4) erfolgte der Elektrotransfer der Proteine auf eine ImmobilonP-
Membran in einer Nassblotapparatur nach Anleitung des Herstellers.

Zum immunchemischen Nachweis von Proteinbandenwurde der Blot geblockt (1-4 hin TBS-
T-5% MP) und mit dem Primérantikorper in TBS-T-5% MP geschwenkt (1 h, RT, oder @.N.,
4°C). Danach wurde kurz mit TBS-T-Puffer gespllt und dreima 15 min mit TBST
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gewaschen. Nach der Inkubation mit dem Sekundérantikorper in TBS-T-5% MP (30 min bis
zu 1 h, RT) wurde der Blot erneut mit TBS-T-Puffer gespult und viermal 15 min mit TBS-T-
Puffer gewaschen.

Die Immundetektion erfolgte mit dem Super Sgnal Ultra Chemilumineszenz-Substrat nach
Anleitung des Herstellers. Die Proteinbanden wurden durch Auflegen und Entwickeln von

Rontgen Filmen sichtbar gemacht.

2.5 Gdretardations-Analyse (electrophoretic mobility shift assay, EM SA)

Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass sich DNA-Substrate im elektrischen Feld
schneller bewegen als der grofiere Komplex aus gebundenem Protein und DNA. Wenn die
eingesetzte DNA radioaktiv markiert ist, kann die Veranderung in der Mobilitdt der DNA
nach erfolgter Proteinbindung mit Hilfe einer Autoradiographie detektiert werden.

Die Reaktionsansdtze aus radioaktiv markierten, aufgereinigten PCR-Fragmenten (2.2.12.2
und 2.2.19), Proteinen (2.4.1) und Antikorpern (optional) wurden in DNA-Bindepuffer fur 30
min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von DNA-Probenpuffer in einem 4%igen nativen,
kontinuierlichen Polyacrylamidgel (1:19 Bisacrylamid) in 1 x RegG-Puffer bei einer
Spannung von 180 V durchgeftihrt. Das Gel wurde danach auf Filterpapier unter VVakuum bel
80°C getrocknet und auf X-OMAT-ROntgenfilmen exponiert.

2.6 Virologische Techniken

2.6.1Herstellung von Vireniberstanden

Zur Herstellung der Virussuspension wurde das ins bakterielle Plasmid klonierte Virusgenom
(10 pg Plasmid-DNA, s. 2.1.10 und 3.1 mit Unterpunkten) mit Hilfe der Kalziumphosphat-
Methode (2.3.2.1) in 1 x 10° COS-1-Zellen transfiziert. In den nachsten Tagen wurden die
Zellen zunéchst auf drei Schalen verteilt, um dann schlieRlich auf je drei 175 cnf-Flaschen
verteilt zu werden. Die Inkubation erfolgte bei der permissiven Temperatur von 32°C. Nach
zwel bis drei Wochen waren eine deutliche Lyse der Zelen zu beobachten. Um noch

verbliebene Zellen aufzubrechen, wurden diese zweimal eingefroren und aufgetaut. Die
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Zelltrimmer wurden pelletiert (1000 x g, 5 min, RT), der virushaltige Uberstand steilfiltriert
(0,2 um Porenweite), aliquotiert und bei —70°C gelagert.

2.6.2Konzentrierung von Virenuber standen

Um Virenlberstdnde mit niedrigem Titer zu konzentrieren, wurde eine MinitanS-
Ultrafiltrationsanlage benutzt. Bei dieser Tangentiafiltration wurde der verdinnte
Virustiberstand entlang einer Membran mit einem Ausschlussvolumen von 100 kDa gepumpt.
Die Viruspartikel wurden zurtickgehaten und das Medium durch die Membran filtriert. Der
zurtickgehaltene Virusiberstand wurde so aufkonzentriert (10-15 ml Volumen), sterilfiltriert

(0,2 um Porenweite) und bei —70°C gelagert.

2.6.3Infektion von eukaryontischen Zellen

Die Virenuberstande (aus 2.6.1 oder 2.6.2) wurden bei RT aufgetaut und 10 s sonifiziert, um
Aggregate aufzulésen. COS-1- oder CV1-Zéllen in Schalen wurden vom Erhaltungsmedium
befreit und mit Virenuberstdnden in der gewtnschten Verdinnung infiziert, indem diese
inkubiert (39°C, 1,5 h) und dabel mindestens ale 15 Minuten geschwenkt wurden. Danach

wurde die Virus- Suspension abgesaugt, einma mit DMEM gewaschen und inkubiert.

2.6.4 Bestimmung der MOI (multiplicity of infection)

Um die Effizienz der Infektion zu bestimmen, wurden 1,5 x 10° Zellen/6-Loch-3,5 cm-Schale
COS-1-Zdlen auf Deckglaschen ausgesét. Der zu testende Virustiberstand (aus 2.6.1 und/oder
2.6.2) wurde in geeigneter Weise mit DMEM verdinnt. Die Zellen wurden jeweils mit 200 pl
des Virentberstandes infiziert (s. 2.6.3). Nach Inkubation (39°C, 48 h) wurde zweimal mit
PBS gewaschen und die Deckglaschen entnommen. Die adhérent auf den Deckglaschen
wachsenden Zellen wurden zunéchst in kaltem Methanol fixiert (-20°C, 5 min) und dann in
Aceton permeabilisiert (-20°C, 5 min). Durch die indirekte Immunfluoreszenz (2.6.5) war es
nun moglich, den Anteil der T-Ag-positiven gegen die Gesamtzahl der Zellen auszuzadhlen.
Die MOI gibt die Anzahl der infektitsen Viruspartikel im Verhdltnis zur eingesetzten Zellzahl

an.
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2.6.51Indirekte Immunfluor eszenz

Mit SV40 infizierte Zellen exprimieren das T-Ag, welches in der indirekten
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden kann. Die fixierten und permeabilisierten Zellen
auf Deckglaschen (s. 2.6.4) wurden zunéchst getrocknet.

Zuerst wurde die Zellen auf den Deckglaschen mit pAb108 inkubiert (30 min, 37°C). Vor,
zwischen und nach den Antikorperinkubationen wurden die Zellen dreima mit 1 x PBS
gewaschen. Als zweites folgte eine Inkubation mit Ziege-Anti-Maus-Biotin, als drittes
Streptavidin-Cy3-Konjugat. Streptavidin bindet mit hoher Affinitét an Biotin. Da mehrere
Streptavidin-Molekile an ein BiotinrMolekil binden, wird eine deutliche Signalverstarkung
erreicht. Abschlief3end wurde zweima mit HO gewaschen und die Zellen in einem Tropfen
Mounting Medium eingebettet. Nach Aushéartung (G.N., im Dunkeln) konnten die Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden (Anregungswellenldnge | =550 nm). Es wurden
jeweils mindestens drei Gesichtsfelder ausgezéhlt. Die angeféarbten Zellen wurden dann gegen
die Gesamtzellzahl dividiert, um die MOI zu erhalten.

2.6.6 Rekombinations-Assay
(Wiesmdlller et al., 1996)

Im Rekombinations-Assay werden die interchromosomalen Rekombinationsfrequenzen
geeigneter Viruspaare in verschieden Zellen gemessen. Die eingesetzten Viren tragen
unterschiedliche Mutationen im VP1-Gen, die jewells zu einem temperatursensitiven
Phanotyp fuhren. Viruspartikel kdnnen nur bei der permissiven Temperatur von 32°C gebildet
werden. Unter restriktiven Bedingungen (39°C) kdnnen sich nur die durch Rekombination
zweier Mutantenpartikel entstandenen Wildtyp-Viren vermehren. Die Zellen wurden 24 h vor
der Infektion mit einer Dichte von 1,5-2 x 10°-Zellen pro Loch einer 6-Loch-3,5 cm-Platte in
Erhatungsmedium mit Zusatz von 1 pM Ostradiol ausgesit. Es wurden jeweils
Zweifachbestimmungen fir die Wildtyp-Viren und Vierfachbestimmungen fir die
Doppelinfektionen mit den MutantenViren durchgefihrt. Die Virentberstdnde wurden bei
RT aufgetaut, 10 s sonifiziert und auf die zur Infektion eingesetzte MOI verdinnt. Fir die
Doppelinfektionen wurden Virusmischungen hergestellt. Die Zellen wurden mit 170 pl der
verdinnten Virensuspension/Loch infiziert (s 2.6.3) und inkubiert (84 h, 39°C). Die Platten
wurden bel —20°C eingefroren, aufgetaut und erneut eingefroren, wieder aufgetaut und der
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Uberstand stevilfiltriert und bis zur Bestimmung der Virustiter im Plague-Assay (2.6.7) in
Reaktionsgefal3en bei 4°C aufbewahrt.

2.6.7 Plaque-Assay

(Wiesmdlller et al., 1996)
Zur Ermittlung der Anzahl der freigesetzten Viruspartikel im Rekombinations-Assay wurde
fur jeden Uberstand ein Plague-Assay angesetzt. Dieser Virusnachweis beruht darauf, dass
Wildtyp-SV40-Viren CV1-Zéellen lysieren. Vom initialen Infektionsherd aus kénnen aufgrund
der Mobilitatseinschrénkung durch den Softagar (s.u.) nur die Nachbarzellen infiziert werden.
Es bildet sich im Zellrasen ein sogenannter ,, Plaque® aus lysierten Zellen, der nach Anférbung
(s.u.) as Loch in Erscheinung tritt.
24 h vor der Infektion wurden 3 x 10° Zellen/10 cm+ Schale ausgesét, so dass am néchsten Tag
ein dichter Zellrasen entstanden war. Die Infektion (s. 2.6.3) erfolgte mit je 400 ul
ZéellUberstand aus dem ,Rekombinations-Assay“ (2.6.6). Die Wildtyp-Virenuberstande
wurden dabei in geeigneter Weise verdiinnt (1:1000-1:10000), die Uberstande aus Doppel-
und Einzelinfektionstiberstanden wurden unverdiinnt eingesetzt. Nach der Inkubation wurden
die Platten mit je 12 ml flussigem Softagar (40°C) Uberschichtet und nach Festwerden des
Softagars 21 Tage (mit Wildtyp-Viren infizierte Zellen) bzw. 24 Tage (mit Mutl/Mut2-Viren
infizierte Zellen) bei 39°C inkubiert.
Zur Fixierung und Farbung wurden die Schalen mit Kristallviolettlésung Uberschichtet und
nach mindestens 2 h wurde der Softagar abgeschlagen, die Platten mit HO gewaschen und
getrocknet.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das bereits etablierte, auf SV40-Viren basierende Testsystem
(Wiesmdiller et al., 1996) zur Messung von homologen Rekombinationsereignissen auf die
Anwendung zur Untersuchung des Einflusses von in cis wirkenden DN A-Elementen auf die
Rekombination erweitert werden.

Hierzu mussten zunéchst die SV40-Virengenome dergestalt modifiziert werden, dass sie in
der Lage waren, bel gleichzeitiger Gewahrleistung einer normalen Virenproduktion (s. 2.6),
Fremdseguenzen aufzunehmen. Konsequenterweise waren die Verkleinerung (s. 3.1.1.1) und
die Einfuhrung von neu kreierten, multiplen Klonierungsstellen fir die Aufnahme von
Fremdsequenzen in die SV40-Genome (s. 3.1.1.2 und 3.1.1.3) eine Vorraussetzung fur die
Anwendbarkeit des Systems. Die Virenproduktion wurde durch Bestimmung der MOI (s.
2.6.4) quantifiziert (s. 3.1.3). Die Reisolierung der viralen DNAS (s. 2.2.6) mit nachfolgenden
Restriktionsverdaus (s. 2.2.17) und anschlief3ender Analyse nach DNA-Agarosegel el ektro-
phorese (s. 2.2.18) stellten sicher, dass keine unerwiinschten Rearrangements mit der viralen
Amplifikation einhergegangen waren (s. 3.1.4). Die neu generierten und charakterisierten
Viren (pro Fremdsequenz jeweils zwei temperatursensitive Mutanten (Mut)-Viren und ein
Wildtyp (Wt)-Virus) standen so fir Rekombinationsstudien zur Verfigung (s. 3.3).

Fir die Untersuchungen wurden DNA-cis-Elemente ausgewahlt, die unter 3.1.2 ausfihrlich
vorgestellt werden. Dazu gehdren sowohl Fragmente aus Bruchpunktregionen mit
ursachlicher Beteiligung an der Entstehung von Leukamien (MLL, TAL1, LMO2, RARa; siehe
Reichel et al., 1999; Boehm et al, 1989; Chen et al., 1990; Alcalay et al., 1991) als auch
solche aus zwel MAR-Sequenzen (Boulikas & Kong, 1994; Will et al., 1998a; 1998b) und aus
repetitiver DNA [eine RGC-Sequenz mit13 Kopien einer Wtp53-Erkennungssequenz (Kern et
al., 1992), deren mutiertes Gegenstiick und ein CTG-repeat (Bowater et al., 1996)].

Mit dieser Auswahl an rekombinanten Viren sollte es nun méglich sein, zu untersuchen,
inwieweit DNA-Elemente Rekombinationsprozesse in cis modulieren.

Um zu Uberprifen, ob Rekombination in Nachbarschaft dieser cis-Elemente durch Proteine
wie p53 und auch PARP-1 in trans beeinflusst wird, sollten Primatenzell-Klone eingesetzt
werden, die sich hinsichtlich ihres p53- as auch ihres PARP-1-Status unterschieden. Neben
den schon etablierten LLC-MK »-Klonen mit funktionell anschaltbarem Wtp53 (Dudenhoffer
et al., 1998) und einem Witp53- und/oder PARP-1-exprimierenden Zellsystem (LMV2-
p53her-K18, LMV2-PARP-KI3, LMV2-p53herPARP-KI1) sollten weitere  Wtp53
exprimierende und auch p53(138V) exprimierende LLC-MK3z-Klone etabliert und
charakterisiert werden (s. 2.3 und 3.2).
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Mithilfe von Gelretardations-Analysen (EMSA, s. 2.5) sollten interessante DNA-cis-Elemente
hinsichtlich ihrer spezifischen Erkennung durch p53 untersucht werden (s. 3.5).

Da insbesondere aufgrund jingster Publikationen (Flores-Rozas & Kolodner, 2000; Saintigny,
et al.,, 2001; Janz & Wiesmiller, 2002) von einer engen Verknipfung zwischen DNA-
Replikation und Rekombination auszugehen ist, wurde die de novo DNA-Synthese der
rekombinanten SV40-Viren unter Rekombinations-Assay-Bedingungen durch DNA-
Markierung mit [*H]-Thymidin untersucht (2.2.5, 2.2.6, 2.2.20.2 und 3.4).

Studien unter Applikation verschiedener Chemotherapeutika sollten schliefdlich zur
Aufklarung beitragen, ob sich das neu aufgebaute System fir die Risikoabschdtzung der
Generierung von sekundaren Leuk&mien nach Gabe bestimmter Therapeutika unter

Berlicksichtigung des genetischen Hintergrundes eignet (s. 3.6).

3.1 Etablierung enes auf SV40 baserenden Testsystems zur
Untersuchung der Rolle von DNA-cis-Elementen bei der homologen

Rekombination
Zur Untersuchung des Einflusses von cis-Elementen, hier besonders krankheitsassoziierten
Sequenzen, auf die homologe Rekombination sollte das auf SV40 basierende Testsystem
(Wiesmiller et al., 1996) angewandt werden. Dieses System basiert auf effizientem
Gentransfer durch virale Infektion und nachfolgendem genetischen Austausch zwischen
verschieden mutierten SV40-, Minichromosomen”. Es beruht auf zwei temperatursensitiven
SV40-Mutanten, die jeweils an verschiedenen Stellen eine Punktmutation im VP1-Gen tragen
(s. Abbildung 3.1). Beide Mutationen fuhren zur Expression eines temperatursensitiven VP1-
Hullproteins (Ng et al., 1985), deren Defekte sich nicht in trans kompensieren. Bel der
restriktiven Temperatur von 39°C werden die Viren, die die Mutationen tragen, auf der
gleichen Stufe der Virusassemblierung geblockt. Nur bei der permissiven Temperatur von
32°C konnen Viruspartikel produziert werden. Dieser temperatursensitive Phanotyp erlaubt
es, infektibse Partikel nach Kalziumphosphat-Transfektion (s. 2.3.2) der manipulierten
Virengenome in Affennierenzellen bel 32°C zu produzieren. Koinfiziert man die Zellen bel
39°C mit beiden temperatursensitiven Viren, so konnen sich nur die durch homologe
Rekombination zweler mutanter Virenpartikel entstandenen Wt-Viren vermehren (s. 2.6.6).
Zur Ermittlung der freigesetzten Viruspartikel wird ein Virusnachweis genutzt, der darauf
beruht, dass SV40-Wt-Viren Zellen der grinen Meerkatze (CV1-Zellen) lysieren. Nach
Infektion und Uberschichtung mit Softagar (wiederum bei 39°C) bilden sich Lécher (Plagues)
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im Zellrasen, da jeweils nur die benachbarten Zellen vom Infektionsherd ausgehend infiziert
werden konnen. Diese Loécher werden nach Anfarbung sichtbar und koénnen ausgezahit
werden. Die Rekombinationsfrequenz kann nun durch die Anzahl der plaque forming untits

(pfu) aus koinfizierten Zellen versus der Anzahl aus SV40-Wt-infizierten Zellen ermittelt

werden.
N/t / /NI N7 \/8
A\/ @ VAR A\,
>
Mut 1 Mut 2 Mutl Mut?2 Wit

Infektion i

[ — S — [ — (C—
Reinfektion

Plaque-Assay
Abbildung 3.1: Auf SV40-Infektion und Virusfreisetzung basierendes Testsystem zur quantitativen Messung
von homologen Rekombinationsereignissen. Mutl bezeichnet den Virus SV40-tsVP1(K290T), Mut2 den Virus
SV40-tsVP1(H196Y), Wt den Virus SV40-Wt (nach Wiesmdiller et al., 1996).

Dieses Testsystem bietet entscheidende Vorteile gegentiber anderen Testsystemen, die auf der
Einfuhrung von Rekombinationssubstraten durch Transfektion beruhen. Die DNA-Substrate
sind in Nukleosomen verpackt, so dass keine Aktivierung von Reparaturwegen durch nackte
DNA in Gang gesetzt werden sollte; die virade Infektion erlaubt einen effizienten DNA-
Transfer; die leichte Manipulierbarkeit, Reisolierung und Analyse der DNA-Substrate bietet
die Mdglichkeit, den rekombinatorischen Effekt der DNA mit dessen Struktur zu korrelieren.

3.1.1 Notwendige M odifizierung des Systems

Das Nachweissystem bietet grundsétzlich die Moglichkeit, in cis wirkende DNA-Elemente
auf deren Einfluss bei der Rekombination zu testen. Hierzu musste das System aber dergestalt
modifiziert werden, dass es Fremdsequenzen aufnehmen kann, ohne die Virusbiologie zu
stéren. Dies geschah zunéchst durch Verkleinerung des Genoms und anschlief3end durch
Einfuhrung multipler Klonierungsstellen fur die Aufnahme der Fremdsequenzen. Die Lage
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der multiplen Klonierungsstellen sollte in zwei verschiedenen Positionen innerhalb des
Virengenoms, namlich in Nachbarschaft der Rekombinations-Marker und der Replikations-
Terminations-Region (s. 3.1.1.2, Cla-Linker) oder in Nachbarschaft des Replikations-
Ursprungs (Ori) (s. 3.1.1.3, Bgl-Linker) inseriert werden, um einen mdglichen Einfluss der
Lage auf Ergebnisse aus Rekombinationsversuchen beziehen zu konnen. In Abbildung 3.2

sind schematisch die Viren, die neu erzeugt werden sollten, dargestellt.

VP2

SV40-
Wt-/
tsVP1(K 290T)/
tsVP1(H196Y)-
Cla

VP3

VP2

Ori

VP1 SV40-

Wt-/
tsVP1(K 290T)-/ VP3
Wt/ K290T/H196Y tsVPL(H196Y)-
(Wt/Mutl/Mut2) Bgl
.

VP1

.T-Ag-Poly -A-Clal-Smal-Poly-A-VPL..

Cla-Linker

Wt/ K290T/H196Y
(Wt/Mutl/Mut2)

Abbildung 3.2: Testsystem fir die Rekombination in Nachbarschaft von DNA -Fremdsequenzen in SV40-
Chromosomen. In (A) ist der Cla-Linker, dessen Clal-und Smal-Klonierungsstellen in Nachbarschaft der
Rekombinations-Marker und der Replikations-Terminations-Region eingefiihrt sind, dargestellt. In (B) ist der
Bgl-Linker, dessen Bglll-und Smal-Klonierungsstellen in Nachbarschaft des Replikations-Ursprungs (Ori)
inseriert sind, dargestellt. Die roten Kreuz markieren schematisch die deletierten 269 bp aus dem T-Ag-Intron
(Cla-Linker) bzw. 252 bp (BglLinker). Wt bezeichnet die Wt-Sequenz, tsVP1(H196Y) (Mut2) bezeichnet die
Mutation C2084T, tsVP1(K290T) (Mutl) die Mutation A2367C. Poly-A bezeichnet das Polyadenylierungs-
Signal, SA den Splei3-Akzeptor, SD den Spleifl3-Donor.

Die in dieser Arbeit generierten Plasmide sind in Fettdruck und unterstrichen dargestellt.
Weitere Plasmide sind in Normaldruck mit Unterstreichung dargestellt. Die Konstrukte
wurden durch Sequenzierung tberprift (2.2.11).

3.1.1.1 Veklenerung des SV40-Genoms als Vorbereitung fur die Klonierung der Cla-
Linker

Um Fremdsequenzen von bis zu 500 bp in die Virengenome aufzunehmen, ohne die
Verpackungsgrenze zu Uberschreiten, mussten die fur tenperatursensitive Hullproteine
kodierenden Indikatorchromosomen [tsVP1(K290T) (Mutl) und tsVP1(H196Y) (Mut2)] und
auch das SV40-Wt-Kontrollchromosom verkleinert werden. Das kleine Tumorantigen (st) ist
weder fur die virale Replikation noch fur die Virusproduktion essentiell und bot sich somit al's
Ansatzpunkt fur die Verkleinerung der Genome an. In Abbildung 3.3 ist die Strategie zur

Generierung von st-negativen (&7) Virengenomen schematisch dargestellt. Zunéchst wurde
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der das SV40-Genom enthaltende Vektor pG2111B, bei welchem der Leserahmen des &
durch die Entfernung von 269 bp aus dem groféen T-Antigen (T-AQ)-Intron zerstort war, mit
den Restriktionsendonukleasen Sfil und BamHI verdaut (2.2.17). Das 2432 bp grof3e
Fragment, das den um 269 bp deletierten Bereich enthélt, wurde isoliert (2.2.18 und 2.2.19).
pUC-SV40, pUC-Kpn-SV40-VP1-H196Y, pUC-KpnSV40-VP1-P286S und pUC-Kpn-
SV40-VP1-K290T wurden nach Sfil/BamHI-Verdau und Dephosphorylierung mit SAP
(2.2.15) fir die Ligation (2.2.16) mit dem Sfil-BamHI-Fragmert eingesetzt. Es entstanden so
die neuen Pasmide pUC-SV40-st, pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st, pUC-SV40-
tsVP1(P286S)-stt und pUC-SV40-tsVP1(K290T)-st. Bel der weiteren Beschreibung von

Klonierungen in dieser Arbeit wird auf die oben angegebenen Standardverfahren nicht mehr

gesondert verwiesen. Die Klonierung wurde von Fr. Prof. Dr. L. WiesmUller durchgeftihrt.

Sill

Sl UC-SV40
pUGKpn-SV40-tsVP1-H196Y

pUC-Kpn-SV40+sV P1-P286S
pUC-Kpn-SV40+sV P1-K290T,

l BanHi Nganki

pUC-SV40-st-
pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st
pUC-SV40-tsV P1(P286S)-st-

pUC-SV40+sVP1(K 290T) -st-

AN
BarrH|

Abbildung 3.3: Klonierung der Vektoren pUC-SV40-st, pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st;, pUC-SV40-
tsVP1(P286S)-st” und pUC-SV40-tsVP1(K 290T)-st. Die roten Kreuze markieren schematisch die deletierten
269 bp aus dem T-Ag-Intron. Die Grofe des SV40-Genoms verringerte sich hiermit von 5243 bp auf 4974 bp.
Die schwarze Raute gibt als Orientierung die Lage des Ori an, dargestellt ist nur das SV40-Genom ohne
bakterielle Vektoranteile. il und BamHI geben schematisch die Lage der Schnittstellen an. H196Y gibt die
Mutation C2084T, K290T die Mutation A2367C und P286S die Mutationen C2354T und C2356T an.

3.1.1.2 Klonierung der Cla-Linker

Die Einfuhrung multipler Klonierungsstellen war eine Vorraussetzung fur die Einflhrung von
Fremdsequenzen in das Virengenom. Dieser neue Linker sollte in die Nachbarschaft der
Rekombinations-Marker und der Replikations-Terminations-Region, aso zwischen den
Genen kodierend fur T-Ag und VP1, aso zwischen frih und spat exprimierten Genen,
eingefuhrt werden. Um die Einfligung des Linkers zu erreichen, war eine Verdopplung von
150 bp der Uberlappend transkribierten Bereiche von T-Ag und VP1 Uber die unten

beschriebene PCR-Klonierungsstrategie notwendig. Fur die Einfihrung einer jeweils
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einmaligen Clal- und ener Smal-Restriktionsenzym- Erkennungssequenz als multipler
Klonierungsstelle (MCS), dem Cla-Linker, wurde eine synthetische Bglll-Schnittstelle mit der

kompatiblen BamHI-Schnittstelle im SV40-Genom verknipft. In Abbildung 3.4 ist die
Klonierungsstrategie dargestellt.

pUC-KpnSV 4045V P1(H196Y) pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K 290T)-4 -
7 VPL BanH\_Acdl ) VPL BanHl\ACCl
H196Y K290T
L
-
ry H196Y
- i
[ Je—vr: I I
Poly-A BarHI Accl
VP1-Stop
l Verdau mit BarmrHI/Accl
+ SAP
ds2b PCR mit cis2b und VP1-MutN VP1-MutN
Verdau mit Bgll1/Accl
H196Y
0 VP —_
Poly-A BamHI Accl
VP1-Stop
/BamHI) H196Y
T e—vei ] JE—vp:
Poly-A Poly-A BarrHI Accl
VP1-Stop VP1-Stop

Abbildung 3.4: Klonierung des Plasmids pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st’-Cla (kurz pUC-Cla-Mut2). Die Oligo-
nukleotide cis-2b und VP1-MutN wurden zur Einflhrung der Schnittstellen Bglll, Clal und Smal (in tirkis) Gber
eine PCR-Reaktion benutzt. Die duplizierten 150 bp befinden sich zwischen der Bglll/BamHI-Schnittstelle
(zerstorte Erkennungssequenzen durch Einklammerung gekennzeichnet), der neuen MCS (turkiser Balken) und
der (intakten) BamHI-Schnittstelle. Poly -A bezeichnet das Polyadenylierungssignal, VP1-Stop das Stop-Kodon
von VP1 (in grau die intakte VP1-Sequenz, in grau schraffiert das zerstorte urspriingliche Ende der VP1-
Sequenz). Die Mutation C2084T kodierend fir H196Y auf Aminosdureebene ist als H196Y in blau dargestellt
und A2367C fur K290T. Dieroten Kreuze markieren schematisch die deletierten 269 bp aus dem T-Ag-Intron.
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Zur Generierung von pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st -Cla (oder kurz pUC-Cla-M ut2) wurde
zunéchst eine PCR-Reaktion (2.2.12.1) mit dem Plasmid pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y) (s.
3.1.1.1) as Matrize und den Oligonukleotiden cis-2b und VP1-MutN durchgefiihrt. Nach
Verdau mit Bglll/Accl wurde das 923 bp grof3e Fragment isoliert. pUC-Kpn-SV40-
VP1(K290T)-st” wurde rach BamHI/Accl-Verdau und Dephosphorylierung mit SAP fir die
Ligation mit dem Bglll/Accl-geschnittenen PCR-Fragment eingesetzt. Das so entstandene
Plasmid pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st’-Cla (oder kurz pUC-Cla-M ut2) beinhaltet den neu

generierten Cla-Linker. Die Klonierung wurde von Fr. E. Bendrat durchgefihrt.

Die Generierung des Konstrukts pUC-SV40-st’-Cla-Wt (oder kurz als pUC-Cla-Wt
bezeichnet) ist schematisch in Abbildung 3.5 dargestellt.

t
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Abbildung 3.5: Klonierung des Plasmids pUC-Kpn-SV40-st -Cla-Wt (pUC-Cla-Wt). Die Oligonukleotide cis-
2b und VP1-MutN wurden zur Einfihrung der Schnittstellen Bglll, Clal und Smal (in tirkis) Uber eine PCR-
Reaktion benutzt. Die duplizierten 150 bp befinden sich zwischen der Bglll/BamHI-Schnittstelle (zerstorte
Erkennungssequenzen durch Einklammerung gekennzeichnet) der neuen MCS (tlrkiser Balken) und der
(intakten) BamHI-Schnittstelle. Poly-A bezeichnet das Polyadenylierungssignal, VP1-Stop das Stop-Kodon von
VPL1 (in grau die intakte VP1-Sequenz, in grau schraffiert das zerstérte urspriingliche Ende der VP1-Sequenz),
Wt (in blau) bezeichnet die Wt-VP1-Sequenz. Die Mutation A2367C, kodierend fur K290T auf
Aminosaureebene, ist als K290T bezeichnet. Die roten Kreuze markieren schematisch die deletierten 269 bp aus
dem T-Ag-Intron.

Es wurde zunéchst eine PCR-Reaktion mit dem Plasmid pUC-Kpn-SV40 als Matrize und den
Oligonukleatiden cis-2b und VP1-MutN durchgefiihrt. Nach Kinasierung (2.2.13) wurde das
1140 bp grof3e Fragment isoliert. pUC 18 wurde nach Smal-Verdau und Dephosphorylierung

mit SAP zur Ligation mit dem kinasierten PCR-Fragment eingesetzt. Es entstand so das
Plasmid pUC 18-Cla, das neben dem Linker auch die Wt-Sequenz des VP1 tragt. pUC-Kpn-
SV40-tsVP1(K 290T)-st” wurde nach BamHI/Apal-Verdau und Dephosphorylierung mit SAP
fur die Ligation mit dem isolierten Bglll/Apal-Fragment aus pUC 18-Cla eingesetzt. Es

entstand so das Plasmid pUC-K pn-SV40-st’-Cla bzw. pUC-Cla-Wt. Die Klonierung wurde
von Fr. E. Bendrat durchgefihrt.

Die Generierung von pUC-K pn-SV40-tsVP1(K 290T)-st -Cla (oder kurz als pUC-Cla-Mutl
bezeichnet) ist in Abbildung 3.6 dargestellt.

