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Einleitung

1 Einleitung

DNA Schéden entstehen durch eine Reihe von zum Teil unvermeidbarer Umwelteinfliisse
wie Sonnenlicht, ionisierende Strahlung oder Chemikalien. Wenn das zelluldre
Kontrollsystem versagt, konnen Schdden in der DNA einer einzelnen Zelle unerkannt
bleiben oder nicht bzw. nicht vollstdndig durch zelleigene Reparaturmechanismen behoben
werden. Dies zieht fiir einen vielzelligen Organismus oft weitreichende Folgen nach sich.
Ist die geschidigte Zelle noch teilungsfihig und wird das Voranschreiten im Zellzyklus
nicht unterbrochen, erfolgt durch Weitergabe der geschiadigten DNA auf die Tochterzellen
eine Amplifikation und Fixierung dieses Schadens. Da Bruchstellen und Schiaden in der
DNA potentiell rekombinogen sind und zu Chromosomensegment-Translokationen,
Deletionen oder Amplifikationen fiihren kdnnen, ist eine carcinogene Transformation und
damit verbunden die Bildung von Tumoren bei hoheren Organismen eine mogliche
Konsequenz. Im Gegensatz zu normalen Zellen haben Tumorzellen aufgrund eines nicht
mehr funktionsfdhigen Kontrollsystems meistens Selektionsvorteile bei der Behandlung
mit genotoxischen Substanzen, z. B. Chemotherapeutika oder Bestrahlung (Lee und
Bernstein, 1993; Fan ef al., 1994).

Zur Pravention solcher die Existenz des Gesamtorganismus gefidhrdenden Schédden
verfligen Sdugerzellen iiber ein sehr effektives Kontrollsystem. Dieses iliberwacht den
Zustand des Genoms und sendet Signale aus, die entweder ein Anhalten oder eine
Progression im Zellzyklus bewirken. Dabei ist ein Arrest im Zellzyklus in Hinblick auf die
genomische Integritit eine der zundchst wichtigsten zelluldiren Reaktionen auf einen
eintretenden DNA Schaden. Um sicherzustellen, dal nach Abschluf3 der Schadensantwort
nur Zellen mit intakter vollstindig reparierter DNA wieder in den Zellzyklus entlassen
werden oder dass bei irreparablen Schaden die Zellen in die Apoptose gehen, ist es
notwendig, die Zellzyklusregulation effektiv mit Reparatur- und Eliminierungsaktivitdten
zu koordinieren.

Viele an diesen Vorgingen beteiligten Faktoren und Mechanismen konnten bereits
identifiziert werden. Bekannt und in vielen Untersuchungen charakterisiert ist das
Arretieren  geschddigter Zellen an den beiden bei Sdugern bekannten

Zellzykluskontrollpunkten unmittelbar vor der Replikation am G1/S Ubergang und vor der
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Mitose in G2 (Iliakis, 1997; Schwartz und Rotter, 1998). Weitgehend unklar ist hingegen,
ob Sidugerzellen nach einem DNA Schaden auch die Progression durch die S-Phase
verzogern konnen und wie der Ablauf der Replikation mit einer eventuellen Schadens-
reparatur koordiniert wird. Ein Riickgang der DNA Syntheseaktivitit wurde als Folge
ionisierender oder UV-Strahlung beobachtet (Carty et al., 1994; Haapajirvi et al., 1994,
Larner et al., 1999; 1994; Park et al., 1999; Rowley et al., 1999), der moglicherweise auf
einen Intra-S Kontrollpunkt zuriickzufiihren ist. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich
mit den oben beschriebenen Vorgidngen durch Untersuchungen von zelluldren Proteinen
bzw. Proteinkomplexen, die in der Regulation des Zellzyklus, bei der Initiation der DNA
Replikation und in der Tumorentstehung eine Rolle spielen. Einige theoretische
Grundlagen, die fiir das Verstdndnis der durchgefiihrten Experimente Bedeutung haben,

sind im Vorfeld zusammengefal3t.

1.1  Der Zellzyklus

Der Zellzyklus von proliferierenden eukaryontischen Zellen ist in vier Phasen (G1, S, G2,
M) unterteilt, von denen frither nur der S (Synthese)- und der M (Mitose)-Phase eine
Bedeutung zugemessen wurde. Die dazwischen liegenden Zeitabschnitte G1 und G2
schienen dagegen lange Zeit nur Liicken (gaps) darzustellen. Spéter zeigte sich, dal in
diesen Phasen das fiir die Zellteilung nétige Wachstum sowie die Uberpriifung stattfindet,
ob die nétigen Voraussetzungen fiir die DNA Replikation in der S-Phase bzw. fiir die
Zellteilung in der M-Phase gegeben sind (Alberts et al., 1995).

Das Voranschreiten im Zellzyklus ist streng reguliert. Durch vielfiltige Kontroll-
mechanismen wird unter anderem gewéhrleistet, dall die chromosomale DNA vollstindig
repliziert wird, bevor die duplizierten Chromosomen gleichméBig auf die beiden
Tochterzellen in der Mitose verteilt werden (Nurse, 1990). Eine entscheidende Funktion im
korrekten Ablauf der einzelnen Zellzyklusphasen und den Ubergingen zwischen zwei
Phasen haben die Cyclin-abhdngigen Kinasen (Cdks) und deren regulatorische
Untereinheiten, die Cycline. Cycline sind Proteine, deren Expression periodisch an

bestimmte Zellzyklusphasen gekoppelt ist (Iliakis, 1997).
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In Komplexen mit Cyclin-abhédngigen Kinasen, deren Expressionsniveau sich wihrend des
Zellzyklus nicht signifikant #&ndert, kontrollieren die Cycline deren Aktivitdit und
Substratspezifitit. Dariiber hinaus wird die Cdk-Aktivitdit durch CAK- und Cdc25-
katalysierte Dephosphorylierung reguliert (Nasmyth, 1996; Sherr, 1996; Morgan, 1997). In
Verbindung mit einer Vielzahl von Proteinen, die durch die verschiedenen Cdks
modifiziert werden, ergibt sich ein hoch effektives Regulationssystem fiir die essentiellen
Prozesse der Zelle.

Cyclin E ist ein wichtiges G1 Cyclin, das mit Cdk2 assoziiert ist (Koff et al., 1992). Die
Aktivitdt von Cyclin E/Cdk2 erreicht ein Maximum in der spiten G1-Phase und leitet so
den Ubergang in die replikative S-Phase ein (Nigg, 1995; Nasmyth, 1996). Wihrend der
S-Phase wird Cyclin E proteolytisch degradiert und die freiwerdende Cdk2 durch Cyclin A
gebunden. Der Cyclin A/Cdk2 Komplex steuert einerseits die Progression durch die
S-Phase, scheint andererseits aber auch an der Kontrolle der DNA Replikation beteiligt zu
sein. Am S/G2 Ubergang wird eine weitere Cdk, nidmlich der Cyclin A/Cdkl Komplex,
aktiviert, der wahrend der G2-Phase sein Aktivititsmaximum erreicht (Solomon et al.,
1992; Smythe und Newport, 1992; Jessus und Beach, 1992). Der Ubergang in die Mitose
wird durch die Aktivierung einer weiteren Kinase, der Cyclin B/Cdkl bzw. dem
sogenannten Mitosis Promoting Factor (MPF), eingeleitet (Pines und Hunter, 1991). Die
Aktivierung des MPFs erfolgt dabei durch eine Cdc25C-katalysierte Dephosphorylierung
der Cdkl an Tyrosin 15 (Kumagi et al., 1991). Fiir den Austritt aus der Mitose ist die
Degradation von Cyclin B notwendig (King et al., 1994). Eine Ubersicht iiber den
Zellzyklus und der regulierenden Cyclin/Cdk Komplexe ist in Abbildung 1-1 zu sehen.
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CyclinE/Cdk2 CyclinA/Cdk2
DNA
S Replikation
Gl
M
CyclinA/B
Zellteilung Cdkl

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des Zellzyklus

Der Zellzyklus besteht aus vier Phasen: der replikativen Phase (S) und der mitotischen Phase (M), die durch
die G1- und G2-Phasen voneinander getrennt sind. In der G1-Phase ist Cyclin E mit Cdk2 komplexiert. Beim
Ubergang in die S-Phase wird Cyclin E degradiert und Cdk2 assoziiert mit Cyclin A. Das
Aktivitdtsmaximum von CyclinA/Cdkl wird in der G2-Phase erreicht. Der Mitose Promoting Factor
(CyclinB/Cdk1) ist fiir den Eintritt der Zelle in die Mitose erforderlich, wihrend fiir die Beendigung der

Mitose die Degradation von Cyclin B notwendig ist.

1.2 Schaden-induzierte Attenuation des Zellzyklus

Das Erkennen von DNA Schiden gehort zu den Phidnomenen, die einen Zellzyklusarrest in
Hinblick auf die Aufrechterhaltung der genomischen Integritit erforderlich machen. Ein
solcher Arrest, der vermutlich Zeit fiir Reparaturvorgiinge schafft, kann bei Sdugerzellen
an den Ubergéingen zwischen G1- und S-Phase (Gl-Arrest) sowie zwischen G2- und
M-Phase (G2-Arrest) erfolgen. Gemal ihrer Aufgabe stellen die Zellzyklus-Kontrollpunkte
optionale Signalwege dar, die durch Inhibierung der entsprechenden Cdks den Ubergang in
die nachfolgende Zellzyklus-Phase verhindern. Eine wichtige Rolle in der Signalkaskade
zwischen DNA Schaden und Zellzyklusarrest spielt das Tumorsuppressorprotein p53.




Einleitung

p53 wurde 1979 als ein zelluldres mammalia Protein entdeckt, das mit simian virus 40
T-Antigen (SV40 T-Ag) assoziiert (Lane und Crawford, 1979). p53 gehort als
Tumorsuppressor zu den Proteinen, deren Funktionsverlust eine Rolle in der
Tumorentstehung spielt. Uber 50% der menschlichen Tumore enthalten Mutationen im
p53 Gen, so daB das p53 Gen zu den meist mutierten Einzelgenen gehort, die in
menschlichen Tumoren bislang bekannt sind (Vogelstein et al., 1992; Soussi et al., 1994).
So sind Tumorsuppressoren z.B. an der Ubermittlung von wachstumsinhibierenden
Signalen beteiligt, deren Ausfall zu einem ungehemmten Wachstum der Tumorzellen fiihrt.
Tumorzellen zeichnen sich durch eine starke Heterogenitdt aus, die durch genetische
Instabilitit und der damit verbundenen hohen Mutationsrate zustande kommt.

Die wichtigste Funktion von p53 ist die eines "Wéchter des Genoms" (Lane, 1992). Bei
DNA Schidigung, ausgeldst durch UV (Maltzman und Czyzuk, 1984; Nelson und Kastan,
1994), ionisierende Strahlung (Kastan et al., 1991) oder genotoxische Agenzien,
akkumuliert wildtyp p53 (wtp53) im Zellkern (Fritsche et al., 1993). Diese Akkumulation
beruht vermutlich auf einer Stabilisierung von wtp53 durch posttranslationale
Modifikationen und fiihrt zu seiner Aktivierung als Transkriptionsfaktor (Siliciano et al.,
1997; Shieh et al., 1997). wtp53 aktiviert Gene, deren Produkte fiir Reparaturprozesse, wie
z.B. Nukleotidexzisionsreparatur und die postreplikative  mismatch-Reparatur,
verantwortlich sind, sowie Gene, deren Produkte Einflul3 auf das Zellwachstum nehmen.
Der p53-abhingige G1-Arrest wird durch die Transaktivierung des wafl Gens vermittelt,
das fiir den Cdk Inhibitor p21 kodiert (El-Deiry et al., 1993). p21 bindet an den Cyclin
E/Cdk2 Komplex und inhibiert dessen Kinaseaktivitidt. Durch diese Blockade der Cdk-
Aktivitat wird die Progression von G1 nach S verhindert und die Zellen arretieren in G1
(Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993; Dulic et al., 1994). Wihrend die p53 Aktivitdt und
die daraus resultierende p21 Akkumulation fiir die Einleitung eines schaden-induzierten
G1-Arrests zwingend notwendig sind, kann ein Arretieren am G2/M Ubergang sowohl
p53-abhingig als auch p53-unabhingig vorkommen (Kastan et al., 1991; Stewart et al.,
1995; Bunz et al., 1998; Dulic et al., 1998).

Der p53-abhédngige G2-Arrest erfolgt dabei iiber die Induktion von 14-3-3¢ durch den
Transkriptionsfaktor wtp53 (Hermeking et al., 1997). 14-3-3 o interagiert mit der MPF-
aktivierenden Phosphatase Cdc25C und verhindert deren Ubertritt vom Zytoplasma in den
Zellkern (Furnari et al.,1997; Sanchez etal., 1997). Durch die zytoplasmatische
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Sequestrierung von Cdc25C wird die Dephosphorylierung und somit Aktivierung des
kernstdndigen Cyclin B/Cdkl Komplexes (MPF, Mitosis Promoting Factor) verhindert,
was zur Folge hat, da3 die Zellen in G2 arretieren (Peng et al., 1997; Dalal et al., 1999).
p53-induziertes p21 kann auch an der Einleitung eines G2-Arrests beteiligt sein, indem p21
wiahrend der S-Phase die Cyclin A/Cdk2 Aktivitit hemmt, wodurch die Kaskade zur
Aktivierung des MPFs unterbrochen wird (Guadagno und Newport, 1996).

Des weiteren kann p53 den programmierten Zelltod (Apoptose) durch Transaktivierung
von Genen wie bax und pig3 einleiten (Asker et al., 1999; Szak et al., 2001). Der Verlust
von funktionellem p53 fiihrt somit zur Zellteilung trotz DNA Schaden bzw. unterbindet die

Elimination geschadigter Zellen und kann damit zur Tumorentstehung beitragen.

1.3  Zellzyklus-abhingige Regulation der DNA Replikation

Die Verdoppelung der zelluliren DNA wihrend der S-Phase bei Eukaryonten wird an
mehreren Replikationsurspriingen, den sogenannten origins, initiiert. Das einzige Enzym,
das im Zuge dieses Initiationsprozesses eine de novo DNA Synthese katalysieren kann, ist
der DNA Polymerase o-Primase Komplex (Wang, 1991, 1996). Der tetramere
DNA Polymerase o-Primase Komplex setzt sich aus einer 180 kDa katalytischen
DNA Polymerase, einer 70 kDa regulatorischen Untereinheit sowie den beiden 58 kDa und
48 kDa Primase Untereinheiten zusammen (Cotterill et al., 1987; Copeland und Wang,
1991; Longhese et al., 1998; Santocanale ef al., 1998). Die Initiation der DNA Replikation
erfolgt durch Synthese des ersten primers fiir den Vorwirtsstrang durch den
DNA Polymerase a-Primase Komplex. Zuerst synthetisiert die Primase-Untereinheit einen
10 Nukleotid langen RNA primer, der durch die DNA Polymerase o Aktivitdt um 30 DNA
Nukleotide (Tsurimoto et al., 1990; Wang, 1991; Maga et al., 2000) verldngert wird. Im
weiteren Verlauf der Replikation wird dieser RNA-DNA primer wihrend der
Elongationsphase durch die hochprozessiven DNA Polymerasen 6 und/oder ¢ verldngert

(Tsurimoto et al., 1990; Waga und Stillman, 1994; Waga et al., 1994).
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Erst kiirzlich wurde entdeckt, daB3 die Initiations-Aktivitit an den origins nur durch eine
mengenmafig geringe Subpopulation der DNA Polymerase o-Primase ausgelibt werden
kann (Dehde et al., 2001). Diese origin-kompetente Subpopulation der DNA Polymerase
o-Primase konnte durch Verwendung eines neuen spezifischen, monoklonalen anti-DNA
Polymerase o Antikorpers als neusynthetisierte, hypophosphorylierte Form identifiziert
und charakterisiert werden (Dehde et al., 2001). Eine physiologische Funktion der
phosphorylierten, nicht origin-kompetenten und bislang einzig untersuchten Subpopulation
besteht in der primer-Synthese der Okazaki-Fragmente (Dehde et al., 2001). Wie gezeigt
werden konnte, werden beide Subpopulationen der DNA Polymerase a-Primase durch

verschiedene Cyclin/Cdk-Aktivititen zellzyklusabhingig modifiziert (Dehde et al., 2001).

Die Modifikation der hypophosphorylierten und origin-kompetenten DNA Polymerase o.-
Primase erfolgt in der G1-Phase durch Cyclin E/Cdk2 sowie der Protein Phosphatase 2A
(PP2A). Im Gegensatz dazu wurde die phosphorylierte Subpopulation der
DNA Polymerase a-Primase in S und G2 im Komplex mit einer Cyclin A/PSTAIRE-
Kinase nachgewiesen (Dehde ef al., 2001). Es wird angenommen, daf} nach erfolgtem Start
der bidirektionalen DNA Replikation eine erneute Initiation durch Cyclin A-abhéngige
Phosphorylierung der Replikase verhindert wird. Vermutlich bewirkt die Cyclin A/Cdk
Phosphorylierung eine Konformationsédnderung im DNA Polymerase o-Primase Komplex,
wodurch die spezifische Protein-Protein Interaktion mit zelluldren origin Ladungsfaktoren
wie Cdc45 und/oder RP-A blockiert wird. Diese Vermutung liegt nahe, nachdem gezeigt
werden konnte, daB3 ausschlieBlich Cyclin A/Cdk phosphorylierte DNA Polymerase o-
Primase im in vitro SV40 Initiationssystem inaktiv war (Voitenleitner et al., 1997,
Voitenleitner et al., 1999; Dehde et al., 2001). Ursache fiir die Inhibition der Initiation
viraler DNA Replikation lag in der fehlenden Interaktion der Replikase mit dem
origin-bindenden Initiationsfaktor SV40 T-Ag, der eine zentrale Rolle in der Initiation der

SV40 DNA Replikation spielt (Dornreiter ef al., 1993; Dehde et al., 2001).
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1.4  Problemstellung

Bereits 1987 wurde beschrieben, dall der Replikationsfaktor DNA Polymerase a-Primase,
der Tumorsuppressor p53 und SV40 T-Ag nur fiir kurze Zeit einen terndren Komplex
ausbilden konnen (Gannon und Lane, 1987). Da SV40 T-Ag sowohl an die DNA
Polymerase o als auch an p53 binden kann (Dornreiter et al., 1990; McCormick und
Harlow, 1980; Harlow et al., 1981), stellte sich die Frage, ob auch p53 direkt mit dem
DNA Polymerase a.-Primase Komplex interagieren kann.

Zur Klarung dieser Fragestellung sollte zuerst durch Verwendung von verschiedenen
Primaten Zellinien, die sowohl SV40 T-Ag als auch p53 exprimieren, der postulierte
terndre Komplex mittels IP/Western gezeigt werden. Fiir den Nachweis der
Komplexbildung sollte die DNA Polymerase o-Primase mit phosphorylierungs-
spezifischen monoklonalen anti-p180 Antikérpern immunprézipitiert (Dehde et al., 2001)
und assoziiertes SV40 T-Ag bzw. p53 nachgewiesen werden. Anschlieend sollte
tiberpriift werden, ob ein DNA Polymerase o-Primase-p53 Komplex auch in T-Ag
negativen Primaten Zellinien nachgewiesen werden kann. Im Falle einer Interaktion sollte
die p53 Bindungsstelle des DNA Polymerase a-Primase Komplexes mit dem Baculovirus
Co-Expressionssystem identifiziert werden. Sollte die Bindungsstelle von p53 auf der
180 kDa katalytischen Untereinheit des tetrameren DNA Polymerase o-Primase
Komplexes lokalisiert sein, bestinde die Moglichkeit einer Kartierung dieser
Bindungsdoméne mittels definierter DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteinen.

Es wurde postuliert, daB in DNA geschéddigten Zellen der Tumorsuppressor p53 eine
Funktion wéhrend der DNA Replikation ausiibt (Tchang und Mechali, 1999). Zur
Aufklarung dieser moglichen Funktion des DNA Polymerase o-Primase-p53 Komplexes
sollten DNA geschddigte Primaten Zellen ndher untersucht werden. Die Schadigung der
DNA sollte mit y-Bestrahlung erfolgen und die Auswirkung der Schidigung auf den
Zellzyklus sollte durch FACS-Analyse iiberpriift werden. Gleichzeitig sollte in diesen
Zellen eine eventuelle Komplexbildung mit den erhaltenen Zellzyklusprofilen verglichen
werden. Im Falle einer Korrelation zwischen Komplexbildung und schaden-induziertem
Zellzyklusarrest sollten zellzyklusregulierende Faktoren wie Cycline und Cdks durch

Western Blot Analyse niher untersucht werden.
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2 Materialien

2.1 Zellinien

2.1.1 Humane Zellinien

CAA46:

CCRF-CEM:

HSC93:

HBL-100:

humane B-Lymphoblasten Zellinie von einem Patienten mit Burkitt
Lymphom; die Zellen sind Ebstein-Barr Virus Kernantigen negativ;
exprimieren Oberflichen IgM kappa, sezernieren IgM, das sich nicht an
Protein A bindet; Karyotyp: 46, X0, XY, dupl (q21-32), t(8;14) (Magrath,
et al., 1980) (ATCC#CRL-1648); Status: mtp53

humane T-Lymphoblasten Zellinie von einer Frau mit akuter lymphatischer

Leukdmie (Foley et al., 1965) (ATCC#CCL-119); Status: mtp53

humane B-Lymphoblasten Zellinie, die durch kiinstliche
EBV-Transformation immortalisiert wurde; sie wurde freundlicherweise

von Dr. H. P. Nasheuer, (IMB, Jena) zur Verfligung gestellt; Status: wtp53

humane epitheliale Zellinie, die in vitro aus der Muttermilch einer
anscheinend gesunden Frau etabliert wurde; enthdlt eine SV40
Tandemintegration (Gaffney, 1982); sie wurde freundlicherweise von

Dr. T. Patschinsky (HPI, Hamburg) zur Verfiigung gestellt; Status: wtp53

2.1.2 Affennierenzellinien

CV-1:

SV40 permissive Affennierenzellinie der afrikanischen griinen Meerkatze
(Cercopithecus  aethiopis);  fibroblastendihnliche = Morphologie  mit
pseudodiploiden Chromosomensatz (Manteuil et al., 1973); wurde

freundlicherweise von Prof. Dr. E. Fanning (Department of Molecular
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COS-1:

Biology Vanderbilt University, Nashville, USA) zur Verfiigung gestellt;
Status: wtp53

CV-1 Zellinie, die mit einer Mutante von SV40-transformiert wurde, deren
SV40 Replikationsursprung (origin) eine 6 bp Deletion besitzt (Gluzman,
1981) (ATCC#CRL1650); Status: wtp53

2.1.3 Hybridomzellinien

C160:

DO-1:

HP180-7:

HP180-12:

sezerniert einen anti-Cyclin A murinen monoklonalen Antikorper (Giordani
et al., 1989); der Hybridomiiberstand wurde im WB in einer Verdiinnung
von 1:2,5 eingesetzt; die Zellinie wurde freundlicherweise von

Dr. H. P. Nasheuer (IMB, Jena) zur Verfligung gestellt.

sezerniert einen anti-p53 murinen monoklonalen Antikorper der
IgG,a-Klasse, der humanes wt und mtp53 N-terminal (AS 1-45) erkennt
(Vojtesek et al., 1992); der Hybridomiiberstand wurde im WB in einer
Verdiinnung von 1:10 eingesetzt; die Zellinie wurde freundlicherweise von
Prof. Dr. D. Lane (Medical Science Institute, University of Dundee, UK) zur
Verfligung gestellt.

sezerniert einen anti-DNA Polymerase oo murinen monoklonalen Antikorper
der IgG,-Klasse, der die 180 kDa Untereinheit des DNA Polymerase -
Primase Komplexes im WB erkennt; der Hybridomiiberstand wurde im WB
in einer Verdiinnung von 1:5 -eingesetzt; die Zellinie wurde
freundlicherweise von Dr. 1. Dornreiter (HPI, Hamburg) zur Verfiigung

gestellt.

sezerniert einen anti-DNA Polymerase oo murinen monoklonalen Antikorper
der IgG,-Klasse, der die 180 kDa Untereinheit des DNA Polymerase -
Primase Komplexes im WB und die hypophosphorylierte Population der
DNA Polymerase a-Primase in der IP erkennt (Dehde et al., 2001); der
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HP180-35:

PAb419:

SJK132-20:

SJK237-71:

SJK287-38:

Hybridomiiberstand wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:5 und in der
IP wurden 300 ul des Uberstandes eingesetzt; die Zellinie wurde
freundlicherweise von Dr. I. Dornreiter (HPI, Hamburg) zur Verfiigung

gestellt.

sezerniert einen anti-DNA Polymerase o murinen monoklonalen Antikorper
der IgG,-Klasse, der die 180 kDa Untereinheit des DNA Polymerase o-
Primase Komplexes im WB erkennt; der Hybridomiiberstand wurde im WB
in einer Verdinnung von 1:5 eingesetzt; die Zellinie wurde
freundlicherweise von Dr. I. Dornreiter (HPI, Hamburg) zur Verfiigung

gestellt.

sezerniert einen anti-SV40 T-Ag murinen monoklonalen Antikorper der
IgG,4-Klasse, der den N-Terminus (Aminosdure 1 bis 82) von SV40 T-Ag
erkennt (Harlow et al., 1981); der Hybridomiiberstand wurde im WB in

einer Verdiinnung von 1:7000 eingesetzt.

sezerniert einen anti-DNA Polymerase oo murinen monoklonalen Antikorper

der IgG,-Klasse, der nur die native DNA Polymerase a erkennt (Tanaka
etal., 1982) (ATCC#CRL1640); fiir eine IP wurden 300 pl des

Hybridomiiberstandes eingesetzt.

sezerniert einen anti-DNA Polymerase oo murinen monoklonalen Antikorper

der IgG,-Klasse, der nur die native DNA Polymerase o erkennt (Tanaka

et al., 1982) (ATCCH#CRL1645).

sezerniert einen anti-DNA Polymerase o murinen monoklonalen Antikorper

der 1gG,-Klasse, der nur die native DNA Polymerase o erkennt (Tanaka

et al., 1982) (ATCCH#CRL1644).
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2.1.4 Insektenzellinien

S19: Insektenzellinie aus den Eierstocken von Spodoptera frugiperda (Vaughn
etal., 1977), die zur Amplifikation von Baculoviren verwendet wurde

(ATCCH#CRLI1711).

High Five™: Insektenzellinie aus Trichoplusia ni (Wickham et al., 1992), die zur Protein-

expression eingesetzt wurde (Invitrogen, Groningen).

2.1.5 Bakterienstimme

E. coli DHS a:
Genotyp: endAl hsdR17 (rg-mi+) supE44 thi-1 recAl gyrA (Nalr) relAl A

(lacIZY A-argF) U169 deoR (@ 80 dlac A (lacZ) M15)

2.2  Viren und Plasmide

2.2.1 Baculoviren

hwtp53: enthdlt die cDNA von humanen wtp53; wurde freundlicherweise von
Dr. C. Prives (Columbia University, New York, USA) zur Verfiigung
gestellt.

AcMuPVT: rekombinanter Baculovirus, erhalten durch Cotransfektion mit pVLO4IT
DNA (Lanford, 1988) und infektioser AcMuPV DNA; der Transfervektor
pVLO4IT enthélt eine cDNA Kopie der T Antigen mRNA von SV40,
kloniert in die BamHI-Stelle von pVL941T (Luckow und Summers, 1989).
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T402: p53 bindungsdefekte Mutante von SV40 T-Ag; der Virus wurde
freundlicherweise von Dr. H. P. Nasheuer (IMB, Jena) zur Verfiigung

gestellt.

2.2.2 Plasmide

Rekombinante pGEX-20T Plasmide, fiir die Expression von GST-Fragmenten der
humanen 180 kDa Untereinheit der DNA Polymerase a-Primase (Dornreiter et al., 1993).

Die Konstrukte wurden freundlicherweise von Dr. I. Dornreiter (HPI, Hamburg) zur

Verfligung gestellt.

pGEX-20T-A: kodiert fiir die Aminosduren 1-116
pGEX-20T-B: kodiert fiir die Aminosduren 102-231
pGEX-20T-C: kodiert fiir die Aminosduren 195-313
pGEX-20T-1 a: kodiert fiir die Aminoséuren 1-313
pGEX-20T-2 a: kodiert flir die Aminosduren 298-662
pGEX-20T-3 a: kodiert flir die Aminosduren 643-918
pGEX-20T-4 a: kodiert fiir die Aminosduren 895-1159
pGEX-20T-5 a: kodiert fiir die Aminosduren 1137-1462
pGEX-20T: kodiert nur fiir das GST-Tag
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2.3 Antikorper

2.3.1 Murine monoklonale Antikorper

anti-human Cyclin B1:

anti-human Cyclin E:

2.3.2 Polyklonale Antikorper

anti-human Cdc2/Cdk1:

anti-human Cyclin A:

anti-human p53:

wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:1500

eingesetzt (GNS-1, Pharmingen, San Diego, USA).

wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:1000

eingesetzt (HE12, Pharmingen, San Diego, USA).

Kaninchen Antiserum, das im WB in einer
Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt wurde (#PC25,
Calbiochem, Bad Soden).

Kaninchen Antiserum, das im WB in einer
Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt wurde (H432,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg).

Schaf Antiserum, das im WB in einer Verdiinnung

von 1:3000 eingesetzt wurde.

2.3.3 Enzymgekoppelte sekundire Antikorper

Ziege anti-Maus IgG (H+L):

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L):

konjugiert mit Peroxidase, wurde im WB in einer
Verdiinnung von 1:5000 eingesetzt (Biomol,

Hamburg).

konjugiert mit Peroxidase, wurde im WB in einer
Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt (Biomol,

Hamburg).
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Esel anti-Schaf [gG (H+L): konjugiert mit Peroxidase, wurde im WB in einer

Verdiinnung von  1:5000 eingesetzt (Sigma,

Deisenhofen).
2.4 Enzyme und Proteine
Aprotinin: Biomol, Hamburg
BSA (Fraktion V): Serva, Heidelberg
Leupeptin: Biomol, Hamburg
Lysozym: Sigma Chemical, Deisenhofen
Maus IgG: nicht immunogenes Immunglobulin aus der Maus; fiir

die IP wurden 2 pl (1mg/ml in PBS) eingesetzt;

dianova, Hamburg

Pefabloc® SC Biomol, Hamburg

Pepstatin A: Biomol, Hamburg

RNase A (R-6513): Sigma, Deisenhofen

Proteinase K: Boehringer, Mannheim

Trypsin Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

2.5 Chemikalien und andere Materialien

Abimed, Langenfeld Gilson Pipetten, Pipetman P1000, P200, P20
American National Can"", Parafilm "M"

Greenwich

Baxter Deutschland GmbH, Viapur Spiillésung Steriles Wasser,
UnterschleiBheim Examination Gloves

15



Materialien

B. Braun Biotech International

Melsungen

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Bellco, Vineland,
New Jersey,USA

Biochrom KG, Berlin

Biomol, Hamburg

BioRad Laboratories GmbH,

Miinchen

Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim

Difco Laboratories, USA

Fluka, Neu-Ulm

Forma Scientific, Ohio,

USA

Certomat BS-T, Certomat MV

50 ml Falcon Zentrifugenrohrchen
Spinnergefille, pu-Magnetriihrer
FCS, TC100 Insektenmedium,
Glutaminstammlosung (200 mM)
IPTG, Phenol/Tris gesittigt pH 8,0,
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Calpain Inhibitor 1 (ALLN)
BioRad Protein Assay,

Power Supply (Power Pac 200),
Mini Trans-Blot Cell
Ethidiumbromid

Bacto-Tryptone, Bacto- Hefeextrakt,
Bacto-Agar

Tween 20, Nonidet ™ P40 (NP-40), H,0,

Tiefkihlschrank
(Model 8417 S/N 82 385-129)
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Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Greiner Labortechnik,

Frickenhausen

Hans-S. Schréoder GmbH,
Hamburg

Heidolph, Kelheim

Heraeus, Hanau

Intas, Gottingen

Merck, Darmstadt

Millipore, Eschborn

Wasserbad Type 1012,
Horizontalschiittler 3015

DMEM, RPMI 1640, Agarose,
Acrylamide/Bis Solution (19:1) 40% (w/v)

10 ml in1/10 Einwegpipetten,
15 ml PP-R6hrchen
Gewebekulturschalen (145 x 20 mm)

Kryosafe Tiefkiihltruhe

Magnetriihrer MR 3002

Brutschrank T5042 E (Bakterienkulturen)
Brutschrank BB16 (Zellkulturen)

Hood Lamin Air© HA 2448 GS, HA 2472 GS
Sorvall Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus

CCD Kamera (Spot), Spot 32 Software,

Geldokumentationsanlage

Aceton, Ammoniumpersulfat, CaCl,,
Coomassie Brilliantblau 250,
Bromphenolblau,, Essigsdure, Ethanol,
Halbmicro-Plastikkiivetten, Isopropanol,
Kaliumacetat, KCI, KH,PO,, MnCl,, NaCl,
Na,HPO,, SDS

Immobilon™-P Membran
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Nalge Nunc International,

Danemark

National diagnostics, Atlanta, USA

Netheler-Hinz GmbH,

Hamburg

Neuform, Liineburg

New Brunswick Scientific, Edison,

England

PAA, Colbe

Pharmacia Biotech Europe

GmbH, Freiburg/Breisgau

Robatel SLPI, Genas, Frankreich

Schleicher & Schiill, Dassel

Serva, Heidelberg

Gewebekulturflaschen (250 ml),
Bakterienschalen (100 x 20 mm)

30% (w/v) Acrylamide,
0,8% (w/v) Bis-Acrylamide Stock Solution

Eppendorf Zentrifuge 5415 C,
Eppendorf Zentrifuge 5810 R,
Eppendorf Reaktionsgefile (1,5 ml, 2 ml)

Magermilchpulver

Brutschrank CO-24

FCS, L-Glutamin (100 x)
Protein G Sepharose 4 Fast Flow,
Electrophoresis Power Supply- EPS 200

Hoefer Gelapparatur (Mighty Small II)

Bestrahlungsgerit "Lisa" Conservatome

Dagneux Montluel

Whatman 3MM Papier

EDTA, Glyzerol, Glyzin, HEPES, Tris, MOPS
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Sigma Chemical, Deisenhofen

Shimadzu Europa GmbH,
Duisburg

Techne, Cambridge, England

The Baker Company, Sanford,

England

2.6. Puffer und Stammlosungen

ElA: 50 mM HEPES

150 mM NacCl
0,1% NP-40

DMSO, Glutathionagarose, Kodax Biomax
Rontgenfilme, B-Mercaptoethanol,
Paracoumaric acid, Luminol (3-amino-
pthalhydrazide), Prestained SDS Molecular
Weight Marker (SDS-7B), Propidiumiodid,
RbCl, TEMED

Photometer Bio Spec-1601E

Heizblock Dri-Block © DB-2A

Clean Bench Baker Biogard Hood

pH mit KOH zwischen 7,0-7,5 einstellen und anschlieBend die

Losung steril filtrieren.

PBS: 137 mM NaCl
2,7 mM KCl

4,3 mM Na,HPO, x 7H,O

1,4 mM KH,PO,
pH 7,4;

die Losung wurde anschlieend autoklaviert.
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TBS: 20 mM Tris-HCI pH 8,0
137 mM NaCl
TE: 10 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM EDTA pH 8,0

Proteaseinhibitor-Stammldsungen:

Aprotinin: 5 mg/ml in 50% Glyzerin; Lagerung in 200 pl Aliquotes bis zu 6
Monaten bei -20 °C.

Leupeptin: 5 mg/ml in PBS mit 50% Glyzerin; Lagerung in 200 pl Aliquotes bis
zu 6 Monaten bei -20 °C.

Pefabloc® SC: 25 mg/ml in 50% Glyzerin; Lagerung in 200 pl Aliquotes bis zu
2 Monaten bei -20 °C.

Pepstatin A: I mg/ml in Methanol; Lagerung in 200 pl Aliquotes bis zu
2 Monaten bei -20 °C.

Propidiumiodid-Stammldsung:
0,5 mg/ml Propidiumiodid in 380 mM Natriumcitrat pH 7,0;
Lagerung lichtgeschiitzt bei RT.

RNase A-Stammlosung:
10 mg/ml RNase A in 10 mM Tris-HCI pH 7,5 und 15 mM NacCl;
15 min kochen, nach Abkiihlung Lagerung der 1 ml Aliquotes bei
-20 °C.
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von humanen Lymphomzellinien

Die humanen Lymphomzellinien CA46, CEM, HSC93 wurden als 20 ml
Suspensionskulturen in 250 ml Gewebekulturflaschen in RPMI+10 Medium bei 37 °C,
5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Die Umsetzung der Zellen
erfolgte bei einer optimalen Zelldichte von 1-2 x 10° Zellen/ml im Verhéltnis von 1:2.
Dazu wurde die Kultur mit einer 20 ml Einmalpipette suspendiert, 10 ml der Suspension in
eine neue Gewebekulturflasche iiberfiihrt und jeweils mit 10 ml RPMI+10 Medium auf
20 ml erginzt. Fiir eine nicht exponentielle Wachstumsrate wurden die Zellinie CEM 1:10

sowie die Zellinien HSC93 und CA46 1:5 umgesetzt.

RPMI: 10,43 g/l RPMI-1640 Pulver (Gibco BRL)
2,0 g/l NaHCOs in Viapurex H,O
pH 7,35;

das Medium wurde anschlieBBend steril filtriert.

RPMI+10: RPMI-1640
10% FCS
1 mM Glutamin

3.1.2 Kultivierung von adhirent wachsenden Zellinien

Die adhdrent wachsenden Zellinien COS-1 sowie HBL-100 wurden in
Gewebekulturschalen bei 37 °C, 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% in
DMEM+5 kultiviert. Die Zellen wurden umgesetzt, wenn sie die Gewebekulturschalen zu
80-90% bedeckten. Dafiir wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit
Trypsinlosung gewaschen und anschlieBend mit Trypsinlosung fiir 5 min oder bis zum

sichtbaren Ablosen der Zellen bei 37 °C inkubiert. Die Passage erfolgte durch Verteilen
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(1:5) der suspendierten Zellen auf Gewebekulturschalen, in denen frisches Medium

vorgelegt war.

DMEM: 13,38 g/l DMEM-Pulver (Gibco BRL)
3,7 g/l NaHCO; in Viapurex H,O
pH 7,35;

das Medium wurde anschlieBend steril filtriert.

DMEM-+5: DMEM
5% FCS
1 mM Glutamin

Trypsinlosung: 2% (v/v) Trypsinstammldsung
5mM EDTA pH 8,0 in 1 x PBS (2.6);

die Losung wurde anschlieBend steril filtriert.

3.1.3 Kultivierung von Hybridomzellinien

Die Hybridomzellinien wurden zur Erhaltung in DMEM+10 als 10 ml Suspensionskulturen
in Petrischalen kultiviert. Der CO, Anteil betrug 10%, die Temperatur 37 °C und die
relative Luftfeuchtigkeit 95%. Die Umsetzung der Zellkulturen erfolgte beim Erreichen
einer Zelldichte von 0,5-1 x 10° Zellen/ml, wie unter 3.1.1 beschrieben. Wenn kein
exponentielles Wachstum erforderlich war, erfolgte eine Verdiinnung im Verhéltnis 1:10

oder 1:20.

DMEM+10: DMEM
10% FCS
1 mM Glutamin
10 mM Natriumpyruvat
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3.1.4 Spinnerkulturen

Fiir die Antikorperproduktion wurden Hybridomzellen in Spinnerflaschen kultiviert. Dazu
wurde ein Inokulum aus Suspensionskulturen (3.1.3) von etwa 1 x 10* Zellen in ein 11
Spinnergefal tiberfiihrt und mit 1 1 Spinnermedium aufgefiillt. Fiir 3 1 Spinnerkulturen
wurde nach ca. 3 Tagen entsprechend der Teilungsrate der Zellen das Volumen mit

Spinnermedium ohne FCS erginzt.

Spinnermedium (1 1): 500 ml DMEM
500 ml RPMI
5% FCS
1 mM Glutamin

10 mM Natriumpyruvat

3.1.5 Kultivierung von Insektenzellinien

Die Insektenzellinien Sf9 und High Five™ wurden in dem Insektenmedium TC100+10 in
250 ml geschlossenen Zellkulturflaschen bei 27 °C ohne CO,-Begasung gehalten. Die
Zellen wurden ca. alle 3 Tage durch leichtes Abschlagen vom Flaschenboden abgeldst und
in einem Verhdltnis 1:3 umgesetzt. Die Sf9 Zellinie wurde ausschlielich zur

Virusamplifikation, die High Five™ zur Proteinexpression verwendet.