Zur Generierung wurde zunéchst eine PCR-Reaktion mit dem Plasmid pUC-Cla-Wt (s. oben)
als Matrize und den Oligonukleotiden cis-2b und VP1-MutN durchgeftihrt. Nach Verdau mit
Sil/BamHI wurde das 2282 bp grofie Fragment isoliert. pUC-Kpn-SV40-VP1(K 290T)-st°
wurde nach Sfil/BamHI-Verdau und Dephosphorylierung mit SAP fir die Ligation mit dem

Sfil/BamHI-geschnittenen PCR-Fragment eingesetzt. Es entstand so das Plasmid pUC-SV40-
tsVP1(K290T)-st’-Cla (oder kurz pUC-Cla-Mutl). Die Klonierung wurde von Fr. E.
Bendrat durchgefihrt.
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Abbildung 3.6: Klonierung des Plasmids pUC-K pn-SV40-tsVP1(K 290T)-st™-Cla (pUC-Cla-Mutl). Die Oligo-
nukleotide cis-2b und VP1-MutN wurden zur Einfihrung der einmaligen Schnittstellen Clal und Smal (in tirkis)
Uber eine PCR-Reaktion benutzt. Die duplizierten 150 bp befinden sich zwischen der Bglll/BamHI-Schnittstelle
(zerstérte Erkennungssegquenzen durch Einklammerung gekennzeichnet) der neuen MCS (turkiser Baken) und
der (intakten) BamHI-Schnittstelle. Poly -A bezeichnet das Polyadenylierungssignal, VP1-Stop das Stop-Kodon
von VP1 (in grau die intakte VP1-Sequenz, in grau schraffiert das zerstorte urspriingliche Ende der VP1-
Sequenz). Die Mutation A2367C, kodierend fir K290T auf Aminosaureebene ist in blau als K290T dargestellt
und Wt bezeichnet die Wt-VP1-Sequenz. Die roten Kreuze markieren schematisch die deletierten 269 bp aus
dem T-Ag-Intron.

3.1.1.3 Klonierung der Bgl-Linker

Bel der Einfuhrung von Klonierungsstellen in Nachbarschaft des Replikations-Ursprungs
(Bgl-Linker) wurde gleichzeitig ein Bereich von 252 bp aus dem Intronbereich von T-Ag
deletiert. Hierbel blieben die Splei3-Akzeptor- und -Donorsequenzen erhaten. In Abbildung
3.7 ist die Klonierungsstrategie dargestellt.
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Abbildung 3.7: Klonierung der Plasmide pBS-Kpn-SV40-st'-Bgl (kurz pBS-Bgl-Wt), pUC-Kpn-SV40-
tsVP1(H196Y)-st-Bal (kurz pUC-Bgl-Mut2) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st-Bgl (kurz pUC-Bagl-
Mutl) und pUC-Kpn-SV40-st-Bdl (kurz pUC-Bal-Wt). In (A) ist die Klonierung des Bgl-Linkers dargestellt,
in (B) die Umklonierung von pBS-Bgl-Wt in pUC-Bgl-Wt. Die Oligonukleotide NdelOligol und NdelOligo2
wurden zur Einfihrung der Schnittstellen Ndel, Smal und Bglll (in turkis) Uber eine PCR-Reaktion benutzt.

H196Y (in blau) bezeichnet die Mutation C2084T, K290T die Mutation A2367C und Wt die Wt-Sequenz im
VP1. Die roten Kreuze und der gestrichelt dargestellte Balken markieren schematisch die deletierten 252 bp aus

dem T-Ag-Intron.
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Zur Generierung von pBSKpn-SV40-st-Bgl (kurz pBS-Bgl-Wt), pUC-Kpn-SV40-
tsVP1(H196Y)-st-Bgl (kurz pUC-Bgl-Mut2) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st™-Bal
(kurz pUC-Bgl-Mutl) wurde zundchst eine PCR-Reaktion mit pUC-Kpn-SV40 als Matrize
und den Oligonukleotiden NdelOligol und NdelOligo2 durchgefihrt. Nach Verdau mit
Ndel wurde das 781 bp grole Fragment isoliert. pBS-Kpn-SV40, pUC-KpnSV40-
tsVP1(H196Y) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T) wurden nach Ndel-Verdau und
Dephosphorylierung mit SAP fir die Ligation mit dem Ndel-verdauten PCR-Fragment
eingesetzt. Es entstanden so die Plasmide pBSKpn-SV40-st-Bgl (kurz pBS-Bgl-Wht),
pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Bgl (kurz pUC-Bgl-Mut2) und pUC-Kpn-SV40-
tsVP1(K290T)-st -Bgl (kurz pUC-Bgl-Mutl). Anschlief3end erfolgte eine Umklonierung von
pBS-Bgl-Wt tber Kpnl in puCDBam (s. Abbildung 3.7 B), so dass das Plasmid pUC-K pn-

SV40-st™-Bgl (kurz pUC-Bgl-Wt) entstand. Die Klonierung wurde, bis auf die Umklonierung,
von Fr. E. Bendrat durchgefihrt.

3.1.2 Auswahl und Klonierung der zu untersuchenden DNA-cis-Elemente

Mit den beiden, unter 3.1.1 beschriebenen, modifizierten Testsystemen war es nun madglich,
DNA-cis-Elemente mit einer GroRe von bis zu 500 bp auf ihren Einfluss auf die
Rekombination zu untersuchen. Hierzu mussten zunéchst die fur die Rekombinationsstudien
interessanten Bereiche ausgewahlt werden, die anschlief3end in die Konstrukte pUC-Kpn-
SV40-st’-Cla/Bgl-Wt  (pUC-Cla/Bgl-Wt), pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st -Cla/Bdl
(pUC-Cla/Bgl-Mutl) und pUC-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Cla/Bgl (pUC-Cla/Bgl-M ut?2)
integriert werden sollten. In Abbildung 3.8 ist eine schematische Ubersicht (ber die
Klonierungstrategien dargestellt, die unter 3.1.2.1.1 bis 3.1.2.5 ausfuhrlich beschrieben
werden. Die anschlief3ende Sequenzierung (2.2.11) stellte bel den folgenden Konstrukten

sicher, dass die Fremdsequenzen in jeweils eéinem Satz (Wt, Mutl und Mut2) in der gleichen
Orientierung eingefuihrt worden waren. Die Nukleotidsequenzen der untersuchten DNA-cis-
Elemente und ihre Orientierung innerhalb des SV40-Genoms finden sich im Anhang unter
7.5.
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Fragment Uber PCR (Matrize; Oligonukleotide):
1. MLL (genomische DNA aus K562; MLL-1 und -2)
2.RARa (I 143; RAR-1und -2
3. TAL1 (pUChtal; TAL-1und 2)

4, LMO2 (pUChLMO2; LMO-1 und -2)

5. SceRS (pUC-Puro-D; SceRS-1 und —2)

Verdau mit Clal

pUC-ClaWt
puC-Cla-Mutl
pUC-Cla-Mut2
pUC-Bal-Wt

. al/ \Smal\ WUMUtUMut2
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SAP

| PCR-Fragment |

Cla Cla

Eragment lber Restriktionsverdau
(Ausganasplasmid: Restriktionsendonukleasen):
1. IgHEMAR (pUC19-IgHE-MAR; Xbal /Pstl)
2. PARP-MAR (pUC19-K 28; Hindl11)

3. CTG98 (pRW3246; EcoRI/MindIIl)
4.RGC (pSK 45-13-2-PyCAT; Smal/Hind 1)

5. RGC mut (pSK -89-15-1-PyCAT; SmalHincll)

Verdau mit Smal
Klenow-Fragment oder T4-Polymerase
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v

pUC-Cla-Wt-Fragment
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Abbildung 3.8: Klonierungsstrategien fir die zu untersuchenden DNA -cis-Elemente. In (A) ist schematisch die
Klonierungstrategie tber PCR-Amplifikation der Fragmente dargestellt. In (B) ist schematisch die Klonierungs-

strategie Uber Restriktionsverdau dargestellt.



3 Ergebnisse 64

3.1.2.1 Fragmente aus BCRs mit ursachlicher Beteiligung an der Entstehung von
Leukamien

Bel der Entstehung von Leuké&mien treten besonders Deletionen, Trandgokationen und/oder
die Integration von Retroviren als ursachliche genetische Verdnderungen auf (Rabbits, 1991;
Li et al., 2002). Es sollten fur die Analyse Fragmente Uber PCR amplifiziert werden, fir die
durch eine Anhaufung von ebensolchen genetischen Veranderungen chromosomale Fragilitét
erwartet wurde. Die Oligonukleotide wurden jeweils so designiert, dass Clal- bzw. Bglll- fur
sticky-Klonierungen und Smal-Schnittstellen fir blunt-Klonierungen sowohl am 5°- als auch
am 3'-Ende eingefiihrt wurden.

3.1.2.1.1 Klonierung des MLL-BCR-Fragmentes

Innerhalb des MLL-BCR konnte ein nur 0,4 kb grof3es Fragment eingegrenzt werden, in dem
8 aus 24 (Alter unter einem Jahr) bzw. 4 aus 36 (Alter Uber einem Jahr) der t(4;11)-
Translokationen fur eine ALL-Patientengruppe identifiziert worden waren (Reichel et al.,
2001). Die Kartierung der Exons erfolgte nach Nilson et al., 1996, die Exons 1-37 sind unter
der GenBank accession number Z69744-769780 aufgelistet. Das Oligonukleotid MLL-1
bindet an Position 6638-6662, das Oligonukleotid MLL-2 an Position 7036-7016 der MLL-
Sequenz, die unter der GenBank accession number X83604 zu finden ist. Innerhab des
Fragmentes sind weder Topoisomerase |-Erkennungssequenzen (A/TGATG) nach den
stringenten Kriterien von Jaxel et al., 1988 und Tsui et al., 1989 noch Topoisomerase Il-
Erkennungssequenzen (Strissel et al., 1996) enthalten. Abbildung 3.9 zeigt enen
schematischen Uberblick Uber das MLL-Gen und den uber PCR amplifizierten Bereich (s.
auch Anhang 7.5).
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MLL-Gen
5kb
t(4;11)-Bruchpunkte
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Abbildung 3.9: Genomische Organisation des MLL-Gens und durch PCR amplifiziertes Fragment MLL-BCR.
Exons sind als Rechtecke dargestellt, Intronsequenzen als Strich. Proteinkodierende Regionen sind grau
dargestellt, nichttranslatierte schraffiert. Rote Pfeile markieren die bei Patienten mit t(4;11)-Translokation
gefundenen Bruchpunkte. Die mittlere Abbildung zeigt die Kartierung von Bruchpunkten fir Patienten jinger
bzw. dlter als ein Jahr. Gehauft treten Bruchpunkte in zwei clustern auf, einer umspannt die Region von Exon
10-11, ein weiterer eine Region in Intron 11 und Exon 12, aus der ein Teil im PCR-Produkt amplifiziert wurde.
Fur die PCR-Amplifikation wurden die Oligonukleotide (Oligo) MLL-1 und -2 und as Matrize genomische
DNA aus K562-Zellen verwendet (genomische Organisation nach Reichel et al., 1998, ein Ausschnitt (Mitte)
nach Reichel et al., 2001).

Zunachst wurde eine PCR-Reaktion mit genomischer DNA aus K562-Zellen (2.1.11) as
Matrize und den Oligonukleotiden MLL-1 und MLL-2 durchgefiihrt. Das PCR-Fragment
enthielt das MLL-Fragment in Grof3e von 399 bp, die Gesamtgrofe des MLL-BCR-PCR-
Produktes betrug 436 bp (s. auch Anhang 7.5). Fir Klonierungen in die Cla-Linker wurden
pUC-Cla-Wt, pUC-Cla-Mutl und pUC-Cla-Mut2 mit Clal verdaut, mit SAP
dephosphoryliert und fur die Ligation mit dem Clal- verdauten, 405 bp grof3en PCR-Fragment

eingesetzt. Fur die Klonierungen in den pUC-Bgl-Wt-Vektor wurde Uber Bglll, aber
ansonsten wie oben beschrieben, verfahren. Es entstanden so die Konstrukte pUC-Kpn-
SV40-st-Cla-MLL-BCR (pUC-Cla-Wt-MLL-BCR), pUC-SV40-tsVP1(K290T)-st-Cla-
MLL-BCR (pUC-Cla-Mutl-MLL-BCR) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Cla-
MLL-BCR (pUC-Cla-Mut2-MLL-BCR) sowie pUC-K pn-SV40-st’-Bgl-MLL-BCR (pUC-
Bgl-Wt-MLL-BCR). Die Konstrukte wurden durch Sequenzierung tberpruft. Fur das MLL-

Fragment (GenBank accession number X83604) ergab sich eine Abweichung an Position
6836 (G® A), die aber bei allen Konstrukten identisch ist (s. Anhang 7.5.1) und keine

Topoisomerase |- oder |1-Erkennungssequenzen generiert.
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3.1.2.1.2 Klonierung des RARa-BCR-Fragmentes

Die BCR von APL-Patienten innerhalb des RARa-Gens wurde auf insgesamt 12 kb kartiert
(Alcalay et al., 1991), innerhalb derer wurden zwei t(5;17)- Translokationsorte identifiziert (de
Thé et al., 1990; Alcalay et al., 1991). Die Kartierung der Exons 1-9 erfolgte nach Brand et
al., 1990 und Gu et al, 2002 (GenBank accession number AC090426). Das Oligonukleotid
RAR-1 bindet an Position 91920-91898, das Oligonukleotid RAR-2 an Position 91640-91661
von Chromosom 17 (GenBank accession number AC090426). Innerhalb des Fragmentes
finden sich zwei Topoisomerase FErkennungssequenzen (A/TGATG) nach den stringenten
Kriterien von Jaxel et al., 1988 und Tsui et al., 1989 an Position 91720-91716 und 91659-
91655 und die beiden oben genannten Bruchpunkte zwischen Position 91880-91879 und
91834-91833. Abbildung 3.10 zeigt einen schematischen Uberblick tiber das RARa-Gen und

den Uber PCR amplifizierten Bereich (s. auch 7.5.1).

RARa-Gen

10 kb
Exons

APL-Bruchpunkte
—>
| 1l LIV V VI VIEVIE IX 1kb

*I:I] Introns

X
]

PCR-Produkt RARa-BCR: 317 bp | I | ] 100 bp
RARa- Sequenz: 281 b -
( Seq p) |
Oligo Oligo
RAR-1 RAR-2

Abbildung 3.10: Genomische Organisation des RARa-Gens und durch PCR amplifiziertes Fragment RARa-BCR.
Exons sind als Rechtecke dargestellt, Intronsequenzen as Strich. Proteinkodierende Regionen sind grau
dargestellt, nichttranslatierte schraffiert. Der rote horizontale Pfeil markiert die Bruchpunktregion im zweiten
Intron (zur Ubersicht s. Gu et al., 2002), die vertikalen Pfeile markieren zwei Bruchpunkte, die bei APL-
Patienten mit t(15;17)-Translokation kartiert wurden (de Thé et al., 1990; Alcalay et al., 1990) und sich
innerhalb des amplifizierten Fragmentes befinden. DNA-Topoisomerase |I-Erkennungssequenzen sind blau
dargestellt. Fir die PCR-Amplifikation wurden die Oligonukleotide (Oligo) RAR-1 und -2 und als Matrize | 143
verwendet.

Zunéchst wurde eine PCR-Reaktion mit der Lambda-PhagenDNA | 146 as Matrize und den
Oligonukleotiden RAR-1 und RAR-2 durchgefiihrt. Das PCR-Fragment enthielt das RARa-
Fragment in Grof3e von 281 bp, die Gesamtgrofie des RARa-BCR-PCR-Produktes betrug 317
bp (s. auch Anhang 7.5.1). Fir Klonierungen in die Cla-Linker wurden pUC-Cla-Wt, pUC-
Cla-Mutl und pUC-Cla-Mut2 mit Clal verdaut, mit SAP dephosphoryliert und fir die
Ligation mit dem Clal-verdauten, 287 bp groRen PCRFragment eingesetzt. Fir die

Klonierungen in den pUC-Bgl-Wt-Vektor wurde Uber Bglll, aber ansonsten wie oben
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beschrieben, verfahren. Es entstanden so die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st’-Cla-Wt-RARa-
BCR (pUC-Cla-Wt-RARa-BCR), pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K?290T)-st’-Cla-RARa-BCR
(pUC-Cla-Mut1l-RARa-BCR) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Cla-RARa-BCR
(pUC-Cla-Mut2-RARa-BCR) sowie pUC-SV40-st-Bgl-Wt-RARa-BCR (pUC-Bgl-Wi-
RARa-BCR).

Die Konstrukte wurden durch Sequenzierung Uberprift. Fir das RARa-Fragment (GenBank

accession number ACQ090426) ergab sich ein Basenaustausch an Position 91787 (G® A).
Diese Abweichung ist aber in allen Konstrukten identisch und generiert keine zusétzliche

Topoisomerase |- oder |1-Erkennungssequenz (s. auch 7.5.1).

3.1.2.1.3 Klonierung des TAL 1-BCR-Fragmentes

Bei der retroviralen Insertions-Mutagenese einer humanen myeloiden Vorlauferzelllinie
wurden retrovirale Integrationsorte (Stocking et al., 1993) in der Nahe der Deletionen und
t(1;14)-Trandokationen (Bernard, et al., 1990; Chen et al., 1990 und Breit et al., 1994)
innerhalb des TAL1-Gens bel ALL-Patienten gefunden. Die Kartierung der Exons erfolgte wie
bei Aplan et al., 1990b, beschrieben. Das Oligonukleotid TAL-1 bindet an Position 145372-
145351 und Oligonukleotid TAL-2 an Position 145111-145131 von Chromosom 1 (GenBank
accession number NT_032977). Der Virus-Integrationsort befindet sich bei Position 145233-
145232. Eine CpG-Insdl ist Teil des amplifizierten Bereichs (Aplan et al., 1990b). Abbildung
3.11 zeigt einen schematischen Uberblick Uber das TAL1-Gen und den Uber PCR

amplifizierten Bereich (s. auch 7.5.1).
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Abbildung 3.11: Genomische Organisation des TAL1-Gens und durch PCR amplifiziertes Fragment TAL1-BCR.
Exons sind als Rechtecke dargestellt, Intronsequenzen als Strich. Proteinkodierende Regionen sind grau
dargestellt, nichttranslatierte Regionen sind schraffiert [5™-und 3" -UTRs (untranslatierte Regionen)]. Rote Pfeile
markieren die bei T-ALL-Patienten mit t(1;14)-Translokation gefundenen Bruchpunkte (Chen et al., 1990;
Bernard et al., 1990). tal® (orange Pfeile) markieren die Bruchpunkte der TAL1-Deletionen (weiter aufwarts
befinden sich noch weitere, hier nicht dargestellte Deletions-Bruchpunkte) (zur Ubersicht s. Breit et al., 1994).
HLH markiert die Helix-loop-Helix-Domane (gelb); die CpGlnsel ist gestrichelt eingezeichnet (nach Aplan et
al., 1990b). 3® 5" Virus (in griin) markiert einen retroviralen Integrationsort (C. Stocking, pers. Mitteilung). Fir
die PCR-Amplifikation wurden die Oligonukleotide (Oligo) TAL-1 und -2 und als Matrize pUChtal benutzt.

Zunéchst wurde eine PCR-Reaktion mit pUChtall als Matrize und den Oligonukleotiden
TAL-1 und TAL-2 durchgefihrt. Das PCR-Fragment enthielt das TAL1-Fragment in Grof3e
von 261 bp, die Gesamtgrofie des TAL-BCR-PCR-Produktes betrug 298 bp (s. auch Anhang
7.5.1). Fur Klonierungen in die Cla-Linker wurden pUC-Cla-Wt-, pUC-Cla-Mutl und pUC-
Cla-Mut2 mit Clal verdaut, mit SAP dephosphoryliert und fir die Ligation mit dem Clal-

verdauten, 267 bp grofRen PCR-Fragment eingesetzt. Es entstanden so die Konstrukte pUC-
Kpn-SV40-st-Cla-Wt-TAL1-BCR (pUC-Cla-Wt-TAL1-BCR), pUC-K pn-SV40-
tsVP1(K290T)-st-Cla-TAL1-BCR (pUC-Cla-Mutl-TAL1-BCR) und pUC-Kpn-SV40-
tsVP1(H196Y)-st -Cla-TAL1-BCR (pUC-Cla-Mut2-TAL 1-BCR).

Die Konstrukte wurden durch Sequenzierung Uberprift. Fir das TAL1-Fragment (GenBank
accession number NT_032977) ergab sich eine Deletion (T) zwischen den Positionen 145183-
145184, die die Diskrepanz der erwarteten zu der tatsachlichen Grofie des Fragmentes (261 zu
262 bp) erklart (s. auch 7.5.1). Diese Abweichung ist aber in alen Konstrukten identisch und
generiert keine Topoisomerase I- oder |1-Erkennungssequenz.
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3.1.2.1.4 Klonierung des LMO2-BCR-Fragmentes

Anadog zu TAL1 (s. 3.1.2.1.3) konnte die Integration eines Retroviruses (Stocking et al.,
1993) in der Néhe der Bruchpunktregion, die hier bel t(11;14)-Translokationen in T-ALL-
Patienten (Boehm et al., 1989; Royer-Pokora, et al., 1995; Rabbits, 2001) auftreten, kartiert
werden. Eine heptamerdhnliche Erkennungssequenz fur die V(D)JRekombinase ist
unmittelbar neben einem Trangokationsort kartiert worden. Die Kartierung erfolgte nach der
unter der GenBank accession number NT_009237 gefuhrten Sequenz (Chromosom 11) mit
Angabe der Exont/Intron-GrofRen (siehe hierzu auch Royer-Pokora et al., 1995). Das
Oligonukleotid LMO-1 bindet an Position 25314640-25314617 und Oligonukleotid LMO-2
an Position 25314212-25314232. Der aufgezeigte Bruchpunkt befindet sich bei Position
25314225-25314224, der  Virus-Integrationsort  bei = 25314623-25314622, die
heptamerdhnliche Sequenz (CACGGTG) bel 25314223-25314217. Abbildung 3.12 zeigt
einen schematischen Uberblick tiber das LMO2-Gen und den tiber PCR amplifizierten Bereich
(s.auch 7.5.1).

LMO2-Gen
t(11;14)-BCR 1kb —
| 1] 1 v \% VI
| Il e
. Il [+
| PCR-Produkt LMO2-BCR: 465 bp 100 bp
Y (Anteil LMO2- Segquenz: 429 bp)
t(11;14)-
Bruchpunkt
Vad N
Oligo Oligo
LMO-1 LMO-2

Abbildung 3.12: Schematische Organisation des LMO2-Gens und durch PCR amplifiziertes Fragment LMO2-
BCR. Exons sind als graue Rechtecke dargestellt, Intronsequenzen als Strich. Proteinkodierende Regionen sind
grau dargestellt, nichttranslatierte Regionen schraffiert. Der rote Pfeil im PCR-Fragment markiert den bei T-
ALL-Patienten mit t(11;14)-Translokation gefundenen Bruchpunkt (Boehm et al, 1989). 5® 3" Virus (in griin)
markiert einen retroviralen Integrationsort (C. Stocking, pers. Mitteilung). Eine heptameréhnliche Sequenz ist in
tarkis cargestellt. Fir die PCR-Amplifikation wurden die Oligonukleotide (Oligo) LMO-1 und -2 und als
Matrize pUChL MO2 verwendet (nach Royer-Pokoraet al., 1995).

Zunéchst wurde eine PCR-Reaktion mit pUChLMO2 als Matrize und den Oligonuklectiden
LMO-1 und LMO-2 durchgefihrt. Das PCR-Fragment enthielt das LMO2-Fragment in Grélie
von 429 bp, die Gesamtgrofe des LMO2-BCR-PCR-Produktes betrug 465 bp (s. auch Anhang
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7.5.1). Fur Klonierungen in die Cla-Linker wurden pUC-Cla-Wt, pUC-Cla-Mutl und pUC-
Cla-Mut2 mit Clal verdaut, mit SAP dephosphoryliert und fur die Ligation mit dem Clal-

verdauten, 435 bp grofRen PCR-Fragment eingesetzt. Es entstanden so die Konstrukte puC-
Kpn-SV40-st’-Cla-Wt-LMO2-BCR (pUC-Cla-Wt-LMO2-BCR), pUC-K pn-SV 40-
tsVP1(K290T)-st -Cla-LMO2-BCR (pUC-Cla-Mut1-LMO2-BCR) und pUC-K pn-SV40-
tsVP1(H196Y)-st-Cla-LMO2-BCR (pUC-Cla-M ut2-LMO2-BCR).

Die Konstrukte wurden durch Sequenzierung Uberprtift. Es ergaben sich keine Abweichungen

zur publizierten Sequenz und die Konstrukte stimmten miteinander Uberein (s. auch 7.5.1).

3.1.2.2 Klonierung der MAR-Fragmente

In Arbeiten, die der Aufklarung der molekularen Grundlagen der onkogenen Eigenschaften
von Mutp53 dienten, konnte gezeigt werden, dass Mutp53 mit hoher Affinitdt an MARS
bindet, die AT-reich sind und sogenannte DNA-unwinding- Elemente enthalten (Dittmer et al.,
1993; Will et al.,, 1998a; 1998b; Roemer, 1999). Es wurden zwel MAR-Fragmente

ausgewadhlt, fur die eine Bindung an Mutp53 gezeigt wurde und diese Kriterien erfillen.

3.1.2.2.1 Klonierung desIgHE-M AR-Fragmentes

Das Subfragment stammt aus dem 5-MAR des Genlokus der schweren Kette der
Immunglobuline der Maus (IgHE) und stellt eine AT-reiche Sequenz dar, die ein DNA-
unwinding-Motiv enthélt (AAATATTT), ein Element, fUr das eine rekombinationssteigernde
Wirkung angenommen wird (Boulikas, 1995; Will et al., 1998b) und durch Mutp53 spezifisch
erkannt wird (Will et al., 1998b). Innerhalb des Fragmentes findet sich eine Topoisomerase I-
Erkennungssequenz (TCTAC) nach den stringenten Kriterien von Jaxel et al., 1988 und Tsui
et al., 1989 (s. auch 7.5.2).

Zunéchst wurde aus dem Plasmid pUC19-IgHE-MAR mit Xbal und Pstl das IgHE-MAR-
Fragment herausgeschnitten und isoliert. Nach Behandlung mit T4-Polymerase wurde das 376

bp grol3e Fragment gereinigt und fur die Ligation mit den Smal-geschnittenen und mit SAP
dephosphorylierten Plasmiden pUC-Cla-Wt, pUC-Cla-Mutl und pUC-Cla-Mut2
eingesetzt. Es entstanden so die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st’-Cla-Wt-IgHE-M AR (pUC-
Cla-Wt-IgHE-MAR), pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st -Cla-IgHE-MAR (pUC-Cla-
Mutl-lgHE-MAR) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st -Cla-IgHE-MAR (pUC-Cla-

Mut2-IgHE-MAR. Die Ubereinstimmung der eingefiihrten Fragmente beziglich ihrer

Orientierung und Sequenz in den Konstrukten wurde durch Sequenzierung festgestellt (s.
auch 7.5.2). Die Klonierung wurde von Fr. E. Bendrat durchgefihrt.
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3.1.2.2.2 Klonierung des PARP-MAR-Fragmentes

Dieses MAR-Subfragment stammt aus dem 3 -UTR des humanen PARP-Gens und wird durch
Mutp53 spezifisch erkannt (Will et al., 1998a).

Zundchst wurde aus dem Plasmid pUC19-K28 mit Hindlll das PARP-MAR-Fragment
herausgeschnitten und isoliert. Nach Behandlung mit Klenow-Polymerase wurde das 398 bp
grofRe Fragment gereinigt und fur die Ligation mit den Smal-geschnittenen und mit SAP
dephosphorylierten Plasmiden pUC-Cla-Wt, pUC-Cla-Mutl und pUC-Cla-Mut2
eingesetzt. Es entstanden so die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st™-Cla-Wt-PARP-MAR (pUC-
Cla-Wt-PARP-MAR), pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st’-Cla-PARP-MAR (pUC-Cla-
Mutl-PARP-MAR) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st’-Cla-PARP-MAR (pUC-Cla-
Mut2-PARP-MAR. Die Ubereinstimmung der eingefiihrten Fragmente beziiglich ihrer

Orientierung und Sequenz in den Konstrukten wurde durch Sequenzierung festgestellt (s.
auch 7.5.2). Die Klonierung wurde von Fr. E. Bendrat durchgefihrt.

3.1.2.3 Klonierung des CTG98-Fragmentes

Die 98fache CTGXCA G-Wiederholung stammt aus einem TNR von der genomischen Sequenz
in welcher es bel Patienten mit Myotonischer Dystrophie zu Instabilitdten kommt (Bowater et
al., 1996). Dieser TNR war fir den Einsatz in dieser Arbeit vor allem deshab interessant, da
homologe Rekombination als Mechanismus angenommen wird, der fUr diese Instabilitéten
verantwortlich ist (Richard & Pagues, 2000).

Zunéchst wurde aus dem Plasmid pRW3246 durch Verdau mit EcoR und Hindlll der
CTGXCAG-repeat herausgeschnitten und isoliert. Nach Behandlung mit dem Klenow-
Fragment wurde das 410 bp grof3e Fragment fr die Ligation mit den Smal- geschnittenen und
mit SAP dephosphorylierten Plasmiden pUC-Cla-Wt, pUC-Cla-Mutl und pUC-Cla-Mut2
eingesetzt. Es entstanden 0 die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st -Cla-Wt-CTG98 (pUC-Cla-
Wt-CTG98), pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st’-Cla-CTG98 (pUC-Cla-Mut1-CTG98)
und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Cla-CTG98 (pUC-Cla-Mut2-CTG98). Die
Konstrukte wurden durch Sequenzierung tberpriift. Die Ubereinstimmung der eingefiihrten

Fragmente beziglich ihrer Orientierung und Sequenz in den Konstrukten wurde durch
Sequenzierung festgestellt (s. auch 7.5.2).



3 Ergebnisse 72

3.1.2.4 Klonierung einer Erkennungs-Sequenz und des mutierten Gegenstiicks [(RGC
und RGCmut (RGC mutiert)]

Vogelstein und Mitarbeiter entdeckten 1991 eine DNA-Sequenz, die in vitro spezifisch von
Witp53 gebunden wird. Das Plasmid pSK-4513-2-PyCAT enthdlt 13 Kopien der
Erkennungssequenz, die aus dem ribosomal gene cluster (RGC) stammt, das Plasmid pSK-
89-15-1-PyCAT 15 Kopien der mutierten Sequenz (Kern et al., 1991), welches nicht von
Wip53 erkannt wird.