TC100+10: TC100
10% FCS
2 mM Glutamin

3.1.6 Einfrieren und Auftauen von Zellkulturen

Suspensionszellen bzw. trypsinierte adhdrente Zellen wurden in einer Zellzentrifuge
sedimentiert (200 g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment
in einem Einfriermedium (4 °C) mit entsprechendem Volumen resuspendiert. Jeweils 1 ml
der Suspension (0,5-1 x 107 Zellen) wurden in ein Kryoréhrchen tiberfiihrt. Die Zellen

wurden zum langsamen Abkiihlen (1 °C/min) fiir 30 min in einem Styroporbehélter im
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-20 °C Gefrierschrank und anschlieBend fiir 24 h in einem -70 °C Tietkiihlschrank
inkubiert. Die Lagerung der eingefrorenen Zellen erfolgte in  einem
Fliissigstickstoftbehélter. Eingefrorene Zellen wurden schnell im 37 °C heilen Wasserbad
aufgetaut und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen mit 10 ml Medium tiiberfiihrt. Die Zellen
wurden sedimentiert (200 g, 5 min, RT), im entsprechenden Ndahrmedium aufgenommen
und in eine Zellkulturflasche bzw. Gewebekulturschale iiberfiihrt. Zur Entfernung des
restlichen toxischen DMSO und toter Zellen wurde 24 h spiter das Medium vollstindig

durch ein neues ersetzt.

Einfriermedium: 90% FCS
10% DMSO;
wurde bei -20 °C gelagert

3.2  Manipulation von Zellinien

3.2.1 Baculovirusinfektion

Die Virusstocks hwtp53, AcMuPVT und T402 (2.2.1) wurden freundlicherweise von
S. Dehde (HPI, Hamburg) und Dr. I. Dornreiter (HPI, Hamburg) zur Verfligung gestellt.
High Five™ Zellen wurden bei einer Dichte von 2 x 107 Zellen pro 80 cm’
Zellkulturflasche mit jeweils 1 ml von einem hochtitrigen Baculovirusstock infiziert. Nach
einer Inkubation von 48 h bei 27 °C wurden die infizierten Zellen durch leichtes
Abschlagen vom Flaschenboden gelost, im Anschlul daran durch eine zehnminiitige
Zentrifugation bei 130 g und 4 °C sedimentiert, mit PBS (2.6) gewaschen und nach

erneuter Zentrifugation bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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3.2.2 ALLN-Behandlung der humanen Lymphomzellinie HSC93

Zu der als Suspensionskultur wachsenden Zellinie HSC93 erfolgte eine Zugabe von 20 uM
ALLN. Die Zellen wurden 15 min, 1, 2, 4, 6 und 24 h nach der Behandlung, wie unter
3.4.1 beschrieben, geerntet.

ALLN: 1 mM Stammldsung
1,5385% DMSO
98,4615% RPMI;
bei -20 °C gelagert

3.2.3 vy-Bestrahlung der humanen Lymphomzellinien

Die Zellen wurden in den Gewebekulturflaschen mit einer Céasiumquelle (y-Strahler;
Bestrahlungsgerit "Lisa") fiir 105 sec bestrahlt, was einer lonendosis von 2 Gy entspricht.
Nach der Bestrahlung erfolgte die Ernte (3.4.1) und Weiterbearbeitung (3.6) oder die
Lagerung als Zellsediment bei —80 °C.

3.3 Analyse des Zellzyklus mittels Durchflufizytometrie (FACS)

3.3.1 Fixierung der Zellen

Nach Bestrahlung (3.2.3) und Ernte (3.4.1) der Zellen erfolgten zur Verhinderung des
Abbaus durch Proteinasen und DNasen alle weiteren Schritte auf Eis. Zur Fixierung wurde
die Zellsuspension in 15 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Das Zellsediment wurde nach
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5810 R; 200 g, 10 min, 4 °C) in 0,5 ml eiskaltem
PBS (2.6) aufgenommen und unter stindigem Mischen mit 10 ml Fixierlosung fixiert. Die

fixierten Zellen konnten sofort weiterverarbeitet (3.3.2) oder bei -20 °C gelagert werden.

Fixierlosung: 50% (v/v) 80%iges Ethanol
50% (v/v) Aceton ;
-20 °C
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3.3.2 Firbung der Zellen

Proben aus den fixierten Zellen (1 x 10° Zellen) wurden zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5810 R; 1000 g, 5 min, 4 °C) und einmal mit 5 ml sterilem, kaltem (4 °C) PBS
(2.6) gewaschen. Zur quantitativen DNA Firbung wurde das Zellsediment in 1 ml
Propidiumiodid Lésung aufgenommen und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der DNA Gehalt
pro Zelle wurde im Becton Dickison DurchfluBzytometer (FACSCalibur;
Durchflu8zytometrie, Robinson et al., 1997) gemessen; die Auswertung erfolgte mit dem

Programm Cell Quest.

Propidiumiodid Losung: 10 pg/ml Propidiumiodid
250 pg/ml DNAase freie RNase A in PBS (2.6)
5 mM EDTA pH 8,0

3.4 Ernte von Zellen

3.4.1 Suspensionskulturen

Die Suspensionskulturen wurden in 50 ml Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und mit 200 g fiir
10 min bei 4 °C in einer Kiihlzentrifuge (Eppendorf 5810 R) sedimentiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellsediment anschlieBend mit 1 ml eiskaltem PBS (2.6)
gewaschen. Die geernteten Zellen wurden sofort weiterverarbeitet (3.6) oder bei -80 °C

gelagert.

3.4.2 Adhirente Zellen

Adhirente Zellen wurden in den Gewebekulturschalen, die auf einer mit Eis gekiihlten
Metallplatte lagen, zweimal mit eiskaltem PBS (2.6) gewaschen, abgeschabt und bei 200 g
flir 10 min bei 4 °C in einer Kiihlzentrifuge (Eppendorf 5810 R) sedimentiert. Das

resultierende Zellprazipitat wurde weiterverarbeitet (3.6) oder bei -80 °C aufbewahrt.
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3.5 Isolierung genomischer DNA aus Zellextrakten

Es wurden 50 pl von einem Zellsediment, das auf Eis aufgetaut wurde, mit 300 pl
Lysispuffer und 0,1 pl/ml Proteinase K versetzt. Dieser Ansatz wurde bei 55 °C fiir 3 h
inkubiert, wobei die Proben gelegentlich gemischt wurden. Zu den zu reinigenden DNA
Losungen wurde jeweils das gleiche Volumen eines 25:24:1-Gemisches von
Phenol (pH 7,8-8,0)/Chloroform/Isoamylalkohol  gegeben. Die Suspension wurde
griindlich gemischt und zur Phasentrennung 1 min bei RT mit 14000 rpm in einer
Zentrifuge (Eppendorf Zentrifuge 5415 C) zentrifugiert. Die DNA-haltige wéssrige Phase
wurde abgenommen und in ein neues Eppendorfreaktionsgefil} tiberfiihrt. Die Probe wurde
mit RNase A (2.6) fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschlull daran erfolgte eine erneute
Phenol/Chloroformextraktion. Die Ethanolprizipitation der DNA  wurde zur
Konzentrierung und Reinigung von DNA aus verdiinnter Losung eingesetzt. Die Erhohung
des Salzgehaltes erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8-5,0.
Danach wurde das 2,5-fache Volumen an absolutem Ethanol zugegeben und der Ansatz fiir
30 min bei -70 °C oder tliber Nacht bei RT inkubiert.

Durch Zentrifugation (20000 g, 30 min, 4 °C) wurde die DNA prézipitiert. Das
iberstehende Ethanol wurde abgegossen und das Prézipitat mit 70%igem Ethanol (-20 °C)
gewaschen. Die DNA wurde getrocknet und in TE Puffer pH 7,5 (2.6) aufgenommen. Die
Reinheit und Ausbeute der aufgereinigten DNA erfolgte durch die Messung des
UV Absorptionsspektrums bei 260 und 280 nm. Der Reinheitsgrad, der aus dem
Quotienten 260/280 ermittelt wird, sollte unter 2 liegen. Zur Bestimmung des DNA
Gehalts wurde ein Aliquote der gereinigten DNA Probe mit TE Puffer in einer
Quarzkiivette verdiinnt und in einem Photometer (Bio Spec-1601E, Shimadzu) bei 260 nm
gemessen. Die optische Dichte von 1 bei 260 nm entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger

DNA. Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung wurde daraus die Konzentration berechnet.

Lysispuffer: 25 mM Tris-HCI pH 8,0
400 mM NacCl
2 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS

27



Methoden

3.6 Gesamtzellextrakt (Lysat)

Zellprazipitate wurden auf Eis aufgetaut und mit dem doppeltem Volumen an E1A+PI
versetzt. Die Probe wurde 30 min auf Eis lysiert, die Lysate durch Zentrifugation
(Eppendorf Zentrifuge 5810 R; 20000 g, 25 min, 4 °C,) geklirt und der Uberstand in
vorgekiihlte Eppendorfreaktionsgefafle iiberfiihrt. Die Ermittlung der Proteinkonzentration

erfolgte mit der Bradfordmethode (3.7).

E1A+PI: zu ElA (2.6) wurden unmittelbar vor Verwendung folgende Proteaseinhibitoren (2.6)
zugegeben:
5 pg/ml Aprotinin
5 pg/ml Leupeptin
5 pg/ml Pepstatin A
125 pg/ml Pefabloc®SC

3.7 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (Bradford,
1976) durchgefiihrt. Dazu wurden je 2 pl einer 1:10 Verdiinnung des Gesamtzellextrakts
mit ddH,O auf 800 pl erginzt und mit 200 pl BioRad Reagenz in Halbmicro
Plastikkiivetten versetzt. Nach einer 10 miniitigen Inkubation erfolgte die Messung der
Extinktion bei 595 nm gegen eine Referenz, die keinen Zellextrakt enthielt (Photometer
Bio Spec-1601E, Shimadzu). Die Proteinkonzentration wurde aus einer Eichkurve, die mit

definierten BSA Konzentrationen zuvor angefertigt wurde, im linearen Bereich ermittelt.
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3.8 Herstellung von Antikorpersiulen

3.8.1 Nichtkovalente Bindung von Antikorpern an Protein G-Sepharose

Zum Aquilibrieren der Protein G-Sepharose (PGS) wurde das zehnfache Volumen an
sterilem H,O (4° C) zur PGS gegeben und die Suspension bis zum Absetzten der PGS auf
Eis stehen gelassen. Dieser Vorgang wurde viermal mit frischem Wasser und anschlieBend
zweimal mit E1A (2.6) wiederholt. Zur Herstellung einer 10%igen Suspension wurde der
Uberstand abgesaugt und ein entsprechendes Volumen an El1A zugefiigt. Fiir die
nichtkovalente Bindung von Immunglobulinen an die Tragermatrix wurden je 100 pul der
10%igen PGS-Suspension mit 500 pul E1A+PI (3.6) gewaschen. Die Inkubation der PGS
erfolgte mit 300 pl des entsprechenden Hybridomiiberstandes bzw. 1-2 ng Immunglobulin
in 300 pl EIA + PI fiir I h auf einem Horizontalschiittler bei 4 °C. Nicht gebundene
Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen mit je 500 pul E1A entfernt. Die an PGS

gebundenen Antikdrper wurden anschlieBend in der Immunprazipitation eingesetzt (3.9).

3.8.2 Kovalente Kopplung von Antikorpern an Protein G-Sepharose

Die kovalente Kopplung von Antikdrpern an PGS fand nach der Methode von Harlow und
Lane (1988) statt. Die PGS wurde in EIA (2.6) dquilibriert (vgl. 3.8.1). 10 ml PGS
Suspension (10%) wurden mit 100 ml Hybridomiiberstand auf einem Horizontalschiittler
6 h bei RT und nach dem Wechsel des Hybridomiiberstandes iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nach der Inkubation wurde der antikdrperhaltige Uberstand abgenommen und
die PGS zweimal mit dem zehnfachen Matrix-Volumen Natriumborat (0,2 M, pH 9,0)
dquilibriert. Die Kopplung erfolgte durch Zufiigen von 10 ml Kopplungspuffer pro ml PGS
und durch Inkubation fiir 30 min bei RT auf einem Horizontalschiittler. Zur Absittigung
freier Bindungsstellen wurde das Gelmaterial einmal mit dem zehnfachen PGS Volumen
Ethanolamin (0,2 M, pH 8,0) fiir 2 h bei RT inkubiert. Die PGS wurde anschlieBend
zweimal mit dem zehnfachen Volumen PBS (2.6) gewaschen und zweimal mit dem
zehnfachen PGS Volumen E1A é&quilibriert. Mit E1A erfolgte die Herstellung einer

10%igen Suspension, die bis zur weiteren Verwendung (3.9) bei 4 °C gelagert wurde.
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Inaktivierungslosung: 200 mM Ethanolamin in ddH,O mit HCI auf pH 8,0 eingestellt

Kopplungspufter: 20 mM Dimethylpimidilate
0,2 M Natriumborat-Losung mit HCI auf pH 9,0 eingestellt

3.9 Immunprazipitation von Proteinen aus Gesamtzellextrakten

Zu den an PGS gebundenen Antikérpern (3.8) wurde 0,5-1 mg Protein aus
Gesamtzellextrakten (3.6) in 300 pul E1A+PI (3.6) gegeben und 1-2 h auf einem
Horizontalschiittler bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundenes Antigen wurde durch dreimaliges
Waschen mit je 500 pl E1A entfernt. Die aus Gesamtzellextrakten immunprézipitierten
Antigen/Antikorperkomplexe wurden durch die Zugabe des doppelten Volumens von
2 x SB (3.10.1) von der PGS Matrix eluiert und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Durch
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5810 R; 10000 g, 20 sec, RT) wurde die PGS
abgetrennt. Danach erfolgte die Lagerung bei —20 °C oder die sofortige Auftragung auf ein
SDS-Polyacrylamidgel (3.10.1).

3.10 Gelelektrophoresen

3.10.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE (Laemmli et al., 1970) wurden die Zellen
lysiert (3.6). Gesamtzellextrakte wurden mit dem gleichen Volumen an 2 x SB oder dem
0,2 fachen Volumen an 6 x SB versetzt und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Zur
Auftrennung wurden die Minigelapparatur Hoefer Mighty Small II (Gelgroe 100 mm x
80 mm x 1 mm) und je nach Proteingrofe Trenngele verschiedener Polyacrylamid-
Konzentrationen (8%, 10%, 12,5% oder 15%) verwendet. Als Groenmarker wurde ein

prestained marker (vorgefdrbter Molekulargewichtstandard, Sigma) eingesetzt. Die

Elektrophorese erfolgte bei 25 mA/Gel fiir 1-2 h.

30



Methoden

2 x Auftragspuffer (2 x SB):
125 mM Tris-HCI pH 6,8
4% (w/v) SDS
20% (w/v) Glyzerin
0,2M DTT
0,001% Bromphenolblau

6 x Auftragspuffer (6 x SB):
350 ml Tris-HCI pH 6,8
30% Glyzerin
10% (w/v) SDS
0,6 M DTT
0,012% Bromphenolblau

Sammelgel (Menge fiir 5 Gele):

Acrylamid/Bisacrylamid: 3,9 ml
4 x Tris/SDS Puffer pH 6,8: 7,5 ml
ddH,O: 18,3 ml
APS 10%: 150 pl
TEMED: 30 pl

Trenngele (Mengen jeweils fiir 5 Gele):

8% 10% 12,5% 15%
Acrylamid/Bisacrylamid 12 ml 15 ml 18 ml 22,5 ml
4 x Tris/SDS Puffer pH 8,8 11,25 ml 11,25 ml 11,25 ml 11,25 ml
ddH,O 21,75 ml 18,75 ml 15,75 ml 11,25 ml
APS 10% 150 pl 150 ul 150 ul 150 pl
TEMED 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul

5 x Laufpuffer:
0,125 M Tris Base
0,96 M Glyzin
0,5% SDS
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4 x Tris/SDS Puffer pH 6,8:
0,5 M Tris-HCI
0,4% SDS

4 x Tris/SDS Puffer pH 8,8:
1,5 M Tris-HCI
0,4% SDS

3.10.2 Neutrale Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA und DNA Fragmenten fand durch neutrale
Agarosegelelektrophorese nach Sambroock (Sambroock et al., 1989) statt. Zur
Auftrennung von DNA und DNA Fragmenten wurden 0,8-1,2%ige Agarosegele in
1 x TAE Puffer eingesetzt. Die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 75 V fiir 1-2 h in 1 x TAE Puffer. Nach Anfarbung der DNA mit
Ethidiumbromid, das in die DNA interkaliert und einen fluoreszierenden DNA-
Ethidiumbromid-Komplex bildet, wurden die DNA Banden im Durchlicht bei einer

Wellenlidnge von 254 nm sichtbar gemacht und mit einer Intas Kamera fotografiert.

TAE Puffer: 40 mM Tris-Acetat pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0

DNA-Ladungspuffer: 30% Glyzerin
25 mM EDTA pH 8,0
0,1% Bromphenolblau

Ethidiumbromid-Stammldsung:

10 mg/ml in H,O (10000 x konzentriert)
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3.11 Coomassiefirbung

Polyacrylamid Gele wurden 10-15 min in Coomassie Fiarbelosung (Wilson, 1983) und im
Anschluf3 daran in Schnellentférber bei RT so lange geschwenkt, bis sich der Hintergrund

entfarbt hatte und die Proteinbanden sichtbar wurden.

Férbelosung: 0,15% (w/v) Coomassiebrilliantblau R250
45% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsdure

Schnellentférber: 10% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsdure

3.12 Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine

PVDF-Membran

Die PVDF-Membran (Immobilon™-P, Millipore) wurde 2 min mit Methanol inkubiert,
fiinfmal in ddH,O gewaschen und in Transferpuffer dquilibriert. Im NaBblotverfahren
wurden die durch SDS-PAGE (3.10.1) aufgetrennten Proteine auf die Membran transferiert
(Towbin et al., 1979). Der Transfer erfolgte in einer mit Transferpuffer gefiillten
Elektroblot-Apparatur (Power Supply: Power Pac 200; BioRad) fiir 1 h bei 100 V unter
Kiihlung. Die Membran wurde zum immunologischen Nachweis von Proteinen (3.13)
direkt verwendet oder zwischen zwei Lagen Whatman-Papier getrocknet und bei RT
gelagert. Die getrockneten Membranen muflten zur weiteren Benutzung wieder kurz mit

Methanol angefeuchtet werden.

Transferpuffer: 50 mM Tris
192 mM Glyzin
pH 8,3
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3.13 Spezifischer immunologischer Nachweis von Proteinen auf einer

PVDF-Membran

Elektrophoretisch aufgetrennte und auf eine Membran transferierte Proteine wurden durch
Antikorperdetektion sichtbar gemacht. Zunidchst erfolgte die Absittigung freier
Bindungsstellen auf der Membran durch Inkubation in Blocklésung auf einem
Schwenktisch fiir 1 h bei RT. Uberschiissige Blockldsung wurde durch dreimaliges kurzes
Waschen und einmaliges 15 miniitiges Waschen mit Waschlosung entfernt. Danach
erfolgte die Inkubation iiber Nacht bei 4 °C mit einem Antigen-spezifischen Antikdrper
(jeweils verdiinnt in Blocklosung) unter leichtem Schwenken. Nicht gebundener
Antikorper wurde durch viermalige Inkubation mit Waschlosung bei RT fiir je 15 min
entfernt. Die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper, der spezifisch
gegen das Fc-Fragment des ersten Antikorpers gerichtet ist, erfolgte verdiinnt in
Blocklosung fiir 1 h bei RT unter leichtem Schwenken. Nicht gebundenes Immunglobulin
wurde ebenfalls durch viermaliges 15 miniitiges Waschen entfernt. Der Nachweis des
Peroxidase gekoppelten Zweitantikorpers erfolgte mit einem ECL-Detektionssystem iiber
eine Chemolumineszenzreaktion. Die Membran wurde mit 10 ml der ECL-
Detektionslosung bedeckt, die erst direkt vor der Inkubation zusammengemischt wurde.
Die Reaktion erfolgte in der Dunkelkammer fiir genau 1 min bei RT. Die feuchte Membran
wurde in eine Filmkassette {iberfiihrt, mit Folie bedeckt und auf Rontgenfilme (Biomax,

Kodak) bei RT exponiert.

Waschlosung: TBS (2.6)
0,2% Tween"20
Blocklosung: 5% Magermilchpulver in Waschlosung

ECL-Detektionslosung: 5 ml Losung 1 und 5 ml Losung 2 wurden unmittelbar vor der Verwendung in der

Dunkelkammer vermischt

Losung 1: 2,5 mM Luminol
400 mM Paracoumaricacid

100 mM Tris-HCI pH 8,5
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Losung 2: 0,1% H,0,
100 mM Tris-HCI pH 8,5

3.14 Protein-Protein Wechselwirkung

3.14.1 Herstellung transformations-kompetenter Bakterien mit der

Mehrionentechnik

200 ml LB Medium (3.14.2), das 10 mM MgCl, und 10 mM MgSO, enthielt, wurde mit
8 ml Ubernachtkultur (E. coli DH5 o)) angeimpft. Die Kultur wurde solange geschiittelt,
bis eine optische Dichte sso,m von 0,3 erreicht war. Im Anschlufl daran wurde die Kultur in
vier 50 ml kalte Zentrifugenrorchen (15 ml) iiberfiihrt und fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Nach erfolgter Zentrifugation (3000 g, 5 min, 4 °C) wurde jedes Bakterienprizipitat in
16 ml Transformationspuffer 1 resuspendiert. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte fiir
15 min auf Eis. Nach Zentrifugation (3000 g, 5 min, 4 °C) wurde das Bakteriensediment in
je 4 ml Transformationspuffer 2 aufgenommen, in vorgekiihlte Eppendorfreaktionsgefilie
aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten

Bakterien erfolgte bei -70 °C.

Tranformationspuffer 1: 100 mM RbCl
50 mM MnCl,
10 mM CacCl,
30 mM Kaliumacetat pH 5,8
15% Glyzerin

Tranformationspuffer 2: 10 mM MOPS, pH mit Essigsdure auf 6,8 eingestellt
10 mM RbCl
10 mM CacCl,
15% Glyzerin
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3.14.2 Transformation der pGEX-20T Plasmide in E. coli

100 pl kompetente Bakterien (DHS o) wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl Plasmid
DNA vorsichtig vermischt. Die Probe wurde nun fiir 30 min auf Eis inkubiert und
gelegentlich durchmischt. Im Anschlufl daran wurde die Probe zur Transformation fiir
45 sec in einem 42 °C heilem Wasserbad inkubiert und sofort fiir 2 min auf Eis abgekiihlt.
Die Bakterien wurden auf einer Selektionsplatte (LB+Amp) ausgestrichen und iiber Nacht
in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden jeweils
4 Einzelkolonien auf einer Selektionsplatte (LB+Amp) ausgestrichen und erneut iiber
Nacht inkubiert. Die Lagerung der transformierten Bakterien erfolgte bis zur weiteren

Verwendung im Kiihlschrank auf der Selektionsplatte.

LB Medium (1 1): 10 g Bactotryptone
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
pH7,5;

die Losung wurde anschlielend autoklaviert

LB+Amp-Platten: LB
1,5% Bactoagar
50 pg/ml Ampicillin

3.14.3 Expression der GST-Fusionsproteine

10 ml einer transformierten DHS o Ubernachtkultur wurden in 100 ml 2 x YT+Amp
Medium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben gegeben und geschiittelt (Certomat BS-T,
B. Braun Biotech International; 180 rpm, 1 h, 37 °C). Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte durch Zugabe von 100 pl einer 1 M IPTG Stammlosung. Die Expression fiir
pGEX20T-1 a, pGEX20T-A, pGEX20T-B, pGEX20T-C, pGEX20T-4 oo und pGEX20T-
5 a erfolgte bei 32 °C fiir 4 h, fiir pGEX20T-2 a bei 32 °C fiir 3 h, fiir pGEX20T-3 a bei
27 °C fir 4 h und fir pGEX20T bei 37 °C fiir 3h. Die Bakterien wurden durch
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5810 R; 4000 rpm, 15 min, 4 °C) geerntet und das

Bakteriensediment bei -70 °C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet (3.14.4).
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2 x YT Medium (11): 16 g Bactotryptone
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl;

die Losung wurde anschlieend autoklaviert.

IPTG: 100 mM Stammldsung in ddH,O;
wurde bei -20 °C gelagert

3.14.4 Bindung der GST-Fusionsproteine an Glutathion-Agarose

Die Glutathion-Agarose wurde fiinfmal in ddH,O 2 h inkubiert (200 ml ddH,O/g Agarose)
und dreimal mit NETN Puffer dquilibriert. Danach wurde eine 50%ige Suspension mit
NETN hergestellt. Das Bakteriensediment (3.14.3) wurde auf Eis angetaut und mit 4 ml
MTTBS Puffer (4 °C) versetzt, fiir 10 min auf Eis lysiert und anschlieBend durch
Zentrifugation (Sorvallzentrifuge, HB4 Rotor; 10000 rpm, 30 min, 4 °C) gekldrt. Der
Uberstand wurde in ein vorgekiihltes 15 ml PP-Réhrchen iiberfiihrt und mit 200 pl einer
50%igen Glutathion-Agarosesuspension fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die an die
Glutathion-Agarose gebundenen GST-Proteine wurden dreimal mit je 5 ml kaltem NETN
Puffer gewaschen (Eppendorf Zentrifuge 5810 R; 100 g, 1 min, 4 °C) und in 100 pul E1A
Puffer (2.6) aufgenommen, so daf3 eine 50% Suspension entstand. Die Aufbewahrung der
Suspension erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C.

Zur Expressionskontrolle wurden die GST-Fusionsproteine durch SDS-PAGE aufgetrennt
(3.10.1) und mit Coomassie angefarbt (3.11). Um dquivalente Mengen an
GST-Fusionsproteinen zu erhalten, wurden von der Suspension mit la 10 pl, mit 2a, 3o
sowie Sa 30 pl und mit 4a 50 pl eingesetzt. Das GST-Protein wurde so stark exprimiert,

daB eine 10%ige Suspension in E1A hergestellt wurde. Davon wurden 8 pl eingesetzt.

MTTBS Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
5 mM EDTA pH 8,0
1% Triton®X-100
5 pg/ml Aprotinin
5 ng/ml Leupeptin
5 ng/ml Pepstatin
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125 pg/ml Pefabloc® SC
3 mg/ml Lysozym

NETN Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM EDTA pH 8,0
0,4% NP-40

3.14.5 Co-prazipitation der GST-Fusionsproteine mit p53, SV40 T-Ag bzw. T402

Die Zellpréazipitate aus der Baculovirusexpression wurden je nach Sedimentmenge in
200-250 pl E1A+PI (3.6) fiir 30 min auf Eis lysiert. Die Zelltriimmer wurden durch
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5810 R; 20000 g, 25 min, 4 °C) von den ldslichen
Proteinen getrennt. Zu den an Glutathion-Agarose gebundenen GST-Fusionsproteinen
wurden 30 pg Protein des jeweiligen Zellextraktes in 200 ul EIA+PI (3.6) gegeben (bei
GST-Fusionsprotein 4 o 300 pl). Die Durchfiihrung der Bindungsreaktion erfolgte fiir
I15min bei 4 °C auf einem Horizontalschiittler. Im AnschluB daran wurden die
Proteinkomplexe dreimal mit je 500 pl E1IA Puffer (2.6) gewaschen. Durch Zugabe von
20 pul 2 x SB (3.10.1) und Inkubation bei 95 °C fiir 5 min wurden die Proteinkomplexe
denaturiert. Die Proteine wurden in einer 12,5%igen SDS-PAGE (3.10.1) aufgetrennt und
im Immunoblot mit den monoklonalen Antikérpern DO-1 und/oder PAb419 detektiert
(3.13).

3.15 Kartierung des monoklonalen Antikorpers HP180-12

Zu den an Glutathion-Agarose gekoppelten GST-Fusionsproteinen wurden jeweils 150 pl
(Hybridomiiberstand) des  monoklonalen  Antikorpers HP180-12 und 10%
Magermilchpulver in E1A+PI (3.6) gegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 20 min bei 4 °C auf
einem Horizontalschiittler inkubiert. Der nicht gebundene Antikorper wurde durch
dreimaliges Waschen mit je 500 ul E1A Puffer (2.6) entfernt. Das doppelte Volumen an
2 x SB (3.10.1) wurde dazugegeben und die Denaturierung der Proteinkomplexe erfolgte
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durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95 °C. Die Proteinkomplexe wurden durch SDS-PAGE
(12,5%iges Gel, 3.10.1) aufgetrennt und im NafBblotverfahren auf eine PVDF-Membran
transferiert (3.12). Die Detektion erfolgte durch Inkubation mit einem Peroxidase
gekoppelten Zweitantikdrper (Ziege anti-Maus IgG). Der Peroxidase gekoppelte
Zweitantikdrper wurde in einer Verdiinnung von 1:10000 in Blocklosung (TBST+5)
eingesetzt und der Nachweis des gebundenen Zweitantikdrpers erfolgte mit dem

ECL-Detektionssystem (3.13).

TBST+5: TBS (2.6)
0.2% Tween"20

5% Magermilchpulver
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des monoklonalen anti-p180 Antikorpers HP180-12

Die DNA Polymerase a ist die einzige Polymerase, die DNA de novo synthetisieren kann.
Sie ist ein essentielles Protein in der Initiation zelluldirer DNA Replikation. Die 180 kDa
und 70 kDa Untereinheiten des DNA Polymerase o-Primase Komplexes werden
zellzyklus-abhédngig von verschiedenen Cdks in vitro (Voitenleiter et al., 1997,
Voitenleiter et al., 1999) und in vivo phosphoryliert (Dehde et al., 2001). Deshalb kann
vermutet werden, daB verschiedene phosphorylierte Formen der DNA Polymerase o-
Primase in der Zelle existieren. Im Folgenden wurde getestet, inwieweit einige
monoklonale anti-p180 Antikorper unterschiedlich phosphorylierte Subpopulationen der
DNA Polymerase a erkennen konnen. Zu den Antikorpern, die getestet wurden, gehoren
die Immunglobuline 132-20, 237-71 und 287-38 der SJK Serie (Tanaka et al., 1982) sowie
HP180-7, HP180-12 und HP180-35 der HP-Serie (I. Dornreiter, unverdffentlichte Daten).

4.1.1 Detektion der denaturierten DNA Polymerase o aus verschiedenen Primaten

Zellen mit dem monoklonalen Antikorper HP180-12

Die monoklonalen anti-p180 Antikorper der SJIK-Serie erkennen ausschlielich die native
Form der DNA Polymerase o (Tanaka et al., 1982). Es wurde daher nach monoklonalen
Antikorpern gesucht, die auch die denaturierte 180 kDa Untereinheit des DNA Polymerase
a-Primase Komplexes erkennen. Dazu wurden verschiedene monoklonale Antikérper aus
der HP-Serie auf ihre Fahigkeit hin getestet, ihr Antigen im Western Blot zu erkennen.
Alle Antikorper der HP-Serie reagierten mit dem denaturierten Antigen. Nachdem jedoch
der Antikorper HP180-12 im Gegensatz zu den anderen anti-pl80 Antikdrpern keine
zusdtzlichen unspezifischen Banden in der Western Blot Analyse aufwies (keine Abb.),
wurde in den folgenden Experimenten ausschlieBlich mit diesem Immunglobulin

gearbeitet.
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Im néchsten Schritt wurde untersucht, aus welcher Spezies der monoklonale anti-p180
Antikorper HP180-12 sein Antigen, die DNA Polymerase o, erkennen kann. Es wurden
Gesamtzellextrakte (3.6) der humanen Lymphomzellinien CEM, CA46 sowie HSC93 und
der Affennierenzellinie COS-1 durch SDS-PAGE aufgetrennt (3.10.1) und im Western
Blot analysiert (3.12). Die 180 kDa katalytische Untereinheit des DNA Polymerase o-
Primase Komplexes wurde mit dem monoklonalen anti-p180 Antikorper HP180-12 und
einem Peroxidase gekoppelten Zweitantikorper mit dem ECL-Reaktionssystem
nachgewiesen (3.13). Es zeigte sich, da3 der monoklonale anti-p180 Antikorper HP180-12
die denaturierte 180 kDa Untereinheit aus verschiedenen Primaten Zellinien detektieren

kann (Abb. 4-1).

Expression
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Abbildung 4-1: Nachweis der katalytischen Untereinheit des tetrameren DNA Polymerase o-Primase

Komplexes in verschiedenen Primaten Zellinien durch Western Blot

Von den Gesamtzellextrakten (3.6) der Zellinien CEM, CA46, HSC93 und COS-1 wurden 100 pg Protein in
einem 8%igem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1). Die Proteine wurden auf eine
PVDF-Membran transferiert (3.12) und die Membran mit dem monoklonalen anti-p180 Antikérper
HP180-12 (Verdiinnung 1:10) inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline erfolgte durch einen
mit Peroxidase gekoppelten sekundiren Antikorper und mit dem ECL-Detektionssystem (3.13).

Weitere Experimente ergaben, dal die monoklonalen Antikérper der HP-Serie die DNA
Polymerase o aus Nagetierzellinien wie Maus, Ratte und Hamster nicht erkennen konnen

(keine Abb.).
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4.1.2 Immunprazipitation der hypophosphorylierten DNA Polymerase o-Primase

mit dem monoklonalen Antikorper HP180-12

Im nichsten Schritt wurde iiberpriift, ob der anti-p180 Antikorper HP180-12 auch in der
Lage ist, native DNA Polymease o-Primase aus den gleichen Primaten Zellinien (siche
4.1.1) zu immunprézipitieren. Bei diesen Experimenten wurde der monoklonale anti-p180
Antikorper SJK132-20 als positive Kontrolle eingesetzt. Die Immunprazipitationen (3.9)
wurden mit Gesamtzellextrakten (3.6) durchgefiihrt. Die Detektion der 180 kDa
Untereinheit erfolgte mit dem monoklonalen anti-p180 Antikérper HP180-12 (3.13). Es
zeigte sich, daBl sowohl in den humanen Lymphomzellinien (CEM, CA46, HSC93) als
auch in der Affennierenzellinie (COS-1) der monokonale anti-p180 Antikérper HP180-12

die native DNA Polymerase a-Primase immunprizipitieren konnte (Abb. 4-2).
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Abbildung 4-2: Immunpriizipitation der nativen DNA Polymerase o—Primase aus diversen Zellinien

mit zwei verschiedenen monoklonalen anti-DNA Polymerase oo Antikérpern

Es wurde die DNA Polymerase o-Primase aus den Zellinien CEM, CA46, HSC93 und COS-1 aus
Zellextrakten (3.6), die jeweils einen Proteingehalt von 500 pg aufwiesen, mit den monoklonalen anti-p180
Antikorpern SJK132-20 und HP180-12 immunprézipitiert (3.9). Bei den humanen Lymphomzellinien CEM,
CA46 und HSC93 (Spur 1-6) wurden an Protein G Sepharose kovalent gekoppelte Antikorper (3.8.2), bei der
Zellinie COS-1 (Spur 7 und 8) ungekoppelte Antikdrper (3.8.1) verwendet. Zur Proteinauftrennung wurden
8%ige SDS-Polyacrylamidgele eingesetzt (3.10.1). Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die

Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12) und die Membran anschlieBend mit dem monoklonalen
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Antikorper HP180-12 (Verdiinnung 1:5) inkubiert. Die Detektion der gebundenen Immunglobuline erfolgte

mit einem Peroxidase gekoppelten zweiten Antikorper und dem ECL-Detektionssystem (3.13).

Von der mit dem monoklonalen Antikérper HP180-12 immunprézipitierten Form war im
Vergleich zur SJK132-20 immunprézipitierten DNA Polymerase a-Primase nur eine
geringe Menge detektierbar (Abb. 4-2, Spur 2, 4, 6 und 8). Zusétzliche Experimente
zeigten, dafl der monoklonale anti-p180 Antikorper SJK132-20 ca. 90% der Polymerase o
Aktivitdit aus Zellextrakten depletierte (I. Dornreiter, personliche Mitteilung). Die
restlichen 10% der DNA Polymerase o Aktivitidt konnten in Depletionsexperimenten nur
mit dem monoklonalen Antikdrper HP180-12 entfernt werden (Dehde et al., 2001). Des
weiteren wurde festgestellt, dall es sich bei der HP180-12-reaktiven DNA Polymerase o-
Primase um eine neu synthetisierte und/oder hypophosphorylierte Subpopulation handelte,
wéhrend der SJK132-20 ausschlieBlich eine hoéher phosphorylierte Subpopulation
immunprazipitierte (Dehde et al., 2001).

4.1.3 Identifizierung der DNA-Polymerase oo Bindungsstelle des monoklonalen

Antikorpers HP180-12

Der charakterisierte monoklonale anti-p180 Antikdrper SJK132-20 bindet im katalytischen
Zentrum der DNA Polymerase o, wodurch die Aktivitit des Enzyms gehemmt wird
(Tanaka et al., 1982). Die DNA Polymerase o Bindungsstelle des monoklonalen
Antikorpers HP180-12 war bisher noch nicht bekannt. Zur Identifizierung der
Antikorperbindungsstelle wurde die cDNA der humanen DNA Polymerase a mittels PCR
in fiinf sich liberlappende Fragmente (1o-5a) unterteilt (Abb. 4-3) und die Fragmente in
den Expressionsvektor pGEX20T, der fiir die 26 kDa grofle Glutathion S-Transferase
kodiert, in frame kloniert (Dornreiter et al., 1993).
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Abbildung 4-3: PCR-Produkte der humanen DNA Polymerase o

Schematische Darstellung der DNA Polymerase o Fragmente. Mittels PCR wurde die DNA Polymerase o

(pBR(Xbal)-HDPa) in fiinf sich iiberlappende Fragmente (1a-5a) und das T-Ag bindenen Fragment 1o in

drei weitere sich iiberlappende Fragmente (A, B, C) unterteilt (Dornreiter et al., 1993). In den Fragmenten B

und C sind die theoretischen Cdk-Phosphorylierungsstellen eingezeichnet (Wong et al., 1988). Fiinf der

putativen Cdk-Phosphorylierungsstellen befinden sich auf dem Fragment B. Zwei dieser fiinf Cdk-

Phosphorylierungsstellen befinden sich im iiberlappenden Bereich der T-Ag bindenden Doméne C

(Dornreiter et al., 1993).
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Die Expression der Proteinfragmente 1o bis 5o und GST erfolgte im E. coli Stamm DH5a
(3.14.3). Die Anreicherung der GST-Fusionsproteine aus den bakteriellen Extrakten
erfolgte mit Glutathion-Agarose (3.14.4) und wurde im SDS-Gel (3.10.1) mit
anschlieBender Coomassie Farbung tiberpriift (3.11), (Abb. 4-4).

o
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Abbildung 4-4: Expression der humanen DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteine

Die GST-Proteinfragmente la bis 5o und GST wurden im E. coli Stamm DH5a exprimiert (3.14.3) und die
GST-Proteine anschlieend iiber Glutathion-Agarose prézipitiert (3.14.4). Von 1o wurden 10 pl, von 2a, 3a
und 5o wurden je 30 pl, von 4a 50 pl einer 50%igen Glutathion-Agarose Suspension und von GST 8 pl
einer 10%igen Suspension eingesetzt. Die prézipitierten GST-Fusionsproteine wurden in einem 12%igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (3.10.1). Die Proteine wurden mit Coomassie fiir 15 min bei RT angefarbt
und das Gel mit Schnellentfdrber entféarbt (3.11).