Zunéchst wurden aus den Plasmiden pSK-45-13-2-PyCAT und pSK-89-15-1-PyCAT mit
Smal und Hincll das RGC- bzw. RGCmut-Fragment herausgeschnitten und isoliert. Das 288

bzw. 325 bp grof}e Fragment mit glatten Enden wurde gereinigt und fur die Ligation mit den
Smal-geschnittenen und mit SAP dephosphorylierten Plasmiden pUC-Cla-Wt, pUC-Cla-
Mutl und pUC-Cla-Mut2 eingesetzt. Es entstanden so die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st -
Cla-Wt-RGC (pUC-Cla-Wt-RGC), pUC-K pn-SV40-tsVP1(K 290T)-st -Cla-RGC (pUC-
Cla-Mut1l-RGC) und pUC-Kpn-SV40-tsVP1(H196Y)-st -Cla-RGC (pUC-Cla-M ut2-
RGC) und die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st’-Cla-Wt-RGCmut (pUC-Cla-Wt-RGCmut),
pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st -Cla-RGCmut (pUC-Cla-M ut1-RGCmut) und pUC-
K pn-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Cla-RGCmut  (pUC-Cla-Mut2-RGCmut). Die Uberein-
stimmung der eingefiihrten Fragmente bezlglich ihrer Orientierung und Sequenz in den
Konstrukten wurde durch Sequenzierung festgestellt. Bel RGCmut ist eine Base deletiert, die

Fragmente in den Konstrukten stimmen jedoch tberein (s. auch 7.5.2). Die Klonierung wurde
von Fr. E. Bendrat durchgefihrt.

3.1.25 Klonierung des SceRS-Fragmentes

Um Doppel strangbriiche experimentell gezielt in die Cla-Linker einfihren zu kénnen, wurde
eine Erkennungssequenz der Megaendonuklease FScel in die Konstrukte inseriert. FScel
wurde in Hefe-Mitochondrien entdeckt (Colleaux et al., 1986) und besitzt eine 18 bp lange,
nicht-palindromische Erkennungssequenz (Perrin et al., 1993). Es konnte bereits in friiheren
Versuchen gezeigt werden, dass die I-Scel-Endonuklease beim Zusammentreffen mit einem
die I-Scel-Erkennungssequenz tragenden Plasmid die Rekombination initiierte und die
spontanen Rekombinationsfrequenzen um das 100fache erhéhte (Moynahan & Jasin, 1997).
Dieses als Kontrolle in dem hier vorgestellten Testsystem verwendbare Fragment mit 1-Scel-
Erkennungssequenz sollte in Zelllinien zum Einsatz kommen, die hinter einem fur (Wt und
Mut)-p53 positiven oder negativen Hintergrund die I-Scel-Endonuklase exprimieren. Hiermit

sollte es moglich sein, experimentell gezielt Doppelstrangbriiche in die Konstrukte
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einzufiihren und homol oge Rekombination auszul 6sen. Gleichzeitig sollte es der Uberprifung
dienen, ob eine zuféllig gewahlte Sequenz im Gegensatz zu den anderen cis-Elementen die
Rekombinationsfrequenzen wie fir SV40-Wt angenommen, unbeeinflusst lassen wiirde.
Zunéchst wurde eine PCR-Reaktion mit pUC-PuraD (s. Akyuz et al., 2002; Akylz 2001) als
Matrize und den Oligonukleotiden SceRS-1 und SceRS-2 durchgefiihrt. Das PCR-Fragment
enthielt das SceRS-Fragment in Grof3e von 296 bp, die Gesamtgrofie des SceRS-PCR-
Produktes betrug 332 bp (s. auch Anhang 7.5.1). Fir Klonierungen in die Cla-Linker wurden
pUC-Cla-Wt-, pUC-Cla-Mutl und pUC-Cla-Mut2 mit Clal verdaut, mit SAP
dephosphoryliert und fur die Ligation mit dem Clal- verdauten, 302 bp grof3en PCR-Fragment
eingesetzt. Es entstanden so die Konstrukte pUC-K pn-SV40-st”-Cla-Wt-SceRS (pUC-Cla-
Wit-SceRS), pUC-Kpn-SV40-tsVP1(K290T)-st-Cla-SceRS (pUC-Cla-Mut1-SceRS) und
pUC-K pn-SV40-tsVP1(H196Y)-st-Cla-SceRS (pUC-Cla-Mut2-SceRS). Die Konstrukte
wurden durch Sequenzierung Uberprift (7.5.1).

3.1.3 Produktion von rekombinanten Viruspartikeln basierend auf den
Konstrukten mit DNA-cis-Elementen

In dieser Arbeit wurden die in der Tabelle 3.1 aufgefihrten DNA-cis-Elemente in die Cla-
Linker inseriert. Fir Uber PCR eingefihrte Fragmente errechnet sich die Gesamtlange der
nicht zu SV40 gehdrenden Nukleotide aus der Fremdsequenz der BCRs oder der
Kontrollsequenz mit 1-Scel-Erkennungsstelle zuziiglich 19 bp fir den Cla-Linker und die auf
beiden Seiten des PCR-Fragmentes eingefihrten Clal-Schnittstellen (s. auch Anhang 7.5.1).

Zu den Uber Restriktionsverdaus eingefiihrten Fragmenten ergibt sich eine hinzuzurechnende
Grofe von 13 bp fur den Cla-Linker. Die Bgl-Linker-Konstrukte (pUC-Bgl-Wt, pUC-Bgl-
Mutl und pUC-Bgl-Mut2) und die korrespondierenden rekombinanten Viren sind in der

Tabelle nicht aufgefiihrt, da sie aufgrund der extrem niedrigen Virenausbeuten nicht fir

Rekombinationsmessungen benutzt werden konnten (siehe unten).
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Element Grolie MOI Wt MOI Mutl MOI Mut2
SV40 (st’, ohne Linker) Y, 27,6 40,0 338
Cla-Linker (B 13bp 11,8 7.8 18,1
MLL-BCR (AML) 418 bp 18,3 2,8 6,8
RARa-BCR (APL) 300bp 32,3 4,8 9,9
TAL1-BCR (T-ALL) 280 bp 2,1 0,8 1,8
LMO2-BCR (T-ALL) 448bp 112 0,8 1,0
IgHE-M AR 389 bp 2,8 0,7 0,7
PARP-MAR 411bp 7,5 1,7 3,3
CTG98 (Minisatellit) 423bp 53 1,0 42
RGC (Wtp53-Erkennungssequenz) 301 bp 6,7 2,1 1,3
RGCmut (M utp53-Erkennungssequenz) 338 bp 1,6 11 1,0
SceRS (Positivkontrolle) 315bp 29,0 2,0 1,7

Tabelle 3.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten DNA -cis-Elemente mit Insertion ins SV40-Genom via Cla-
Linker. In der ersten Spalte ist der Name der Fremdsequenz angegeben, in Klammern die zugehodrige
Leukamieform bzw. Oberbegriffe dieses DNA-cis-Elementes (st™ bei SV40-Wt deutet auf das Vorhandensein
von st hin). Die zweite Spalte listet die Grofen der Fremdsequenzen auf (vgl. Text). Die MOIs zu den Viren-
Subtypen fiur das jeweilige Element sind in abgekirzter Form in der dritten bis funften Spalte aufgefuhrt (Wt
bezeichnet Cla-Wt-Viren, Mutl bezeichnet Cla-Mut1-Viren und Mut2 bezeichnet Cla-Mut2-Viren).

Nach Fertigstellung der Konstrukte wurden diese in COS-1-Zellen mittels Kalziumphosphat-
Transfektion eingeftihrt (2.3.2). Es folgte die Herstellung der VirenUbersténde bei der
permissiven Temperatur von 32°C wie unter 2.6.1 beschrieben. Es zeigte sich, dass die
Zélllyse durch Virenpartikel in den Zellen, die mit der Mut-VirenrDNA transfiziert waren,
nach 24 Tagen einsetzte und zu ausreichenden Virentitern gemal3 MOI-Bestimmung fuhrte
(sehe unten). Fir Zellen, die mit Wt-VirenDNA transfiziert wurden, zeigte sich eine Zelllyse
bereits nach ca. 14-18 Tagen. Dieser Unterschied in der Virenproduktion wurde jedoch auch
mit st’-Viren ohne weiter Mutation oder Fremdsequenz beobachtet, so dass von den
Fremdseguenzen keine Inhibition der Virenproduktion ausging. Um die Vergleichbarkeit zu
wahren, wurden auch die Wt-Viren-Uberstande nach 21 Tagen gewonnen. Die Bestimmung
der MOI (2.6.4) der produzierten Viren zeigte teilweise so geringe Werte, dass es notwendig
wurde, die Virenlbersténde zu konzentrieren (2.6.2). Danach wurde die MOI erneut
bestimmt. In Tabelle 3.1 ist das Ergebnis der MOI-Bestimmung sdmtlicher produzierter bzw.
konzentrierter Viren aufgelistet. Es zeigte sich, das nach Transfektion mit allen Cla-Viren
Konstrukten ausreichende MOIs fir den Einsatz in Rekombinationsmessungen erzielt werden
konnten. Die Bgl-Linker-Konstrukte zeigten hingegen so niedrige MOI-Werte (fir pUC-Bgl-
Wt < 0,01 und fur pUC-Bgl-Wt-MLL-BCR 0,07), dass es nicht moglich war, auch diese im
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Testsystem einzusetzen, da die Wahrscheinlichkeit fur Doppelinfektionen der Zellen zu
gering wurde.

Die MOI-Werte fir die verschiedenen Konstrukte machten es moglich, die
Rekombinationsmessungen mit einer MOI von mindestens 0,7 durchzufihren. Die MOI-
Werte fur die Wt-VirenSubtypen waren, bis auf die Werte fur Cla-Linker-Viren, im
Vergleich zu den Mutl- und Mut2-Subtypen, also den temperatursensitiven Viren, am
hochsten. Dies stimmt mit Beobachtungen Uberein, die bereits mit dem unmodifizierten
Testsystem gemacht werden konnten (Wiesmdiller, et al., 1996; Dudenhoffer, et al., 1998).

3.1.4 Analyseder Stabilitat der Virengenome

Nach erfolgreicher Klonierung der Virengenome und Produktion der rekombinanten Viren
sollten die VirenDNAs nach Reisolierung (2.2.6) daraufhin untersucht werden, ob ihre
Amplifikation trotz eingeflhrter Fremdsequenzen ohne unerwinschte Rearrangements
abgelaufen war. Hierzu wurden CV1-Zellen mit den neu produzierten Virenuberstanden
infiziert (2.6.3) und fur die Dauer einer Virengeneration inkubiert (48 h, 32°C). Die isolierten
DNAs wurden zunéchst unverdaut mittels DNA-Agarosegelelektrophorese (2.2.18) und
Ethidiumbromidfarbung analysiert, um die Mengen fir die anschlieffenden Analysen zu
ermitteln (nicht dargestellt). Dabei stellte sich heraus, dass kaum DNA aus den mit den Mutl-
bzw. Mut2-Viren infizierten Zellen reisoliert werden konnte. Aus diesem Grund wurden die
Analysen nur fur ale Wt-Viren-Subtypen durchgeftihrt. Als Standards wurden jeweils die
Cla-Wt-DNA und die korrespondierende Plasmid-DNA (pUC-Cla-Wi-...) mit analysiert. Es
wurden dabei moglichst Restriktionsendonukleasen ausgewahlt, die sowohl spezifisch nur
einmal im jeweiligen Fragment schneiden a's auch nur einmal in der SV40-Sequenz. Einige
der reisolierten DNAs (Cla-Wt-IgHE-MAR, -PARP-MAR, -CTG98, -RGC, -RGCmut und -
SceRS) liefden sich nur sehr schwer mit den Restriktionsendonukleasen schneiden, so dass es
oftmals nur zu einem teilweisen Verdau kam, der phototechnisch kaum darstellbar war.
Deshalb représentieren die folgenden Darstellungen eine Auswahl der aussagekréftigen
Analysen.

In Abbildung 3.13 ist ein Auszug aus den Analysen mit DNAS abgebildet, die MLL-BCR als
Fremdsequenz tragen.
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Konstrukt

pUC-Cla-Wt-MLL-BCR

ClaWt-MLL-BCR
pUC-Cla-Wt-MLL-BCR
ClaWtMLL-BCR
pUC-Cla-Wt-MLL-BCR
ClaWt-MLL-BCR

ClaWwt

ClaWt
ClaWt

Clal Smal BamHI Xcml

6+150 bp 416 bp

PrPeI
Clal Clal
| 35bp 6bp
<4— 613bp
<4— 405bp
— Cla Pmel/Xcml Enzym

Abbildung 3.13: Analyse der Stabilitét der viralen Cla-Wt-MLL-BCR-DNA. Cla-Wt und Cla-Wt-MLL-BCR
bezeichnen die reisolierten, viralen DNAs, pUC-ClaWt-MLL-BCR die bakterielle Plasmid-DNA. Die jeweils
verwendeten Restriktionsenzyme (Enzyme) sind unter den Spuren aufgetragen, ein Minuszeichen steht unter den
Spuren mit unverdaut aufgetragener DNA. Als GréRenstandard ist der DNA -Langenmarker 1 Kb + aufgetragen.
Die Karte gibt einen schematischen Uberblick tber die Lage der Restriktionsschnittstellen. Die Pfeile markieren
die Lage und Grof3e der ausgeschnittenen Fragmente im Gel. Die Schwarz-Weil3-Darstellung ist invertiert.

Das MLL-BCR-Fragment wird durch den Verdau mit Clal sowohl aus der viralen Cla-Wit-
MLL-BCR- als auch aus der Plasmid-DNA pUC-Cla-Wt-MLL-BCR herausgeschnitten (405
bp), wéhrend die Cla-Wt-DNA (ohne Fremdsequenz) lediglich im Cla-Linker linearisiert

wurde. Die Linearisierung der DNA wird deutlich durch das langsamere Laufverhalten im
Gel. Pmel schneidet nur im MLL-BCR-Fragment, der gleichzeitige Verdau mit den beiden
Restriktionsenzymen Pmel und Xcml resultiert daher in einem 613 bp grof3en Fragment in
beiden, das MLL-BCR-Fragment enthaltenden DNAs. Aus diesen Ergebnissen und weiteren,
hier nicht dargestellten Restriktionsuntersuchungen lief3 sich darauf schlief3en, dass die
Amplifikation der Viren, die das MLL-BCR-Fragment inseriert tragen, ohne Rearrangements
abgelaufen war.
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In Abbildung 3.14 sind Analysen der DNASs abgebildet, die die RARa-BCR als Fremdsequenz
tragen. Durch den Verdau mit Clal wird das Fragment RARa-BCR vollstandig aus der viralen
ClaaWt-RARa-BCR-DNA und der korrespondierenden Plasmid-DNA ausgeschnitten (287
bp), wéhrend die virale Cla-Wt-DNA (ohne Fremdsequenz) ungeschnitten blieb. Xcml
schneidet einmal in der RARa-BCR-Sequenz (260 bp) und einmal in der SV40-Sequenz. Das
Fragment von 838 bp wurde ausgeschnitten, wahrend die Cla-Wt-DNA lediglich linearisiert
wurde. Smal linearisierte alle drel untersuchten DNAs, was die vergleichbare Qualitét
veranschaulicht. Aus diesen Ergebnissen und weiteren, hier nicht dargestellten

Restriktionsuntersuchungen lief3 sich darauf schlief3en, dass die Amplifikation der Viren, die
das RARa-BCR-Fragment inseriert tragen, ohne Rearrangements abgelaufen war.
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Abbildung 3.14: Analyse der Stahilitét der viralen Cla-Wt-RARa-BCR-DNA. Cla-Wt und Cla-Wt-RARa-BCR
bezeichnen die reisolierten, viralen DNAs, pUC-Cla-Wt-RARa-BCR die bakterielle Plasmid-DNA. Die jeweils
verwendeten Restriktionsenzyme (Enzyme) sind unter den Spuren aufgetragen, ein Minuszeichen steht unter den
Spuren mit unverdaut aufgetragener DNA. Als GréRenstandard ist der DNA -Langenmarker 1 Kb+ aufgetragen.
Die Karte rechts gibt einen schematischen Uberblick (iber die Lage der Restriktionsschnittstellen. Die Pfeile
markieren die Lage und GrofRe der ausgeschnittenen Fragmente im Gel. Die Schwarz-Weil3-Darstellung ist
invertiert.
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In Abbildung 3.15 ist eéin Auszug aus den Analysen mit DNASs abgebildet, die TAL1-BCR as
Fremdsequenz tragen.
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Abbildung 3.15: Analyse der Stabilitét der viralen Cla-Wt-TAL1-BCR-DNA. Cla-Wt und Cla-Wt-TAL1-BCR
bezeichnen die reisolierten, viralen DNAS, pUC-ClaWt-TAL1-BCR die bakterielle Plasmid-DNA. Die jeweils
verwendeten Restriktionsenzyme (Enzyne) sind unter den Spuren aufgetragen, ein Minuszeichen steht unter den
Spuren mit unverdaut aufgetragener DNA. Als GrofRenstandard ist der DNA -Langenmarker 1 Kb+ aufgetragen.
Die Karte rechts gibt einen schematischen Uberblick tber die Lage der Restriktionsschnittstellen. Die Pfeile
markieren die Lage und Groélie der ausgeschnittenen Fragmente im Gel. Die Schwarz-Weil3-Darstellung ist
invertiert.

Mit Clal wurde verdaut, um das Fragment herauszuschneiden. Dies gelang gut erkennbar nur
beim pUC-Cla-Wt-TAL1-BCR-Konstrukt, die Cla-Wt-TAL1-BCR-DNA wurde nur teil-
verdaut, sodass das Fragment (267 bp) gut nur in der Spur des Plasmids zu erkennen war. Im
Vergleich zur Cla-Wt-DNA zeigte sich jedoch fir unverdaute ClaaWt-TAL-BCR-DNA ein

langsameres Laufverhalten im Gel, was auf das V orhandensein des TAL1-BCR-Fragmentes in
der viralen DNA schlief3en l&sst. Die DNA-Menge des Fragments in der Spur von Cla-Wi-
TAL1-BCR war vermutlich zu gering, als dass sie phototechnisch dargestellt werden konnte,
sondern konnte nur per Auge gesehen werden. Ahnlich sah es fur den Restriktionsverdau mit
Smal aus. Wahrend in der Spur mit pUC-Cla-Wt-TAL1-BCR das 205 bp grof3e Fragment gut
zu erkennen war, war dies bei der Cla-Wt-TAL1-BCR-DNA gut nur per Auge der Fal. Der
Tellverdau mit leichter Retardierung gegentber Cla-Wt-DNA war aber sowohl fir den Clal-
als auch fur den Smal-Verdau erkennbar. Diese Ergebnisse lief3en darauf schlief3en, dass es
auch wahrend der Amplifikation von TAL1-BCR-Fragment tragenden Viren zu keinen

Rearrangements gekommenwar.
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In Abbildung 3.16 ist ein Auszug aus den Analysen mit DNASs abgebildet, die LMO2-BCR als
Fremdsequenz tragen.

o o o
@) @) Ol
Q o0 o0
o o o o
4 o
o < g S g <
E? - ' | c? .|
5 £ 5 = o =
s 3 s = s 3
3w 3 & T g Konstrukt Clal Smal BamHi Xeml
R R o Rl Rl Rl R
‘_% E 8 E E 8 E i 8 6+150bp| 416 bp
O () o]l 1Kb+ O (8] o (8] (@]
— :
- . —
- B?III
Clal i Clal
155bp  6bp

- J «¢— 733bp
<4— 435bp

— Clal Bgll1/Xeml Enzym

Abbildung 3.16: Analyse der Stabilitét der viralen Cla-Wt-LMO2-BCR-DNA. Cla-Wt und Cla-Wt-LMO2-BCR
bezeichnen die reisolierten, viralen DNAs, pUC-ClaWt-LMO2-BCR die bakterielle Plasmid-DNA. Die jeweils
verwendeten Restriktionsenzyme (Enzyme) sind unter den Spuren aufgetragen, das Minuszeichen steht unter den
Spuren mit unverdaut aufgetragener DNA. Als GréRenstandard ist der DNA -Langenmarker 1 Kb + aufgetragen.
Die Karte rechts gibt einen schematischen Uberblick tber die Lage der Restriktionsschnittstellen. Die Pfeile
markieren die Lage und Grofe der ausgeschnittenen Fragmente.

Das aus Cla-Wt-LMO2-BCR mit Clal ausgeschnittene LMO2-Fragment (435 bp) war
aufgrund der Uberlappung mit kontaminierender RNA kaum sichtbar, jedoch in der Spur des
Ausgangskonstruktes pUC-Cla-Wt-LMO2-BCR zu ekennen. Die Behandlung mit
Balll/Xcml zeigte demgegeniiber sowohl in der Spur mit der viralen Cla-Wt-LMO2-BCR-

DNA alsauch in der mit der korrespondierenden Plasmid-DNA deutlich das erwartete, 733 bp
grof3e Fragment. Diese Ergebnisse lieffen darauf schlieffen, das es auch wéhrend der
Amplifikation von das LMO2-BCR-Fragment tragenden Viren zu keinen Rearrangements

gekommen war.

Die Restriktionsanalysen fur dasIgHE-MAR-, das PARP-MAR-, das CTG98-, das RGC-, das
RGCmut- und das SceRS-Fragment zeigten eine sehr schlechte Verdaubarkeit bei geringer
Ausbeute der viralen DNAs selbst nach wiederholter DNA-Préparation. Es konnte aber ein
verlangsamtes  Laufverhalten  (Lineariserung) nach  Behandlung  mit  den
Restriktionsendonukleasen festgestellt werden, das zumindest auf das Vorhandensein der
spezifischen Schnittstellen und damit auf eine korrekte Amplifikation der Viren mit den

inserierten Fremdsequenzen hindeutete (Daten nicht gezeigt).
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Sequenzierungen mit isolierter viraler DNA wurden ebenso durchgefiihrt, sie waren aber nur
erfolgreich bei ClaWt- und ClaWt-RARa-BCR-DNA. Hier zeigten sich keine
Abweichungen zur jewells korrespondierenden Plasmid-DNA (Daten nicht gezeigt). Bei den
anderen Préparationen konnte die Sequenzierung nicht ausgewertet werden, da die Signale

nicht eindeutig waren (,, Rauschen”).

Anhand dieser Daten zur Stabilitét der Virengenome konnte davon ausgegangen werden, dass
dle Viren, die die verschiedenen DNA-cis-Elemente tragen, effizient und ohne grol3e
genetischen Veranderungen repliziert und verpackt wurden und als Testsystem einsetzbar

waren.
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3.2 Etablierung und Charakteriserung von  p53her-Varianten

exprimierenden LLC-MK,-Zellen
LLC-MK2Z€ellen sind SV40-infizierbare Rhesusaffent (Macaca mulatta) Nierenzellen, die
Mutp53 mit einer Deletion der Aminosduren 237-239 (p53D237-239) tragen. Es konnte
gezeigt werden, dass dieses Mutp53 im Vergleich zum Witp53 aus PRK (primére
Rhesusaffen-Nieren)-Zellen z.B. eine erhohte Stabilitdt und eine verlangerte Halbwertszeit
aufweist, keine Komplexe mit SV40-T-Ag formiert und Reaktivitdt mit dem Mut-
konformationsspezifischen Antikdrper PAB240 zeigt (von der Weth & Deppert, 1993).
Die von Dr. H. Maacke, Dr. G. Rohaly und Dr. C. Dudenhdffer erstmals etablierte Zelllinie
LLC-MK 2(p53her)-17 exprimiert konstitutiv. Wtp53her, ein Fusionsprotein aus humanem
Witp53 und der Ostradiolbindedoméne (Bohen & Yamamoto, 1993; Scherrer et d., 1993;
Landel et al., 1994; Dudenhoffer et al., 1998) des humanen Ostradiol- Rezeptors (Roemer &
Friedman, 1993). Nach Bindung von Ostradiol an die Ostradiolbindedoméne wird diese
Doméne und das p53 aus einem Komplex mehrerer Hitzeschockproteine freigesetzt und
hierdurch a's bona fide Wtp53 aktiviert.
Es konnte mithilfe des auf SV40-Viren basierenden Testsystems gezeigt werden, dass Wtp53
in primaren Rhesusaffenzellen oder LLC-MKg2(p53)her-Zellen die  Rekombinations-
frequenzen im Gegensatz zum Mutp53 der LLC-MK-Zdllinie herabsetzte, dies noch
verstérkt, wenn die Inaktivierung von Wtp53 durch die Interaktion mit dem SV40-T-Ag durch
eine Mutation im SV40-T-Ag verhindert wurde (Wiesmuller et al., 1996; Dudenhdffer et al.,
1998; 1999; Janz & Wiesmiiller, 2002).
Das SV40-Rekombinations-Testsystem bot nun die Méglichkeit, in vivo den Einfluss von
verschiedenen p53her-Varianten, die ektopisch in  LLC-MK-Zellen exprimiert werden, in
Hinblick auf Rekombinationsprozesse zu untersuchen (Dudenhdffer et al., 1998).
Zu der bereits vorhandenen Zelllinie LLC-MK,-(p53her)-17 sollten aufgrund der hohen
Passagenzahl und der damit verbundenen Gefahr der phanotypischen Verénderung von LLC-
MK »(p53her)-17 seit der Klonierung (ca. 20-30) in dieser Arbeit weitere stabil p53her
exprimierende Zelllinien etabliert werden. Durch die Analyse mehrerer vergleichbarer
Zelllinien sollte auch die Mdglichkeit klonaler Effekte as Ursache flir veranderte
Rekombinationsfrequenzen ausgeschlossen werden.
Des weiteren sollten die Mutanten p53(15A)- und p53(138V) zur Klérung neuer
Fragestellungen den Untersuchungen mit den auf SV40-Viren basierenden Testsystem

zugéanglich gemacht werden.
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Die strahleninduzierte Phosphorylierung von p53 an Serin-15 wird vornehmlich durch die
ATM-Kinase vermittelt, wodurch es vermutlich zur Aktivierung von p53 als checkpoint-
Faktor kommt und ein G1-Arrest ausgeldst wird (Banin et al., 1998; Canman et al., 1998).
Z€ellen, die eine p53-Mutante tragen, die der Phosphorylierung nicht zuganglich ist, wie die
p53(15A)-Mutante, sind empfindlich in der schadensinduzierten Regulation ihres Zellzyklus
gestort. p53(138V) ist eine temperatursensitive Konformationsmutante, die das humane
Homolog der separation-of-function-Mutante von p53(135V) aus der Maus repréasentiert.
Diese Mutante kann keine transkriptionelle Transaktivatorfunktion austiben, beherbergt aber
rekombinations-regulatorische Funktionen (Willers et al., 2000). Das Expressionsplasmid
pSV53(138V)her war, im Gegensatz zu pSV53(15A)her, bereits zu Beginn dieser Arbeit

vorhanden und konnte so direkt zur Klonierung der Zellen eingesetzt werden.

3.2.1 Klonierung des Expressionsplasmids pSV53(15A)her

Mithilfe von Oligonukleotiden, die eine Zielsequenz mit gewinschter Basensubstitution
enthalten, koénnen mittels PCR Mutationen in DNA-Fragmente eingefiihrt werden. Diese die
Mutation enthaltenen Fragmente dienen dann wahrend der weiteren Zyklen in der PCR ds
zweite Matrize, werden so amplifiziert und kénnen zur Klonierung eingesetzt werden.

Zur Generierung von pSV53(15A)her wurde zunéchst eine PCR-Reaktion mit dem Plasmid

pRSetB-Ncol als Matrize und den Oligonukleotiden Nco-Mut15-1 und Nco-2 durchgefihrt.
Anschlieffend wurde das 477 bp grofRe PCR-Fragment mit Ncol geschnitten und isoliert.
pUCDXba wurde nach Ncol-Verdau und Dephosphorylierung mit SAP fir die Ligation mit
dem Ncol-geschnittenen PCR-Fragment eingesetzt. Das so entstandene Plasmid
pUCDBamM ut15, das die kodierende Sequenz fir p53(15A)her beinhaltet, wurde mit Xbal

verdaut und das 1612 bp grof3e Fragment isoliert. Fir die Ligation mit diesem Xbal-Fragment
wurde das Plasmid pSV53her ebenso mit Xbal geschnitten, der Vektor vom 1612 bp grof3en
Fragment befreit und dephosphoryliert. Nach Ligation der Fragmente entstand so das neue
Plasmid pSV53(15A)her. Die erfolgreich eingefihrte Mutation wurde anschlief3end durch
Sequenzierung nachgewiesen.

In Abbildung 3.17 ist diese Klonierung schematisch dargestelit.
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Abbildung 3.17: Klonierung des Expressionsplasmids pSV53(15A)her. Die Oligonukleotide Nco-Mut15-1 und
Nco-2 wurden zur Einfihrung der Mutationen T178G und G179C (bezogen auf das Xbal-Fragment von
pSV53her) in der PCR-Reaktion benutzt, die die Aminosdurednderung Serin zu Alanin an Position 15 der
Aminosauresequenz von p53 verursachen (Mutl5 in Rot dargestellt).

3.2.2 Etablierung von Wtp53her- und p53(138V)her-exprimierenden Klonen

Die Expressionsplasmide pSV53her, pSV53(138V)her bzw. pSV53(15A)her wurden im
Verhdltnis 10:1 mit dem Selektionsplasmid pM5Neo, das die Neomycin-Resistenz vermittelt,
gemischt und in LLC-MK -Zellen kotransfiziert (2.3.2). Es folgte die Selektion mit 800 pg/ml

(G418 (Neomycin) und Klonierung wie unter 2.3.3 beschrieben. Der Nachweis von p53her

und p53(138V)her erfolgte Uber eine Western-Blot-Analyse (s. 2.4.6) unter Verwendung von
DO1 as Primérantikorper. Fur den Nachweis von p53(15A)her wurde das polyklonale Schaf-
Anti-p53-Serum verwendet, da DO1 nur ein Epitop zwischen den Aminosauren 20 und 25
detektiert. Es konnten so drei weitere Wtp53her- sowie zwel p53(138V)her-exprimierende
Klone etabliert werden (Tabelle 3.2). Klone, die p53(15A) exprimieren, konnten
demgegentiiber nicht etabliert werden. Die erfolgreich etablierten Klone werden im Folgenden
mit LLC-MK(p53her)-5, -9, -21 und LLC-MK[p53(138V)her]-4 und -7 bezeichnet. In
Tabelle 3.2 ist die Klonierungsstatistik fur die eine Neomycin-Resistenz tragenden LLC-MK »-
Klone mit unterschiedlichem p53her-Status dargestellt.
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p53her - | solierte Western-Blot- Wester_lj—BIot- !\lomenklatgr_ der neu
Variante Klone getestete positive etablierten Zelllinien mit Klon-
Klone Klone nummern
Wtp53her 24 18 3 LLC-MKj(p53her)-5, -9, -21
p53(138V)her 20 19 2 LLC-MK;[p53(138V)her] -4 und -7
p53(15A)her 24 24 0 Y,

Tabelle 3.2: Klonierungsstatistik zur Etablierung von LLC-M K;-Zélllinien, die stabil ins Genom integrierte
p53her-Expressionsplasmid-Varianten tragen. Es wurden finf neue Zelllinien etabliert, LLC-M Kx(p53her) mit
den Klonen -5, -9 und -21 und LLC-MK;[p53(138V)her] mit den Klonen -4 und -7.

3.2.3 Quantifizierung der p53her-Menge

Western-Blot-Analysen (s. 2.4.6) der verschiedenen Klone (LLC-MK2(p53her)-9 wurde nicht
ausgewertet) zeigten unterschiedliche Expressionsniveaus fur das p53her-Protein und zwar
sowohl fir p53her as auch fur die p53(138V)her-Mutante (s. Abbildung 3.18).

A
+Ko. 21 5 -Ko. 4 7 +Ko.
- — -] __l__J.-rJ<—p53her

. _ —-—-—-JE <— p53(D237-239)

B
Zdllinie p53her -Proteinmenge [%]
LL C-MK »(p53her)-17 100
LL C-MK(p53her)-5 25
LLC-MK ,(p53her)-21 130
LLC-MK [p53her (138V)]-4 30
L L C-MK,[p53her(138V)]-7 25

Abbildung 3.18: Western-Blot-Analyse der LLC-M K;-Klone mit stabil integriertem pM5Neo- und pSV53her-
bzw. pSV53(138V)her-Plasmid. +Ko bezeichnet die Positivkontroll-Zelllinie LLC-MK,(p53her)-17, -Ko die
Negativkontroll -Zelllinie LLC-MK;(neo). Zur Quantifizierung der Proteinmengen wurden von den Klonen
Gesamtzelllysate aus 1 x 10° Zellen pro Spur (s. 2.4.3) aufgetragen. Nach SDS-PAGE (s. 2.4.4), Western-Blot-
Analyse (s. 2.4.6) und Immunmarkierung mit DOl as Primérantikdrper folgte eine Auswertung der
Bandenintensitéten auf den Rontgen-Filmen mit dem Programm ImageJ 1.28. In (A) sind die positiven Klone
LLC-MK2(p53her)- (als 5 bezeichnet), LLCMKy(p53her)-21 (als 21 bezeichnet) und LLC
MK,[p53(138V)her] -4 und -7 (als 4 und 7 bezeichnet) dargestellt. Die relativen Proteinmengen bezogen auf
LLC-MK(p53her)-17 sind gesondert in (B) aufgelistet. Die apparente Molekularmasse von p53 © 237-239)
betragt 53 kDa, von p53her 90 kDa nach SDS-PAGE.

Um eine quantitative Aussage Uber die Menge an p53her in den einzelnen Klonen machen zu
koénnen, wurden die BandenIntensitéten densitometrisch mit dem Programm ImageJ 1.28
ausgewertet und mit der Menge an p53her in der ReferenzZelllinie LLC-MK (p53her)-17
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verglichen. Zu diesem Zweck wurde jewells der zu untersuchende Klon auf einem Gel
zusammen mit der Referenz-Zelllinie als Positivkontrolle aufgetragen. Dabei ergab sich fir
den Wtp53-exprimierenden Klon LLC-MK2(p53her)-5 eine 4fach geringere Proteinmenge als
fur den Vergleichsklon LLC-MK »(p53her)-17, wahrend der Klon LLC-MK »(p53her)-21 eine
1,3fach hohere Proteinexpression zeigte. Die Mutp53-exprimierenden Klone LLC-
MK 5[p53(138V)her]-4 und -7 zeigten im Vergleich zu LLC-MK »(p53her)-17 eine um 3- bzw.

4fach niedrigere Proteinmenge.

3.2.4 Bestimmung der Wachstumseigenschaften der etablierten Klone

Die Einfuhrung von Wtp53 in transformierte Zelllinien inhibiert das Zellwachstum (Baker et
al., 1990; Mercer et al., 1991). Dies bedeutet, dass eine Verlangerung der Generationszeiten
bei Zellen nach Expression von Wtp53 zu erwarten ist. Um zu Uberprifen, ob funktionell
aktives p53her in den etablierten Klonen exprimiert wurde, wurde eine Generationszeit-
bestimmung (2.3.4) durchgefuhrt. Das pS53her-Protein ist ein Fusionsprotein, bei dem
humanes Wtp53 C-termina an die Ostradiolbindedomane fusioniert ist (Roemer &
Friedmann, 1993) und das eine Aktivierung von Wtp53-Funktionen nach Gabe von Ostradiol
zulsst.

Um eine gezielte funktionelle Anschaltung von p53her zu gewéhrleisten, wurden die Zellen in
DMEMA10/1 (s. 2.1.6) kultiviert (2.3.1). Diesem Medium wurde FCS zugesetzt, dessen
Ostradiolgehalt durch Behandlung mit Aktivkohle stark reduziert wurde. Da auch Phenolrot
aufgrund seiner Strukturahnlichkeit schwach an den Ostradiolrezeptor bindet, wurde
phenolrotfreies Flussigmedium verwendet. Die Induktion erfolgte stets durch Zugabe von
1 uM Ostradiol. In frilheren Experimenten wurden 2-5 uM Ostradiol eingesetzt (Dudenhoffer
et al., 1998), doch zeigten spétere Analysen, dass auch die Zugabe von nur 1 uM Ostradiol
zur Induktion ausreichte (Akyiz et al., 2002; s. auch 3.2.5).

In Abbildung 3.19 ist das Ergebnis der Generationszeitbestimmung dargestellt. Danach zeigte
der Wtp53-exprimierende Klon LLC-MK ,(p53her)-17 ebenso wie die neu etablierten Klone -
5, -9 und besonders -21 eine Verlangerung der Generationszeit im Vergleich zur LLC-
MK 2(neo)-Zelllinie. Das p53her-Protein war also eindeutig in den Zellen funktionell durch
Ostradiol anschaltbar. Eine Verlangerung der Generationszeit bereits in Abwesenheit von
Ostradiol deutete darauf hin, dass ein Teil des p53her-Proteins auch ohne Induktion durch
Ostradiol konstitutiv aktiv war. Dies stand in Einklang mit frilheren Daten, die mit p53her-

Varianten tragenden Zellen erhoben worden waren (Dudenhdffer et al., 1998).
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So standen fir weitere funktionelle Analysen neben dem LLC-MK(p53her)-17-Klon vor
alem Klon -21 zur Verfigung. Fir die Klone LLC-MK3[p53(138V)her]-4 und -7 zeigte sich
ein vernachléssigbar geringer wachstumsinhibierender Effekt durch p53(138V)her, die
Generationszeiten entsprachen also der von LLC-MK »(neo)-Zellen. Obwohl bei 37°C ein Teil
des murinen p53(135V)her-Proteins in Wt-Konformation vorliegt (Ziegler, 1998), hatte dies
offensichtlich hier mit der humanen Entsprechung p53(138V) keinen Einfluss auf das
Wachstum.

Gener ationszeit [h] ohne Ostradiol mit Ostradiol [1uM]
LLC-MK ,(neo) 191 226
LLC-MK ,(p53her)-17 337 46,0
LLC-MK ,(p53her)-5 278 a4,1
LLC-MK ,(p53her)-9 297 52,9
LLC-MK ,(p53her)-21 36,3 68,5
LLC-MK[p53her(138V)]-4 252 21,7
LLC-MK,[p53her(138V)]-7 205 24,6
[h] 700+
Eohne Ostradiol
6007 mmit Ostradiol
[1uM1]
50,0

Abbildung 3.19: Generationszeiten der p53her-Varianten exprimierenden Zelllinien (Mittelwerte von
Duplikaten).
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3.25 Transkriptionelle Transaktivierung durch p53her und p53(138V)her
Witp53 bt nachweidich die Funktion eines transkriptionellen Transaktivators aus und
aktiviert unter anderem die Gene p21"&YPL ynd mdm2 (Levine, 1997). p53(138V) dagegen
wird as transkriptionell inaktive Mutante beschrieben (Harvey et al., 1995). Da p53(138V)
bei 39°C noch deutlicher as bei 37°C in seinen transkriptionellen Funktionen inaktiviert ist,
wurden die Klone LLC-MKj[p53(138V)her]-Klone -4 und -7 neben dem Klon LLC-
MK »(p53her)-21 sowohl bei der permissiven Temperatur von 30°C as auch bei der
nichtpermissiven Temperatur von 39°C untersucht.

Die positiven Klone LLC-MK(p53her)-5, -9 und -21, LLC-MK[p53(138V)her]-4 und -7
und der fur pS3her negative Klon LLC-MK(neo) wurden zur Charakterisierung mit (1 uM)
und ohne Ostradiol bei 37°C und 39°C fiir 24 Stunden kultiviert und anschliefend durch
Western-Blot-Analyse (2.4.6) untersucht. Die Inkubation mit Ostradiol bei 30°C stellte fiir die
Zellen eine Stresssituation dar und hatte eine Uberexpression von p21V&YCPL ynd auch von
MDM?2 in alen Zdllinien in mehr oder weniger gleichem Ausmal} zur Folge und wird hier
deshalb nicht dargestellt. Es ist bekannt, dass Ostradiol fir eine von p53 unabhangige
Hochregulierung von p21V&YCPL ynd MDM2 verantwortlich ist (Karlson et al., 1997).

Fir MDM2 war ebenfalls keine eindeutige Expressionsveranderung bei 37°C und 39°C in
Abhangigkeit von Ostradiol nachweisbar, moglicherweise durch bereits auch ohne Zugabe
von Ostradiol in aktivierter Form vorliegendes p53her (vgl. 3.2.4: Verlangsamung der

1Wo’:If UCi pl na:h

Generationszeit auch ohne Ostradiolzugabe). Demgegeniiber ergab sich fur p2
Western-Blot-Analyse und Abgleichung der Proteinmengen mit Aktin (s. Abbildung 3.20 B
und C) bzw. mit endogenem Mutp53 (s. Abbildung 3.20 A) mithilfe des Programms ImageJ
1.28, folgendes Bild (die Abgleichungswerte sind hier nicht dargestellt):

Bel gleicher Menge an endogenem Mutp53 zeigt der Klon LLC-MK2(p53her)-21 die héchste
durch p53her induzierte p21V¥YCPL Expression, gefolgt von den Klonen -5 und -9, wobei der
letztere sogar eine starkere p21"W¥YCPL Expression bei niedrigerer p53her-Expression zeigte
(Abbildung 3.20 A). Die Proteinmengen zu Abbildung 3.20 B zeigten, dass sich in LLC-
MK »(p53her)-21-Zellen bei 39°C eine durch Ostradiol deutlich induzierbare Expression von
p21WAYCIPL nachweisen lieRR. Im Gegensatz hierzu war die Expression von p21 V&SP jn | LC-
MK 2(neo)-Zellen fast nicht nachweisbar. Abbildung 3.20 C zeigt den Vergleich der die
Transaktivierungsmutanten tragenden Klone LLC-MK ;[p53(138V)her]-4 und -7 im Vergleich
zu LLC-MK(neo)-und (p53her)-21-Zellen. Nach Abgleichung entspricht die p21Wa/ciPL.
Expression des Klons -7 etwa der des neo-Klons, Klon -4 zeigt dagegen eine geringere

Expression. Zusammengenommen erwiesen sich jedoch die p53(138V)her-Klone als
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transaktivierungsdefizient im Vergleich zu dem Witp53-exprimierenden Klon LLC-
MK 2(p53her)-21.

A
5 9 21 -Ko.
R e R
37°C
s S < s (02:7-03)
B -Ko. 21
- + — +
— <+ p21
39°C
— eemme NS e < AKtin
C 4 21 -Ko. 7 21 -Ko.
_-— — B < 21
39°C
S S e G w— — AL

Abbildung 3.20: Western-Blot-Analyse zur p21"W&CPL_Expression in LLC-M Ky(p53her) und -[p53(138V)her]-
Klonen. Nach Auftrennung der Proteine in einem 13%igen SDS-PAGE-Gel (s. 2.4.4) und Membrantransfer
wurde jeder blot in zwei horizontale Teile geschnitten, so dass die p21"V¥ VP! (p21)- (21 kDa) und die MDM2
(110 kDa) bzw. p53 (53 kDa)}Banden getrennt wurden éQrientierung nach Prestained SDS-Molecular Weight
Sandard Broad Range). Zum Nachweis von p21V&YCPt hzw. MDM2 wurden die Blot-Streifen mit den
Priméarantikorpern (s. 21.7.1) Anti-hMDM?2, Anti-hp21 (WAF1) und DO-1 und dem Sekund&rantikorper (s.
2.1.7.2) Ziege-Anti-M aus-Peroxidase inkubiert. Die MDM2-Blots sind nicht gezeigt. Zum Nachweis von Aktin
(43 kDa) wurden die jeweils oberen Blot-Streifen zunéchst erneut nach Angabe des Herstellers aktiviert,
geblockt und danach mit dem Primarantikérper Anti-Aktin und dem Sekundérantikérper Huhn-Anti-Ziege-
Peroxidase inkubiert. In (A) sind Totalhomogenate der Klone LLC-MK,(p53her)-5, -9 und -21 (5, 9, 21) und als
Negativkontrolle ((Ko.) LMV2 (als Menge wurden hier nur 50% der Menge der LLC-M K;(p53her)-Klone
aufgetragen) gezeigt (Inkubation mit Ostradiol). In (B) ist der Klon LLC-MKy(neo) und der Klon LLC-
MK, (p53her)-21 bei 39°C (Inkubation mit (+) und ohne () Ostradiol) gezeigt. In (C) sind die Klone LLC-

MKs(neo), LLC-MK;[p53(138V)her]-4 und -7 (als 4 bzw. 7 bezeichnet) nach Kultivierung bei 39°C (Inkubation
mit Ostradiol) verglichen.
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3.3 Analyse des Einflusses von DNA-cisElementen auf die homologe

Rekombination

Die neu generierten und charakteriserten Viren (pro Fremdsequenz jewells zwei
temperatursensitive Mut-Viren und ein Wt-Virus), die in 3.1 vorgestellt wurden, standen fir
Rekombinationsstudien mithilfe des neu etablierten Systems (3.1.1) zur Verfigung. Es sollte
nunmehr  moglich  sein, zu untersuchen, inwieweit diese DNA-Elemente
Rekombinationsfrequenzen in cis modulieren. Hierzu wurden die Rekombinationsfrequenzen
zunéchgt in LLC-MK-Zdlen(neo)/LMV2-Zellen ermittelt (3.3.1). Um zu Uberprifen, ob
Rekombination in Nachbarschaft dieser cis-Elemente durch Proteine wie Wtp53her und
p53(138V)her in trans beeinflusst wird, wurden die Rekombinationsfrequenzen in LLC-MK -
(p53)her-17-, -21- und -5-Zellen und in LLC-MK3[p53(138V)her]-4- und - 7-Zellen analysiert
(3.3.2). Ferner wurden die Untersuchungen noch ausgeweitet auf die Fragestellung, ob die
Rekombinationsaktivitéten im Zusammenspiel von PARP-1 und Wtp53 moduliert werden
(3.3.3).

Die Anzahl der produzierten Viren nach Infektion ist abhéngig von der Anzahl der erfolgreich
infizierten Zellen. Die Infektionsrate, gemessen in Prozent der infizierten Zellen, steigt mit
zunehmender MOI des zur Infektion eingesetzten Virentberstandes an, jedoch nicht direkt
proportional, sondern néhert sich einem Wert von 100% an. Einen weiteren Einfluss auf die
Virenfreisetzung, vor allem jedoch auf die DNA-Austauschrate, hat die Anzahl an
Viruspartikeln, mit der eine Zelle infiziert wurde. Allgemein gilt: Je hdher die eingesetzte
MOI, umso mehr Zellen werden von mehr als einem Virus infiziert.

Bel der Berechnung der absoluten Rekombinationsfrequenzen muss jedoch gewéhrleistet sein,
dass die Virusfreisetzung linear zur eingesetzten Viruskonzentration ist. Diese Forderung
muss erflllt sein, da es bei Messungen, die im Bereich der Séttigung der SV 40-Produktion
stattfinden, zu scheinbar erhohten Rekombinationsfrequenzen kommt, da die Werte nach
Doppelinfektion mit den Werten der Wt-VirenInfektion normalisiert werden. Die ermittelte
maximal einsetzbare MOI im linearen Bereich der Virusfreisetzung nach Infektion und 84-
stiindiger Inkubation liegt unter den fir diese Arbeit zutreffenden Versuchsbedingungen bel
3,3 (Dudenhdffer, 1998). Wie bereits unter 3.1.3 beschrieben, liefien die MOI-Werte der
Uberstande fur die Viren mit verschiedenen DNA-cis-Elementen nach Ernte und
Konzentrierung vergleichende Rekombinationsmessungen mit MOIs von 0,7 bis 2,1 zu und
lagen damit ale im linearen Bereich. Zur  Ermittlung der  absoluten

Rekombinationsfrequenzen wurden jeweils SV40-Wt-, Cla-Wt- bzw. die Fremdsequenzen
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tragenden Cla-Wt-VirenInfektionen (Doppelbestimmungen) und Ko-Infektionen mit den
jewells korrespondierenden Mutl-und Mut2-Viren (Vierfachbestimmungen) durchgefihrt.
Eberso wurden Einzelinfektionen zu jedem Mut-Virus durchgefihrt, um spontane
Rickmutationen auszuschliefen.

Fir den Rekombinations-Assay (2.6.6) wurden die Zellen mit einer Dichte von 1,5 x 10°
LLC-MK»(neo)-Zellen bzw. 2 x 10° LLC-MK »-(p53her)-, [p53(138V)her]-Zellen pro Loch
einer 6-Loch-Platte 24 h vor der Infektion ausgesét. Die Infektionen wurden mit 170 pl der
verdinnten Virensuspension (MOI 0,7 oder htchst mogliche) fur 1,5 h bei 39°C durchgefiihrt
(2.6.3) und anschlief?end die Zellen in frischem Medium 84 h bel 39°C inkubiert. Der
Zeitpunkt von 84 h wurde in Vorexperimenten als der Zeitpunkt identifiziert, zu dem bel
kurzlebigen Virusvarianten die hochste Anzahl an freigesetzten Viren nachgewiesen werden
konnte (Wiesmtller et al., 1996; Dudenhtffer et al., 1998). Die Anzahl der aus den Ko-
Infektionen resultierenden Wt-Virenpartikel wurden im Plaque-Assay (2.6.7) wiederum bei
der restriktiven Temperatur bestimmt, wobel jede infektibse Einheit einen Plague (pfu)
induzierte. Bel den Ko-Infektionen wurden unter diesen durchgehend restriktiven
Bedingungen nur die durch homologe Rekombination entstandenen Virenpartikel
nachgewiesen. Die Virenfreisetzung nach Wt-VirenInfektion wurde jeweils zur Ermittlung
der Anzahl der maximal produzierten Viruspartikel ermittelt.

Fur die Einzelinfektionen mit Mut-Viren konnten keine Plaques ausgezahlt werden, d.h. dass
keine spontanen  RlUckmutationen einen Wt-Virus generierten. Die  absoluten
Rekombinationsfrequenzen wurden bestimmt, indem der Quotient aus der Anzahl der Plaques
der aus Rekombination hervorgegangenen Wit-Viren und der nach Wit-VirenInfektion
produzierten Viren gebildet wurde. Die resultierenden Werte mussten noch mit einem
Korrekturfaktor multipliziert werden, welcher den Antell der Zellen berlicksichtigt, die bei der
Ko-Infektion tatsachlich mit beiden Virusmutanten infiziert wurden. Durch diese
Multiplikation mit dem Korrekturfaktor wurde der Wert der doppelinfizierten Zellen auf
100% heraufgesetzt. Die Werte zu Versuchen mit Viren eingesetzt bei einer MOI von 0,7
wurden mit dem Faktor 10 korrigiert, die mit einer eingesetzten MOI von 1,3 mit dem Faktor
5 und die mit einer eingesetzten MOI von 2,1 mit dem Faktor 3. So spaltet sich bel einer MOI
von 0,7 die MOI fur die Mutl- bzw. Mut2-Viren zu je 0,35 auf. Im néchsten Schritt ist eine
Division durch 3 ist notwendig, da CV1-Zellen, mit denen die MOI-Bestimmungen (2.6.4)
durchgeftihrt werden, 3mal effektiver as LLC-MK»-Zéllen infizierbar sind (Wiesmdiller et al.,
1996; Dudenhoffer et al., 1998). Multipliziert man nun die Werte der Ko-Infektionen (0,108 x
0,108) und dividiert diese wiederum durch den Wert der EinfachInfektion pro Mut-Virus
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(0,108), so ergibt sich der Wert von 0,108. Dies bedeutet, dass mit einem Faktor von 10
multipliziert werden muss, um rechnerisch auf eine Ko-Infektionsfrequenz von 100% zu
kommen. Um relative Rekombinationsfrequenzen anzugeben, wurden die Werte fir
Witp53her-defiziente Zellen jewells auf 100% gesetzt und die H6he der Frequenzen fir
Witp53her- oder p53(138V)her-tragende Zellen entsprechend berechnet. Zur Auswertung der
Frequenzen wurden jeweils die Mittelwerte von mehreren Experimenten gebildet sowie
Standardfehler ermittelt. Es zeigte sich, dass dieses Auswertungsverfahren nicht fur alle
Versuche beibehalten werden konnte, da zum einen die Viren im Laufe der Zeit gealtert
waren und zum anderen nicht alle Viren zum gleichen Zeitpunkt produziert wurden. Dies
bedeutete, dass ein Fehler entstanden wére, wenn alle Werte bel der Mittelwertbildung
gleichermal3en berechnet worden wéren, ohne die zeitliche Verteilung zu berlicksichtigen, da
die Anzahl der doppelinfizierten Zellen mit der Virusalterung abnahm. Aus diesen Griinden
wurden zum einen Mittelwerte zundchst von zeitlich eng beieinander liegenden Experimenten
gebildet und hiervon der Standardfehler ermittelt. Auf3erdem wurde ein weiterer
Korrekturfaktor eingefihrt, um Ergebnisse, welche Uber einen langeren Zeitraum ermittelt
worden waren, vergleichbar zu machen. Die folgenden hier vorgestellten Ergebnisse

représentieren stets korrigierte Werte.

3.31 Ermittlung der Rekombinationsfrequenzen in LLC-MK,(neo)/LMV2-
Zellen

Um den mdoglichen Einfluss der Fremdsequenzen in den SV40-Genomen zu untersuchen,
wurden Rekombinationsfrequenzen in LLC-MK2(neo) und LMV 2-Zellen gemessen.

In Tabelle 3.3 ist das Ergebnis von 8-14 unabhangigen Messungen in den zwel Klonen
aufgelistet. Anndhernd gleiche Rekombinationsfrequenzen wurden mit dem SV40-VirenSatz
(SV40-Wt, SV40-Mutl, SV40-Mut2) und dem Cla-VirenSatz (Cla-Wt, Cla-Mutl, Cla-Mut2)
gemessen (9,7 bzw. 10,4 x 10%). Dieses Ergebnis zeigt, dass das neu etablierte System,
welches Rekombinationsfrequenzen zwischen den st-deletierten (st) Cla-Virengenomen
misst, keine Verdnderungen gegeniiber dem unmodifizierten SV40-Wt-System (Wiesmiller et
al., 1996) aufweist und sch somit eignet, Fremdsequenzen auf ihren Einfluss in cis auf die

interchromosomal e Rekombination zu untersuchen.
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DNA-Sequenz Rekombinationsfrequenz Stimulation
[x 10
SV40-Wt 97 +- 13 1,0
Cla-Linker 104 +/- 31 1,1
SceRS 125 +- 25 13
TAL1-BCR 175 +- 23 18
LMO2-BCR 21,2 +/- 32 2,2
RARa-BCR 188 +/- 5,0 19
MLL-BCR 336 +/- 53 3,5
IgHE-MAR 509 +- 6,0 5,2
PARP-MAR 209,9 +/- 49,6 21,6
CTG98 29,0 +- 34 3,0
RGC 451 +/- 11,7 4.6
RGCmut 450 +/- 11,8 4,6

Tabelle 3.3: Absolute Rekombinationsfrequenzen in LLC-MKjz(neo)- und LMV2-Zellen. Rekombinations-
Assays wurden mit LLC-M K,(neo)- bzw. LMV2-Zellen mit SV40-Wt, SV40-Mutl und SV40-Mut2 bzw. Cla-
Wt, Cla-Mutl und Cla-Mut2 bzw. mit Cla-Wt, Cla-Mutl und Cla-Mut2 mit den angegebenen DNA -Sequenzen
durchgefiihrt. Rekombinationsfrequenzen und Standardfehler wurden berechnet nach den Mittelwerten von 8-14
unabhangigen Messungen der beiden Klone nach Inkubation in Anwesenheit von 1 pM Ostradiol. Die
Stimulationswerte représentieren den Quotienten aus den Rekombinationsfrequenzen der Fremdsequenz-
tragenden Viren versus den Werten mit SV40-Wt-Viren. Der Rekombinationsfrequenz mit Cla-Viren mit der
SceRS-Sequenz wurde in Kooperation mit Fr. Dipl.-Lebensmittel-Chem. A. Restle gewonnen.

Die Rekombinationsfrequenzen, die mit TAL1-BCR, LMO2-BCR und RARa-BCR bestimmt
wurden, zeigten eine zweifache Stimulation in Relation zum SV40-Wt-Viren Satz. Das MLL-
BCR-Fragment und die repetitiven Sequenzen (CTG98, RGC und RGCmut) verursachten
eine 3-5fache Erhéhung der basalen Rekombinationsfrequenzen. Cla-IgHE-MAR- und Cla-
PARP-MAR-Viren rekombinierten mit den héchsten Frequenzen (50,9 bzw. 209,9 x 10°).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die interchromosomale Rekombination durch bestimmte cis
regul atorische Sequenzen stimuliert wird.

Die Cla-Linker, die SceRS as Fremdsequenz trugen, wurden ebenfalls untersucht. Diese
Fremdsequenz war in die Cla-Linker eingefihrt worden, um in Zellen mit Expression von |-
Scel Doppelstrangbriiche gezielt in die Rekombinationssubstrate einzufihren (s. auch Akyuz
et al., 2002). Da die Rekombinationsfrequenzen denen von SV40-Wt bzw. Cla-Wt nahezu
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entsprechen (Ergebnisse sind in Kooperation mit Fr. Dipl.-Lebensmitte-Chem. A. Restle
erzielt worden), spielt die Verlangerung der Homologien um 0,3-0,4 kb in Viren mit
Fremdsequenz versus Cla-Linker-Viren keine ursachliche Rolle fur die Skeigerung der
Rekombinationsfrequenzen z.B. im Falle der BCR- oder MAR-Viren. Des weiteren sind diese

Viren fir einen Einsatz als Positivkontrolle in Zellen mit 1-Scel-Expression geeignet.

3.3.2 Untersuchungen zum Einfluss von DNA-cis-Elementen auf die DNA-

Rekombination inWtp53her- und p53(138V)her-exprimierenden Zellen

W1tp53 hat das Potential, die homologe Rekombination zu regulieren (Wiesmdller et al., 1996;
Mekedl et al., 1997; Dudenhoffer et al., 1998; Akyuz et al., 2002; Janz & Wiesmiiller 2002).
Um zu Uberprifen, ob diese regulatorische Eigenschaft von Wtp53 in Nachbarschaft der cis
Elemente beeinflusst wird, sollten neben dem LLC-MK(p53her)-17- (Dudenhdffer et al.,
1998) und dem LMV 2-p53her-KI8-Klon auch die unter 3.2 beschriebenen, in dieser Arbeit
neu etablierten Klone LLC-MK2(pS3)her-21 und -5 auf ihre rekombinationsinhibitorische
Wirkung hin untersucht werden. Um die Funktionen der transkriptionellen Transaktivierung
und Wachstumskontrolle von der rekombinationsregulatorischen Rolle von p53 in Bezug auf
die Fremdsequenzen unterscheiden zu konnen, wurden die neu etablierten LLC-
MK 2[p53(138V)her]-Klone -4 und -7 ebenso untersucht. Das Protein p53(138V) eignet sich
dafir hervorragend, da es zwar transkriptionell inaktiv ist (Harvey et al., 1995), aber
rekombi nationsi nhibierende Eigenschaften besitzt (Akylz et al., 2002).

In Abbildung 3.21 ist das Ergebnis der Experimente zusammengestellt. Im Anhang unter 7.1
findet sich eine Aufstellung der absoluten Rekombinationsfrequenzen zu den in dieser Arbeit
in den enzenen Witp53her- und p53(138V)her-Klonen eingesetzten Viren mit
Standardfehlern.
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Abbildung 3.21: Einfluss von DNA -cis-Elementen auf die relativen Rekombinationsfrequenzen in LLC-MK;-
Zellen mit Wtp53her oder p53(138V)her. Indikator-Viren ohne Fremdsequenz (SV40-Wt), mit Cla-Linker oder
mit eingefUhrten Fremdsequenzen wurden fir Rekombinationsmessungen eingesetzt. Rekombinationsfrequenzen
in LLC-MK3(neo)-/LMV2-Zellen (neo/LMV?2) wurden auf 100% gesetzt (absolute Frequenzen siehe Tabelle
3.3) und die relativen Rekombinationsfrequenzen mit Standardfehler wurden berechnet. Es wurden insgesamt
vier Wtp53her- (LLC-M Ky(p53her)-17, -21, -5 und LMV2-p53her-K18), als Wtp53her bezeichnet, und zwei
p53(138V)her-Klone (LLC-M K5[p53(138V)her-4 und -7]), als p53(138V)her bezeichnet, fur jeweils zwei bis
sechs unabhangige Experimente eingesetzt.

Im Einklang mit friheren Studien unter Verwendung des SV40- Testsystems (Wiesmiller et
al., 1996; Dudenhdffer et al., 1998) konnte auch hier gezeigt werden, dass Wtp53her die
homologe Rekombination wirksam unterdriickt. Die Frequenz fur den SV40-Wt-VirenSatz
war im Durchschnitt 3,7fach reduziert in den Wtp53her-exprimierenden Zellen im Vergleich
zu LLC-MK3(neo)-/LMV2-Zellen. Fur den Wtp53her am hochsten exprimierenden Klon
LLC-MK - (p53her)-21 betrug die Frequenz 1,8 x 10*, damit unterdriickte Wtp53her die
homologe Rekombination um den Faktor 5,4. Die Inhibitionswerte in Wtp53her-
exprimierenden Zellen waren fur folgende Fremdsequenzen dhnlich: Cla-Linker: 3,0; TAL1-
BCR: 1,8; LMO2-BCR: 1,7; MLL-BCR: 2,5; IgHE-MAR: 1,8; PARP-MAR: 2,0; CTG: 2,6;
RGCmut: 1,9. Der Inhibitionsfaktor lag also bei 2-4 in den Wtp53her-exprimierenden Klonen.
Witp53her hat also offenbar die Kapazitdt, DNA-Austauschereignissen entgegenzuwirken,
sogar, wenn MAR-Elemente in den Sequenzen enthalten sind, fur die eine Stimulation der
spontanen Rekombination angenommen wird (Boulikas et al., 1994) und die hier bestétigt
werden konnte (siehe Tabelle 3.3).