Zur lIdentifizierung der Bindungsstelle wurde der Antikorper HP180-12 mit den DNA
Polymerase a GST-Fusionsproteinen 1a bis Sa sowie GST inkubiert (3.15). Im Anschluf3
daran wurden die Proteinkomplexe gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine
PVDF-Membran transferiert (3.12). Zum Nachweis des gebundenen Immunglobulins
HP180-12 wurde die Membran mit einem Peroxidase gekoppelten anti-Maus Antikdrper
inkubiert und mit dem ECL-Reaktionssystem nachgewiesen (3.13). Wie Abbildung 4-5
zeigt, bindet der monoklonale Antikorper HP180-12 an die DNA Polymerase o Fragmente
3o und 4o also zwischen den Aminosauren 643 bis 1159 (siche auch Abb. 4-3).
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la 20 3o 4a Sa GST
HP180-12 =— i e——

Abbidung 4-5: Identifizierung der DNA Polymerase o Bindungsstelle des monoklonalen Antikorpers
HP180-12

Die GST-Fusionsproteinfragmente der DNA Polymerase o (Abb. 4-3) wurden im E. coli Stamm
DH5a exprimiert (3.14.3) und die GST-Proteine iiber Glutathion-Agarose prézipitiert (3.14.4). Um die
gleiche Menge an GST-Proteinen zu erhalten, wurden von 1a 10 pl, von 2a, 3a und 5a jeweils 30 pl, von
4o 45 pl einer 50%igen Glutathion-Agarose Suspension in NETN und von GST 10 pl einer 10%igen
Suspension eingesetzt. Die an Agarose gebundenen GST-Konstrukte wurden jeweils mit 150 pl HP180-12
und 150 pl 10% Magermilchpulver/E1A+PI fiir 20 min bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Die
Komplexe wurden in einem 12%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (3.10.1) und die Proteine auf eine
PVDF-Membran transferiert (3.12). Das gebundene Immunglobulin wurde mit einem Peroxidase

gekoppelten anti-Maus Antikdrper und dem ECL-Reaktionssystem nachgewiesen (3.13).

Die Aminosduren 643 bis 918 (Fragment 3a) enthalten auch das katalytische Zentrum der
DNA Polymerase a. Jedoch wird die Aktivitdt der DNA Polymerase o durch Bindung des
Immunglobulins HP180-12 nicht inhibiert (I. Dornreiter, personliche Mitteilung).
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4.2 Interaktion der HP180-12-reaktiven, hypophosphorylierten
DNA Polymerase a-Primase mit dem viralen Initiationsprotein

SV40 T-Antigen und dem zelluléiiren Tumorsuppressorprotein p53

Wie gezeigt werden konnte, lassen sich zwei immunologisch unterscheidbare
Subpopulationen der DNA Polymerase o, die unterschiedlich phosphoryliert sind, in
Primaten Zellinien mittels phosphorylierungsspezifischer monoklonaler anti-p180
Antikorper detektieren. Es wurde bereits beschrieben, dall die DNA Polymerase o mit
SV40 T-Ag einen Komplex bildet (Dornreiter et al., 1990), der fiir die Initiation der viralen
DNA Replikation essentiell ist (Dornreiter et al., 1993). Allerdings konnte diese
Interaktion bislang nur in vitro (Dornreiter et al., 1990) und im Baculovirus
Co-Expressionssystem gezeigt werden (Dornreiter et al., 1993). Um festzustellen, ob mit
dem neuen monoklonalen Antikérper HP180-12 die DNA Polymerase o-Primase-T-Ag
Komplexbildung in vivo nachgewiesen werden kann, wurden T-Ag exprimierende
Zellinien verwendet. Fiir den in vivo Nachweis wurden die beiden SV40 transformierten
Primaten Zellinien HBL-100 und COS-1 eingesetzt. Die Immunpréizitationen erfolgten aus
Gesamtzellextrakten mit den monoklonalen anti-p180 Antikérpern SJK132-20 und
HP180-12 (3.9). Der monoklonale anti-p180 Antikorper SJK132-20, mit dem bislang keine
Komplexbildung nachgewiesen werden konnte, wurde als negative Kontrolle verwendet.
Die Trennung der Proteinkomplexe erfolgte durch denaturierende Gelelektrophorese
(3.10.1) und der Nachweis komplexierten T-Ags mit einem anti-T-Ag spezifischen
Antikorper (3.13). Aus beiden Zellinien konnte ausschlieBlich die T-Ag komplexierte
DNA Polymerase o-Primase mit dem monoklonalen anti-p180 Antikérper HP180-12
immunprézipitiert werden (Abb. 4-6, Spur 3 und 6). Eine Interaktion der mit SJK132-20
immunprézipitierten DNA Polymerase o-Primase mit SV40 T-Ag konnte nicht
nachgewiesen werden (Abb. 4-6, Spur 2 und 5).

Aus den Immunprizipitationsexperimenten geht hervor, da3 der virale Replikationsfaktor
T-Ag nur mit dem hypophosphorylierten DNA Polymerase o-Primase Komplex in vivo
komplexiert (Abb. 4-6, Spur 3 und 6).
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Abbildung 4-6: Co-Immunprizipitation der DNA Polymerase o-Primase mit SV40 T-Ag und

stabilisiertem wtp53

Aus Gesamtzellextrakten (3.6) der Zellinien HBL-100 (Spur 1-3) und COS-1 (Spur 4-6) wurden aus jeweils
500 pg Protein die DNA Polymerase o mit den monoklonalen anti-p180 Antikorpern SJK132-20 (Spur 2 und
5) und HP180-12 (Spur 3 und 6) immunprézipitiert (3.9). Die Proteine wurden durch 10%ige
SDS-Polyacrylamidgele elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-Membran transferiert
(3.12). Die 180 kDa Untereinheit der DNA Polymerase o wurde mit dem Antikdrper HP180-12 (Verdiinnung
1:5), T-Ag mit dem monoklonalen Antikérper PAb419 (Verdiinnung 1:7000) und p53 mit dem p53
Antiserum aus Schaf (Verdiinnung 1:3000) detektiert. Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline
erfolgte mit einem Peroxidase gekoppelten Zweitantikdrper und anschlieBender ECL-Reaktion (3.13).
Positive Kontrollen (Spur 1 und 4): 100 pg Protein aus Gesamtzellextrakt (3.6)

Nachdem festgestellt wurde, dal die DNA Polymerase a-Primase filir kurze Zeit einen
terndren Komplex mit T-Ag und p53 ausbilden kann (Gannon und Lane, 1987), galt es
ebenfalls zu analysieren, ob p53 mit der T-Ag assoziierenden DNA Polymerase a-Primase
Subpopulation in vivo komplexieren kann. Tatsédchlich konnte die Bindung von p53 an die

von dem monoklonalen anti-p180 HP180-12  Antikorper

immunprézipitierten

Subpopulation nachgewiesen werden (Abb. 4-6, Spur 3 und 6). Jedoch ist aus diesen
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Immunprézipitationsexperimenten nicht ersichtlich, inwieweit p53 individuell oder im

Komplex mit T-Ag an die DNA Polymerase a-Primase binden kann.

4.3 Bindung des Tumorsuppressorproteins pS3 unabhingig von SV40 T-Ag

an den DNA Polymerase a-Primase Komplex

Die im vorangegangenen Experiment verwendeten Zellinien exprimieren T-Ag und wtp53
in groBen Mengen. Nachdem sowohl T-Ag und DNA Polymerase o-Primase (Dornreiter
et al., 1990) als auch T-Ag und wtp53 einen spezifischen Proteinkomplex bilden (Lane und
Crawford, 1979; McCormick und Harlow, 1980; Harlow et al., 1981), wurde untersucht,
ob wtp53 ohne T-Ag direkt an die hypophosphorylierte DNA Polymerase o-Primase
binden kann. Dazu wurde die T-Ag negative Affennierenzellinie CV-1 ausgewdhlt. In
dieser Zellinie ist es moglich, wtp53 in seiner nicht stabilisierten Form zu detektieren. Da
die hypophosphorylierte DNA Polymerase a-Primase Subpopulation nur in geringen
Mengen vorhanden ist (Abb. 4-6, Spur 3 und 6), wurde diese Form durch sequentielle
Immunprézipitation angereichert. Zur Anreicherung der hypophosphorylierten DNA
Polymerase o-Primase Subpopulation wurde die phosphorylierte DNA Polymerase o.-
Primase durch sukzessive Inkubation des Gesamtzellextraktes mit dem monoklonalen
Antikorper SJK132-20 depletiert. Im Anschluf3 daran erfolgte die Immunprazipitation der
hypophosphorylierten Replikase mit dem monoklonalen anti-p180 Antikoérper HP180-12.
Die Proteinkomplexe wurden im SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und nach
dem Transfer auf eine Membran (3.12) erfolgte der Nachweis von DNA Polymerase a
sowie wtp53 mit den entsprechenden Antikdrpern (3.13). Eine Komplexbildung der DNA
Polymerase a-Primase mit wtp53 konnte nur durch Immunprizipitation der Replikase mit
dem monoklonalen anti-p180 Antikorper HP180-12 nachgewiesen werden (Abb. 4-7,
Spur 3).
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Sequentielle
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Abbildung 4-7: Sequentielle Inmunprizipitation der DNA Polymerase o-Primase aus CV-1 Zellen

Die DNA Polymerase o-Primase wurde sequentiell aus einem Zellextrakt (3.6) der Zellinie CV-1, der einen
Proteingehalt von 1000 ug aufwies, zweimal mit dem monoklonalen Antikorper SJK132-20 (Spur 2 und 3)
und anschlieBend mit dem monoklonalen Antikdrper HP180-12 (Spur 4) immunprézipitiert (3.9). Die
Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12).
Die 180 kDa Untereinheit der DNA Polymerase o wurde mit dem monoklonalen Antikérper HP180-12
(Verdiinnung 1:5) und wtp53 mit dem Antiserum aus Schaf (Verdiinnung 1:3000) detektiert. Der Nachweis

der gebundenen Immunglobuline erfolgte mit einem Peroxidase gekoppelten sekundéren Antikorper und der
ECL-Reaktion (3.13).

Positive Kontrolle (Spur 1): 100 pg Protein aus Gesamtzellextrakt (3.6)

Aus diesem Befund geht hervor, da3 wtp53 unabhingig von SV40 T-Ag spezifisch an den
hypophosphorylierten DNA Polymerase a-Primase Komplex bindet. Zusitzlich wurde im
Baculovirus Co-Expressionssystem gezeigt, da3 wtp53 ausschlielich an die 180 kDa

Untereinheit des tetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplexes bindet (keine Abb.).
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4.4 Lokalisierung der p53 Bindungsdomine von DNA Polymerase o

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dal wtp53 und auch SV40 T-Ag
in vivo an die hypophosphorylierte Form der DNA Polymerase o-Primase binden kdnnen.
Beide Proteine assoziieren mit der 180 kDa katalytischen Untereinheit der Replikase. Die
DNA Polymerase o Bindungsstelle von SV40 T-Ag ist bekannt und befindet sich zwischen
den Aminosduren 195-313 (Fragment C) (Dornreiter et al., 1993). Zur Identifizierung der
p53 Bindungsstelle wurden die bereits erwdhnten DNA Polymerase o GST-Fusions-
proteine verwendet (Abb. 4-3). Baculovirus wtp53 exprimierende Insektenzellextrakte
(3.2.1) wurden mit den an Glutathion-Agarose gebundenen GST-Fusionsproteinen
inkubiert (3.14.5). Als negative Kontrolle wurde bakteriell exprimiertes GST mit dem
wtp53 Baculovirus-infizierten Zellextrakt inkubiert. Die Proteinkomplexe wurden durch
SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und der Nachweis von gebundenem
wtp53 erfolgte mit zwei verschiedenen Antikorpern (3.13). wtp53 konnte sowohl mit dem
monoklonalen Antikérper DO-1 als auch mit einem polyklonalen Antiserum detektiert
werden. Wie aus Abbildung 4-8 ersichtlich ist, bindet wtp53 an die GST-Fusionsproteine
la und 3a sehr gut, wihrend fiir 4o nur eine sehr schwache Interaktion beobachtet wurde

(vergleiche Spur 1, 3 und 4).
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Abbildung 4-8: DNA Polymerase o. Bindungsdomiine des Tumorsuppressors p53

Von den Gesamtzellextrakten (3.6) aus mit wtp53 Baculovirus-infizierten Insektenzellen (3.2.1) wurden
jeweils 50 pg Protein mit den DNA Polymerase o GST-Fusionsproteinfragmenten (Spur 1-5) fiir 25 min bei
4 °C inkubiert (3.14.5). Die Protein-Komplexe wurden durch 12,5%ige SDS-Polyacrylamidgele
elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12).

Der Nachweis von wtp53 erfolgte mit dem monoklonalen Antikérper DO-1 (Verdiinnung 1:5) bzw. mit dem
p53 Antiserum aus Schaf (Verdiinnung 1:3000). Die Detektion des gebundenen Immunglobulins erfolgte mit
einem mit Peroxidase gekoppelten zweiten Antikdrper und dem ECL-Reaktionssystem (3.13).

Positive Kontrolle (Spur 7): 1 ug Protein aus Gesamtzellextrakt (3.6)

Negative Kontrolle (Spur 6): GST wurde mit dem Gesamtzellextrakt inkubiert (3.14.5)

Nachdem auch T-Ag an la binden kann, wurde 1o zur weiteren Differenzierung der p53
Bindungsdoméne wie in Abbildung 4-3 zu sehen ist in die drei GST-Fusionsproteine
unterteilt (Dornreiter et al., 1993) und zwar: A (AS: 1-116), B (AS: 102-231) und C (AS:
195-313) und wie unter 3.14.3 und 3.14.4 beschrieben in DH5a exprimiert und gereinigt.
Diese GST-Fusions-proteine wurden mit dem wtp53 exprimierenden Insektenzellextrakt
inkubiert (3.14.5) und gebundenes p53 mit dem monoklonalen Antikérper DO-1
nachgewiesen (3.13). Aus dem Experiment ging hervor, dal wtp53 an das Fragment B
(AS: 102-231) des N-Terminus der DNA Polymerase o bindet und diese Bindungsstelle
unmittelbar neben der T-Ag Bindungsstelle C (AS: 195-313) liegt (Abb. 4-9, Spur 3).
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Abbildung 4-9: Weitere Differenzierung der DNA Polymerase o Bindungsdomiine des

Tumorsupressors p53

Von den Gesamtzellextrakten (3.6) aus mit wtp53 Baculovirus-infizierten Insektenzellen (3.2.1) wurden
jeweils 30 pg Protein mit den DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteinfragmenten (Spur 2-8) fiir 15 min bei
4 °C inkubiert (3.14.5). Die Proteine wurden durch 12,5%ige SDS-Polyacrylamidgele elektrophoretisch
aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12). Die Membran wurde mit dem
monoklonalen Antikdrper DO-1 (Verdiinnung 1:10) inkubiert. Nachgewiesen wurden die gebundenen
Immunglobuline durch den mit Peroxidase gekoppelten zweiten Antikérper und dem ECL-Detektionssystem
(3.13).

Positive Kontrolle (Spur 1): 0,3 ug Protein aus Gesamtzellextrakt (3.6)

Negative Kontrolle (Spur 9): GST wurde mit dem Gesamtzellextrakt inkubiert (3.14.5)

4.5 Konkurrenzverhalten von SV40 T-Antigen und wtp53 um die
DNA Polymerase o Bindung

Nachdem sowohl SV40 T-Ag als auch wtp53 an den N-Terminus der DNA Polymerase o
binden, stellt sich die Frage, ob SV40 T-Ag und wtp53 zur gleichen Zeit binden kénnen.
Die Insektenzellinie High Five™ wurde zum einem mit dem Baculovirus hwtp53 und zum
anderem mit AcMuPVT infiziert (3.2.1). Jeweils 30 pg Gesamtprotein der Zellextrakte
(3.6) wurden sukzessiv mit den GST-Fusionsproteinen inkubiert (3.14.5). Nachdem T-Ag
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an lo und wtp53 an la sowie 3o bindet, wurden fiir dieses Experiment die
GST-Fusionsproteine 1o und 3o verwendet. Als negative Kontrolle wurde 2a eingesetzt,
da weder T-Ag noch wtp53 daran binden koénnen. Nach der Inkubation der
GST-Fusionsproteine mit den Extrakten (3.14.5), wurden die Proteine gelelektrophoretisch
aufgetrennt (3.10.1) und T-Ag mit dem monoklonalen Antikdrper PAb419 und wtp53 mit
dem monoklonalen Antikorper DO-1 nachgewiesen (3.13) (Abb. 4-10). Wurden zuerst
30 ug Protein eines T-Ag-haltigen Zellextraktes und danach 30 pg eines wtp53-haltigen
Zellextraktes mit den GST-Fusionsproteinen inkubiert, konnte die Bindung von beiden
Proteinen an das DNA Polymerase o GST-Fusionsprotein 1o nachgewiesen werden
(Abb. 4-10 A). Wurden jedoch zuerst 30 pg Protein eines wtp53-haltigen Zellextraktes und
dann 30 pg eines T-Ag-haltigen Zellextraktes mit den GST-Fusionsproteinen inkubiert,
konnte nur gebundenes p53, aber nicht T-Ag detektiert werden (Abb. 4-10 B). An la

gebundenes wtp53 scheint demnach die Bindung von T-Ag zu verhindern.

A 1. T-Ag B 1. wtp53
2. wtp53 2. T-Ag
loa 2a 3a laa 20 3a
T-Ag — — T-Ag =—
WEpS3 = — — wtpS53 =— —— o

Abbildung 4-10: Bindung von T-Ag und wtp53 an die DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteine

Die in DH5a exprimierten (3.14.3) und mit Glutathion-Agarose prézipitierten (3.14.4) Proteinfragmente 1o
bis 3o der DNA Polymerase o wurden sukzessiv mit Gesamtzellextrakten (3.6) inkubiert, die aus
Baculovirus-infizierten Insektenzellen (3.2.1) gewonnen wurden.

A: Die GST-Fusionsproteine loa bis 300 wurden zuerst mit T-Ag-haltigem Zellextrakt (3.6) (30 pg
Gesamtprotein) fiir 15 min bei 4 °C und anschlieend mit der gleichen Menge an wtp53-haltigem Zellextrakt
fiir 15 min bei 4 °C inkubiert (3.14.5).

B: Die Inkubation der GST-Fusionsproteine 1o bis 3a mit den Zellextrakten (3.6) erfolgte in umgekehrter
Reihenfolge analog.
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Die Proteinkomplexe wurden durch 12,5 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt (3.10.1) und im Anschluf}
daran auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12). T-Ag wurde mit dem monoklonalen Antikdrper PAb419
(Verdiinnung 1:7000) und wtp53 mit dem monoklonalen Antikérper DO-1 (Verdiinnung 1:10) detektiert.
Nachgewiesen wurden die gebundenen Immunglobuline durch einen mit Peroxidase gekoppelten sekundéren
Antikorper und dem ECL-Reaktionssystem (3.13). Als negative Kontrolle diente das GST-Fusionsprotein

20.

Um festzustellen, ob wtp53 auch iliber T-Ag an die DNA Polymerase o eine Bindung
eingehen kann, wurden die gleichen Experimente noch einmal mit der wtp53
bindungsdefekten T-Ag Mutante T402 durchgefiihrt. Weil das Bindungsverhalten von
T402 noch nicht bekannt war, wurden alle fiinf DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteine
(1 o bis 5 o) verwendet. Wie aus Abbildung 4-11 A ersichtlich ist, interagiert auch T402
ausschlieflich mit lo. Desweiteren erfolgte die Interaktion von wtp53 mit dem
N-Terminus der DNA Polymerase a nicht iiber T-Ag, sondern wtp53 bindet direkt an die
DNA Polymerase a. Nach der Bindung von wtp53 an 1a konnte auch T402, wie schon fiir
T-Ag gezeigt wurde (Abb. 4-10 B), nicht mehr mit der T-Ag interagierenden DNA
Polymerase oo Doméne komplexieren (Abb. 4-11 B).

A 1. T402 B 1. wtp53
2. wtp53 2. T402
= =
N N
la 20 30 40 5a © la. 200 300 40 50 ©
T402 — — T402 —

Abbildung:4-11:Bindung von T402 und wtp53 an die DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteine

Statt T-Ag wurde das Zellextrakt (3.6) (30 pg Gesamtprotein) aus mit T402 Baculovirus-infizierten
Insektenzellen (3.2.1) verwendet und der Zellextrakt mit den Glutathion-Agarose prézipitierten

DNA Polymerase oo GST-Fusionsproteinen (3.14.3 und 3.14.4) 1a bis Sa sowie GST inkubiert (3.14.5).
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A: Die Inkubation der GST-Fusionsproteine la-5o und GST erfolgte zuerst mit T402- und danach mit
wtp53-haltigem Zellextrakt (jeweils 30 ug Gesamtprotein).
B: Die Inkubation der der GST-Fusionsproteine 1a-5a und GST erfolgte in umgekehrter Reihenfolge analog.