Im Gegensatz zu diesen mit den oben genannten Fremdsequenz tragenden Cla-Viren Satzen

erhohten sich die Rekombinationsfrequenzen mit RARa-BCR- und RGC-tragenden Cla-Viren



3 Ergebnisse 95

in einer offenbar von Wtp53her beeinflussten Weise. Eine 3,9-fache (RARa-BCR-Viren) bzw.
4,8-fache Steigerung (RGC-Viren) wurde in Wtp53her-exprimierenden Zellen versus LLC-
MK 2(neo)-/LMV2-Zellen gemessen.

Uberdies unterschieden sich die in  LLC-MK3[p53(138V)her]-Zellen gemessenen
Rekombinationsfrequenzen nicht signifikant von denen in Wtp53her-exprimierenden Zellen
fur die SV40-Wt-, Cla-Linker-, TAL1-BCR-, LMO2-BCR-, MLL-BCR-, IgHE-MAR-, PARP-
MAR-, CTG98-, RGCmut- und RARa-BCR-VirenSétze. In den Experimenten mit RGC-
Viren wurde die Rekombination nur um das 2fache durch p53(138V)her stimuliert, d.h. 2mal
weniger als durch Wtp53her-Zellen.

Durch diese Experimente konnte deutlich herausgearbeitet werden, dass sowohl
rekombinationsinhibitorische as auch rekombinationsstimulatorische Aktivitdten durch
Witp53her und durch p53(138V)her ausgelibt werden. Aufgrund der Eigenschaften von
p53(138V) kann angenommen werden, dass diese beiden Aktivitdten von den

transkriptionellen Transaktivatorfunktionen von p53 unabhangig sind.

3.3.3 Untersuchungen zum Einfluss von DNA-cis-Elementen auf die homologe

Rekombination in Wtp53her - und PARP-1-exprimierenden Zellen

Mithilfe der LMV2-p53her-KI8-, LMV2-PARP-KI3-, LMV2-p53herPARP-KI1-Zellen im
Vergleich zu der Parentazelllinie LMV2 wurde der Einfluss von PARP-1, dem ene
antirekombinogene Rolle zugewiesen wird (Magnussen & Ramel, 1990) im Zusammenspiel
mit Wtp53her auf die homologe Rekombination untersucht. Die LMV2-Zellen besitzen
endogen p53(D237-239) und PARP-1, der Klon LMV2-p53her-KI8 trégt zusétzlich exogen
p53her, der Klon LMV2-PARP-KI3 zusdtzlich exogen PARP-1 und der Klon LMV2-
p53herPARP-KI1 zusétzlich exogen p53her und PARP-1 (s. 2.1.11).
Fir den SV40-Wt-Viren Satz (Abbildung 3.22 A) konnte in Kooperation mit Fr. Dipl.-Biol.
S. SiiRe in LMV2-Zéllen eine Rekombinationsfrequenz von 9,4 x 10 ermittelt werden, die
durch Wtp53 der LMV2-p53her-KI8-Zellen auf 2,1 x 10* herabreguliert wurde. Der
Inhibitionsfaktor lag somit bel 4,5. Dieses Ergebnis stimmt mit friheren Ergebnissen
(Dudenhoffer et al., 1998) und auch den hier unter 3.3.1 und 3.3.2 vorgestellten Uberein. In
LMV2-PARP-KI3-Zellen zeigte sich eine mit der von Wtp53her vergleichbare Senkung der
Rekombinationsfrequenz auf 2,8 x 10“. Uberraschenderweise wurde die Rekombination in
LMV2-p53her/PARP-KI1-Zellen nicht inhibiert und zeigte mit 11,1 x 10 eine &hnliche
Frequenz wie in LMV2-Zédllen.
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Des weiteren wurden die Cla-MLL-BCR-, -RARa-BCR- und die -PARP-MAR-Viren in
diesem Zellsystem untersucht (Abbildung 3.22 B).
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Abbildung 3.22: Rekombinationsfrequenzen in Wtp53her- und PARP-1- exprimierenden Zellen. Indikator-Viren
ohne Fremdsequenz (SV40-Wt) bzw. mit Cla-Linker oder zusétzlich eingefiihrten Fremdsequenzen wurden fir
Rekombinationsmessungen eingesetzt (s. Tabelle 3.3). Es wurden in LMV2-Zellen (LMV2) vier bis neun, in
LMV2-p53her-KI8- [KI8(Wtp53her)] acht bis vier, in LMV2-PARP-KI3- [KI3 (PARP-1)] und LMV2-
p53her/PARP-K|1-Zellen [KI1 (Wtp53her/PARP-1)] vier bis zwei Einzelmessungen durchgefiihrt und jeweils
der Standardfehler angegeben. Die in (A) dargestellten Ergebnisse wurden in Kooperation mit Frau Dipl.-Bial.
S. SUfe erzielt und finden sich in der Zusammenstellung der Ergebnisse in (B) wieder. In (B) ist ein Vergleich
der absoluten Rekombinationsfrequenzen dargestellt.
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Wie zu erwarten, zeigte sich mit MLL-BCR- und -PARP-MAR-Viren ene inhibitorische
Wirkung von Wtp53her in den LMV 2-p53her-KI8-Zellen, mit RARa-BCR-Viren jedoch eine
Stimulation der Rekombination (vgl. 3.3.2). In den LMV 2-PARP-KI3-Z€llen zeigte sich mit
RARa-BCR- und PARP-MAR-Viren eine &hnliche Rekombinationsfrequenz wie fir die
Zellen mit Wtp53her (vgl. 3.3.2), jedoch fur die MLL-BCR-Viren eine stark erhdhte Frequenz
(71,0 x 10%), die sogar {ber der fir LMV2-Zellen (33 x 10%) lag. In LMV2-p53herPARP-
Kl1-Zelen zeigte sich mit RARa-BCR-Viren wiederum eine dhnliche Frequenz wie in den
LMV2-Zellen gemessen, mit MLL-BCR-Viren war die Frequenz erhtht (in LMV2-
p53herPARP-KI1-Zellen: 54,7 x 10%). Interessanterweise wurde die Rekombination in
LMV 2-p53herPARP-KI1-Zelen mit PARP-MAR-Viren unter das Niveau von LMV 2-p53her-
KI8-Zellen gedrickt. Klon LMV 2-p53herPARP-KI1 zeigte damit die deutlichste Inhibition
(in LMV2-Zéllen: 246,2 x 10, in LMV2-p53her-KI8-Zellen: 81,51 x 10, in LMV2-PARP-
Kl3: 41,6 und in LMV2-p53herPARP-KI1: 32,4), obwohl die Rekombinationsfrequenzen in
alen anderen Félen durch die Expression von Witp53her und die gleichzeitige

Uberexpression von PARP-1 (iber das Niveau der Kontrollzellen angehoben wurde.
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34 Bestimmung der de novo DNA-Synthese der rekombinativen SV40-
Viren unter Rekombinations-Assay-Bedingungen

Die homologe Rekombination steht in einem engen Zusammenhang mit dem Anhalten der
Replikationsgabel sowohl in zelluldren als auch in SV40-Chromosomen (Flores-Rozas &
Kolodner, 2000; Saintigny et al., 2001; Janz & Wiesmiller, 2002). Neueste Untersuchungen
zeigten zudem, dass replikationsassoziierte Rekombinationsprozesse durch Wtp53 reguliert
werden (Saintigny & Lopez, 2002; Janz & Wiesmiller, 2002). Mit Versuchen in isogenen
Zelllinien, die Wtp53 versus Mutp53 tragen, konnte gezeigt werden, dass die SV40-
Replikation unveréndert bleibt (von der Weth & Deppert, 1993), bzw. durch Wtp53 schwach
reduziert wird (Janz & Wiesmdulller, 2002).

Um den Einfluss der ausgewahlten DNA-cis-Elemente auf die virale DNA-Synthese und
damit indirekt auf replikationsassoziierte Rekombinationsprozesse hin zu analysieren, wurde
die [*H]- Thymidin-Inkorporation in die viralen Genome zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Infektion (hpi) untersucht.

Hierzu wurden ds Zdlsysteme LLC-MK(pS3)her-17/LMV2-p53her-KI8 und LLC-
MK2(neo)/LMV2 (3.4.1) bzw. LMV2, LMV2-p53her-KI8, LMV2-PARP-KI3 und LMV2-
pS3herPARP-KI1 (3.4.2) verwendet.

LLC-MK2(neo)/LMV2- und LLC-MK2(p53her)-17/LMV2-p53her-KI8-Zellen wurden mit
den SV40-Wt-Viren bzw. den die Fremdsequenzen tragenden Cla-Wt-Viren infiziert (2.6.3),
bei 39°C mit 1 pM Ostradiol inkubiert und mit 20 uCi 3[H]-Thymidin nach 12, 24, 36, 48 h
nach Infektion (hpi) markiert (2.2.5). Anschlief3end erfolgte die Isolierung der episomalen
DNA (2.2.6) und Phenol/Chloroform-Extraktion (2.2.8). Die Inkorporation von 3[H]-
Thymidin in die virdle DNA wurde zu verschiedenen Zeiten nach Infektion (hpi) bestimmt
(2.2.20.2). Die maximale DNA-Synthese-Rate fur SV40-Wt in LLC-MK(neo)/LMV2-Zellen
bei 24 h wurde as 100% gesetzt und die relativen Raten kalkuliert.

34.1 Untersuchungen mit LLC-MKy(p53)her-17/LMV2-p53her-KI18- und
LLC-MK,(neo)/LMV2-Zellen

Die Versuche zur de novo DNA-Syntheserate in SV40-Wt-infizierten Zellen wurde in

Kooperation mit Fr. Dipl.-Biol. C. Janz durchgefthrt.

In Abbildung 3.23 sind die Ergebnisse der Versuche dargestellt.
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Abbildung 3.23: De novo DNA-Synthese der rekombinanten SV40-Viren unter Rekombinations-Assay-
Bedingungen. LLC-M Kz(neo)/LMV 2- (blaue Rhomben; neo/LMV2) und LLC-MK(p53her)-17/LMV 2-p53her-
K18-Zellen (pinkfarbene Quadrate; Wtp53her) wurden mit den Viren infiziert (2.6.3), die die aufgefiihrten
Fremdsequenzen tragen. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1,5 x 10° (LLC-M Ky(neo)/LMV2-Zellen) bzw. 2
x 10° (LLC-M K,(p53her)/LMV2-p53her-K18-Zellen) pro Loch einer 6-Loch-Platte 24 h vor der Infektion
ausgesét und in Anwesenheit von 1 pM Ostradiol bei 39°C kultiviert und mit 20 uCi [H]-Thymidin nach 12, 24,
36, 48 h nach Infektion (hpi) markiert. Anschlieend erfolgte die Isolierung der episomalen DNA und eine
Phenol/Chloroform-Extraktion. Die Inkorporation von °[H]-Thymidin in die virlle DNA wurde zu
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verschiedenen Zeiten nach Infektion (hpi) bestimmt. Die maximale DNA -Synthese-Rate fir SV40-Wt in LLC-
MK2(neo)/LMV2-Zellen bei 24 h wurde als 100% gesetzt und die relativen Raten kalkuliert. Die Werte sind mit
Standardfehler angegeben und représentieren die Ergebnissevon je zwei bis vier unabhéngigen Messungen.

Nach Infektion von LLC-MK(neo)/LMV2-Zdlen mit Cla-Wt-TAL1-BCR, -LMO2-BCR, -
MLL-BCR, -RGC und -RGCmut trat das gleiche Replikationsmuster wie mit der SV40-Wit-
Kontrolle auf. Die hochste DNA-Syntheserate wurde zwischen 12 und 24 h nach Infektion
gemessen, bei ClaWt-MLL-BCR etwas verzogert noch bis 36 hpi. Mit Cla-IgHE-MAR, -
PARP-MAR- und CTG98-Virengenomen konnte eine 2fache Zunahme der DNA-Synthese
bei 12 hpi gemessen werden. Die Replikation von Cla-Wt-RARa-BCR-Genomen zeigte eine
2fache Zunahme nach 12, 24 und 36 hpi.

In LLC-MK »(p53her)-17/LMV 2-p53her-KI8-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen der *[H]-ThymidinInkorporation in die SV40-Wt-, IgHE-MAR-, PARP-MAR-,
TAL1-BCR-, LMO2-BCR-, MLL-BCR-, CTG98- und RGCmut-Virengenome gemessen
werden. Die hdchsten DNA-Syntheseraten lagen in diesen Genomen zwischen 12 bis 24 h
nach Infektion. Dagegen replizierte das Cla-Wt-RGC-Virusgenom mit einem verzogerten
Hohepunkt bei 36 h bel elner um etwa das 2,5fache erhdhten DNA-Syntheserate.

Nach diesen Ergebnissen lasst sich darauf schlief3en, dass eine von Witp53 abhangige
Verzégerung der viralen Replikation durch zahlreiche Kopien der Wtp53-Bindungssequenz
RGC verursacht wurde. Die Einflihrung dieser Sequenz, die spezifisch durch Wtp53 erkannt
wird, veranderte also sowohl die virde Replikation als auch die interchromosomale

Rekombination (s. 3.3.2) in einer von Wtp53 abhangigen Weise.

3.4.2 Untersuchungen mit LMV2-p53her-KI18-, LMV2-PARP-KI3- und LMV2-
p53her PARP-KI11-Zellen

Analog zu den Untersuchungen in 3.4.1 wurde die de novo DNA-Syntheserate in LMV2-,

LMV 2-p53her-KI8-, LMV2-PARP-KI3- und LMV 2-p53herPARP-KI1- Zellen gemessen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.24 graphisch dargestelit.

Nach Infektion von LMV 2-Zellen mit Cla-Wt-MLL-BCR, - RARa-BCR- und PARP-MAR trat

das gleiche Replikationsmuster wie mit der SV40-Wt-Kontrolle auf. Die hochste DNA-

Syntheserate wurde 24 h nach Infektion gemessen, bel Cla-Wt-MLL-BCR etwas verzogert

noch bis 36 hpi.
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In LMV 2-p53her-KI8-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der 3[H]-
Thymidin-Inkorporation in die Virengenome gemessen werden, einzig fur das Cla-Wt-PARP-
MAR-Genom zeigte sich bel 48 hpi eine kaum signifikante Erhéhung.

In LMV2-PARP-KI3-Zellen lagen die hdchsten DNA-Syntheseraten in SV40-Wit-
Virengenomen bei 12 h nach Infektion, bei Cla-Wt-MLL-BCR- zwischen 12 und 24 hpi und
be Cla-Wt-RARa-BCR- und PARP-MAR-Virengenomen zwischen 12 und 36 h nach
Infektion.

In LMV2-p53herPARP-KI1-Zellen trat die hochste 3[H]- ThymidinInkorporation bei Cla-Wt-
RARa-BCR- und -PARP-MAR-Viren bei 12 hpi auf, daneben zeigte der Cla-Wt-MLL-BCR-

Virus ein alerdings signifikantes zweites Maximum bei 36 h nach Infektion.
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Abbildung 3.24: De novo DNA-Synthese der rekombinanten SV40-Viren unter Rekombinations-Assay-
Bedingungen nach Expression von Wtp53her und PARP-1. LMV2- (blaue Rhomben; LMV2), LMV 2-p53her-
KI8Zellen (pinkfarbene Quadrate; Wtp53her), LMV2-PARP-KI3(gelbe Dreiecke; PARP-1) und LMV2-
p53herPARP-KI1 (tirkise Kreuze;, Wtp53her/PARP-1) wurden mit den Viren infiziert (2.6.3), die die
aufgefiihrten Fremdsequenzen tragen. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1,5 x 10° LMV 2-Zellen bzw. 2 x
10° (LMV2-p53her-KI8-Zellen) pro Loch einer 6-Loch-Platte 24 h vor der Infektion ausgesit und in
Anwesenheit von 1 pM Ostradiol bei 39°C kultiviert und mit 20 pCi *[H]-Thymidin nach 12, 24, 36, 48 h nach
Infektion (hpi) markiert. Anschlielend erfolgte die Isolierung der episomalen DNA und eine
Phenol/Chloroform-Extraktion. Die Inkorporation von 3[H]-Thymidin in die virle DNA wurde zu
verschiedenen Zeiten nach Infektion (hpi) bestimmt (2.2.20.2). Die maximale DNA -Synthese-Rate fur SV40-Wt
in LMV2-Zellen bei 24 h wurde als 100% gesetzt und die relativen Raten kalkuliert. Die Werte sind mit
Standardfehler angegeben und reprasentieren die Ergebnisse von je zwei bis sechs unabhéngigen Messungen.
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Nach diesen Ergebnissen scheint PARP-1 im Zusammenspiel mit Wtp53 oder alleine fur die
RARa-BCR-, MLL-BCR- und PARP-MAR- im Vergleich zum SV40-Wt-Virengenom keine

signifikanten Veranderungen in der Replikation zu verursachen.
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35 Gdretardationsanalysen zur Untersuchung der  spezifischen
Erkennung von DNA-cis-Elementen durch p53

p53 ist ein DNA-Bindeprotein, das in der Lage ist, spezifisch an bestimmte Erkennungs-
Sequenzen zu binden (ElDeiry et al., 1992; Bargonetti et al., 1993). Mithilfe von
Geretardationsanalysen ist es mdglich, Bindungsstudien von Proteinen und DNA-
Fragmenten durchzufUhren. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass sich DNA-Substrate
im elektrischen Feld schneller bewegen als der grofRere Komplex aus gebundenem Protein
und DNA. Wenn die eingesetzte DNA radioaktiv markiert ist, kann die Verénderung in der
Mobilitét der DNA nach erfolgter Proteinbindung mit Hilfe einer Autoradiographie detektiert
werden (2.5). Die Spezifitdt der Bindung kann durch Inkubation mit Antikorpern im

sogenannten super shift Uberprift werden.

3.5.1 Aufreinigung von Wtp53, p53(248P) und p53(273P) und Analyse der
aufgereinigten p53-Proteine

Vorraussetzung fur die Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen p53 und den DNA-
cis-Elementen war die Gewinnung und Aufreinigung der rekombinanten Proteine p53,
p53(248P) und p53(273P) aus Bakuloviren (2.1.10). Die Aufreinigung erfolgte durch
sequentielle Kernfraktionierung (2.4.1; Dudenhtffer et al., 1998). Dabel findet sich der
Grolteil des nukledren p53-Proteins angereichert nach Salzextraktion (200 mM) bel pH 9,0 in
den sogenannten SC-Uberstanden, welche fir alle weiteren Versuche verwendet wurden.
Neben Wtp53 wurden so fur die Gelretardationsanalysen die Mutp53- Proteine p53(248P), das
eine DNA-Kontaktmutante darstellt und p53(273P), eine Konformationsmutante (Levine et
al., 1991), gewonnen.

In Abbildung 3.25 sind die Untersuchungen nach den Aufreinigungen dargestellt. Nach
Coomassie-Blaufarbung [Abbildung 3.25A; 2.4.5 und Western-Blot-Analyse (Abbildung
3.25B, 2.4.6)] wurde fur ale drei aufgereinigten Proteine durch den Vergleich zur BSA-
Eichrethe eine Menge von je 30 ng/pl abgeschétzt. Dies entspricht einer Konzentration \on
0,2 UM fUr das p53- Tetramer.
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Abbildung 3.25: Analyse der Aufreinigung von Wtp53, p53(248P) und p53(273P). Die Aufreinigung wurde
mithilfe sequentieller Kernfraktionierung (2.4.1) durchgefiihrt. Von den gewonnenen SC-Uberstéanden wurden je
20 pl pro Spur eines Polyacrylamidgels aufgetragen und durch SDS-PAGE (2.4.4) aufgetrennt. Anschlief3end
wurde eine Farbung mit Coomassie-Blau [2.4.5, (A)] und eine Western-Blot-Analyse [2.4.6 (B)] durchgefiihrt.
Die Immunmarkierung erfolgte mit DO-1 als Priméarantikorper.

352 Herstellung der radioaktiven DNA-Fragmente

Zum Einsatz der DNA-cis- Elemente mussten diese durch eine PCR Reaktion mit [a-¥P]-
dCTP radioaktiv markiert werden (2.2.12.2). Dabei wurden die in Tabelle 3.4 aufgefihrten
Matrizen und Oligonukleotide verwendet. Zur Uberprifung der korrekten Amplifikation der
PCR-Fragmente wurden parallel nichtradioaktive PCR-Reaktionen nach dem gleichen
Protokoll, aber ohne [a-*P]-dCTP, nach Aufreinigung eine Agarosegelelektrophorese

durchgefiihrt und die DNA-Mengen (2.2.10.2) bzw. die Radioaktivitdt pro PCR-Fragment
guantifiziert (2.2.20.1).
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PCR-Fragment Matrize Oligonuklectide
Cla-Wt pUC-Cla-Wt cis-2b und cis-2¢c
MLL-BCR pUC-Cla-Wt-MLL-BCR cis-2b und cis-2c
RARa-BCR pUC-Cla-Wi-RARa-BCR RAR-1 und RAR-2
LMO2-BCR pUC-Cla-Wt-LMO2-BCR cis-2b und cis-2¢c
TAL1-BCR pUC-Cla-Wt-TAL1-BCR cis-2b und cis-2c
IgHE-MAR pUC-Cla-Wt-IgHE-MAR-BCR cis-2b und cis-2c
PARP-MAR pUC-Cla-Wt-PARP-MAR-BCR cis-2b und cis-2c
RGC pUC-Cla-Wt-RGC-BCR cis-2b und cis-2¢c
RGCmut pUC-Cla-Wt-RGCmut-BCR cis-2b und cis-2c
CTG98 pUC-Cla-Wt-CTG98-BCR cis-2b und cis-2c
SceRS pUC-Cla-Wt-SceRSBCR cis-2b und cis-2c
SV40-Wt pUC-Kpn-SV40 VP1-8b und VP1-10

Tabelle 3.4: Liste der in den radioaktiven PCR-Reaktionen verwendeten Matrizen und Oligonukleotide.

3.5.3 Gelretardationsanalysen

Um mdgliche Anderungen der Rekombinationsfrequenzen in Abhangigkeit von bestimmten
DNA-cis-Elementen und dem DNA-Bindeprotein p53 mechanistisch aufzuklaren, wurden
zunéchst ale Fragmente auf ihre Interaktion mit p53 hin untersucht. Dabel waren die durch
p53-spezifisch die Rekombination stimulierenden Sequenzen (s. 3.3.2) RARa-BCR- und
RGC- Fragmente besonders interessant.

Einzig die Fragmente RGC, RARa-BCR wund CTG98 liefen sich in  den
Gelretardationsanalysen befriedigend untersuchen, alle anderen Fragmente zeigten ein mehr
oder weniger aberantes Laufverhalten, sodass hier nur die Analysen mit den oben genannten

Fragmenten vorgestellt werden.



3 Ergebnisse 106

35.3.1 Geretardationsanalyse mit dem RGC-Fragment

In Abbildung 3.26 ist die Autoradiographie der Gelretardationsanalysen dargestellt.

Das RGC-Fragment zeigte eine spezifische Wechselwirkung mit Wtp53, was an der
Retardation der radioaktiv markierten RGC-DNA durch Komplexbildung mit p53 in den
Spuren 2-4 deutlich zu erkennen ist. Die Kompetitionsanalysen (Spuren 11-14) zeigten, dass
die Bindung zwischen Wtp53 und RGC-DNA spezifisch war, da sich distinkte Banden in den
Spuren 11-13 zeigten und die Komplexe erst bei einem 100000fachen Uberschuss an tRNA
auflosten (Spur 14). Durch Zugabe der gegen Witp53-gerichteten Antikérper DO1 und
PADb1801 in die Ansdtze konnte deutlich ein supershift detektiert werden, was die Spezifitét
der Bindung in den p53-RGC-Komplexen untermauerte (Spuren 12 und 13), wahrend der
Anti-Aktin-Antikorper keinen supershift generierte. Das RGC-Fragment wurde dagegen
weder von p53(248P) noch p53(273P) gebunden, was an der fehlenden Retardierung des
Substrates in den Spuren 5-10 zu ersehen ist.

Diese Gelretardationsanalysen zeigten also, dass zwar Wtp53, aber weder die Kontaktmutante
p53(248P) noch die Konformationsmutante p53(273P) deutlich mit der RGC-Sequenz
interagierten.

DO1
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Abbildung 3.26: Gelretardationsanalyse mit dem RGC-Fragment. Aus Bakuloviren aufgereinigtes Wtp53
[Spuren 2-4], p53(248P) [Spuren 5-7] und p53(273P) [Spuren 8-10] wurden in den angegebenen
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Konzentrationen zu den Ansétzen gegeben. Die Reaktionsansitze mit dem radioaktiv markierten, aufgereinigten
RGC-PCR-Fragment (in einer Konzentration von 100 pM) wurden in Anwesenheit von Kompetitor-t-RNA im
10fachen molaren Uberschuss und Protein fiir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend in einem 4%igen
nativen, kontinuierlichen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Kompetitionsanalysen mit dem Kompetitor-Oligo (Spur
11: 10000facher Uberschuss, Spur 12: 50000facher Uberschuss) bzw. t-RNA (Spur 13: 20000facher Uberschuss,
Spur 14: 100000facher Uberschuss) wurden wie oben durchgefiihrt. Supershift-Analysen wurden nach
Vorinkubation von p53 mit den Antikérpern DO1 (Spur 16), PAb1801 (Spur 17) oder Anti-Aktin Spur 18)
durchgefihrt. Die Positionen der Substratbanden, die p53-spezifischen bandshifts und supershifts in den
Autoradiographien sind durch Pfeile und schematische Illustrationen indiziert.

3.5.3.2 Gdretardationsanalyse mit dem CTG98-Fragment

Da das RGCmut-Fragment ein aberantes Laufverhalten zeigte, konnte es nicht as Kontrolle
zu den RGC-Gdretardationsanalysen herangezogen werden. Das CTG98-Fragment besteht
ebenfalls aus repetitiver DNA und lief3 eine Analyse zu, so dass es vergleichend mit dem
RGC-Fragment betrachtet werden konnte.
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Abbildung 3.27: Gelretardationsanalyse mit dem CTG98-Fragment. Aus Bakuloviren aufgereinigtes Wtp53
[Spuren 2-4], p53(248P) [Spur 5] und p53(273P) [Spur 6] wurde in den angegebenen Konzentrationen zu den
Ansétzen gegeben. Die Reaktionsansétze aus dem radioaktiv markierten, aufgereinigten CTG98-PCR-Fragment
(in einer Konzentration von 100 pM) in Anwesenheit von Kompetitor-t-RNA im 10fachen molaren Uberschuss
und Protein wurden fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlief3end in einem 4%igen nativen, kontinuierlichen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Kompetitionsanalysen mit dem Kompetitor-Oligo (Spur 7: 10000facher
Uberschuss, Spur 8: 50000facher Uberschuss) bzw. t-RNA (Spur 9: 20000facher Uberschuss, Spur 10:
100000facher Uberschuss) wurden wie oben durchgefiihrt. Die Positionen der Substratbanden in den
Autoradiographien sind durch einen Pfeil und die schematische Illustrationen dargestellt.

In Abbildung 3.27 ist die Autoradiographie der Gelretardationsanalyse mit dem CTG98-
Fragment dargestellt. Es zeigte sich, dass fur Wtp53 nur in der hdchsten Konzentration eine
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Retardierung zu detektieren war, wobei es sich vermutlich um ene unspezifische
Aggregatbildung handelte, da die Bande der Gelauftragstasche zuzuordnen war. Bel
niedrigeren p53-Konzentrationen wurde keine distinkte Retardationsbande beobachtet. Das
CTG98-PCR-Fragment wurde in den Ansétzen mit p53(248P) und p53(273P) ebenfalls nicht
spezifisch gebunden, was aus dem diffusen Muster in den Spuren 5 und 6 zu erkennen ist. Die
Analysen mit den Kompetitoren (Spuren 7-10) zeigten deutlich, dass sich die unspezifischen
Komplexe aus Substrat und 10 nM Wtp53 bereits bel der niedrigen Menge an Kompetitoren
vollsténdig aufgel st hatten, so dass die freien Substrate wieder auf Hohe der Kontrolle liefen.
Die fehlende Retardierung des CTG98- Substrates zeigte, dass es sich hier im Gegensatz zur
Situation mit dem RGC-Fragment um keine spezifische Bindung mit Wtp53 handelte.

3.5.3.3 Gedretardationsanalyse mit dem RARa-BCR-Fragment

Das RARa -BCR-Fragment stimuliert die Rekombination in einer von p53 abhéngigen Weise,
besitzt aber keine p53-Konsensus- Sequenz. Um aber trotzdem eine spezifische Erkennung des
RARa-BCR-Fragmentes durch p53 auszuschlieffen, wurden Gelretardationsanalysen
durchgefhrt.

In Abbildung 3.27 ist die Autoradiographie der Gelretardationsanalyse mit dem RARa-BCR-
PCR-Fragment dargestellt. Im Gegensatz zu der spezifischen Bindung des Wtp53 an das
RGC-Fragment konnte dies fir das RARa-BCR-Fragment nicht festgestellt werden. Nur bei

10 nM verursachte Wtp53 die Bildung eines p53-DNA-Aggregates, bei niedrigeren
Konzentrationen wurde die RARa-BCR-DNA zwar schwach retardiert, aber nicht auf eine
diskrete Position. Dieses unspezifische Muster konnte auch mit p53(248P) und p53(273P)
detektiert werden. Die Anaysen mit den Kompetitoren (Spuren 11-14) zeigten, dass bei

niedrigen Konzentrationen an Kompetitoren eine kaum distinkte Retardierung auftrat (Spuren
11 und 13). Die Komplexe aus Substrat und 10 nM Wtp53 hatten sich bei der hohen Menge
an Kompetitoren vollstandig aufgel 6st, so dass die freien Substrate hier wieder auf der Hohe
der Kontrolle liefen. Im Vergleich zu der spezifischen Bindung des RGC-PCR-Fragmentes an
Wip53 (s. 3.5.3.1) zeigte sich hier also eine deutlich unspezifischere Bindung. In Ansdtzen
mit dem Witp53-spezifischen Antikérpern DO1 konnten ferner auch keine supershifts

detektiert werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.28: Gelretardationsanalyse mit dem RARa-BCR-Fragment. Aus Bakuloviren aufgereinigtes Wtp53
[Spuren 2-4], p53(248P) [Spuren 5-7] und p53(273P) [Spur 810] wurde in den angegebenen Konzentrationen
Zu den Ansétzen gegeben. Die Reaktionsansdtze aus dem radioaktiv markierten, aufgereinigten RARa-BCR-
PCR-Fragment (in einer Konzentration von 100 pM) in Anwesenheit von Kompetitor-t-RNA im 10fachen
molaren Uberschuss und Protein wurden fir 30 min auf Eis inkubiert und in einem 4%igen nativen,
kontinuierlichen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Positionen der Substratbanden in den Autoradiographien
sind durch einen Pfeil und die schematische Illustrationen dargestellt.
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3.6 Studien unter Applikation ver schiedener Chemother apeutika

Far p53 wird vermutet, dass es die Topoisomerase |la-Genexpression reguliert und mit
Topoisomerase lla und Ilb, zwei Enzymen, de eine Rolle bei der DNA-Replikation und
Transkription spielen, interagiert (Cowell et al., 2000; Liu et al., 2002). Topoisomerase | ist
ein Enzym, dass in Transkription, Replikation, Rekombination und DNA-Schadenserkennung
involviert ist. p53 interagiert mit Topoisomerase | und stimuliert die durch dieses Enzym
vermittelte DNA-Relaxation (Albor et al., 1998; Gobert et al., 1996; 1999; Soe et al., 2002).
Topoisomerase |I- und I-Inhibitoren, wie Etoposid und Camptothecin, sind antineoplastische
Therapeutika, die die Komplexe zwischen der Topoisomerase und freien Enden der DNA
stabiliseren und dabei Doppelstrang- bzw. Einzelstrangbriche generieren (Burden &
Osheroff, 1998; Ryan et al., 1991).

Studien unter Applikation dieser Chemotherapeutika sollten zur Aufkldrung beitragen, ob sich
das neu aufgebaute System fur die Riskoabschatzung der Generierung von sekundéren
Leukdmien nach Gabe bestimmter Therapeutika unter Berlicksichtigung des genetischen

Hintergrundes eignet.

3.6.1 Untersuchungen mit Etoposid

Um zu untersuchen, ob Topoisomerasen innerhalb der Rekombinationsregulation von p53
abwarts gelegene  exekutive Elemente darstellen, die die Uberraschende
rekombinationsstimulierende Wirkung von p53 in der Nahe von RARa-BCR-Fragmenten
erklaren konnten, wurden LLC-MK(neo)/LMV2-Zdlen und LLC-MK (p53her)-21/LMV 2-
p53her-KI8-Zellen unter Applikation des Topoisomerase |I-Inhibitors Etoposid wahrend der
Rekombinations-Assays behandelt. Zum Vergleich wurden auch die MLL-BCR-Viren
untersucht, da Rekombinationsereignisse, die das MLL-Gen betreffen, sekundér in Folge der
Therapie mit Topoisomerase |1-Inhibitoren entstehen kdnnen (Strissel et al., 1996; Vogelstein
& Kinzler, 2002). MLL stellt somit einen hot spot fir chromosomale Rearrangements nach
Behandlung mit Etoposid (Pui et al., 1989) dar.

Die Zellen wurden 12 h nach Infektion fur 1 h mit 0, 10, 50 bzw. 100 uM Etoposid fir SV40-
Wt- und MLL-BCR-Viren (in DMSO gel6st) bzw. 0 und 100 uM Etoposid fir RARa-BCR-
Viren oder ohne Etoposid (DMSO-Kontrolle) behandelt. Diese Zeitperiode markiert die
Dauer zwischen Infektion und Replikationsinitiation und ist der sendtivste Zeitpunkt
innerhalb des viralen Vermehrungszyklus fur durch DNA-Sch&den induzierte rekombinative
Rearrangements and SV 40-Chromosomen (Janz & Wiesmilller, 2002). Die eingesetzte Menge



3 Ergebnisse 111

an Etoposid orientierte sich an publizierten Versuchen (Sim & Liu, 2001). Ein anderer
Versuch mit einer 24stiindigen Inkubation mit 0, 5, 10 und 50 uM Etoposid direkt nach
Infektion fuhrte zu dhnlichen Ergebnissen (nicht gezeigt).

In Abbildung 3.29A ist ein Versuch nach Behandlung mit 100 uM Etoposid dargestellt. Die
Etoposid-Applikation verursachte eine 5- bis 6fache Stimulation der Rekombination zwischen
MLL-BCR-Viren-Chromosomen im Vergleich zu den Werten mit DMSO, die in ener
Erhohung der Frequenz um eine GrofRenordnung resultierte. Die Rekombinationsfrequenzen
in LLC-MK(p53her)-Zellen wurden durch Applikation von Etoposid zwar erhéht (0 uM
Etoposid: 6,6 x 10, 100 uM Etoposid: 14,8 x 10%), zeigten aber insgesamt eine 24fache
Inhibition  der  Rekombination  durch  Witp53her. Dagegen  wurden  die
Rekombinationsfrequenzen an SV40-Wt- (von 9,1 x 10* auf 7,1 x 10* in LLC-
MK »(neo)/LMV2-Zellen bzw. von 2,6 x 10* auf 2,2 x 10 in LLC-MK »(p53her)-Zellen) und
RARa-BCR-Viren-Chromosomen (von 22,6 x 10* auf 25,8 x 10 in LLC-MK (neo)/LMV 2-
Zellen bzw. 82,1 x 10* auf 72,1 x 10* in LLC-MK »(p53her)-Zellen) durch Etoposid nicht
beeinflusst. Dies schloss einen Einfluss von Topoisomerase Il auf die Stimulierung der
Rekombination in Nachbarschaft der RARa-BCR-Sequenz in Zellen mit Wtp53 aus.

Um einen Einfluss des Chemotherapeutikums auf die Stabilitdt der Virengenome zu
Uberpriifen, wurden CV1-Zellen bzw. LLC-MK,(p53her)-17-Zellen wie oben beschrieben
infiziert, mit 100 uM Etoposid behandelt, anschlief3end die episomale DNA isoliert (2.2.6)
und in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 3.29B). Die Ausbeute an aus
LLC-MK2(p53her)-17 isolierter DNA war nicht ausreichend, so dass sie nicht
zufriedenstellend analysiert werden konnte. Fir die aus CV1-Zellen isolierte SV40-Wt-DNA
zeigte sich das erwartete, fir SV40-Viren typische Bandenmuster (vgl. Schirmbeck, 1989).
Dagegen zeigte die ClaWt-MLL-BCR-DNA mit oder ohne Behandlung ein diffuses

Bandenmuster.
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Abbildung 3.29: Rekombinationsfrequenzen von SV40-Wt- und Cla-Linker-BCR-Viren unter Applikation von
Etoposid. In (A) sind die Daten fur LLC-M K,(neo)/LMV2-Zellen (neo/LMV2) und LLC-M K,(p53her)-21-
Zellen (Wtp53her) far den SV40-Wt- (SV40-Wt) und Cla-Wt-MLL-BCR-Satz (MLL-BCR) bzw. LLC-
MKy (neo)/LMV2-Zellen und LLC-M Ky (p53her)-21/-17/LMV 2-p53her-KI8-Zellen fir den Cla-Wt-RARa-BCR-
Satz (RARa-BCR) gezeigt. Nach Infektion wurden die Zellen zunachst in Medium bei 39°C mit 1 pM Ostradiol
bis 12 h nach Infektion inkubiert, danach wurde das Medium mit DM SO (- Etoposid) bzw. 100 uM Etoposid (+
Etoposid) versetzt und die Zellen 1 h weiter inkubiert. Nach Entfernung des supplementieren Mediums und
Waschen wurden die Zellen in Medium mit 1 uM Ostradiol weitere 72 h inkubiert. In (B) ist die episomale DNA
nach SV40-Wt- bzw. Cla-Wt-MLL-BCR-Viren-Infektion von CV1-Zellen unter Behandlung mit DMSO (-
Etoposid) und mit 100 uM Etoposid (+ Etoposid) in mit Ethidiumbromid geférbtem Agarosegel dargestellt.
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3.6.2 Untersuchungen mit Camptothecin

Zur Uberpriifung der Hypothese, ob Topoisomerase |-vermittelte Briiche in der RARa-
Sequenz die p53-abhangige Zunahme von homologen Rekombinationsereignissen verursacht,
wurde der Topoisomerase I-Inhibitor Camptothecin in einer Konzentration von 300 nM auf
die LLC-MK2(neo)- bzw. LLC-MK2(p5S3her)-17/-21-Zellen 12 h nach Infektion fur 1 h (s.
3.6.1) appliziert.

In Abbildung 3.30A ist das Ergebnis der Rekombinationsmessungen dargestellt. Nach
Camptothecin-Behandlung zeigten sich in LLC-MK;(neo)-Zellen 3- bis 4fach gesteigerte
Rekorrbinationsfrequenzen fiir den RARa-BCR-Virus (73,0 x 10 versus 22,6 x 10%). In den
Witp53her-exprimierenden Zellen rekombinierten die RARa-BCR-Viren mit erhéhten, aber
shnlichen Frequenzen von 82,1 x 10™* versus 64,2 x 10°%.

Dies zeigt deutlich, dass die Inhibition der Topoisomerase | in dhnlicher Weise wie Wtp53 die
Rekombination zwischen RARa-BCR-Viren stimuliert.

Aus diesem Grunde wurde der Einfluss von Topoisomerase | auch auf die Rekombination in
der Néhe der Wtp53-spezifischen Bindungssequenz RGC untersucht. In LLC-MK 2(p53her)-
17/-21-Zéellen wurden nach Kontrollbehandlung mit DMSO wie erwartet héhere (76,2 x 10%)
Rekombinationfrequenzen as in LLC-MK,(neo)-Zellen (387 x 10% gemessen.
Uberraschenderweise waren die Rekombinationsfrequenzen nach Behandlung mit
Camptothecin in LLC-MK (neo)-Zellen hoch (120,0 x 10%) und in LLC-MK »(p53her)-17/-
21-Zellen durch Wtp53 herunterreguliert (26,9 x 10™). Dieses Ergebnis ist insofern
interessant, da keine Topoisomerase I-Erkennungsequenz in der RGC-Sequenz vorhanden ist
(s. 7.5.2). Die Kontrollviren SV40-Wt und RGCmut wurden in ihren Rekombinations-
frequenzen durch die Behandlung mit Camptothecin nicht beeinflusst.

Um einen Einfluss des Chemotherapeutikums auf die Stabilitdt der Virengenome zu
Uberprifen, wurden CV1-Zellen bzw. LLC-MK,(p53her)-17-Zellen wie oben beschrieben
infiziert und mit 300 nM Camptothecin behandelt und anschlief?end die episomale DNA
isoliert (2.2.6) und in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 3.29B). Die
Auspeute an aus LLC-MK2(p53her)-17 isolierter DNA war auch hier nicht ausreichend, so
dass sie nicht zufriedenstellend analysiert werden konnte. Aus mit Cla-Wt-RARa-BCR-DNA
infizierten Zellen wurde quantitativ weniger DNA isoliert, sie zeigte aber qualitativ keine

Unterschiede beziiglich des Bandenmusters sowohl in behandelten wie unbehandelten Zellen.
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Abbildung 3.30: Rekombinationsfrequenzen von SV40-Wt- und Cla-Linker-BCR-Viren unter Applikation von
Camptothecin. In (A) sind die Daten fur LLC-MKy(neo)-Zellen (neo) und LLC-M K;(p53her)-17/-21-Z€llen
(Wtp53her) fur den SV40-Wt- (SV40-Wt), den Cla-Wt-RARa-BCR- (RARa-BCR), den Cla-RGC- und den Cla-
RGCmut-Satz gezeigt. Nach Infektion wurden die Zellen zunéchst in Medium bei 39°C mit 1 uM Ostradiol bis
12 h nach Infektion inkubiert, danach wurde das Medium mit DMSO (- Camptothecin) bzw. 300 nM

Camptothecin (+Camptothecin) versetzt und die Zellen 1 h weiter inkubiert. Nach Entfernung des
supplementieren Mediums und Waschen wurden die Zellen in Medium mit 1 puM Ostradiol weitere 72 h
inkubiert. Es sind die Ergebnisse von 23 Einzelversuchen mit Standardfehlern aufgefthrt. In (B) ist die
episomale DNA nach SV40-Wt- bzw. Cla-Wt-RARa-BCR-Viren-Infektion von CV1-Zellen unter Behandlung
mit DMSO (-Camptothecin) und mit 300 nM Camptothecin (+ Camptothecin) in einem mit Ethidiumbromid
geférbten Agarosegel dargestellt. Die Schwarz-WeiR3-Darstellung ist invertiert.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden kurze Sequenzen, fur die eine Involvierung in pathogene genetische
Veranderungen postuliert wurden, in Bezug auf ihr Potential, Rekombinationsprozesse in cis
zu regulieren, charakterisiert. Weiterhin wurde die Rolle von p53 (aleine und im
Zusammenspiel mit PARP-1) als auf diese Regulation in trans wirkenden Faktor analysiert.

4.1 Entwicklung enes auf SV40 baserenden Testsystems zur
Untersuchung der Rolle von DNA cisElementen bel der homologen
Rekombination und des Einflussesvon in transwirkenden Faktoren

Das bereits etablierte, auf SV40 basierende Testsystem zur Messung von homologen
Rekombinationsereignissen (Wiesmiiller et al., 1996) bot grundsétzlich die Méglichkeit, in cis
wirkende DNA-Elemente zu untersuchen. Ein entscheidender Schritt zu dieser erweiterten
Anwendung musste die Modifikation der SV40-Genome sein, damit interessante
Fremdsequenzen aufgenommen werden konnten. Dies geschah zundchst durch Verkleinerung
des Genoms und anschlieffend durch Einfihrung multipler Klonierungsstellen fur die
Aufnahme der Fremdsequenzen. Die Deletion von &, fir das bereits gezeigt werden konnte,
dass es weder fur die virale Replikation noch fir die Virusproduktion essentiell ist, bot sich
fur die Verkleinerung der Genome an. Die Einflhrung von multiplen Klonierungsstellen
wurde an zwel verschiedenen Positionen innerhalb des Virengenoms vorgenommen, um einen
maoglichen Einfluss der Lage der Fremdsequenzen auf die Rekombination mit berticksichtigen
zu konnen. Der Cla-Linker wurde in die Nachbarschaft der Rekombinations-Marker und der
Replikations- Terminations-Region, also zwischen den Genen kodierend fur T-Ag und VP-1,
zwischen frih und spéa exprimierten Genen, eingefihrt. Der Bgl-Linker wurde in
Nachbarschaft des Replikations-Ursprungs inseriert. Um die Einfliigung des Cla-Linkers zu
erreichen, war eine Verdopplung von 150 bp der Uberlappend transkribierten Bereiche von T-
Ag und VP1 lber die unten beschriebene PCR-Klonierungsstrategie in zuvor verkleinerte st'-
Genome notwendig. Die MOI-Werte waren sowohl in dem Cla-Linker ohne Fremdsequenz
als auch mit eingefiihrten Fremdsequenzen nach Konzentrierung so hoch, dass sich diese
modifizierten Cla-VirenSétze (Wt, Mutl, Mut2), fir den Einsatiz in Rekombinations-
messungen eigneten. Aul3erdem deutete die hohe Virenausbeute auf eine ungestérte virae
Replikation hin, wie auch weiter durch Agarosegelanalysen von reisolierter DNA gezeigt
werden konnte. Der Bgl-Wt-Virus dagegen wies selbst nach Konzentrierung so geringe MOI-
Werte auf, dass von einer gestorten Virusreplikation auszugehen war. Im Gegensatz zum Cla-
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Linker, bei dem eine Duplikation von Uberlappend transkribierten Bereichen und eine
Deletion der st-Region notwendig war, konnte beim Bgl-Linker direkt ein Bereich von 252 bp
aus dem Intronbereich von T-Ag deletiert werden und gleichzeitig die Klonierungsstellen
eingefihrt werden. Obwohl die Spleil3-Akzeptor- und -Donorsequenzen durch diese
Klonierungsstrategie vollsténdig erhalten blieben, fihrte die Manipulation zu einer Stérung
der normalen Virushiologie. Eine mogliche Erklarung ist in einer Stérung des RNA-Spleil3ens
zu suchen. Da die Déeletion innerhalb des T-Ag-Introns beim Cla-Linker sogar gréf3er war (269
bp zu 252 bp beim Bgl- Linker) sollte die Deletion an sich keinen Einfluss zeigen ein weiteres
Indiz dafir, dass der Grund in fehlerhaftem Spleif3en der RNA zu suchen ist. Sollte dadurch
die Expresson von T-Ag gestort worden sein, hétte dies fatale Folgen fir die DNA-
Replikation gehabt, fur die T-Ag essentiell ist (Kalderon et al., 1984). So waren die zelluléren
Gene, die unter anderem direkt an der DNA-Replikation beteiligt sind (Postel, 1976) nicht
aktiviert worden, ebenso wenig wie eine Regulation des frihen und spéen Promotors nicht
maoglich gewesen wére. Dies konnte erklaren, warum die Zellen kaum transformiert wurden

und kaum Virus freigesetzt wurde.

Um zu Uberprifen, ob Rekombination in Nachbarschaft dieser cis-Elemente durch Proteine
wie p53 und PARP-1in trans beeinflusst wird, sollten Primatenzell-Klone eingesetzt werden,
die sich hinsichtlich ihres p53- as auch ihres PARP-1-Status unterschieden. Die LLC-MK »-
Zellen tragen endogen ein Mutp53, das eine Deletion der Aminosauren 237-239 aufweist und
u.a durch eine verlangerte Halbwertszeit und Verlust der FAg-Bindung gekennzeichnet ist
(von der Weth & Deppert, 1993; Dudenhotffer et al., 1998). Da in Untersuchungen gezeigt
werden konnte, dass dieses Mutp53 die homologe Rekombination nicht beeinflusst
(Wiesmdiller et al., 1996; Dudenhdtffer et al., 1998), war dieses Zellsystem prédestiniert fur
Untersuchungen mit dem auf SV 40 basierenden Testsystem.

Neben den schon etablierten LLC-MK»-Klonen mit funktionell anschaltbarem Wtp53, aso
Witp53her (Dudenhoffer et al., 1998), und einem Wtp53- und/oder PARP-1-exprimierenden
Zdlsystem (LMV2-p53her-KI8, LMV2-PARP-KI3, LMV2-p53herPARP-KI1) konnten in
dieser Arbeit drel weitere Wtp53 exprimierende LLC-MK,-Klone, von denen zwe flr
Rekombinationsmessungen verwendet wurden, und zwei p53(138V) exprimierende Klone
etabliert und charakterisiert werden Die Untersuchung der Proteinmengen in den
verschiedenen Klonen ergab, dass das Wtp53her-Protein die hdchste Expression im Klon -21
zeigte (130% im Vergleich zu LLC-MK(p53her)-17). Der zweite untersuchte Wtp53her-
exprimierende Klon -5 zeigte dagegen eine sehr viel niedrigere steady state Proteinmenge.

Insgesamt lag die Expression von Wtp53her in allen Klonen auf dem physiol ogischen Niveau
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(vgl. Dudenhoffer et al., 1998). Die Unterdriickung der homologen Rekombination zwischen
den eingesetzten Viren konnte fur Klon -21 am deutlichsten gezeigt werden, wahrend in Klon
-5 die Inhibition oftmals weniger deutlich zu detektieren war. Moglicherweise ist hier ein
Einfluss der Wtp53her-Proteinmenge auf das Ausmal? der Inhibition zu verzeichnen. In der
Arbeit von Dudenhtffer et al., 1998, konnte gezeigt werden, dass Witp53her schon in
geringsten Mengen die homologe Rekombination wirksam unterdriickt, ein Einfluss der
Menge konnte hier aber nicht ermittelt werden. Neuere Untersuchungen zeigten aber, dass es
sehr wohl eine Dosisabhangigkeit der Rekombinationsinhibition durch p53 gibt (Akyiz et al.,
2002), wobei aber auch hier schon geringste Menge fur eine Inhibition sorgten. In den LLC-
MK (p53her)-5-Zellen war die Menge an Wip53her jedoch so gering, dass die
Detektierbarkeit an der Nachweisgrenze lag und in der Folge auch die Rekombinations-
Inhibition oftmals kaum vom Rauschen zu unterscheiden war. Die Generationszeiten im Klon
-21 waren im Verglech zu den anderen Witp53her-exprimierenden Klonen nach
Ostradiolgabe am langsten, was wiederum fur die volle Funktionsfahigkeit von Wtp53 in
diesem Klon spricht. Das p53her-Protein war in den Zellen eindeutig funktionell als
transkriptioneller Transaktivator und Wachstumsregulator durch Ostradiol anschaltbar. Eine
Verlangerung der Generationszeit bereits in Abwesenheit von Ostradiol deutete jedoch darauf
hin, dass ein Teil des p53her-Proteins auch ohne Induktion durch Ostradiol konstitutiv aktiv
war. Dies stand in Einklang mit friheren Daten, die mit p53her-Varianten tragenden Zellen
erhoben worden waren (Dudenhoffer et al., 1998). Es wurde jedoch bereits in diesen friiheren
Arbeiten festgestellt, dass selbst geringe Mengen an aktivem p53her-Protein  vor
Ostradiolgabe inhibierend auf die homologe Rekombination wirken, weshalb mit und ohne
Ostradiolgabe keine deutlichen Unterschiede zwischen den Rekombinationsfrequenzen in
p53her exprimierenden Zellen mit und ohne Ostradiol nachweisbar waren. Dies war auch der
Grund, weshalb Rekombination grundstzlich in Gegenwart von Ostradiol studiert wurde. Um
die Mdoglichkeit auszuschlief3en, dass Unterschiede zwischen Kontrollzellen und p53her
exprimierenden Zellen klonale Charakteristika reflektieren, wurden deshalb zu Beginn der
Anaysen jewells mindestens zwei voneinander unabhangige Zellklone untersucht.

Fur fortfUhrende Studien wurde vor alem der neu etablierte LLC-MK2(p53her)-21-Klon
herangezogen, da er deutlich alle fir Wtp53 geforderten Eigenschaften, wie eine verlangsamte
Generationszeit, eine deutliche Inhibition der Rekombination fur z.B. SV40-Wt-Viren
(5,4fach) und eine Transaktivierung von p21W¥YCIPL o fzeigte.

Die beiden p53(138V)her-exprimierenden Klone LLC-MK[p53(138V)her]-4 und -7 zeigten
Generationszeiten, die in etwa denen von LLC-MK ,(neo)-Zellen entsprachen und inhibierten



4 Diskussion 118

die Rekombination nur etwas schwécher als Wtp53her (fir SV40-Wt-Viren im Durchschnitt

3,7fach versus 3,1fach). Die Transaktivierung von p21VavcieL

der in LLC-MK(neo)-Zellen, im Klon LLC-MK3[p53(138V)her]-4 konnte alerdings eine
1 Waf1/Cipl

war in etwa vergleichbar mit
geringfigig hohere Expression von p2 verzeichnet werden. Ein Einfluss von
residualem p53(138V)her in Wtp53her-Konformation (Ziegler, 1998) konnte die verbliebene
Transaktivierungsaktivitdét von Klon LLC-MK2[p53(138V)her]-4 in diesen Versuchen
erkléren. Der residuale Wtp53-Anteil hat aber nur geringe Auswirkungen auf das Wachstum,
was die nur minimal verlangerten Generationszeiten belegen. Diese Ergebnisse sprechen
eindeutig dafur, das die Klone zwar transaktivierungsdefizient sind, aber auf
Rekombinationsereignisse inhibierend wirken konnen, ein Befund, der bereits schon in
friheren Studien aufgenommen wurde (Akyuz et al., 2002; Willers et al., 2000).

Die Etablierung von LLC-MK,-Zellen, die die Mutante p53(15A) stabil exprimieren sollten,
gelang trotz Testung von 24 isolierten, neomycinresistenten Klonen, nicht. Diese Anzahl an
getesteten Klonen hétte ausreichen sollen, um wenigstens einen p53(15A)-exprimierenden
Klon zu erhalten, da bei der Etablierung von LLC-MK(p53her)-Zellen von 18 getesteten
Kloren drei positiv waren und von 19 getesteten LLC-MK[p53(138V)her]-Klonen zwei
positiv. waren. Die strahleninduzierte Phosphorylierung von p53 an Serin15 wird
vornehmlich durch die ATM-Kinase vermittelt, wodurch es vermutlich zur Aktivierung von
p53 as checkpoint-Faktor kommt und ein G1-Arrest ausgelost wird (Banin et al., 1998;
Canman et al., 1998). Zellen, die eine p53-Mutante tragen, die der Phosphorylierung nicht
zuganglich ist, wie die p53(15A)-Mutante, sind empfindlich in der schadensinduzierten
Regulation ihres Zellzyklus gestért. Moglicherweise sind Zellen, die p53 mit dieser Mutation
exprimieren, deshalb schwerer zu etablieren. Allerdings spricht dagegen, dass die
Phosphorylierung von Serl5 insbesondere nach Strahlenexposition auftritt und diese Noxe
wahrend der Etablierung nicht einwirkte. Alternativ wére vorstellbar, dass tatséchlich
p53(15A)her-positive Zellklone etabliert wurden, jedoch die Proteinexpression aufgrund einer
verringerten Stabilitdt ohne Phosphat an Position 15 nicht nachweisbar war. Es wurde
beschrieben, dass MDM2 nicht mit an Ser15-phosphoryliertem p53 Komplexe bilden kann,
und demzufolge p53 nicht dem ubiquitin-vermittelten Abbau zufihren kann (Shieh et al.,
1997; Pise-Masison et al., 1998).

Zusammenfassend konnte das auf SV40 basierende und in dieser Arbeit modifizierte System
fur die Untersuchung der Rolle von in cis wirkenden Elementen unter Betrachtung von in

trans wirkenden Faktoren aufgebaut und erfolgreich genutzt werden.
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4.2 ldentifizierung von cisregulatorischen Sequenzen bel der homologen

Rekombination

Fur die Untersuchungen wurden DNA-ci s Elemente ausgewahlt, zu denen sowohl Fragmente
aus Bruchpunktregionen mit ursachlicher Betelligung an der Entstehung von Leukdmien
(MLL, TAL1, LMO2, RARa; siehe Reichel et al., 1999; Boehm et al, 1989; Chen et al., 1990;
Alcalay et al., 1991) als auch zwei MAR-Sequenzen (Boulikas & Kong, 1994; Will et al.,
1998a, b) und repetitive DNAs (CTG-repeat; siehe Bowater et al., 1996) inklusive einer RGC-
Sequenz mit13 Kopien einer Wtp53-Erkennungssequenz (Kern et al., 1992) und deren mutiertes
Gegenstiick gehoren.

Frihere Studien von LMO2-Translokationen fihrten zur Kartierung einer 2 kb grof3en
Bruchpunktregion in der Nahe einer heptamerahnlichen Sequenz, in der sechs von sieben
Nukleotiden mit dem Konsensussignal der V(D)JRekombinase Ubereinstimmen (Boehm et
al., 1989). Darlber hinaus treten chromosomale Verschmel zungen, welche das TAL1-Gen bei
t(1;14)-Trand okationen betreffen und solche, die das LMO2-Gen involvieren bel t(11;14)-
Translokationen in Verbindung mit dem TCRa/d-Lokus auf (Bernard, et al., 1990; Boehm et
al., 1989; Breit et al., 1994; Chen et al., 1990). Deshalb liegt der Schluss nahe, dass illegitime
Rearrangements, die in den TAL1- und LMOZ2-Bruchpunktregionen auftreten, durch die
V(D)F>Maschinerie, die normalerweise fur die  T-ZellrezeptorgenUmordnungen
verantwortlich ist, initiiert wurden. Tatsachlich konnte in friheren Arbeiten demonstriert
werden, dass heptamer-/nonamerdhnliche Signalsequenzen innerhalb fragiler Sequenzen der
LMQO2- und des TAL1-Gene als schwache Rekombinationssignale fungieren (Raghavan et al.,
2001; Marculescu et al., 2002). Ebenso kénnte die Integration eines Retrovirus sowohl in das
TAL1- as auch ins LMO2-Gen (Stocking et al., 1993) durch das Wirken einer spezifischen
Rekombinase vermittelt werden, besonders, da die durch das Virus kodierte Integrase im
Zusammenspiel mit  Doppelstrangbruchreparatur-Komponenten der Wirtszelle arbeitet
(Taganov et al., 2001). Im Gegensatz zu den myeloiden Vorlauferzelllinien, in denen die
retroviralen Integrationsorte identifiziert wurden (Stocking et al., 1993), sollte die V(D)J
Rekombination in den SV40-infizierbaren Affennierenzellen, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, nicht erwartet werden. Dies konnte erklaren, warum sich die
Rekombinationsfrequenzen nach Aufnahme der TAL1-BCR- und LMO2-BCR-Fragmente in
die SV40-Genome nicht deutlich anderten. Interessanterweise wurde erst kirzlich berichtet,
dass wahrend der erfolgreichen gentherapeutischen Behandlung von elf Kindern mit SCID die
provirae Integration im LMO2-Lokus bei zwei Fallen auftrat (Hacein-Bey-Abina et al.,
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2003), die as Konsequenz dieser Insertions-Mutagenese bei einem Jungen zur Ausbildung
einer Leukamie fuhrten.

In der Absicht, alternative Mechanismen der Instabilitét dieser Loci aufzukléaren, zeigten
Untersuchungen, dass bei den TAL1-Deletionen diese DNA-Regionen mit Ausnahme ener
CpG-Insd, in vollstdndig demethylierter Form vorlagen (Breit et al., 1994), also eine lokale
Chromatinzuganglichkeit aufwiesen. Bei der LMO2-Bruchpunktregion treten ausgedehnte
Purin-Pyrimidin-Sequenzen auf, die, da sie wahrscheinlich in der Z-DNA-Form auftreten,
ebenfalls eine offene Chromatinstruktur verursachen. Diese Offnung der Chromatinstruktur
fuhrt zu einer Zugéanglichkeit fir homologe Rekombinationsprozesse, das NHEJ, das V(D)J
joining und die retrovirale Insertion und verursacht damit indirekt genomische Instabilitét. Da
in dieser Arbeit eher die Rolle von in cis wirkenden Faktoren mithilfe des SV40-Testsystems
und nicht die Rolle von epigenetischen Mechanismen untersucht werden konnte, konnte hier
auch kein bemerkbarer destabilisierender Effekt weder fur das TAL1- noch fir das LMO2-
BCR-Fragment beobachtet werden. Zusammengenommen konnte ein cis-regulatorischer, von
der V(D)J-Rekombinase unabhéngiger Effekt durch TAL1- und LMO2-Bruchpunktregionen
auf die genomische Instabilitét in dieser Arbeit nicht festgestellt werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die fir TAL1 und LMO2 erzielt wurden, konnte mithilfe
des auf SV40 basiererden Systems deutlich eine Stimulierung der Rekombination durch die
MLL-BCR-Sequenz auf3erhalb des zelluldren Chromatinkontextes nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse deuten klar auf einen in cis wirkenden Mechanismus des MLL-BCR-Fragmentes
wahrend spontanen CNA-Austauschereignissen und noch weit dramatischer wahrend durch
das Zytostatikum Etoposid induzierten Ereignissen hin, die durch das vermehrte Auftreten
von Brichen in dieser Region erklart werden konnen (Sim & Liu, 2001). MLL ist eines der
am haufigsten und in den verschiedensten Formen der akuten Leukdmie translozierten Gene
und die Translokationspunkte treten ausschliefdich in einer 8,3 kb grofien Region auf
(Vogelstein & Kinzler, 2002; Ziemin-van der Postel et al., 1991). Ein besonders interessanter
Aspekt der Trandokationen, in die MLL involviert ist, betrifft die Generierung sekundéarer
Leuk&mien nach Chemotherapie. Bei 85% der Patienten, die nach Chemotherapie mit
Topoisomerase Il-Inhibitoren, wie Etoposid, eine sekundéare Leukamie entwickeln, finden
sich Translokationen, die die Chromosomenregion 11923 betreffen. MLL ist somit ein hot
spot fir chromosomale Rearrangements nach Behandlung mit Epipodophyllotoxinen wie
Etoposid (Pui et al., 1989).