Die Auftrennung, der Transfer und die Detektion der Proteine erfolgte wie in Abbildung 4-10 beschrieben.

Aus den vorangegangenen Experimenten geht hervor, dal wtp53 unabhingig von T-Ag an
DNA Polymerase a binden kann. Zur Verifizierung dieser Beobachtung wurden T-Ag und
wtp53 gleichzeitig mit den GST-Fusionsproteinen inkubiert. Von dem T-Ag-haltigen
Zellextrakt wurden jeweils 30 pg Protein und von dem wtp53-haltigen Zellextrakt einmal
15 pg und einmal 45 pg Protein eingesetzt. Ohne Zugabe von wtp53 wurde eine starke
Bindung von T-Ag an la beobachtet (Abb. 4-12, Spur 1), wihrend bereits geringe Mengen
an wtp53 (15 pg) die Bindung von T-Ag an la deutlich reduzierten (Abb. 4-12, Spur 5).
Mit ansteigender wtp53 Menge (45 pg) wurde die Bindung von T-Ag an das
GST-Fusionsprotein 1a vollstandig unterdriickt (Abb. 4-12, Spur 8).

° T-Ag + T-Ag +
T-Ag = wtpS3 (15pug)  witp53 (45ug)
St
=
- 2 - -
7 o 7 7
la 3a © N la 3¢ © 1la 3a ©O
T'Ag _— — - e — T'Ag
R .. e e - wtp53
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 4-12: T-Ag und wtpS3 konkurrieren um die Bindung an der DNA Polymerase o

Von den Gesamtzellextrakten (3.6) aus mit T-Ag Baculovirus-infizierten Insektenzellen (3.2.1) wurden 30 pg
Protein fiir 15 min bei 4 °C mit 1o, 3o und als negative Kontrolle mit GST inkubiert (3.14.5) (Spur 1-3).

Gleichzeitig wurden einmal 15 pg Zellextrakt aus mit wtp53 Baculovirus-infizierten Insektenzellen mit
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30 ug Zellextrakt aus mit T-Ag Baculovirus-infizierten Insektenzellen (Spur 5-7) und einmal 45 pg
wtp53-haltigem Zellextrakt mit 30 ug T-Ag-haltigem Zellextrakt (Spur 8-10) mit den Fragmenten 1o und 3o
und mit GST fir 15 min bei 4 °C inkubiert (3.14.5). Die Proteine wurden durch 12,5%ige SDS-
Polyacrylamidgele aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12). T-Ag wurde mit
dem monoklonalen Antikdrper PAb419 (Verdiinnung 1:7000) und wtp53 mit dem monoklonalen Antikérper
DO-1 (Verdiinnung 1:10) detektiert. Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline erfolgte durch den mit
Peroxidase gekoppelten zweiten Antikdrper und dem ECL-Reaktionssystem (3.13).

Positive Kontrolle (Spur 4): jeweils 0,3 pg Gesamtprotein (3.6) von mit wtp53 infizierten und

mit T-Ag infizierten Insektenzellen (3.2.1)
Negative Kontrollen (Spur 3, 7und 10):  GST wurde mit den entsprechenden Gesamtzellextrakten

inkubiert (3.14.5)

Aus diesen Ergebnissen 148t sich schlieBen, daB3 p53 mit hoherer Affinitét als T-Ag an den
N-Terminus der 180 kDa Untereinheit des DNA Polymerase o-Primase Komplexes bindet
und bereits an la gebundenes T-Ag verdringen kann. Des weiteren kann aus diesen
Befunden nicht auf die Ausbildung eines terndren Komplexes zwischen DNA

Polymerase a, T-Ag und p53 geschlossen werden.

4.6 In vivo Komplexbildung von DNA Polymerase o-Primase mit dem

stabilisierten Tumorsuppressor p53

Nichtinduziertes p53 ist ein instabiles Protein mit einer Halbwertszeit von 15-30 min (Oren
et al., 1981) und wird in den Zellen durch den ubiquitin-abhéngigen Abbau proteolysiert.
Daher ist in wtp53-exprimierenden Zellen dieses Protein schwer detektierbar. In der
vorangegangenen Abbildung 4-6 ist die Komplexbildung der hypophosphorylierten
Population der DNA Polymerase o-Primase und wtp53 in den Zellinien HBL-100 und
COS-1 deutlich zu sehen, allerdings ist in diesen Zellinien wtp53 durch die Expression von
SV40 T-Ag stabilisiert. Die Stabilisierung von wtp53 kann in vivo durch verschiedene
Ereignisse erfolgen, z.B. durch die SV40-Infektion, T-Ag Expression (COS-1, HBL-100)
oder die Mutation. Eine weitere Moglichkeit der wtp53 Stabilisierung ist die Zugabe des
Caspase Hemmers ALLN, der durch Inaktivierung der Proteosomen den proteolytischen

Abbau von p53 hemmt. Die wtp53-exprimierende humane Zellinie HSC93, in der bisher
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keine Komplexbildung nachgewiesen werden konnte (sieche Abb. 4-17 A und B,
IP SJK132-20 und IP HP180-12, jeweils 0 h Werte), wurde mit 20 pM ALLN behandelt
(3.2.2). Nach Zugabe des Caspase-Hemmers wurde die Expression der DNA Polymerase o
und von wtp53 iiber einen Beobachtungszeitraum von 24 h verfolgt. Die Zellen wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten geerntet (3.4.1) und die Extrakte (3.6) im Western Blot
analysiert (3.12). Der Nachweis von DNA Polymerase o und wtp53 erfolgte mit dem
monoklonalen anti-p180 Antikérper HP180-12 und mit dem monoklonalen anti-p53
Antikorper DO-1 (3-13). Die Expression der DNA Polymerase a blieb iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum konstant (Abb. 4-13). Im Vergleich dazu war bereits nach 15 min
ein Anstieg im wtp53 Expressionsniveau zu sehen, das nach 4-6 h sein Maximum

erreichte.

Expression

0" 15" 1h 2h 4h 6h 24h

pola— — S — W —— —

wtp53 =— - L e S

Abbildung 4-13: Expression der DNA Polymerase o und wtp53 in HSC93 Zellen nach ALLN-
Behandlung

Die Zellinie HSC93 wurde mit 20 uM ALLN behandelt (3.2.2) und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet
(3.4.1). Die Expression der Proteine DNA Polymerase o und wtp53 wurde im WB (3.12) nach Auftrennung
von jeweils 100 pg Gesamtprotein in 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen festgestellt (3.10.1). Die DNA
Polymerase o wurde mit dem Antikorper HP180-12 (Verdiinnung 1:5) und wtp53 mit dem Antikorper DO-1
(Verdiinnung 1:10) detektiert. Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline erfolgte mit einem Peroxidase

gekoppelten zweiten Antikdrper und dem ECL-Detektionssystem (3.13).

24 h nach der Zugabe von ALLN waren die Proteine DNA Polymerase o und wtp53 nicht
mehr bzw. kaum mehr nachweisbar (Abb. 4-13). Vermutlich fiihrten apoptotische

Ereignisse zur drastischen Abnahme der Proteinexpression. Zur Uberpriifung dieser These
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wurde die DNA aus den mit ALLN behandelten Zellen zu den Zeitpunkten 0, 4, 6 und 24 h
isoliert (3.5) und durch neutrale Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (3.10.2). Wie
angenommen, konnte 24 h nach der ALLN-Behandlung in diesen Zellen Apoptose, die

sich in Form einer DNA Fragmentation zeigte, nachgewiesen werden (Abb. 4-14).

HSC ALLN Abbildung 4-14: Apoptose-Nachweis
- in ALLN behandelten HSC93 Zellen
0 4 6 24 [h]
Die Zellinie HSC93 wurde mit 20 uM ALLN
behandelt (3.2.2). Zu den angegebenen
Zeitwerten wurden die Zellen geerntet (3.4.1)
und die DNA wie unter 3.5 beschrieben
isoliert. Die Auftrennung von jeweils 2,5 g
DNA erfolgte in einem 1,2%igem Agarose Gel
durch neutrale Gelelektrophorese (3.10.2). Im
Anschlul daran wurde die DNA mit
Ethidiumbromid angefarbt.

Als néchstes sollte untersucht werden, ob die Komplexbildung von DNA Polymerase o mit
wtp53 in der mit ALLN behandelten Zellinie nachweisbar ist. Aus der mit ALLN
behandelten Zellinie HSC93 wurden Immunprézipitationen der DNA Polymerase o-
Primase mit den beiden monoklonalen Antikérpern SJK132-20 und HP180-12
durchgefiihrt (3.9). Die Detektion von gebundenem wtp53 erfolgte mit dem polyklonalen
Schaf-Antiserum (3.13) (Abb. 4-15 A und B). Auch in der mit ALLN behandelten Zellinie
HSC93 wurde wtp53 nur mit der hypophosphorylierten Form der DNA Polymerase o-
Primase co-prézipitiert (Abb. 4-15 A, 2 und 4 h Werte). Mit der SJK132-20
immunprézipitierten phosphorylierten Form der DNA Polymerase a-Primase konnte keine

Co-Prizipitation von wtp53 nachgewiesen werden (Abb. 4-15 B).
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Abbildung 4-15: HP180-12 und SJK132-20 Immunprizipitation der DNA Polymerase a-Primase aus
HSC93 Zellen nach ALLN-Behandlung

Die Zellinie HSC93 wurde mit 20 uM ALLN behandelt (3.2.2) und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet
(3.4.1). Die DNA Polymerase o-Primase wurde aus Zellextrakten (3.6), die jeweils einen Proteingehalt von
1000 pg aufwiesen, mit dem an Protein G Sepharose gekoppelten monoklonalen Antikérper (3.8.2)
HP180-12 (Abb. 4-15 A) und aus Zellextrakten mit einem Proteingehalt von 500 pg mit dem an Protein G
Sepharose gekoppelten monoklonalen Antikorper SJK132-20 (Abb. 4-15 B) immunprézipitiert (3.9). Die
Proteine wurden danach in einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-
Membran transferiert (3.12). Die Membran wurde mit dem p53 Antiserum aus Schaf (Verdiinnung 1:3000)
inkubiert und gebundenes Immunglobulin durch Inkubation mit einem Peroxidase gekoppelten
Zweitantikorper sowie dem ECL-Reaktionssystem nachgewiesen (3.13).

Positive Kontrolle: 100 pg Gesamtzellextrakt (3.6) aus unbehandelten Zellen

Interessanterweise war die Komplexbildung zwischen der DNA Polymerase a-Primase
und wtp53 zu dem Zeitpunkt 2-4 h (Abb. 4-15) am deutlichsten ausgeprégt, obwohl das
Maximum der wtp53 Expression erst nach 4-6 h erreicht wurde (Abb. 4-13).
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4.7 Bildung eines spezifischen Proteinkomplexes von DNA Polymerase o-

Primase mit p53 nach y-Bestrahlung der humanen Lymphomzellinie

HSC93

Bisher konnte der Komplex zwischen der DNA Polymerase o-Primase und wtp53 in vivo
nur in Zellen nachgewiesen werden, in denen wtp53 stabilisiert vorlag: Zum einen durch
die Expression von SV40 T-Ag (Abb. 4-4) und zum anderen durch die Behandlung der
Zellinie HSC93 mit dem Caspase-Inhibitor ALLN (Abb. 4-15 A). Da wtp53 auch nach
Schiadigung der DNA stabilisiert wird (Maltzman et al., 1984), wurde als néchstes
untersucht, ob sich der Proteinkomplex auch nach Bestrahlung mit wtp53-exprimierenden

Zellen nachweisen lafit.

4.7.1 In vivo Nachweis der DNA Polymerase o-Primase-p53 Interaktion in mit 2 Gy
bestrahlten HSC93 Zellen

Fiir die Bestrahlungsexperimente wurde eine lonendosis von 2 Gy gewihlt, da in
Vorexperimenten beobachtet wurde, da3 die mit mehr als 2 Gy bestrahlten HSC93 Zellen
nach 2-3 Tagen apoptotisch wurden (keine Abb.). Im Gegensatz dazu konnten sich die mit
2 Gy bestrahlten Zellen wieder erholen und weiter kultiviert werden. Nach erfolgter DNA
Schiadigung wurde die Expression der DNA Polymerase o und des Tumorsuppressors
wtp53 iiber einen Beobachtungszeitraum von 24 h iiberpriift. Asynchrone HSC93 Zellen
wurden nach Bestrahlung mit einer Casiumquelle (3.2.3) zu den in Abb. 4-16 angegebenen
Zeitpunkten geerntet (3.4.1). Die Zellextrakte (3.6) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
(3.10.1) und die DNA Polymerase o sowie wtp53 mit dem entprechenden monoklonalen
anti-p180 Antikdrper HP180-12 und mit dem monoklonalen anti-p53 Antikdrper DO-1
detektiert (3.13). Die Expression der DNA Polymerase o blieb iiber den beobachteten
Zeitraum konstant, wéahrend das Expressionsniveau von wtp53 wie erwartet zunahm
(Abb. 4-16). Bereits 15 min nach Bestrahlung war ein Anstieg von p53 zu sehen, der nach

1-2 h sein Maximum erreichte und nach 4 h wieder abnahm.
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HSC93 2 Gy
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Abbildung 4-16: Expression der Proteine DNA Polymerase o und wtp53 aus mit 2 Gy bestrahlten
HSC93 Zellen

Die Zellinie HSC93 wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach
der Bestrahlung [pi] geerntet (3.4.1). Fiir die Expression von DNA Polymerase o und wtp53 wurden
Gesamtzellextrakte (3.6) eingesetzt, die jeweils einen Proteingehalt von 100 pg aufwiesen. Die Zellextrakte
wurden durch 10%ige SDS-Polyacrylamidgele elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-
Membran transferiert (3.12). Zur Detektion der DNA Polymerase o wurde der monoklonale anti-p180
Antikorper HP180-12 (Verdiinnung: 1:5) und zum Nachweis von wtp53 der monoklonale Antikdrper DO-1
(Verdiinnung 1:10) verwendet. Die gebundenen Immunglobuline wurden mit einem Peroxidase gekoppelten

Zweitantikorper und dem ECL-Detektionssystem nachgewiesen (3.13).

Die mit 2 Gy bestrahlten HSC93 Zellen (3.2.3) wurden anschlieBend auf die
Komplexbildung zwischen DNA Polymerase o-Primase und wtp53 untersucht. Dazu
erfolgte die Immunprézipitation des DNA Polymerase a-Primase Komplexes jeweils mit
den monoklonalen Antikdrpern SJK132-20 und HP180-12 zu den in der Abbildung 4-17
angegebenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung (3.9). Die DNA Polymerase o wurde mit
dem monoklonalen anti-p180 Antikdrper HP180-12 und komplexiertes wtp53 mit dem
Antiserum aus Schaf detektiert (3.13). Wie erwartet komplexierte ausschlieBlich die
hypophosphorylierte DNA Polymerase a-Primase mit wtp53 (Abb. 4-17 B).
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Abbildung 4-17:SJK132-20 und HP180-12 Immunprizipitation der DNA Polymerase o-Primase aus
mit 2 Gy bestrahlten HSC93 Zellen

Die Zellinie HSC93 wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach
der Bestrahlung [pi] geerntet (3.4.1). Die DNA Polymerase o-Primase wurde aus Gesamtzellextrakten (3.6),
die jeweils einen Proteingehalt von 1000 pg aufwiesen, mit den monoklonalen anti-p180 Antikorpern
SJK132-20 (Abb. 4-17 A) und HP180-12 (Abb. 4-17 B) immunprazipitiert (3.9). Im Anschlul daran wurden
die Proteinkomplexe in 10%igen SDS-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-
Membran transferiert (3.12). Die Detektion der DNA Polymerase o erfolgte mit dem monoklonalen
Antikorper HP180-12 (Verdiinnung 1:5) und die von wtp53 mit dem Antiserum aus Schaf (Verdiinnung
1:3000). Gebundenes Immunglobulin wurde mit dem entsprechenden Peroxidase gekoppelten

Zweitantikorper und dem ECL-Reaktionssystem detektiert (3.13).

Die Komplexbildung war zwischen den Zeitpunkten 1 h und 4 h am stérksten ausgepragt,
obwohl eine deutliche Zunahme der wtp53 Expression schon nach 15 min zu beobachten
war (Abb. 4-16). Interessanterweise wurde eine Abnahme der Menge an HP180-12-

reaktiver DNA Polymerase a bereits 1 h nach Bestrahlung beobachtet, die bis 6 h nach der
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Bestrahlung zu beobachten war; das Ausgangsniveau wurde wieder nach 24 h erreicht

(Abb. 4-17 B).

4.7.2 FACS-Analyse der bestrahlten HSC93 Zellen

Zu welchem Zeitpunkt im Zellzyklus die Komplexbildung der DNA Polymerase o-
Primase mit wtp53 stattfindet, konnte wichtige Hinweise auf die Funktion dieses
Komplexes in DNA geschidigten Zellen geben. Mit Hilfe der FACS-Analyse konnen
Zellen in den unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus dargestellt werden. Nach
Bestrahlung mit 2 Gy wurden die HSC93 Zellen (3.2.3) zu den Zeitpunkten, die auch fiir
die Analyse der Proteinexpression verwendet wurden, geerntet (3.4.1) und fixiert (3.3.1).
Nach Férbung der DNA mit Propidiumiodid (3.3.2) wurden die Proben im
DurchfluBzytometer analysiert. Aus dem FACS-Profil 148t sich die prozentuale Verteilung
der diskreten Zellzyklusphasen G1, S und G2 ablesen (Abb. 4-18). Interessanterweise stieg
der Anteil der S-Phase Zellen, der sich im FACS-Profil als "Schulter" bemerkbar machte,
zwischen 4-6 h nach Bestrahlung an (Abb. 4-18, 4 und 6 h Profile). Nach 16 h nahm der
prozentuale Anteil der S-Phase Zellen wieder ab und der G2-Anteil nahm zu. Ein
deutlicher G2-Arrest mit reduzierten G1- und S-Phasen-Anteil konnte 24 h nach
Bestrahlung beobachtet werden (Abb. 4-18).
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Abbildung 4-18: FACS-Analyse der mit 2 Gy bestrahlten HSC93 Zellen
Die Zellen wurden nach y-Bestrahlung (3.2.3) zu den angegebenen Zeitpunkten mit 80%igem Ethanol
(-20 °C) fixiert (3.3.1). Jeweils 1x10° Zellen wurden mit Propidiumiodid angefirbt (3.3.2) und der DNA

Gehalt im DurchfluBzytometer gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Cell Quest.
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Der prozentuale Anteil der Zellzyklusphasen zu verschiedenen Zeitpunkten ist in Tabelle

4-1 zusammengefalit.