Das in dieser Arbeit ausgewdhite 418 bp grofRe MLL-BCR-Fragment stellt einen weiter

eingeengten hot spot dar, der bel Kindern unter einem Jahr beschrieben wurde und in dem
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eine Haufung von DNA-Brichen nach Behandlung mit Topoisomerase Il-Inhibitoren kartiert
wurden (Sim & Liu, 2001; Stanulla et al., 1997; 2001). In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen konnte in dieser Arbeit eine durch Etoposid verursachte Desintegration der
virdlen Genome, die das MLL-BCR-Fragment tragen, nach agarosegelelektrophoretischer
Auftrennung beobachtet werden, obwohl das untersuchte MLL-BCR-Fragment keine
Topoisomerase |1-Erkennungssequenz (Strissel et al., 1996) enthdt. Eine Erklarung fir seine
Fragilitét konnte in der Tatsache liegen, dass es im Zentrum einer hochaffinen MAR Kartiert
wurde und eine Korrelation zwischen der Dichte der MLL-Transokationspunkte und der
Assoziation mit der nukledren Matrix beschrieben wurde (Hensel et al., 2001). Somit kénnte
MLL das Ziel von Nukleasen wahrend der friihen Stadien der Apoptose, die als Antwort auf
chemotherapeutische Behandlung ausgel6st wird, sein (Sim & Liu, 2001; Stanulla et al.,
1997; 2001). Alternativ dazu kénnte Topoisomerase |1 praferentiell an MLL-BCR-Sequenzen
nach Behandlung mit Topoisomerase |lI-Inhibitoren Doppelstrangbriiche verursachen, da

dieses Enzym an MAR-Sequenzen angereichert zu sein scheint (Boulikas, 1995).

In den Experimenten mit IgHE- und PARP-MAR Elementen, die aufgrund ihrer Eigenschaft,
an die nuklegre Matrix zu binden (Boulikas, 1995; Staudt & Lenardo, 1991), ausgewahlt
wurden, konnte eine dramatische Stimulation der Rekombinationsfrequenzen (50,9 und 209,9
x 10* versus 9,7 x 10%) demonstriert werden. Es wurde bereits lange vermutet, dass MARs
rekombinogen wirken (Boulikas, 1995). Dies ist die erste Arbeit, die eine cis-stimulatorische
Rolle in der homologen Rekombination fur isolierte MAR-Sequenzen unabhdngig vom
Chromatikontext der zellularen Chromosomen beschreibt. Diese Ergebnisse stimmen dartber
hinaus mit der bereits oben erwahnten Zuganglichkeit von MARSs fur Nukleasen und andere
DNA-modifizierender Enzyme Uberein. Des weiteren enthdt das PARP-MAR-Fragment
destabiliserende Elemente wie lange GT-Folgen, intrinsisch gebogene, geknickte und
palindromische DNA-Sequenzen. Letztere konnten rekombinogen wirken durch die
Ausbildung von kruziformen DNA-Strukturen (Boulikas & Kong, 1993; Will et al., 1998a;
1998b). Das klassische IgHE-MAR ist AT-reich und enthdt ein DNA-unwinding- Element.
Fir diese DNA-unwinding- Elemente wird eine rekombinationssteigernde Wirkung vermutet,
indem sie strukturelle Veranderungen des Chromatins durch regionales base-unpairing
verursachen (Staudt & Lenardo, 1991; Boulikas, 1995; Will et al., 1998D).

Sequenzmotive wie gebogene DNA, Palindrome und lange AT-Folgen finden sich auRerdem
in  DNA-Replikationsurspriingen. Die in dieser Arbeit durchgeflhrten de novo DNA-
Syntheseuntersuchungen zeigten, dass IgHE- und PARP-MAR-Elemente die SV40-
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Replikation leicht erhdhten, ein Ergebnis, dass von einer weiteren Arbeitsgruppe mit einem
anderen SV40-Modellsystem ebenfalls erzielt werden konnte (Ariizumi et al., 1993).

Im Gegensatz hierzu war die MLL-BCR-Virus-DNA-Synthese leicht herabreguliert, obwohl
das MLL-BCR-Element eine Stimulation der Rekombination verursachte.

Zusammengenommen konnte die Virusreplikation qualitativ nur in einigen Fallen, namlich
bei IgHE- und PARP-MAR, mit der Rekombination korreliert werden. Es konnte jedoch auch
in diesen Féllen keine quantitative Korrelation festgestellt werden, was vermuten |asst, das die
Stimulation der Replikation in diesen Fadlen nicht mit der Steigerung der

Rekombinationsfrequenzen mechanistisch verkniipft ist.

Eine Erhohung der Rekombinationsfrequenzen konnte auch fur den CTG98-repeat festgestellt
werden. Dieses Ergebnis stimmt mit friheren Studien Uberein, die homologe Rekombination
als Ursache fur die Instabilitéten, die im MD-Lokus auftreten, vorschlagen (Richard &
Paques, 2000). Fur repetitive Sequenzen konnte gezeigt werden, dass sie durch Bildung von
Sekundérstrukturen die homologe Rekombination erhdhen, ein Ergebnis, das auch in dieser
Arbeit mit der repetitiven RGC- und RGCmut- Sequenz erzielt wurde. Mit dem CTG98-repeat
wurde jedoch eine nur 3fache Stimulation beobachtet, wahrend nach Einflihrung der PARP-
MAR-DNA eine 22fache Zunahme der Rekombinationsfrequenz zu verzeichnen war. Diese
Ergebnisse scheinen gegensétzlich zu denen einer anderen Gruppe zu sein, die mit eéinem auf
E. coli basierenden Plasmidsystem eine Erhdhung der intermolekularen Rekombination von
ein bis zwei GrofRenordnungen durch die gleiche (CTGXCAG)gs- Sequenz beobachten konnten
(Pluciennik et al., 2002). Es gibt aber eine Rethe von moglichen Erklérungen fir diese
Diskrepanz. Erstens konnte die wéhrend der an dem CTG98-repeat stattfindenden
Doppel strangbruchreparatur auftretende Verénderung der repeat-Lénge ein Hindernis fur die
Virusamplifikation darstellen. Zweitens vermitteln (CTGXCAG)-repeats die Ausbildung von
Haarnadelstrukturen, die an die Reparatur gekoppelte Replikationsvorgénge behindern
koénnen (Richard et al., 2000). In Hefe wird die resultierende Reparatur-Inhibition durch den
Mrell-Rad50p-Xrs2p-Komplex, der dem SbcC-SbeD-Komplex in E. coli  entspricht,
abgeschwéacht. Fir SV40-T-Ag wird angenommen, dass es Mrell, Rad50 und Nbsl
dereguliert, so dass eine CTG98-vermittelte Zunahme der Rekombinationsfrequenz damit in
einem auf SV40 basierenden System weniger wahrscheinlich scheint (Lanson et al., 2000).
Drittens konnte gezeigt werden, dass die (CTGXCAG)gs-Rekombinationsfrequenzen stark
durch Replikationsvorgange beeinflusst werden, wenn die repeat-Sequenz in der Nahe von
Replikationsurspringen lokalisiert ist (Panigrahi et al., 2002; Pluciennik et al., 2002). In
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dieser Arbeit wurde das CTG98-Fragment 2,5 kb distal des SV40-Oris inseriert, was zu keiner
signifikanten Verdnderung in der DNA-Syntheserate fuhrte. Eine weitere Erklarung konnte
sein, dass diese Sequenz einen weniger ausgepragten Einfluss auf das Anhalten der

Replikationsgabel in unserem System austibt.

4.3 Die sequenzunabhangige Inhibition der homologen Rekombination
durch p53

Fur p53 konnte gezeigt werden, dass es die homologe Rekombination und das NHEJ wirksam
zu inhibieren vermag, welches moglicherweise durch die Erkennung von
Sequenzabweichungen durch p53 vermittelt wird (Akylz et al., 2002; Bertrand et al., 1997;
Dudenhoffer et al., 1998; Mekeel et al., 1997; Wiesmiiller et al., 1996). Ubereinstimmend mit
diesen Ergebnissen konnte in dieser Arbeit eine Herabregulierung von interchromosomalen
homologen Rekombinationsereignissen in Wtp53her-exprimierenden Zellen fir TAL1-BCR-,
LMO2-BCR- und MLL-BCR-Fragmente beobachtet werden In diesen Wtp53-positiven
Zellen blieben die Rekombinationsfrequenzen selbst dann niedrig, wenn durch Gabe von
Topoisomerase |l-Inhibitoren eine dramatische Zunahme von Doppelstrangbriichen fir das
MLL-BCR-Fragment zu erwarten waren. Dies ist besonders interessant, da die
Rearrangements, die den MLL-Lokus betreffen, oft nach Chemotherapie auftreten (Strissel et
al., 1996) und in engem Zusammenhang mit Mutationen im p53-Gen stehen (Andersen et al.,
2001). Dies bedeutet, dass die Mutation von p53 das Leukamie-Risiko steigert, unter
anderem, da p53 nicht mehr in der Lage ist, die Doppelstrangbruchreparatur am MLL-Lokus

zu kontrollieren.

Die hier vorgestellten Ergebnisse, die mit den in cis wirkenden MAR-Sequenzen erzielt
werden konnten, liefern einen weiteren wichtigen Hinweis auf die Ausibung enes
antirekombinogenen Effektes durch p53. Interessanterweise assoziieren sowohl Wtp53 als
auch Strukturmutanten von p53 mit der nukledren Matrix (Jiang et al., 2001). Darliber hinaus
konnte demonstriert werden, dass sowohl Kontakt- as auch Konformations-Mutanten von
p53 direkt an IgHE- und PARP-MAR-Elemente binden (Will et al., 1998a; 1998b). Dieser
Befund war mit dem Funktionsgewinn einiger p53-Mutanten wahrend der Tumorentstehung
in Verbindung gebracht worden (Roemer, 1999), da die MAR-Bindung beziglich dieser
Elemente fur Mutp53 spezifisch schien. Mit diesem SV 40 Testsystem konnte gezeigt werden,
dass in den Parentalzellen, die endogen die Konformationsmutante p53(D237-239) tragen, die
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MAR-abhangigen Rekombinationsfrequenzen drastisch gesteigert waren, was mit einem
MAR-spezifischen Funktionsgewinn dieser Mutante kompatibel wére. Ein dominanter, trans-
regulatorischer Effekt von p53(D237-239) kann nach den hier erhobenen Daten jedoch als
eher unwahrscheinlich angesehen werden, da das ektopisch exprimierte Wtp53 in diesen
Zellen eine &dhnlich hohe Rekombinationsinhibition wie fur die anderen untersuchten
Elemente verursacht, trotz des hohen Uberschusses an endogenem Mutp53. Weitere Studien
mit anderen klassischen onkogenen p53-Mutanten, wie p53(248W), p53(175H) oder auch
p53(273H) sollten zur genaueren Aufklarung moglicher durch MARs verursachter
Funktionsgewinne von Mutp53 bei der Destabiliserung des Genoms im Verlauf der

Tumorgenese beitragen.

p53 wird mit Mikrosatelliten in letzter Zeit zunehmend in Verbindung gebracht. Apoptose-
induzierende p53-Varianten binden einen polymorphen, d.h. bei verschiedenen Individuen mit
unterschiedlicher repeat-Zahl auftretenden Mikrosatelliten im Promotor des PIG3-Gens, eines
an der Apoptose beteiligten Faktors. Dieser Mikrosatellit stellt auf3erdem das erste p53-
responsible Element dar, das polymorph ist und kénnte somit durch Vererbung die
Krebssuszeptibilitdt beeinflussen (Contente et al., 2001; Polyak et al., 1997). Weiterhin
konntein Haut-, Blasen- und Lungenkrebsformen die Instabilitdt von Mikrosatelliten mit dem
Auftreten von p53-Mutationen assoziiert werden (Ahrendt et al., 2000; Danaee et al., 2002).
Kritische Determinanten fur das Auftreten von repeat-Expansionen und -Kontraktionen sind
Komponenten der Replikations- und Rekombinations-Maschinerie (Usdin & Grabczyk,
2000). Diein dieser Arbeit mit dem CTG98- und RGCmut-Fragmenten erhaltenen Ergebnisse
schlossen aber einen hauptsachlichen Einfluss von p53 auf die Replikation der repeats aus,
indizierten aber einen antirekombinogenen Effekt. Letzteres stimmt mit einer Studie Uber die
p53-abhangige Inhibition von Deletionsereignissen zwischen Alu-repeats (Gebow et al.,
2000) Uberein. Das Ausmal3 der Rekombinationsunterdriickung durch die CTG98-Sequenz
war dhnlich wie fir das MLL-BCR-Fragment. Beide Fragmente verursachten in LLC-
MK »(neo)-Zellen vergleichbar hohe Frequenzen von 29 bzw. 34 x 10™“. Dieses Ergebnis
spricht gegen einen von p53 ausgelibten inhibitorischen Mechanismus, der spezfisch fur die
Struktur des CTG98-Fragmentes ist.

p53(138V) ist eine separation-of-function-Mutante, die zwar keine Kontrolle Uber den
Zdllzyklus austiben kann und transaktivierungsdefizient ist, aber die Fahigkeit beibehalten
hat, die homologe Rekombination zu unterdriicken (Akylz et al., 2002; Willers et al., 2000).

Wie erwartet, waren die in dieser Arbeit neu etablierten p53(138V)her-exprimierenden Zellen
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in der Lage, die interchromosomale Rekombination zwischen TAL1-BCR-, LMO2-BCR-,
MLL-BCR-, IgHE-MAR-, PARP-MAR-, CTG98- und RGCmut-Virengenomen zu
unterdriicken. Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass Wtp53 direkt die Rekombination
kontrolliert (Dudenhoffer et al., 1999; Saintigny et al., 1999; Willers et al., 2000). Drei
Mechanismen konnten die Fahigkeit von p53, die Rekombination zu inhibieren, erklaren.
Erstens kénnte p53 in Analogie zu MSH2 durch Bindung an Intermediate der homologen
Rekombination den Strangaustausch durch die Rekombinase Rad51 blockieren (Stiirzbecher
et al., 1996; Sisse et al., 2000). Zweitens konnte das exonukleolytische proof-reading von
fehlgepaarten Heteroduplexes die Rekombinationsverbindungen auflosen (Janz et al., 2002;
Slsse et al., 2000). Drittens konnte nachgewiesen werden, dass BLM, eine RecQ-DNA-
Helikase, potentiell rekombinogene Molekile, die an Stellen der fehlerhaften Prozessierung
von DNA-Replikations-Intermediaten auftreten, auflost, und mit p53 interagiert (Wang et al.,
2001). Dies konnte bedeuten, dass p53 antirekombinogen via Modulation von BLM-
Funktionen wirkt.

44 Die sequenzabhéngige Steigerung der homologen Rekombination
durch p53

Der wohl Uberraschendste Befund dieser Arbeit war, dass im Gegensatz zu den bisher
diskutierten Ergebnissen  p53  bel bestimmten DNA-cis-Elementen  auch
rekombinationsstimulierend wirken kann. So zeigte sich fir den RGC-repeat und das RARa -
BCR-Fragment eine 4- bis 5fache Steigerung der Rekombinationsfrequenz.

Der aufféllige Unterschied zwischen den Daten zu RGC und seinem mutierten Gegenstuick,
RGCmut, legt die Vermutung nahe, dass es zu einer Komplexformation zwischen p53 und
seiner Bindungssequenz RGC kommt (Kern et al., 1991), wahrend dies fir RGCmut nicht der
Fal ist. Im Einklang hierzu zeigte sich die transaktivierungsdefiziente Mutante p53(138V)
signifikant weniger stimulatorisch als Wtp53. In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass RGC-
repeats die Replikation eines auf Polyomaviren basierenden Episoms in vitro in einer von p53
abhangigen Weise inhibieren (Miller et al., 1995). Im Gegensatz dazu berichtete eine andere
Arbeitsgruppe  dass Witp53 die DNA-Replikation eines Polyomavirus in einer
sequenzspezifischen Weise stimuliert (Kanda et al., 1994). In dieser Arbeit konnte
interessanterweise fur die virale Replikation in Abhangigkeit von dieser Sequenz ene
signifikant gesteigerte Replikationsaktivitét, allerdings mit einem verzégerten Maximum bel
36 Stunden nach Infektion beobachtet werden. Dies bedeutet, dass fir diese p53-
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Erkennungssequenz nicht nur eine Steigerung der Rekombination, sondern auch der
Replikation zu verzeichnen war. Vor allem jedoch kann eine Korrelation zwischen DNA-
Bindung durch p53 und Replikationsretardation angenommen werden, da es sich hier um ein
spezifisch mit RGC-, nicht aber mit RGCmut-Viren zu verzeichnendes Ergebnis handelte. Es
wird algemein angenommen, dass das Anhalten der Replikationsgabel zu erhhten
Rekombinationsaktivitdten fuhrt (Flores-Rozas & Kolodner, 2000; Saintigny et al., 2001), so
dass in diesem Fall diese Ereignisse mechanistisch verkntipft zu sein scheinen. Eine generelle
Erklarung fur die Steigerung der Rekombinationsfrequenzen als Antwort auf Wtp53 liefert
diese Interpretation aber dennoch nicht, da die Replikationskurve fir den RARa-BCR-Virus
sich von z.B. den Kurven von TAL1- und LMO2-BCR-Viren nicht unterscheidet. Anders als
mit dem RGC-Fragment wurde das RARa-BCR-Fragment nicht von Wtp53 stabil
komplexiert. Die Erkennung einer spezifischen DNA-Sequenz war bel diesem Fragment also
nicht der ausschlaggebende Grund fur die Erhohung der Rekombination durch p53. Das
RARa-Fragment enthdlt keine p53-, wohl aber zwei Topoisomerase |- Erkennungssequenzen
nach den stringenten Kriterien von sowohl Jaxel et al., 1988 als auch Tsui et al., 1989. In den
Versuchen, bei denen der Topoisomerase I-Inhibitor Camptothecin auf die Parentalzelllinie
LLC-MK2(neo) appliziert wurde, konnte ein RARa-BCR-abhéangiger Anstieg in den
Rekombinationsfrequenzen beobachtet werden, der durch das Auftreten von durch
Camptothecin verursachten Doppelstrangbrtichen erklért werden kann. Dagegen konnten in
Witp53her-positiven  Zellen die gleichen Rekombinationsfrequenzen mit und ohne
Camptothecin-Behandlung gemessen werden. Die Kombination von Camptothecin und
Wip53 scheint den rekombinationsstimulierenden Effekt von Camptothecin aleine nicht zu
Ubertreffen, was einen epistatischen Mechanismus der Rekombinationserhohung durch
Topoisomerase |-Inhibition und Wtp53 wahrscheinlich macht. Interessanterweise zeigten
neueste Untersuchungen, dass p53 die Bildung eines zweifach schneidenden, aus zwei
Topoisomerase FMolekilen bestehenden, Komplexes stimuliert (Soe et al., 2002). Dieser
Komplex hinterlasst eine Licke von ca. 13 Nukleotiden, die die DNA-Rekombination
unterstiitzt, welche durch das zweite Topoisomerase I-Molekll vermittelt wird (Stephan et al.,
2002). Folglich stabilisieren sowohl Camptothecin als auch p53 die kovalenten DNA-
Topoisomerase FKomplexe und konnten so DNA-Briche und Rekombination durch das

gleiche Enzym verursachen (Gobert et al., 1996).

Uberraschenderweise fiihrten Versuche mit dem RGC-Virus in LLC-MK 2(neo)-Zellen nach
Camptothecin-Behandlung auch zu einer Erhdhung der Rekombinationsfrequenzen, obwohl
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dieses Fragment keine perfekte Topoisomerase I-Erkennungssequenz enthalt. Camptothecin
soll aber prédferentiell das Schneiden an  TG-Nukleotiden ohne flankierende
Konsersussequenzen stimulieren (Kjeldsen et al., 1988), was erklaren konnte, warum
Camptothecin eher die Rekombination des RGC-Fragmentes mit vier TG-Nukleotiden im
Gegensatz zu RGCmut mit zwel TG-Nukleotiden pro Wiederholung beeinflusste. Wtp53
unterdriickte deutlich die durch Camptothecin induzierte Rekombination zwischen den RGC-
Viren, was vermuten |8sst, dass Camptothecin und DNA-gebundenes p53 die Rekombination
Uber verschiedene Wege stimuliert. Daraufhin kénnte man annehmen, dass p53 die
Topoisomerase | nur durch eine perfekte Konsensussequenz wie im RARa-BCR-Fragment
aktiviert. Brazdova et al., 2002 schlossen aus ihren Untersuchungen, dass oligomeres p53
Filamente an hochspiralisierter DNA formiert und diese Bildung den Rad51-vermittelten
Strangaustausch reguliert. Interessanterweise fordert die gleiche C-terminale Region von p53,
die diese Aktivitat ausfuhrt, auch das DNA-reannealing (Bakalkin et al., 1994). Demnach
waére es auch denkbar, dass es sich hier um einen replikationsunabhangigen Mechanismus, der
hohe Rekombinationsfrequenzen in Verbindung mit dem RGC-Fragment verursacht und der
von der Filamentbildung von p53 abhangt, handelt.

Uberdies lassen die Daten darauf schlieen, dass die sequenzunabhéngige Inhibition der
Rekombinationsaktivitdt von p53 dominant ist im Vergleich zum stimulatorischen Effekt
durch sequenzspezifische p53-Bindung, sobald rekombinative Reparatur innerhalb der
Erkennungssequenz durch Doppelstrangbriiche inhibiert wurde. Unterstitzt wird diese
Forderung dadurch, dass gezeigt wurde, dass schon geringste p53-Proteinmengen ausreichen,
um die Rekombination zu inhibieren und dass p53 eine extrem hohe Affinitét fir die DNA-
Intermediate der Rekombination zeigt (Akytz et al., 2002; Dudenhéffer et al., 1998; 1999).

45 Die Rolle von PARP-1 im Zusammenspiel mit p53 bel der homologen
Rekombination

Fur PARP-1 wird angenommen, dass es die Effektivitéat der p53-vermittelten DNA-Schadens-

Antwort modifiziert (Vaenzuela et al., 2002) und dadurch genomstabilisierend wirkt.

Versuche mit einem PARP-1/p53her-Zellsystem zeigten in dieser Arbeit, dass die

Rekombinationsfrequenzen fir SV40-Wt-Viren von Uberexprimierter PARP-1 alleine ebenso

wie in pS3her-exprimierenden Zellen unterdriickt wurden.
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Uberraschenderweise zeigte sich eine fehlende Inhibition der Rekombination in der exogen
PARP-1 und p53her koexprimierenden Zelllinie LMV 2-p53herPARP-KI1. Dieser Befund
widerspricht in gewisser Weise der fir PARP-1 postulierten antirekombinogenen Rolle, dain
mehreren Studien von einem Anstieg der homologen Rekombination nach PARP-1-1nhibition
berichtet wurde (Magnusson & Ramel, 1990; Waldmann & Waldmann, 1991). Als Erkl&rung
kann weder eine erganzende Rekombinations-Inhibition tber molekulare Wechselwirkungen
mit den DNA-Briichen (PARP-1)- bzw. Rekombinations-1ntermediaten (p53) noch eine durch
PARP-1 vermittelte p53-Aktivierung und damit einer Rekombinations-Inhibition
herangezogen werden, wie dies in den Zellsystemen mit Uberexpression von PARP-1 ohne
p53her und p53her ohne PARP-1-Uberexpression (LMV2-PARP-KI3, LMV2p53her-K|18)
zutrifft. Da die LMV 2-p53herPARP-KI1-Zellen morphologische Aufféligkeiten zeigten, die
auf eine Einleitung der Apoptose nach Ostradiolaktivierung von p53her und nach
Uberexpression von PARP-1 hindeuteten, wurden sie daraufhin von Fr. Dipl.-Biol. S. SiiRe
ndher untersucht. Es zeigte sich, dass ca. 10% der LMV 2-p53herPARP-KI1-Zellen tatsachlich
apoptotisch waren (S. Siil3e, pers. Mitteilung). Durch die Aktivierung des apoptotischen
Programms in diesen Zellen scheint es durchaus wahrscheinlich, dass die Zahl der DNA-
Strangbriche erhoht wurde (Sim & Liu, 2001). In Unterstitzung dieser Annahme zeigten
Versuche von Fr. Dipl.-Biol. S. Sti3e mit einem spezifischen Caspase-1nhibitor, dass dieser
Rekombinationsfrequenzen in den LMV 2-p53herPARP-KI1-Z€ellen herabsetzte. Daraus |8sst
sich ableiten, dass apoptotische Prozesse, durch Koexpresson von PARP-1 und Wtp53
verursacht werden und die damit verbundenen  Signallbertragungsvorgénge
rekombinationsstimulierend wirken. Dies deutet darauf hin, dass dahnlich wie fir das MLL-
Fragment postuliert, Apoptose-Induktion genomische Instabilitdt verursachen kann.
Anzumerken ist hier, dass die LMV 2-p53herPARP-KI1-Zellen zwar in die Apoptose geleitet
werden, aber in den Rekombinations-Assays aufgrund der stets parallel zur Doppelinfektion
durchgefihrten Infektion mit SV40-Wt-Virus nur vitale, nicht abgestorbene Zellen
einbezogen wurden. Dadurch konnen also Fehler aufgrund von unterschiedlichen

Zytotoxizitéten ausgeschlossen werden.

In dieser Arbeit wurden die Versuche mit dem PARP-1/p53her Uberexprimierenden
Zellsystem auf die Fragmente MLL-BCR, RARa-BCR und PARP-MAR ausgeweitet.
Uberraschenderweise konnte mit dem PARP-MAR-Fragment eine Unterdriickung der
Rekombination in LMV 2-p53herPARP-KI1-Zellen beobachtet werden. Die Vermutung liegt
nahe, dass im Falle des Ergebnisses fir den PARP-MAR-Virus in LMV 2-p53herPARP-KI1-
Zellen moglicherweise aufgrund der Bindung von PARP-1 an MAR-Sequenzen (Galande &



4 Diskussion 129

Kohwi-Shigematsu, 2000) in seiner proapoptotischen Aktivitdét durch Poly-ADP-
Ribosylierung von p53 gestort ist. Der starkere Unterdriickungsfaktor im Gegensatz zu SV 40-
Wit-Viren deutet darauf hin, dass PARP-1 in Bezug auf das PARP-MAR-Fragment spezifisch
in trans wirkt. Vorstellbar ist wegen der beschriebenen hohen Affinitdt von PARP-1 fir
MARs, dass PARP-1 in grof3en Konzentrationen stabil an Duplexregionen gebunden vorliegt.
Eine zweite Erklarungsmoglichkeit ist, dass zwar die Apoptose durch die kombinierte
Wirkung von PARP-1 und Wtp53 induziert wird, aber in diesen Zellen ein deutlicher
synergistischer Effekt zwischen p53 und PARP-1 bezlglich der
Rekombinationsunterdriickung vorliegt, der selbst noch dieser durch die Apoptose
vermittelten Stimulierung entgegenwirkt. Auch in diesem Zusammenhang konnte die
hochaffine Bindung von PARP-1 an MAR-Sequenzen eine Rolle spielen, d.h. es kdnnte flr
Rekombinationsenzyme wie Rad51 die Zuganglichkeit zum Rekombinationssubstrat
blockieren. Diese Beobachtung zeigt auch, dass die Bindung von Proteinen an das cis-
Element nicht notwendigerweise zu einer Steigerung der Rekombinationsfrequenz fihrt, wie
es fir RGC und p53 beobachtet wurde.

Fur das RARa-BCR-Fragment lasst sich in Bezug auf PARP-1 in Anwesenheit von Wtp53
(LMV2-p53herPARP-KI1) festhalten, dass es anders als Wtp53 alleine keine Stimulierung der
Rekombination verursacht, jedoch auch keine Unterdriickung ausgellbt wird. Dies lasst
vermuten, dass PARP-1 durch Poly-ADP-Ribosylierung keine Stimulierung der
Topoisomerase | aud6st wie dies fur p53 mittels molekularer Wechselwirkung (Albor et al.,
1998; Gobert et al., 1996; 1999; Soe et al., 2002) angenommen wird. Unklar bleibt jedoch,
wieso PARP-1 in Abwesenheit von Wtp53 keine deutliche Inhibition der Rekombination wie
z.B. mit Kontrollviren ohne Fremdsequenz zeigte. Hier kann dartber spekuliert werden, ob
zB. an das RARa-BCR-Fragment gebundene Topoisomerase | die Zuganglichkeit fir PARP-
1 reduzierte. Jedoch kann PARP-1 den durch die p53-Topoisomerase FWechselwirkung
bedingten  Stimulierungseffekt  neutralisieren  (LMV2-p53herPARP-KI1), so dass
moglicherweise eine Poly(ADP)-Ribosylierung durch PARP-1 die Wechselwirkung zwischen
p53 und Topoisomerase | stért oder die Aktivitdt von Topoisomerase | reduziert, wie dies
tatsachlich bereits aufgrund von biochemischen Experimenten von einer anderen Gruppe
gefordert wurde (Smith & Grosovsky, 1999).