[pi] G1-Phase [%] S-Phase [%] G2-Phase [%]
Asynchron 51 33 16
15 min 55 26 19
30 min 54 28 18
lh 56 26 18
2h 49 28 23
4h 41 36 23
6 h 39 32 29
16 h 40 29 31
24 h 41 21 38

Tabelle 4-1: Prozentualer Anteil der Zellzyklusphasen zu verschiedenen Zeitpunkten nach

v-Bestrahlung der HSC93 Zellen

Die aus der FACS-Analyse erhaltenen Daten weisen darauf hin, daf in bestrahlten HSC93
Zellen der beobachtete DNA Polymerase o-Primase-wtp53 Komplex hauptsidchlich
wéhrend der 2 stiindigen S-Phasen Akkumulation auftritt (Abb. 4-17 B).
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4.7.3 Untersuchung der Expression zellzyklusregulierender Faktoren aus mit 2 Gy

bestrahlten HSC93 Zellen

Der in der FACS-Analyse beobachtete Zellzylusarrest bestrahlter HSC93 Zellen 146t eine
Veridnderung der zellzyklusregulierenden Faktoren erwarten, zu denen unter anderem die
Cycline und die Cdks gehoren. Deshalb wurde in erster Linie die Expression der Cycline
A, B und E sowie der Cdkl zu definierten Zeiten nach y-Bestrahlung untersucht.
HSC93 Zellen wurden mit einer Ciasiumquelle bestrahlt (3.2.3) und zu den angegebenen
Zeitpunkten nach Bestrahlung geerntet (3.4.1). Zellextrakte (3.6) wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt (3.10.1) und die Expression der oben erwéhnten Proteine in einem
Beobachtungszeitraum von 24 h {iberpriift (3.13). In der Abbildung 4-19 ist zu sehen, daf}
die Expression der Cycline A und B nach y-Bestrahlung deutlich anstieg und nach 24 h
immer noch stark erhoht war. Im Gegensatz dazu nahm die Expression des G1 Cyclins E
kontinuierlich ab. Wie aus der Western Blot Analyse ersichtlich ist, liegt Cdkl in zwei
verschiedenen Phosphorylierungszustinden vor, die sich durch ihr Laufverhalten im
SDS-Gel unterscheiden lassen. Die obere Bande entspricht der phosphorylierten und somit
inaktiven Form von Cdk1. Die Menge der phosphorylierten Form der Cdk1 nahm 6 h nach
y-Bestrahlung zu und nach 24 h wieder ab. Die Aktivitdt der Cdkl, einer wichtigen
Komponente des MPFs, ist fiir die Progression der Zelle von G2 in die Mitose notwendig.
Aus dieser Beobachtung kann geschlossen werden, dal die Cdkl 6 h nach Bestrahlung
inaktiviert und nach 24 h durch Dephosphorylierung wieder aktiviert wird. Dieser Befund
korrelierte mit dem in der FACS-Analyse beobachteten G2-Arrest (Abb. 4-18).
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Abbildung 4-19: Expression von zellzyklusregulierenden Faktoren aus mit 2 Gy bestrahlten HSC93
Zellen

Die Zellinie HSC93 wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach
der Bestrahlung geerntet (3.4.1). Fiir die Expression von Cyclin B, Cyclin E und Cdkl wurden jeweils
100 pg und fiir Cyclin A 200 pg Gesamtprotein eingesetzt. Die Zellextrakte wurden in 10%igen (Cyclin A
und B), in einem 12,5%igen (Cyclin E) und in einem 15%igen (Cdkl) SDS-Polyacrylamidgele
elektrophoretisch aufgetrennt (3.10.1) und auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12).

Zur Detektion der Proteine wurden folgende Antikorper in der angegebenen Verdiinnung verwendet:

Monoklonale Antikorper
Cyclin A C160 (1:2,5)
Cyclin B anti-Cyclin B (1:1500)
Cyclin E anti-Cyclin E (1:1000)

Polyklonaler Antikdrper

Cdk1 anti-Cdk1 (1:1000)

Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline erfolgte mit einem Peroxidase gekoppelten sekundiren

Antikorper und dem ECL-Detektionssystem (3.13).
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4.7.4 Ausschlul apoptotischer Vorginge in bestrahlten HSC93 Zellen

In Zellen, deren DNA so stark geschiadigt wurde, da3 diese nicht mehr repariert werden
kann, wird Apoptose eingeleitet. Um auszuschlieBen, da3 die verwendete Strahlendosis
irreparable Schidden induziert, wurden die Zellen auf apoptotische Vorginge hin
untersucht. Die Apoptose von Zellen kann durch die Degradation der DNA und die
Bildung von DNA Fragmenten in einem Agarose Gel dargestellt werden. Die Degradation
beginnt mit der Produktion von DNA Fragmenten von 300 kbp, die anschliefend in
Fragmente von 50 kbp degradiert werden. In einigen Zellen werden diese Fragmente in
noch kleinere Fragmente (10-40 kbp) abgebaut, die als charakteristische DNA Leiter im
Agarose Gel zu sehen sind. Um die Apoptose bzw. die DNA Leiter darzustellen, wurde die
DNA von bestrahlten HSC93 (3.2.3) nach 0, 4, 6 und 24 h isoliert (3.5), eine
Phenol/Chloroformextraktion durchgefiihrt und die DNA in einem Agarosegel aufgetrennt
(3.10.2) (Abb. 4-20). In den bestrahlten HSC93 war zu den angegebenen Zeitpunkten keine
Fragmentation der DNA und somit keine apoptotischen Vorginge nachweisbar. Daraus
kann geschlossen werden, dall wéhrend der S-Phasen Akkumulation sowie des G2-Arrests

die bestehenden DNA Schidden behoben wurden.

HSC 2Gy

. Abbildung 4-20:Mit 2 Gy bestrahlte HSC93
0 4 6 24 [hpi]

Zellen zeigen keine Apoptose

Die Zellinie HSC93 wurde mit 2 Gy bestrahlt
(3.2.3). Die Zellen wurden zu den angegebenen
Zeitwerten nach der Bestrahlung geerntet
(3.4.1) und die DNA wie unter 3.5 beschrieben
isoliert. Die Auftrennung von jeweils 2,5 pg
DNA erfolgte in einem 1,2%igem Agarose Gel
durch neutrale Gelelektrophorese (3.10.2). Im
AnschluB daran wurde die DNA mit
Ethidiumbromid angefarbt.
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4.8 Interaktion der DNA Polymerase o-Primase und mutantem p53

Die Komplexbildung der DNA Polymerase o-Primase mit wtp53 konnte bisher in
verschiedenen Zellinien nachgewiesen werden (Abb. 4-6; Abb. 4-15 A; Abb. 4-17 B). In
all diesen Zellinien komplexierte ausschlieBlich die hypophosphorylierte,
initiationskompetente Subpopulation der DNA Polymerase o-Primase mit wtp53.
Nachdem jedoch in den vorangegangenen Experimenten nur wtp53-exprimierende
Zellinien verwendet wurden, wurde im néchsten Schritt untersucht, inwieweit mutantes
p53 (mtp53) an den DNA Polymerase a-Primase Komplex binden kann. Dazu wurden die
beiden mtp53-exprimierenden humanen Lymphomzellinien CA46 und CEM verwendet.
Das mtp53 unterscheidet sich in diesen Zellinien durch verschiedene Punktmutationen in
der sogenannten core Doméne. Der DNA Polymerase a-Primase Komplex wurde jeweils
mit den monoklonalen Antikérpern SJK132-20 sowie HP180-12 immunprézipitiert (3.9)
und gebundenes mtpS53 mit dem Antiserum aus Schaf nachgewiesen (3.13). In beiden
Zellinien war mtp53 ebenfalls mit nur der hypophosphorylierten, initiationskompetenten
Subpopulation der DNA Polymerase a-Primase komplexiert (Abb. 4-21, vergleiche Spur 3
und 6 mit 2 und 5).
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Abbildung 4-21: Co-Immunprizipitation der DNA Polymerase o-Primase mit mtp53

Aus den Gesamtzellextrakten (3.6) der Zellinie CA46 wurde die DNA Polymerase o-Primase aus 500 pg
Protein mit den an Protein G Sepharose gekoppelten Antikérpern SJK132-20 und HP180-12
immunprézipitiert (3.9). Aus den Gesamtzellextrakten der Zellinie CEM wurde die DNA Polymerase o-
Primase mit den Antikdrpern SJK132-20 aus 300 pg Protein und mit dem Antikérper HP180-12 aus 800 pg
Protein immunprézipitiert. Nach elektrophoretischer Auftrennung in 10%igen SDS-Gelen (3.10.1) und
Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran (3.12) wurde mtp53 durch das Antiserum aus Schaf
(Verdiinnung 1:3000) detektiert. Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline erfolgte durch den mit
Peroxidase gekoppelten zweiten Antikdrper und dem ECL-Reaktionssystem (3.13).

Positive Kontrolle: 100 pug Protein aus Gesamtzellextrakt (3.6)

4.8.1 Komplexbildung von DNA Polymerase o-Primase und mtp53 nach
y—Bestrahlung

Nachdem auch mtp53 mit der DNA Polymerase a-Primase komplexiert (Abb. 4-21),
wurde untersucht, inwieweit die y-Bestrahlung einen Einflu auf die Entstehung und
Dissoziation dieses Komplexes ausiibt. Die Zellinie CEM wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3)
und zu den in Abb. 4-22 angegebenen Zeitpunkten nach Bestrahlung geerntet (3.4.1). Die
Zellextrakte (3.6) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt (3.10.1) und die Expression der
Proteine mit den entsprechenden Antikdrpern und dem ECL-Reaktionssystem

nachgewiesen (3.13). Die katalytische Untereinheit der DNA Polymerase o-Primase und
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mtp53 wurden wihrend des 24 stiindigen Beobachtungszeitraumes konstant exprimiert,
allerdings war beim 24 h Wert ein blotting Fehler aufgetreten und die DNA Polymerase o
deshalb nicht detektierbar (Abb. 4-22).

CEM 2 Gy
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Abbildung 4-22: Expression der Proteine DNA Polymerase o. und mtpS3 aus mit 2 Gy bestrahlten
CEM Zellen

Die Zellinie CEM wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach der
Bestrahlung geerntet (3.4.1). Fiir die Expression von DNA Polymerase o und mtp53 wurden Gesamt-
zellextrakte (3.6) eingesetzt, die jeweils einen Proteingehalt von 100 pg aufwiesen. Die Zellextrakte wurden
in 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt (3.10.1) und die Proteine auf eine PVDF-Membran
transferiert (3.12). Die DNA Polymerase o wurde mit dem monoklonalen Antikérper HP180-12
(Verdiinnung 1:5) und mtp53 mit dem monoklonalen Antikérper DO-1 (Verdiinnung 1:10) detektiert. Im
Anschluf3 daran wurden die gebundenen Immunglobuline mit einem Peroxidase gekoppelten sekundiren

Antikorper und dem ECL-Reaktionssystemsystem nachgewiesen (3.13).

Anschliefend wurde der zeitliche Verlauf der Komplexbildung in mtp53-exprimierenden
Zellen nach y-Bestrahlung untersucht. Dazu wurden Immunpréizipitationen der DNA
Polymerase o-Primase aus Gesamtzellextrakten (3.6) mit den monoklonalen anti-p180
Antikérpern SJK132-20 und HP180-12 (3.9) zu den in der Abbildung 4-23 angegebenen
Zeitwerten durchgefiihrt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteinkomplexe
(3.10.1) wurde komplexiertes mtpS3 mit dem Antiserum aus Schaf nachgewiesen (3.13).

Auch in der mtp53-exprimierenden Zellinie CEM war ausschlieBlich die
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hypophosphorylierte, HP180-12-reaktive Form der DNA Polymerase a-Primase mit mtp53
komplexiert (Abb. 4-23 B).

Im Gegensatz zur diskontinuierlichen Komplexbildung der DNA Polymerase o-Primase
mit wtp53 (Abb. 4-17 B) wurde keine Fluktuation dieses Protein-Protein Komplexes nach
Bestrahlung von mtp53-haltigen Zellen festgestellt (Abb. 4-23 B).
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Abbildung 4-23:SJK132-20 und HP180-12 Immunprizipitation der DNA Polymerase a-Primase aus
mit 2 Gy bestrahlten CEM Zellen

Die Zellinie CEM wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach der
Bestrahlung geerntet (3.4.1). Die DNA Polymerase o-Primase wurde aus Gesamtzellextrakten (3.6) mit
einem Proteingehalt von jeweils 500 pg mit dem monoklonalen Antikérper SJK132-20 und aus
Gesamtzellextrakten mit jeweils 1000 pg Proteingehalt mit dem monoklonalen Antikdrper HP180-12
immunprazipitiert (3.9). Die Proteine wurden durch 10%ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt (3.10.1) und
danach auf eine PVDF-Membran transferiert (3.12). Die Membran wurde mit dem p53 Antiserum aus Schaf
inkubiert (Verdiinnung 1:3000) und das gebundene Immunglobulin mit einem Peroxidase gekoppelten
Zweitantikorper und dem ECL-Reaktionssystem nachgewiesen (3.13).

Positive Kontrolle: 100 pg Protein aus Gesamtzellextrakt (3.6) unbestrahlter Zellen
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4.8.2 Untersuchung der Expression zellzyklusregulierender Faktoren aus mit 2 Gy

bestrahlten CEM Zellen

Auch in der mtp53-exprimierenden Zellinie CEM sollte die Expression von
zellzyklusregulierenden Faktoren wie Cyclinen und Cdks untersucht werden. Die Zellinie
CEM wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und zu den in Abbildung 4-24 angegebenen
Zeitwerten geerntet (3.4.1). Es wurden Zellextrakte (3.6) durch SDS-PAGE aufgetrennt
(3.10.1) und die Expression der Proteine mit den entsprechenden Antikérpern und dem
ECL-Detektionssystem nachgewiesen (3.13). Die Cycline A (Abb. 4-24), B und E (keine
Abb.) zeigten in dem 24 stiindigen Beobachtungszeitraum nach Bestrahlung keine
signifikanten Veranderung ihres Expressionsniveaus. Auch die Cdkl wurde wihrend des
Zeitverlaufs konstant exprimiert und zeigte wie die bestrahlte HSC93 Zellinie (Abb. 4-19)
eine Zunahme der phosphorylierten, inaktiven Form nach 16 h (Abb. 4-24). Jedoch war die
phosphorylierte Form der Cdkl auch noch nach 24 h deutlich sichtbar. Aus diesen
Befunden 148t sich schlieBen, dal auch die mtp53-exprimierende Zellinie CEM in G2

arretiert.

CEM 2 Gy
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Abbildung 4-24: Expression von zellzyklusregulierenden Proteinen aus mit 2 Gy bestrahlten CEM
Zellen

Die Zellinie CEM wurde mit 2 Gy bestrahlt (3.2.3) und die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach der
Bestrahlung geerntet (3.4.1). Es wurden Gesamtzellextrakte (3.6) mit einem Proteingehalt von jeweils 100 pg

in einem 10%igem (Cyclin A) und einem 15%igem (Cdk1) SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (3.10.1). Die
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aufgetrennten Proteine wurden auf eine Membran transferiert (3.12). Zur Detektion der Proteine wurde fiir
Cyclin A der monoklonale Antikdrper C160 (Verdiinnung: 1:2,5) und fiir die Cdkl der polyklonale
Antikorper anti-Cdkl (Verdiinnung: 1:1000) verwendet. Der Nachweis der gebundenen Immunglobuline

erfolgte mit einem Peroxidase gekoppelten Zweitantikdrper und anschlieBender ECL-Reaktion (3.13).
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung phosphorylierungsspezifischer monoklonaler

anti-p180 Antikorper

Die Existenz von zwei verschiedenen phosphorylierten Formen der DNA Polymerase o.-
Primase, die durch monoklonale Antikorper unterscheidbar sind, konnte in mehreren
Primatenzellinien in dieser Arbeit gezeigt werden. Die Experimente mit dem neuen
monoklonalen anti-p180 Antikérper HP180-12 ergaben, dafl dieses Immunglobulin sowohl
denaturierte als auch native DNA Polymerase o-Primase erkennt (Abb. 4-1 und 4-2).
Weitere Studien zeigten, daBl sich die verschieden phosphorylierten Subpopulationen
mengenmaifBig unterschieden (Abb. 4-2). Der geringe Anteil an hypophosphorylierter DNA
Polymerase o-Primase reagierte ausschlieBlich mit dem Antikérper HP180-12, wihrend
das Immunglobulin SJK132-20 spezifisch die phosphorylierte Replikase prizipitierte. Die
monoklonalen anti-p180 Antikdrper, mit denen die beiden Subpopulationen der DNA
Polymerase a-Primase unterschieden werden kdnnen, haben verschiedene Bindungsstellen
auf der 180 kDa Untereinheit. Der monoklonale anti-p180 Antikdrper SJK132-20 bindet
direkt im katalytischem Zentrum der DNA Polymerase o und inhibiert die DNA
Syntheseaktivitdt der Replikase (Tanaka ef al., 1982). Dagegen hat die Interaktion von
HP180-12, dessen Epitop in der Nidhe des katalytischen Zentrums lokalisiert ist
(AS 643-1159) (Abb. 4-3 und 4-5), keine Auswirkung auf die Enzymaktivitit der DNA
Polymerase a (I. Dornreiter, personliche Mitteilung). Mit Hilfe dieser phosphorylierungs-
spezifischen monoklonalen anti-p180 Antikorper erfolgte eine detaillierte Untersuchung
bereits bekannter sowie bislang nicht beobachteter Interaktionen der DNA Polymerase o.-

Primase mit viralen und zelluldren Faktoren.
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5.2  Interaktion der hypophosphorylierten, origin-kompetenten DNA

Polymerase a-Primase mit dem viralen Replikationsfaktor SV40 T-Ag

Vor Initiation chromosomaler DNA Replikation wird in der GI1-Phase ein
Préinitiationskomplex an den Replikationsurspriingen ausgebildet. Diese Komplexbildung
erfordert die sequenzielle Bindung von ORC (origin recognition complex), Cdc6 und
MCM  (minichromosome maintenance protein) Proteinen. Die Aktivierung des
Priinitiationskomplexes am G1/S Ubergang erfolgt durch Modifikation der
Replikationsfaktoren durch Cdks und Bindung von weiteren Replikationsfaktoren, wozu
unter anderem auch die DNA Polymerase a-Primase gehort. In der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie konnte die hypophosphorylierte DNA Polymerase o-Primase in der
frithen S-Phase mit dem origin-bindenden Faktor MCM2 kolokalisiert werden, wéhrend
die phosphorylierte Replikase ausschlieBlich mit Orten aktiver DNA Synthese
kolokalisierte (Dehde et al., 2001). Eine erneute Ladung der DNA Polymerase a-Primase
in den Replikationsursprung durch Komplexbildung mit MCM2 wird vermutlich durch
Cyclin A/Cdk-abhédngige Phosphorylierung verhindert. Aus diesen Befunden geht hervor,
dafl zwei unterschiedlich phosphorylierte Subpopulationen der DNA Polymerase o-
Primase an der zelluliren DNA Replikation beteiligt sind: die HP180-12-reaktive und
somit hypophosphorylierte Replikase, die die bidirektionale DNA Replikation initiiert, und
die phosphorylierte DNA Polymerase a-Primase, die die Primer fiir den Riickwértstrang
synthetisiert (Dehde et al., 2001).

In der SV40 DNA Replikation ersetzt das multifunktionelle virale T-Ag die zelluldren
Replikationsfaktoren wie ORC, Cdc6, MCM und Cdc45, die fiir die Bildung eines
Initiationskomplexes benodtigt werden. Nach sequenzspezifischer Bindung an den viralen
origin rekrutiert SV40 T-Ag zelluldre Replikationsproteine und bildet dadurch einen
initiationsfahigen Replikationskomplex aus. Zu diesen zelluldren Replikationsproteinen
gehort auch die zelluldire DNA Polymerase a-Primase, die selbst keine Bindungsaktivitét
zur doppelstrangigen DNA hat und im viralen System durch Interaktion mit T-Ag in den
viralen origin geladen wird (Dornreiter et al., 1990; Dornreiter et al., 1993). Es konnte
gezeigt werden, dal von den in der Zelle existierenden zwei verschiedenen

phosphorylierten Formen der DNA Polymerase o-Primase (Abb. 4-2) nur die
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hypophosphorylierte, HP180-12-reaktive DNA Polymerase o-Primase mit SV40 T-Ag
komplexierte (Abb. 4-6, Spur 3 und 6). In in vitro Baculovirus Co-Expressions-
experimenten konnte eine Cyclin A/Cdk-abhingige Phosphorylierung der Replikase die
Interaktion des DNA Polymerase a-Primase Komplexes mit SV40 T-Ag autheben (Dehde
et al., 2001). Demzufolge ist der Phosphorylierungszustand der humanen DNA
Polymerase a-Primase verantwortlich fiir die spezifische Protein-Protein Interaktion mit
dem viralen origin-Bindungsprotein T-Ag und somit fiir die Initiation der DNA
Replikation. Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, dal nur die
hypophosphorylierte DNA Polymerase a-Primase mit T-Ag komplexiert und somit fiir die
Initiation der viralen DNA Replikation bendtigt wird.

5.3 Biochemische Analyse der DNA Polymerase o-Primase-p53 Interaktion

1987 wurde in in vitro Experimenten ein terndrer Komplex bestehend aus DNA
Polymerase o-Primase, SV40 T-Ag und dem Tumorsuppressor p53 nachgewiesen
(Gannon und Lane, 1987). Es wurde angenommen, dafl T-Ag gleichzeitig an die DNA
Polymerase o-Primase und an p53 binden kann. Diese Annahme ergab sich aus
Untersuchungen mit monoklonalen anti-T-Ag Antikorpern, die die Bindung zwischen
ihrem Antigen und der DNA Polymerase o-Primase als auch p53 inhibieren konnten
(Gannon und Lane, 1987). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit fiinf sich
tiberlappenden GST-Fusionsfragmenten (1a-5a, Abb. 4-3) der 180 kDa Untereinheit der
DNA Polymerase a-Primase zeigten, dal der Tumorsuppressor p53 und SV40 T-Ag nicht
als Hetereodimer, sondern unabhingig voneinander an die 180 kDa Untereinheit binden
konnen (Abb. 4-8, 4-9 und 4-12). Dieser Befund ergab sich hauptsichlich aus
Untersuchungen mit der p53-bindungsdefekten T-Ag Mutante T402.