Eine  Abweichung von der mit den  Kontrollfragmenten  beobachteten
Rekombinationsregulation durch PARP-1 zeigt sich auch nach Uberexpression von PARP-1
(in LMV2-PARP-KI3-Zellen) und Messung der Rekombinationsfrequenzen am MLL-BCR-
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Fragment. Mit Ausnahme der Zellen mit p53her-Expression ohne PARP-1-Uberexpression
(LMV2-p53her-KI18) konnte in dieser Arbeit fir dieses cis- Element generell eine Steigerung
der Rekombinationsaktivitdten beobachtet werden. Dieses Fragment zeichnet sich im
Vergleich zu den anderen in Bezug auf PARP-1 analysierten cis-Elementen durch eine hohe
Fragilitét aus, d.h. es entstehen spontan Doppelstrangbriiche (Sm & Liu, 2001), wie auch
durch die Analyse der isolierten viralen DNA in dieser Arbeit bestétigt werden konnte. Da
PARP-1 as DNA-Einzel- und Doppelstrangbruch Sensor beschrieben wurde, muss also von
einer Uberaktivierung von PARP-1 in Gegenwart von replikativ amplifizierten MLL-BCR-
Sequenzen ausgegangen werden. Die Uberaktivierung von PARP-1 verursacht jedoch NAD'-
Depletionen und hat so zytotoxische Auswirkungen (Burkle, 2001), so dass unter diesen
Bedingungen adhnlich wie fir PARP-1- und p53-Koexpression (LMV2-p53herPARP-KI1)
eine genomische Destabilisierung as Folge von Nekrose- oder Apoptose-vermittelnden

Prozessen vorstellbar ist.

Zusammenfassend kann die Wirkung von Witp53 und PARP-1 auf die homologe
Rekombination dergestalt beschrieben werden, dass isoliert beide Proteine vermutlich durch
molekulare Wechselwirkungen mit dem DNA-Strangbruch bzw. dem Rekombinations-
Intermediat inhibierend wirken. In Kombination jedoch, oder auch nach Uberaktivierung von
PARP-1 durch die Préasentation von zahlreichen DNA-Strangbriichen, werden Mechanismen
des aktiven Zelltods angeschaltet, wodurch indirekt die Fragilitst genomischer Sequenzen
erhoht und dadurch DNA-Austausch-Prozesse in der Nachbarschaft stimuliert werden.
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5 Zusammenfassung

Genetische Instabilitét, d.h. die Verdnderung einzelner Nukleotide (Punktmutationen)
und/oder ganzer Chromosomen (Deletion, Amplifikation, Translokation) kann zur
Entwicklung eines Tumors fuhren, wenn im Verlauf dieses Prozesses Onkogere aktiviert oder
Tumorsuppressoren inaktiviert werden (Vogelstein & Kinzler, 1993). Der Entstehung eines
Tumors geht die Veranderung tausender von Genen voraus (Loeb & Loeb, 2000), wobei
exogene Noxen sowie endogene Suszeptibilitéts-Faktoren eine entscheidende Rolle bel der
DNA-Schadensakkumulation und damit der Entstehung von Krebs spielen.
Rekombinationsprozesse sind der letztmdégliche und unersetzliche Reparaturmechanismus,
wenn DNA-Quervernetzungen, DNA-Doppelstrangbriiche oder DNA-Lucken es nicht
erlauben, die fehlende Information vom komplementéren Strang zu Ubertragen (Nicolaset al.,
1989; Szostak et al., 1983). Dartber hinaus muissen Einzelstrangbriiche oder noch
unreparierte Lasionen an der Replikationsgabel, also wahrend der DNA-Synthese in
proliferierenden Zellen, ebenfalls rekombinativ beseitigt werden (Haber, 1999; Cox, 2000).
Aus diesen Griinden sind Rekombinationsprozesse essentiell fiir das Uberleben von tierischen
Zellen sowie fir die Vermeidung von Tumoren in Saugtieren (Lim & Hasty, 1996; Tsuzuki et
al., 1996; Thompson & Schild, 2001).

Neben der zunehmenden Bedeutung, welche die Rekombination durch die Entdeckung von
Krebssuszeptibilitdts-Genen erlangte, deuten auch die in Tumorzellen meist beobachteten
chromosomalen Verénderungen und hyperrekombinativen Phanotypen auf eine fundamentale
Stellung bei der Krebsenstehung hin.

Das auf der Rekonstitution von SV40-Viren basierende Testsystem zur Quantifizierung
homologer Rekombinationsereignisse (Wiesmiller et al., 1996) konnte bereits erfolgreich zur
Anayse von p53 as enen in trans auf die Rekombination wirkenden Faktor eingesetzt
werden (Wiesmiller et al., 1996; Dudenhoffer et al., 1998). In dieser Arbeit wurden zur
Bestimmung von Rekombination an krebsassoziierten Chromosomenabschnitten die as
Testsystem fungierenden SV40-Virengenome dergestalt modifiziert, dass sie in der Lage
waren, Fremdsequenzen aufzunehmen. Fir die Untersuchungen wurden DNA-cis-Elemente
ausgewahlt, zu denen sowohl Fragmente aus Bruchpunktregionen mit ursdchlicher
Beteiligung an der Entstehung von Leukdmien (MLL, TAL1, LMO2, RARa siehe Reichel et
al., 1999; Boehm et al, 1989; Chen et al., 1990; Alcalay et al., 1991), aus zwe MAR-
Sequenzen (Boulikas & Kong, 1994; Will et al., 1998a; 1998b) und aus repetitiver DNA
(CTG-repeat, siehe Bowater et al., 1996) sowie einer kiinstlichen Wiederholungssequenz mit
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13 Kopien einer Witp53-Erkennungssequenz (Kern et al.,, 1992) und deren mutiertes
Gegenstiick, gehoren. Mit dieser Auswahl an rekombinanten Viren war es nun moglich zu
untersuchen, inwieweit DNA-Elemente Rekombinationsprozesse in cis modulieren.

Neben den schon etablierten LLC-MKox-Klonen mit funktionell anschaltbarem Wtp53
(Dudenhoffer et al., 1998) und einem Wtp53- und/oder PARP-exprimierenden Zellsystem
(LMV2-p53her-K18, LMV2-PARP-KI3, LMV2-p53herPARP-KI1) wurden drei weltere
Wip53 exprimierende und zwei p53(138V) exprimierende LLC-MK-Klone etabliert und
charakterisiert. Damit war die Maoglichkeit der Untersuchung von krebsrelevanten
chromosomalen Sequenzen auf die homologe Rekombination in cis unter Betrachtung des
Tumorsuppressors p53 in trans gegeben.

In der Ta konnten mehr as dreifache Zunahmen in den spontanen
Rekombinationsfrequenzen auf3erhalb des zelluldren Chromatinkontextes fur ein Fragment
aus dem MLL-Gen, die IgHE- und PARP-MAR-Elemente und die repetitiven Sequenzen
beobachtet werden. In Fortfiihrung der Ergebnisse, welche fur die gesamte 8,3 kb-lange MLL-
Bruchpunktregion erzielt wurden, konnte in dieser Arbeit weiter eine deutlich gesteigerte
rekombinationsstimulierende Wirkung fur das nur 0,4 kb kleine MLL-BCR-Subfragment in
Abhangigkeit des Zytostatikums Etoposid beschrieben werden, welche durch das vermehrte
Auftreten von DNA-Briichen in dieser Region erklart werden kann. Fur all diese Elemente
wurde eine Unterdriickung der spontanen bzw. durch Etoposid stimulierten Rekombination
durch p53 beobachtet, welche auch mit Kontrollsequenzen festgestellt wurde. Diese Befunde
unterstitzen die Vorstellung, dass die Rekombinationskontrolle durch p53 eine
tumorsupprimierende  Wirkung hat. Die Forderung, dass es sich be dieser
Tumorsuppressoraktivitdt um eine von der Wachstumskontrolle unabhangige handelt, wurde
durch paralele Anaysen mit der temperatursensitiven Mutante p53(138V) unterstiitzt.
Wahrend p53(138V) bel der nicht-permissiven Temperatur das zelluldre Wachstum
unbeeinflusst lief3, wurde die Rekombination qualitativ und quantitativ wie durch Wtp53
reguliert.

Der wohl Uberraschendste Befund dieser Arbeit war, dass p53 in Bezug auf bestimmte DNA-
cis-Elemente auch rekombinationsstimulierend wirken kann. So zeigte sich fur den RGC-
repeat ein rekombinationsstimulierender Effekt durch Wtp53, nicht jedoch durch Mutp53.
Dieser Effekt kdnnte einerseits damit in Zusammenhang gebracht werden, dass Wtp53, nicht
jedoch Mutp53, wie in dieser Arbeit gezeigt, an diese Sequenz bindet. Interessanterweise
konnte fir die virde Replikation in Abhéngigkeit von dieser Sequenz parallel dazu eine
signifikant gesteigerte Replikationsaktivitat mit verzogertem Maximum beobachtet werden,
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so dass fir diese Witp53-Erkennungssequenz nicht nur eine Steigerung der
Rekombinationsfrequenz, sondern auch der replikativen Eigenschaften zu verzeichnen war.
Besonders deutlich wurde ein durch das Zusammenwirken von p53 und Topoisomerase |
bedingter Effekt fir das RARa-BCR-Subfragment. Hier wurde trotz Fehlens einer
spezifischen  DNA-Bindung durch p53 (keine distinkten Banden in  der
Gelretardationsanalyse) eine Stimulierung der Rekombination durch p53 verursacht, welche
in gleichem Masse auch durch eine Behandlung von Kontrollzellen mit und ohne p53 mit dem
Toposisomerase FInhibitor Camptothecin erzielt werden konnte. Im Gegensatz dazu verlor
Wip53 in Gegenwart von Camptothecin seine stimulierende Wirkung auf die Rekombination
in Nachbarschaft des RGC-repeats und unterdriickte wie gewohnt den DNA-Austausch, so
dass im Fale vom RARa-BCR-Fragment von einem beziiglich Topoisomerase | epistatischen
Reaktionsweg ausgegangen werden kann, wohingegen im Falle vom RGC-repeat
Topoisomerase | und p53 zumindest teilweise mechanistisch unterschiedlich auf die
Rekombination stimulierend wirken.

Im Gegensatz zu p53 ist die inhibitorische Wirkung von PARP-1 auf die Rekombination
durch zahlreiche Faktoren modulierbar, so z.B. durch das Auftauchen von
Doppelstrangbrtichen, das Vorliegen von MAR-Bindungssequenzen und die PARP-1
nachgeschalteten Prozesse des aktiven Zelltods.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Bedeutung von p53 bei der Stabilisierung von
Trandokationsregionen in ener von der Wachstumsregulation unabhéangigen Weise
herausgearbeitet werden. Die Entdeckung von einzelnen DNA-Sequenzen, welche ene
gegensétzliche Wirkungsweise von p53 auslsen und die Beschreibung der Modulation dieser
Wirkungsweise durch Behandlung mit Zytostatika demonstrierten die Notwendigkeit der
Entwicklung individualisierter Krebstherapien, d.h. des individuellen Zusammenstellens des
Therapeutika-Cocktails nach Kenntnis des funktionellen Status von p53 und anderen

Tumorsuppressoren.
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7 Anhang

7.1 Absolute Rekombinationsfrequenzen der in dieser Arbeit eingesetzten
Viren in den Wtp53her- und p53(138V)her-Klonen

Zellen SV40-Wt | ClaLinker | Tal1-BCR |LMO2-BCR|RAR-a-BCR[ MLL-BCR
LLC-MK,(neo)/LMV2 9,7 10,4 17,5 21,2 18,8 336
LLC-MK,[p53(138V)her}-4| 2,6 3,9 12,1 8,8 74,1 8,4
LLC-MK,[p53(138V)her}7| 3.1 3,8 10,5 16,1 36,1 12,9
LLC-MK,(p53her)-5 43 4,9 17,3 8,4 34,6 24,1
LLC-MK,(p53her)-21 1,8 3,0 45 9,1 92,7 9,5
LMV2-p53her-K18 2,2 2,9 11,8 10,2 792 153
LLC-MK,(p53her)-17 1,9 3,3 4,2 10,9 88,0 5,4

Standardfehler

LLC-MK(neo)/LMV2 1,3 3,1 2,3 3,2 5,0 5,3
LLC-MK,[p53(138V)her}4] 08 0,5 2,7 0,0 0,3 0,3
LLC-MK[p53(138V)her}7| 0,8 18 4,0 n=1 9,0 18
LLC-MKa(p53her)-5 0,9 2,7 0,2 17 3,8 5,9
LLC-MK,(p53her)-21 0,2 0,8 16 0,0 17,9 6,6
LMV2-p53her-K18 0,4 1,0 0,1 0,1 18,8 2,6
LLC-MK,(p53her)-17 0,3 14 1,0 41 60,0 0,7
Zellen IgHE-MAR [PARP-MAR| CTG98 RGC RGCmut | SceRS
LLC-MK;(neo)/LMV2 50,9 209,9 29,0 45,1 45,0 125
LLC-MK,[p53(138V)her}4| 285 737 7,6 85,3 15,8 n.b.
LLC-MK[p53(138V)her}7| 26,8 110,0 8,7 525 15,2 n.b.
LLC-MKs(p53her)-5 44,0 187,2 134 8338 330 n.b.
LLC-MK;(p53her)-21 12,6 472 14,0 159,9 13,7 n.b.
LMV2-p53her-K18 34,4 62,8 6,6 1134 16,2 n.b.
LLC-MK,(p53her)-17 26,2 119,0 10,0 176,6 234 n.b.

Standardfehler

LLC-MKy(neo)/LMV2 6,0 496 34 11,7 11,8 2,5
LLC-MK,[p53(138V)her}-4| 04 6,1 2,5 8,8 6,1 n.b.
LLC-MK,[p53(138V)her}7| 4,9 89,4 1,9 9,5 13 n.b.
LLC-MKs(p53her)-5 10,0 34,8 2,9 8,7 4,1 n.b.
LLC-MKy(p53her)-21 1,9 6,3 2,8 11,8 3,7 n.b.
LMV 2-p53her -K 18 2,5 21,0 13 11,8 17 n.b.
LLC-MKy(p53her)-17 55 176 1,4 8338 7,2 n.b.

Tabelle 7.1: Absolute Rekombinationsfrequenzen der in dieser Arbeit eingesetzten Viren in den Wtp53her-,
p53(138V)her- und den LLC-M K3(neo)/LMV2-Klonen. Angegeben sind die Viren-Sétze mit der jeweiligen
Fremdsequenz und ohne Fremdsequenz (Cla-Linker) und der SV40-Wt-Viren-Satz. Die Rekombinations-
frequenzen wurden in zwei bis 20 unabhangigen Einzelmessungen mit je Doppel- (Wt-Viren) bzw.
Vierfachansdtzen (Mut-Viren) bestimmt (Ausnahmen: n=1, s. LMO2-BCR in LLC-MK[p53(138V)her]-7) und
sind jeweils mit dem Standardfehler angegeben. Der Wert fir das SceRS-Fragment wurde in Kooperation mit Fr.
Dipl.-Lebensmittel-Chem. A. Restle ermittelt. n.b. steht fir nicht bestimmt.
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7.2 Abkirzungsverzeichnis

S Summe von

°C Grad Celsius

1] mikro

MF mikro-Farad

A Adenin

abs Absorption

AK Antikoérper

ALL akute lymphatische (lymphobl astische) Leukamie
AML akute myeloische Leukdmie

Amp Ampicillin

ANLL akute nichtlymphatische L eukamie
APL akute promyel ozytére Leukamie
APS Ammoniumpersulfat

ARF alternative reading frame

ATCC American Type Culture Collection
ATM Ataxia Teleangiectasia mutated
B-ALL B-Zell-ALL

ber breakpoint cluster region

BER Basen-Exzisions-Reparatur

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

(04 Carboxy -Terminus

ca circa

cfu colony forming unit

Cdk cyclin dependent kinase

cDNA copy Desoxyribonukleinséure

CK1 casein 1-likekinase

CLL chronische lymphatische Leukéamie
CML chronische myeloische Leukamie
CmMV Cytomegalie Virus

cpm counts per minute

CREB cyclic adenosine monophosphate (CAMP) response element binding protein
d.h. das heif3t

dATP 2 -Desoxyadenosintriphosphat
dCTP 2 -Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP 2 -Desoxyguanosintriphosphat
DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNA-PK dsDNA -aktivierte Protein-Kinase
dNTPs 2 -Desoxyribonukleotid-5"-Phosphate
DSB Doppelstrangbruch

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT 1,4-Dithiothreitol

dTTP 2 -Desoxythymidintriphosphat
E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (Dinatriumsal z)
EGFP enhanced green fluorescent protein
FACS fluorescent activated cell sorter
FCS Fotales Kélberserum

FSC forward scatter

g Erdbeschleunigung

G Guanin

GFP green fluorescent protein

GTU Geneticin transfer unit

h Stunde/Stunden



HLH
hpi
HR
IgHE
kb
kDa
kHR

LB
LIM
LMO2
LTR

MAR
MDM2
MEM
min
MLL
MMR
MOl
MRNA
MSH2
M SV
mut

NBS
NER
NES
NHEJ
nkHR
NLS
nm
nM
oD
Oligo
ori
PAGE
PARP

PCNA

Helix-Loop-Helix

hours post infection

homologe Rekombination

immune globuline heavy chain enhancer region
Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

konservative homologe Rekombination
Liter

Luria-Broth

LIN-11, ISL 1, MEC-3

LIM-domain Only

Long Terminal Repeat

milli
molar
Milli-Ampere

matrix attachment region

mouse double minute 2

minimal essentielles Medium
Minuten

mixed-lineage leukemia
mismatch repair

multiplicity of infection
messenger Ribonukleinséure
MutS-Homolog 2

Mol oney mouse sarkoma virus
mutated, mutiert

nano

Amino-Terminus

Nijmegen breakage syndrom
Nukleotid-Exzisions-Reparatur
Kern-Exportsignal

nicht-homol oges End-Joining
nicht-konservative homologe Rekombination
Kern-Lokalisationssignal
nano-M eter

nano-molar

Optische Dichte

Oligonukleotid

origin

Polyacrylamidgel el ektrophorese
Poly(ADP-Ribose) Polymerase
pBlueScriptl | KS™?)
Phosphat-gepufferte Salzl 6sung
Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol (25:24:1)
proliferating cell nuclear antigen
Polymerasekettenreaktion
plaque forming unit

negativer dekadischer L ogarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Propidiumjodid

promyelozytére Leukémie

piko

Puromycin-Resistenz-Gen
Retinsdurerezeptor a
Ribonukleinséure

replication protein A
Raumtemperatur

Sekunden

siehe

siehe auch

einzelstrangig

siehe unten

shrimp alkaline phosphatase
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SCE
SCID
SDS
Ser
SSA
SSC
ssSDNA
st
SV40
1
TAE
T-Ag
t-Ag
Ta-1
T-ALL
Taq
TC
TCR
TEMED
TFIIH
Thr
Tm
TOPOI
TOPOQOII
Tris

ts

U

U.N.
UpM
UTR
uv

V

vgl.
VP

W
WRN
wt
Xrccd
z.B.

sister chromatid exchange
sever e combined immune deficiency
Natriumdodecy!sulfat

Serin

single strand annealing
sideward scatter
einzelstréngige DNA

small T (Kleines T-Antigen)
Simian Virus 40

Thymidin

Tris-Acetat-EDTA

grof3es T-Antigen

kleines T-Antigen

T-cell acute leukemia 1
T-Zell-ALL

Ther mophilus aquaticus
tissue culture
T-Zell-Rezeptor

N, N, N°, N-Tetraethylmethyldiamin
Transkriptionsfaktor 11H
Threonin

Schmelztemperatur
Topoisomerase |
Topoisomerase |
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan
Temperatursensitiv

unit

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
untranslatierte Region
ultraviolettes Licht

Volt

vergleiche

Virion-Protein

Watt

Werner’s Syndrom
Wild-Typ

X-ray cross complementing 4
zum Beispiel
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7.5 Nukleotidsequenzen der verwendeten DNA-cis-Elemente

7.5.1 PCR-Fragmenteund ihre Orientierung im SV40-Genom

Schwarze Buchstaben kennzeichnen die jeweiligen Sequenzen, Oligonukleotide sind
unterstrichen dargestellt. Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonuklease Clal sind
grun, die fur Bglll gelb, die fur BamHI violett und die fur Scel turkis dargestellt. In Grau sind
»Abstandshalter” - Sequenzen dargestellt. DNA-Topoisomerase FErkennungssequenzen sind
durch blaue Kasten hervorgehoben. Bruchpunkte sind durch vertikale rote Striche, retrovirale
Insertionsorte durch einen griinen vertikalen Strich, heptamerdhnliche Sequenzen durch einen
violetten Kasten gekennzeichnet. Intronsequenzen sind as Kleinbuchstaben, Exon bzw.
Plasmid-Sequenzen sind durch Grof3buchstaben dargestellt.

Austausche zu der publizierten Sequenz an. Ein rotes Sternchen zeigt eine Deletion einer Base

Rote Buchstaben zeigen

() an. Dargestellt ist die Nukleotidfolge, wie sie nach DNA-Sequenzierung vorlag
(ausgenommen: nach Klonierung weggefallene Nukleotide und Restriktionsschnittstellen in
Klammern). Angrenzende Cla-Linker-Sequenzen sind in Uber bzw. unter der jewelligen
Fragmentsequenz in schwarz und fett angegeben (CCCGGG bzw. GGGCCC bezeichnet die
Smal-Schnittstelle der MCS des Linkers, AGATC bzw. CTAGA die deletierte BamHI-
Erkennungssequenz).

PCR-Fragment MLL-BCR (436 bp): MLL-Sequenz 399 bp (5® 3")

... CCCGCEG T-\

¢ ) c
ccctatttcc cccaccccac
ggtcacttag catgttctgt
actggtatta ccactttagt
catagtcatt gcttaatgaa
ccaaagt ata taagaagggt
ctatcttccc atgttcttac

ttacaactgt ttcgtatatt acagaaaacg tttaaaccct
tcctttatat tcccatagct ctttgtttat accactctta
taaatcttgt attatattta ttttgttact ttctatttcc
actctgaatc tcccgcaatg tccaatactg tactttttta
tatgtattga attaaatata tgccagtgga ctactaaaac
atggttgatt atgtttttct acatattatt tgacatactt
tatagTTTGI GTATTGCCAA GICTGITGIG AGCCCTTC

g® a

(
- AGATC. . .

PCR-Fragment RARa-BCR (317 bp):

- COCGEG T-

¢ ) ag tggccggcett

RARa-Sequenz 281 bp (5® 3)

tgaatatcct gttgacccca gtttcctctg

ccctcectcee
gcccagggge
acggcacaca
t cct aggagt

cccccagett atgtcctcett

ggggagaacg gggccaggcc
cctactcccc aagcacagtc

tgtggttttg aaggt gg?gg

(
- AGATC. . .

tcttcaagcg ttaacfcctt cctaactcgg
aagagcttta gaatcagggt gacccccacc

tacaaatgfg atgptttatc attgtatctt
ccagaggagf oat ggggt gc t ggaggctt

g® a
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PCR-Fragment TAL1-BCR (298 bp): TAL1-Sequenz 261 bp (5® 3)

... CCCGGG T-

( ) C aagccccctt cccaactcca tttctgtagg aaagtacagce
ccctggaatt gggttctggt ttcgectttgg gctggaggtg ggt ggat ggg ggt cagagag
agaat gaggt gggggggact tcaaggttct gtcccaccga ccagagtctg aagactattc
gcctttccca acacggacct ccgeccdcca gGCCCGGGAC TATCCCTTCG CGGTGTAGCG “t
GCAGCCGGAG ACCTGGCTGA GGAGGCAACC GCGTAGACAC ( )

\- AGATC. . .

PCR-Fragment LMO2-BCR (465 bp): LMO2-Sequenz 429 bp (5® 3")

.. . CTAGA-

( \) TA AGTGGCGCTTT GCTATTICACA AGGGCCTCTG GGTGTCCTGG
CAGAGAGGGG AGATGGCACA GGCACCAGGT GCTAGGGTGC CAGGGCCTCC CGAGAAGGAA
CAGGTGCAAA GCAGGCAATT AGCCCAGAAG GTATCCGTGG GGCAGGCAGC CTAGATCTGA
TGGGGGAAGC CACCAGGATT ACATCATCTG CTGgt gagta ggcttcatta attctctgat
gaat ggacga ttgcaaggga acttttttca tcttcaagga gccagaagaa gtggtgatta
aattggtctt ttaaaataaa aagactccaa aggggtacaa gtcttcaagc ttcccctgtg
gtgttccggg cactctgget tctctttcgg agggaggaag agcatctatt cataggctgt

)

gactt ggaga ggcckcfacgg tghgtca

N T- GGGCCC. . .

PCR-Fragment SceRS (332 bp): pUC-PuroD-Sequenz 296 bp (5® 3)

... CCCGEG T-

( H GA CGTAAACGGC CACAAGITCA GCGIGICCGG CGAGGGCGAG
GGCGATGCCA CCTACGGCAA GCTGACCCTG AAGITCATCT GCACCACCGG CAAGCTGCCC
G GCTTC AGCCGCTACC CCGACCACAT GAAGCAGCAC
GACTTCTTCA AGTCCGCCAT GCCCGAAGGC TACGTCCAGG AGCGCACCAT CTTCTTCAAG
GACGACGGCA ACTACAAGAC CCGCGCCGAG GTGAAGTITCG AGGGCGACAC CCTGGTGAAC

CGCATCGAGC TGAA (
- AGATC. . .

7.5.2 Restriktionsfragmente und ihre Orientierung im SV40-Genom

Schwarze Buchstaben kennzeichnen die fir das jewellige cis-Element spezifischen
Sequenzen. Reste der Erkennungssequenzen der verwendeten Restriktionsenzyme nach
Verdau und nach/ohne Behandlung mit dem Klenow-Fragment bzw. der T4-Polymerase sind
in torkis dargestellt. Rote Buchstaben zeigen einen Basenaustausch bzw. eine Deletion oder
einen Gewinn einer Base im Vergleich zu den Sequenzen der Plasmidkarten, soweit
vorhanden, an (s. jeweilige Referenzen bzw. personliche Mitteilung von W. Strétling, B.
Vogestein. Fir PARP-MAR lag keine Plasmidkarte vor, hier wurde nur die in dieser Arbeit
ermittelte  Sequenz aufgefuhrt; fur RGC bzw. RGCmut lagen lediglich die p53-
Erkennungssequenz bzw. das mutierte Gegenstiick als Sequenz vor, Reste der Vektoren nach
Sequenzierung in dieser Arbeit). Eine DNA-Topoisomerase I-Erkennungssequenz ist durch
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einen blauen Kasten hervorgehoben, ein DNA-unwinding-Motiv ist griin unterstrichen.
Dargestellt ist die Nukleotidfolge, wie sie nach DNA-Sequenzierung vorlag. Angrenzende
Cla-Linker-Sequenzen sind Gber bzw. unter der jeweiligen Fragmentsequenz in schwarz und
fett angegeben (CCC bezeichnet die Smal-Schnittstelle der MCS des Linkers nach
Restriktionsverdau, GGG die andere Hafte der Smal-Schnittstelle nach Restriktionsverdau, T
einen ,Abstandshalter*, ATCGAT bzw. TAGCTA die Erkennungssequenz von Clal).

Fragment RGC: 288 bp (5® 3)

GGTATCG ATAAGCTTGA AGCCAGGCAA
CCAGGCAAGT CCAGGCAGGC CAGGCAAGTC
GGCAAGTCCA GGCAGGCCAG GCAAGTCCAG
AAGTCCAGGC AGGCCAGGCA AGTCCAGGCA
TCCAGGCAGG CCAGGCAAGT CCAGGCAGGA

Fragment RGCmut : 325bp (5® 3")

GGTATCG ATAAGCTTGA TCCTTAATGG
TTAATGGACT TTAATGGCCT TAATGGACTT
ATGGACTTTA ATGGCCTTAA TGGACTTTAA
GACTTTAATG GCCTTAATGG ACTTTAATGG
TTTAATGGCC TTAATGGACT TTAATGGCCT

GTCCAGGCAG GCCAGGCAAG TCCAGGCAGG
CAGGCAGGCC AGGCAAGTCC AGGCAGGCCA
GCAGGCCAGG CAAGTCCAGG CAGGCCAGGC
GGCCAGGCAA GICCAGGCAG GCCAGGCAAG

AATGGCCATC GAATTCCTGC AG

TNCAATTCCT TGCAG

GGG T- ATCGAT

A
ACTTTAATGGEC CTTATGGAC

TAATGGCCTTA ATGGACTTT
TGGCCTTAATG GACTTTAAT
CCTTAATGGAC TTTAATGGC
TAATGGACTTT AATGGCCTT

\ GGG T ATCGAT

Fragment CTG98: 410bp (5® 3)

... TAGCTA- T-
GAGCT CGGTACCCGG

CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CCATTTCTTT CTTTCGGCCA

GGATCCTCTA
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GGCTGAGGCC

GAGTCGTCCT TGTAGCCGGG
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGGG
GACCTGCAGG CATGC

TTTAATGGCC
AATGGCCTTA
GCCCTTAATG
CTTAATGGAC
AATGGACTTT

AATCCTGCTG
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GCTGCTGCTG
GGATCACAGA

CCC. ..



Fragment IgHE-MAR: 376 bp (5® 3")

GIGITCTGG
AATATTTTAA
CTCACTCCCA
AATTGATTGA
TTTAAAGTCA
CTTCTAATAT
CCACCAGACC

TTCTGATCGG CCATCTTGAC TCCAACTCAA
ACTTAATTTA TTATTGITAA AAGTCAGITC
TTCCTCGGTT AAACTTTAAG TAATGICAGT
CAAAAATTTT GGACATTTAA AAAAATGAGT
CAGTATTTAA CTATTTTTCC TAGGAACCAA
TCCATACACA TACTTCTGIG TTCCTTTGAA

TCT
\ GGG- T- ATCGAT. . .

Fragment PARP-MAR: 398 bp (5® 3)

GGITT
ATGTCAGTTT
ACAGACACAA
TAAAATCCTT
TGAGITGGTG
ATCTTTCCAA

TTTCCATAGG ACTAGTCTAT GCAACAGAAT
TATCTACCTG GCAAGAAAAA ACAAAAACAA
CACAAAACAA GCGGACTTGAG AAGTTAGAGA
TCTGAGGTGG TTTAGTACAG GTACTACCCA
CAGAAGCCCT TCGGGTGAAT TCGGGTTTTA
AATCAAAACT AAAGACGAAC ACTTAAAAAA

CATTGCTCAA
TGAATAGGGT
TCTACACAAA
ACTTGAAAAC
CTTAAGAGTA
AGCTGGACTT

CTCTCTCCAG
CCCCAAAACA
AAACCTTTAA
TCAGCAACTT
ACTAAAAATA
GGCGGAAGGGEG
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TTCATTTAAA +c
ATGAGAGAGC g® a

CAAGACCTCA
CCTCTCACAT
AAAGCAACAT
TTGCAGCCTT

CCTTTTCTCT
ACCCCTCCCC
CACGITTCTG
ATCGGCCAGG
AATGCTTAAC
ATTTTTCTTC

CCTGGGGAAA CCAGTAAGGC AGACATTCTA ACG
“\- GGG T- ATCGAT
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