Die Bindungsdoméne von SV40 T-Ag befindet sich zwischen den Aminosduren 195-313,
die dem Fragment C der DNA Polymerase a entsprechen (Dornreiter et al., 1993). p53
bindet nicht nur das GST-Fusionsprotein 3a, sondern auch la, auf dem sich die T-Ag
Bindungsdoméne befindet (Abb. 4-8, Spur 1 und 3). Die Verwendung der drei sich
iiberlappenden GST-Fusionsproteine A, B und C von la ergab, daB p53 mit dem
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N-terminalen Fragment B (AS 102-231) interagierte (Abb. 4-9, Spur 3). Bei sukzessiver
Inkubation der GST-Fusionsproteine mit T402 und p53 konnte p53 mit den Fragment la
und 3o co-prézipitiert werden (Abb. 4-11 A und B).

Die frither gemachte Beobachtung, dal3 hohe Konzentrationen von p53 eine Bindung von
T-Ag an die DNA Polymerase o verhindern kann, wurde damit begriindet, daB3 p53 die
DNA Polymerase a bindende Doméne von T-Ag maskiert (Gannon und Lane 1987; 1990).
Der DNA Polymerase a-Primase Komplex geht bei T-Ag zwischen den Aminosduren 1-82
(Dornreiter et al., 1990) und 271-517 (Gannon und Lane, 1990) eine Bindung ein, wihrend
die Bindungsstelle fiir p53 zwischen den Aminosiuren 351-450 und 533-626 lokalisiert ist
(Lane und Crawford, 1979). Wihrend in diesen Studien die DNA Polymerase o und p53
um die Interaktion mit T-Ag konkurrieren, wurde in dieser Arbeit gezeigt, da3 p5S3 und
T-Ag um die Bindung an die DNA Polymerase o konkurrieren (Abb. 4-10 A und B). Des
weiteren konnte gezeigt werden, dal p53 eine hohere Affinitit zur DNA Polymerase a hat

als T-Ag (Abb. 4-10 A und B).

5.4  In vivo Komplexbildung von DNA Polymerase o-Primase und wtp53

wahrend der attenuierten S-Phase

Eine Interaktion des Tumorsuppressors p5S3 und der DNA Polymerase a-Primase konnte in
in vitro Experimenten mit GST-Fusionsproteinen der DNA Polymerase a (Abb. 4-9 bis
4-12) und in vivo durch Immunprizipitation der DNA Polymerase o-Primase
nachgewiesen werden. Wie fiir T-Ag festgestellt wurde, interagiert p53 in vivo
ausschlieBlich mit der hypophosphorylierten DNA Polymerase a-Primase (Abb. 4-6, 4-7,
4-15 A, 4-17 B, 4-21 und 4-23 B). Die Co-Prézipitation von wtp53 konnte unabhédngig von
der Expression von T-Ag in der Affennierenzellinie CV-1 und der humanen
Lymphomzellinie HSC93 gezeigt werden. Allerdings ist die Komplexbildung von wtp53
und der DNA Polymerase a-Primase in der Lymphomzellinie nur nach der Stabilisierung
von wtp53 zu beobachten. Die Stabilisierung von wtp53 erfolgte zum einen durch den
Caspase Inhibitor ALLN und zum anderen durch y-Bestrahlung. Der Caspase Inhibitor

ALLN hemmt durch Inaktivierung der Proteosomen den proteolytischen Abbau von p53.
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Dagegen erfolgt die Stabilisierung sowie Aktivierung von p53 nach DNA Schédigung
durch N-terminale Phosphorylierung (Maltzman und Czyzyk, 1984; Kastan et al., 1991,
1992; El-Deiry et al., 1993). In den mit ALLN behandelten Zellen stieg die Expression von
wtp53 wihrend des untersuchten Zeitraumes bis zum 6 h Wert an und erreichte sein
Maximum nach 4-6 h (Abb. 4-13). Im Gegensatz dazu zeigte der Komplex der DNA
Polymerase o-Primase mit wtp53 sein Maximum schon nach 2-4 h (Abb. 4-15 A). Diese
Beobachtungen weisen auf die Spezifitit der Komplexbildung hin, da die Interaktion nicht
mit der steigenden Menge an p53 korrelierte.

Eine &hnliche Beobachtung wurde nach y-Bestrahlung der humanen Lymphomzellinie
HSC93 gemacht. Nach Schiadigung der DNA wurde wtp53 in der humanen
Lymphomzellinie HSC93 nach 1-2 h am stérksten exprimiert (Abb. 4-16), wiahrend das
Maximum des DNA Polymerase o-Primase-wtp53 Komplexes erst nach 2-4 h erreicht
wurde (Abb. 4-17 B). Die Beobachtung, dall sich ein spezifischer Proteinkomplex
bestehend aus DNA Polymerase a-Primase und wtp53 nach y-Bestrahlung der Zellen
bildete, flihrte zur Annahme, daf} dieser Komplex nach einem DNA Schaden eine Funktion
haben konnte.

FACS-Analysen der bestrahlten HSC93 Zellen zeigten, dal die Interaktion von DNA
Polymerase a-Primase und wtp53 genau zu dem Zeitpunkt stattfindet, zu dem sich die
meisten Zellen in der S-Phase befinden (Abb. 4-17 B und Abb. 4-18). Desweiteren wurde
aufgrund der FACS-Analysen eine S-Phasen Attenuation festgestellt, die im Vergleich zur
Mehrheit der veroffentlichten Daten eine abweichende Reaktion nach y-Bestrahlung ist.
Nach UV-Bestrahlung zeigten wtp53 exprimierende Zellen ebenfalls eine ausgeprigte
S-Phasen Akkumulation, die mit den Ergebnissen anderer Studien iibereinstimmte (Carty
etal., 1994; Lee et al., 1997), wiahrend mtp53 exprimierende Zellen dieses Phinomen nicht
aufwiesen (D. Speidel, I. Dornreiter, unverdffentlichte Daten).

Fir Séaugerzellen wird im allgemeinen ein GIl- bzw. G2-Arrest als Folge von DNA
Schéadigung beschrieben (Iliakis, 1997; Schwarz und Rotter 1998). Ein G2-Arrest wurde
erwartungsgemal auch in den bestrahlten HSC93 Zellen als Reaktion auf die Schédigung
beobachtet. Der in der Literatur wenig beschriebene Intra-S Kontrollpunkt 14Bt sich
moglicherweise durch die zur Schadenssetzung in dieser Arbeit verwendeten geringeren

Strahlendosis erkldren. Ein Modell zur funktionellen Bedeutung des G1-Arrestes sieht vor,
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daf} die Verldngerung der G1-Phase fiir Reparaturvorgénge genutzt wird (Kastan et al.,
1991; Lane 1992). Es gibt jedoch einige Hinweise darauf, dal wihrend eines solchen
G1-Arrestes weniger eine Reparatur, sondern vielmehr eine Eliminierung der geschadigten
Zellen erfolgt (Di Leonardo et al., 1994; Huang et al., 1996). Die Elimination geschéadigter
Zellen zeigt sich in Form von Apoptose, die unter anderem auch durch Fragmentation der
DNA gekennzeichnet ist. Bei der verwendeten Strahlendosis von 2 Gy konnte in der
Zellinie HSC93 keine Apoptose in Form einer DNA Leiter nachgewiesen werden
(Abb. 4-21), wihrend die Behandlung mit dem Caspase Hemmer ALLN nach 24 h eine
solche DNA Fragmentation induzierte (Abb. 4-14). Vermutlich ist auf Grund des
geringeren Schadensausmalles bei y-Bestrahlung mit 2 Gy eine Eliminierung von Zellen
nicht notwendig; die Verlangsamung der S-Phase konnte somit eine Reparatur gekoppelte

DNA Replikation ermoglichen.

5.5 Unabhingigkeit des schaden-induzierten G2-Arrestes vom p53 Status

Der prozentuale Anteil der Zellzyklusphasen der y-bestrahlten HSC93 Zellen zeigte einen
vermehrten S-Phasen Anteil nach 4-6 h und einen erhohten G2-Anteil nach 16-24 h
(Tab. 4-1). Um den beobachteten Zellzyklusarrest niher zu untersuchen, wurde in dieser
Zellinie die Expression einiger zellzyklusregulierender Faktoren wihrend des zu
beobachtenden Zeitraumes untersucht. Nach der DNA Schidigung erreichten die
mitotischen Cycline A und B ihr Expressionsmaximum nach 16-24 h, wihrend der
Kinasepartner Cdk1 nach 6 h deutlich in der phosphorylierten und somit inaktiven Form
nachweisbar war. Wiéhrend dieser Zeit war ein deutlicher G2-Arrest aus der
FACS-Analyse erkennbar (Abb. 4-18). Der Mitosefaktor Cdkl wird durch
Phosphorylierung der Aminoséurereste Thr 14 und Tyr 15 inaktiviert (Herzinger et al.,
1995; Jin et al., 1996; Blasina et al., 1997). 24 h nach der y-Bestrahlung zeigte sich wieder
ein erhohter Anteil an dephosphorylierter, aktiver Cdkl. Demnach wurde in der
wtp53-exprimierende Lymphomzellinie HSC93 neben der S-Phase Attenuation auch ein
G2-Arrest induziert, der gegen Ende des untersuchten Zeitraumes (24 h nach Bestrahlung)

wieder aufgehoben wurde (Abb. 4-19).
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Die mtp53-exprimierende Zellinie CEM wurde ebenfalls auf die Expression dieser
Proteine hin untersucht, wobei die Cycline A, B und E in dem 24 stiindigen
Beobachtungszeitraum keine signifikante Anderung ihres Expressionsniveaus zeigten
(Abb. 4-24). Die Cdkl hingegen war bereits nach 6 h in der phosphorylierten, inaktiven
Form nachweisbar und blieb auch bis zum Zeitpunkt 24 h phosphoryliert.

Aus dieser Beobachtung 1d6t sich schlieen, dafl die mtp53-exprimierende Zellinie CEM
auch in der G2-Phase arrettiert. Dieser Arrest wird jedoch nicht wie in der
wtp53-exprimiereneden Zellinie HSC93 nach 24 h wieder aufgehoben. Die Ergebnisse
weisen auf ein unterschiedliches Verhalten von wt- und mtp53-exprimierenden Zellen nach
DNA Schidigung hin: In wtp53-exprimierenden Zellen wurde eine S-Phasen Attenuation
und ein G2-Arrest beobachtet, wihrend in mtp53-exprimierenden Zellen keine S-Phasen
Attenuation, daflir aber ein ldnger andauernder G2-Arrest registriert wurde. Aus diesen
Befunden 14Bt sich schlieBen, daB die S-Phasen Attenuation ein wtp53-abhingiger

Vorgang ist, wihrend ein G2-Arrest unabhidngig vom p53 Status induziert wird.

5.6 Regulation des DNA Polymerase a-Primase-p5S3 Komplexes wihrend
der S-Phasen Attenuation durch Cyclin A/Cdk2

Die spezifische Interaktion von p53 mit Replikationsfaktoren, wie z. B. RPA (Dutta et al.,
1993) und der hypophosphorylierten Subpopulation der DNA Polymerase o-Primase,
geben einen Hinweis auf eine aktive Rolle des Tumorsuppressorproteins p53 in der
S-Phasen spezifischen zelluldren Reaktion auf DNA Schidden. Durch Immunprézipitation
der hypophosphorylierten origin-kompetenten DNA Polymerase o-Primase aus mit
y-bestrahlten HSC93 und CEM Zellen konnte gezeigt werden, dal p53 spezifisch mit
diesem Initiationsfaktor assoziiert ist (Abb. 4-17 B und 4-23 B). Wéhrend das mutante p53
Protein einen dauerhaft stabilen und durch y-Bestrahlung unverdnderten Komplex mit
DNA Polymerase o-Primase bildete, wurde in den HSC93 Zellen die Bildung des
DNA Polymerase o-Primase-wtp53 Komplexes erst durch DNA Schaden induziert.
Entsprechende Daten wurden mit denselben und anderen Zellinien nach UV-Bestrahlung

und SV40 Infektion erhalten (D. Speidel, J. Chemnitz, G. Rohaly, I. Dornreiter,
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unverdffentlichte Daten). Diese Befunde weisen darauf hin, daB3 die Bildung des DNA
Polymerase o-Primase-wtp53 Komplexes ein allgemeines, schaden-induziertes Signal
darstellt, dessen Funktion noch v6llig unbekannt ist.

Aufgrund der hohen Spezifitit des Komplexes bezogen auf die ausschlieBliche Interaktion
der origin-kompetenten Form der DNA Polymerase o mit pS3 war eine Funktion bei der
Regulation der Replikationsinitiation zu vermuten. Weitere Hinweise durch
mikroskopische Untersuchungen zeigten, dall p53 wéhrend der frithen Entwicklungsphasen
von Xenopus spezifisch und nur infolge von UV- oder y-induzierter DNA Schidigung mit
Orten aktiver DNA Replikation (replication foci) kolokalisiert (Tchang und Mechali,
1999). Die Rekrutierung von p53 an die replication foci konnte nur beobachtet werden,
nachdem die geschidigte Zelle in die S-Phase eingetreten war. Korrelierend mit der
Anwesenheit des Tumorsuppressors wurde gleichzeitig eine Verringerung der
Replikationsaktivitdt beobachtet, so daBl eine Beteiligung von p53 an einer Intra-S
ablaufenden Reparatur als auch Replikationsregulation postuliert wurde (Larner et al.,
1999; Tchang und Mechali, 1999; Gottifredi et al., 2000). In Verbindung mit den
Befunden von Tchang und Mechali (1999) geben die hier vorgelegten Ergebnisse einen
Hinweis darauf, dafl wtp53 eine wichtige Rolle im Intra-S Zellzykluskontrollpunkt spielen
konnte.

Neben dieser Hypothese weisen die durchgefiihrten Experimente auch auf eine weitere
Funktion von p53 wéhrend der S-Phase hin. Die beobachtete Bildung eines Komplexes aus
DNA Polymerase o-Primase und p53 wéhrend der S-Phasen Akkumulation scheint die
hypophosphorylierte DNA Polymerase o-Primase vor Inaktivierung zu schiitzen. Diese
Vermutung wird durch die Bindungsstudien mit den DNA Polymerase a GST-
Fusionsproteinen und p53 gestiitzt. Dabei zeigte es sich, da3 die p53 Bindungsstelle von
DNA Polymerase a auf demselben N-terminalen Fragment der DNA Polymerase o liegt,
das auch die fiir die Inaktivierung entscheidenen Cdk-Phosphorylierungsstellen beinhaltet
(Abb. 4-8 und 4-9). In vitro SV40 Initiationstests zeigten, da} durch CyclinA/Cdk2
Phosphorylierung des N-Terminus der DNA Polymerase o die Interaktion mit dem
origin-bindenden Faktor T-Ag unterbunden und somit die Initiation der bidirektionalen
DNA Replikation inhibiert wurde (Dehde ef al., 2001). Des weiteren wurde angenommen,
dal die Aktivitit der S-Phasen Kinase Cyclin A/Cdk2 die Komplexbildung von
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DNA Polymerase a-Primase mit wtp53 reguliert. Vermutlich fiihrt die Freisetzung der
hypophosphorylierten DNA Polymerase a-Primase aus dem Komplex mit wtp53 zur
Initiation der bislang blockierten origins und somit zur Beendigung der DNA Replikation.
Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Beobachtung, daB am Ubergang zwischen S
und G2 (Abb. 4-19; Tab. 4-1) der DNA Polymerase a-Primase-wtp53 Komplex sowie die
hypophosphorylierte Form der DNA Polymerase o abnimmt (Abb. 4-17 B). Wie gezeigt
werden konnte, hat die inaktivierende Cyclin A/Cdk2-Phosphorylierung unmittelbar nach
Initiation der bidirektionalen DNA Replikation eine Reduktion der hypophosphorylierten
DNA Polymerase o zur Folge (Dehde ef al., 2001). Aus diesen Befunden 14t sich
schlieBen, dal in geschddigten S-Phasen Zellen p53 an die hypophosphorylierte,
origin-kompetente = DNA  Polymerase a-Primase bindet, um  wéhrend der
Reparaturvorgénge die Entstehung neuer Replikationsgabeln zu verhindern. Nach erfolgter
DNA Reparatur wird durch Cyclin A/Cdk Phosphorylierung die DNA Polymerase o-
Primase aus dem Komplex entlassen und die replikative S-Phase beendet. Die vorgelegten
Ergebnisse weisen auf eine Funktion des DNA Polymerase a-Primase-p53 Komplexes
wéhrend der Reparatur gekoppelten DNA Replikation in attenuierten S-Phasen Zellen hin.
Nachfolgende Abbildung zeigt ein Modell, das die Regulation der DNA Replikation nach
DNA Schidigung veranschaulicht.
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Modifikation in G1 Beendigung der S-Phase

Abbildung 5-1: Modell zur Regulation der DNA Replikation nach DNA Schiidigung

In G1 entsteht durch CyclinE/Cdk2 und PP2A Modifikation die hypophosphorylierte, origin-kompetente
DNA Polymerase a-Primase Subpopulation. Nach DNA Schidigung am G1/S Ubergang komplexiert der
Tumorsuppressor p53 mit der origin-kompetente DNA Polymerase a-Primase und verhindert dadurch die
Initiation der DNA Replikation. Die Blockierung der origins fithrt zur Verzégerung der S-Phase, wodurch die
Reparatur von geschédigter DNA ermdglicht wird. Durch CyclinA/Cdk2 Phosphorylierung der DNA

Polymerase a-Primase sowie p53 wird der Komplex aufgeldst und die S-Phase beendet.
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6 Zusammenfassung

Bisherige Untersuchungen gingen davon aus, daB die tetramere DNA Polymerase o-
Primase einen terndren Komplex mit dem viralen Replikationsfaktor SV40 T-Ag und dem
zelluliren Tumorsuppressorprotein p53 ausbilden kann. Zur Uberpriifung dieser Annahme
wurden verschiedene Primaten Zellinien, die entweder T-Ag und wtp53 oder nur wtp53

exprimierten, in der Immunprézipitation mit anschlieBender Western Blot Analyse getestet.

Phosphorylierungsspezifische monoklonale anti-p180 Antikérper prézipitierten aus diesen
Zellen ausschlieBlich hypophosphorylierte und somit initiationskompetente DNA
Polymerase a-Primase, die sowohl mit T-Ag als auch mit p53 assoziierte. Weitere Studien,
die mit definierten DNA Polymerase a-GST-Fusionsproteinfragmenten durchgefiihrt
wurden, zeigten, dal sowohl T-Ag als auch p53 unabhingig voneinander mit dem
N-Terminus der 180 kDa katalytischen Untereinheit der Replikase interagierten.

Wihrend die Komplexbildung der DNA Polymerase a mit T-Ag eine wichtige Rolle bei
der bidirektionalen Initiation der SV40 DNA Replikation spielt, ergaben
Bestrahlungsexperimente erste Hinweise auf eine mogliche Funktion des bislang
unbekannten DNA Polymerase a-Primase-p53 Komplexes in vivo.

Aus mit y-bestrahlten humanen Lymphomzellinien ging hervor, dal die Komplexierung
des Replikationsfaktors DNA Polymerase o-Primase mit stabilisiertem wtp53 wahrend der
schaden-induzierten S-Phasen Attenuation auftrat. Das Phinomen der S-Phasen
Attenuation sowie die Induzierbarkeit dieses spezifischen Komplexes konnte nur in DNA
geschidigten wtp53-exprimierenden Zellinien beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
wurde ein G2-Arrest sowohl in wtp53- als auch in mtp53-haltigen Zellinien nachgewiesen.
Diese Ergebnisse geben einen Hinweis auf eine Funktion des DNA Polymerase a-Primase-
p53 Komplexes wihrend der Reparatur gekoppelten DNA Replikation in attenuierten S-
Phasen Zellen.
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