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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Selbstreplikation eines Organismus ist ein entscheidendes Merkmal des Lebens. Die
dazu notige Weitergabe der Erbinformation muss, um genomische Integritit zu
gewihrleisten, einer strikten Kontrolle unterliegen. Durch eine Vielzahl genotoxischer
Umwelteinfliisse (UV-Strahlung, ionisierende Strahlung, Chemikalien) kann eine
Schidigung des zelluldiren Genoms erfolgen. Ohne Reparatur dieses DNA-Schadens kann
es zu Behinderungen und zu Fehlern bei der Replikation des Genoms in proliferierenden
Zellen kommen. Dies kann zur Manifestation von Mutationen fithren, die ein entartetes
Zellwachstum zur Folge haben konnen. Unkontrolliertes Zellwachstum wiederum
gefdhrdet die Existenz eines vielzelligen Organismus [Breivik und Gaudernack, 1999]. Um
dies zu verhindern, ist die Reparatur des geschéddigten Genoms notwendig oder im Falle
eines irreparablen Schadens muss der kontrollierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet werden.
Diese Stressreaktionen bzw. Stressantworten werden durch sogenannte Kontrollpunkte

induziert.

1.1 Regulation des Zellzyklus
Der Zellzyklus ist ein Modell zur Beschreibung der Prozesse und Prinzipien, nach denen
sich eine Zelle durch Zellteilung kontrolliert vermehrt. Der Zellzyklus wird in vier
Abschnitte unterteilt: Die Gl-, S-, G2- und die M-Phase. Das Voranschreiten des
Zellzyklus erfolgt durch ubiquitire Zyklin-abhéngige Protein-Kinasen (Cdks) [Nigg, 1995]
(siche Schema 1). Cdks besitzen eine katalytische Serin/Threonin-Kinase-Untereinheit und
eine regulatorische Untereinheit, das Zyklin. In hoheren Eukaryoten konnen sich eine
Vielzahl von Zyklin-Cdk-Komplexen bilden, da verschiedene katalytische Cdk-
Untereinheiten zu bestimmten Zeiten im Zellzyklus mit verschiedenen Zyklinen
assoziieren, die fiir die Aktivitdt und Substratspezifitit der Kinase essenziell sind [Horton
und Templeton, 1997]. Die Aktivitdt der Cdks wird weiterhin durch aktivierende und
inhibierende Phosphorylierungen und durch Interaktion mit Cdk-Inhibitoren (CKIs)
reguliert. Dadurch ist gewihrleistet, dass die Kinasen nur zu bestimmten Zeiten im
Zellzyklus und nur unter definierten Umstdnden aktiv sind [Nigg, 1995, Obaya und
Sedivy, 2002].

Ein wichtiger Regulator des Ubergangs von dem ersten Abschnitt des Zellzyklus,
der Gl-Phase, in den zweiten Abschnitt, der sogenannten replikativen S-Phase, ist das

Phosphoprotein pRB (Retinoblastoma-Genprodukt) [Kaelin, 1999]. Hypophosphoryliertes
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pRB bindet unter Anderem Transkriptionsfaktoren der Gruppe E2F, die fiir die
Transaktivierung von S-Phase spezifischen Genen wie z.B. Zyklin A oder
Replikationsfaktoren wie z.B. DNA Polymerase o notwendig sind. Durch Bindung von
pRB an den Transkriptionsfaktor E2F wihrend der G1-Phase wird dieser inhibiert und
dadurch ein vorzeitiger Eintritt in die S-Phase verhindert. In der friihen G1-Phase wird
pRB durch Zyklin D-Cdk4 phosphoryliert, wodurch eine weitere Phosphorylierung von
pRB durch Zyklin E-Cdk2 in der spédten G1-Phase moglich wird. Durch die konzertierte
Phosphorylierung von pRB durch Zyklin D-Cdk4 und Zyklin E-Cdk2 wéhrend der G1-
Phase wverliert das Retinoblastoma-Protein seine Affinitdit zu E2F, und der
Transkriptionsfaktor wird frei und somit aktiviert (siche auch Schema 3). Wihrend des
zweiten Abschnittes im Zellzyklus, der S-Phase, bleibt pRB durch die S-Phasen
spezifische Zyklin A-Cdk2-Aktivitdt hyperphosphoryliert und bindungsinaktiv [Harbour et
al., 1999]. Wihrend der S-Phase findet die bidirektionale, semikonservative DNA-
Replikation statt. Fiir die Regulation vieler replikativer Prozesse und fiir die Progression
der Zellen durch die S-Phase ist aktives Zyklin A-Cdk2 notwendig [Bashir et al., 2000;
Yam et al., 2002; Coverley et al., 2002]. Nach Beendigung der Replikation tritt die Zelle in
den dritten Abschnitt des Zellzyklus, die G;-Phase ein. Die Progression durch diesen
Zellzyklusabschnitt wird durch die Zyklin A-Cdk1-Aktivitédt kontrolliert. In der G2-Phase
wird der Eintritt in den vierten und letzten Abschnitt des Zellzyklus, die Mitose,
vorbereitet. Fiir den Eintritt der Zellen in die Mitose ist aktives Zyklin B-Cdk1 (MPF,
,»mitosis promoting factor*) notwendig. In der S- und G2-Phase ist Cdkl durch die Wee-
Kinase an Tyrosin-15 und Threonin-14 inhibitorisch phosphoryliert. Gegen Ende der G2-
Phase erfolgt die Aktivierung von Cdkl durch die Cdc25C-katalysierte
Dephosphorylierung von Tyrosin-15 und Threonin-14 und dariiber hinaus eine sehr starke
Akkumulation von Zyklin B. Die daraus resultierende Aktivierung des MPF induziert den
Eintritt der prolieferierenden Zelle in die Mitose [Sebastian et al., 1993; Ohi und Gould,
1999] (siehe auch Schema 5).

Wihrend der Mitose kondensieren die in der S-Phase replizierten Chromosomen
und werden mit Hilfe von Mikrotubuli zu den Spindelpolen gezogen. Dadurch entstehen
zwischenzeitlich zwei rdumlich getrennte Chromosomensitze innerhalb einer Zelle. Durch
Abschniirung des Zytoplasmas teilt sich die Zelle in zwei Tochterzellen, die jeweils einen

Chromosomensatz besitzen und genetisch identisch sind [Nasmyth, 1999; Uhlmann, 2001].
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1.2 Zellzyklus-abhingige Regulation der DNA-Replikation

Die Replikation des Genoms wird im ersten Abschnitt des Zellzyklus, der G1-Phase
vorbereitet. In der frilhen G1-Phase bildet sich an den ca. 50.000 Replikationsurspriingen
(,,origins*) des eukaryotischen Genoms ein lizenzierter Pra-Replikationskomplex. Dieser
Multiproteinkomplex wird nacheinander aus dem ,origin“-Erkennungskomplex ORC
(sechs Polypeptide), dem Cdc6 (sechs Polypeptide, ein essentieller Regulator der DNA-
Replikation) und den ,mini chromosome maintenance“-Proteinen (Mcm) aufgebaut
[Waga und Stillman, 1998; Dutta und Bell, 1997] (siche Schema 1). Die Assemblierung
der Mcm-Proteine an das Chromatin ist essentiell fiir die Bildung eines
replikationskompetenten und lizenzierten Replikationsursprungs. Der Mcm-Komplex aus
Mcm4,6,7 Dbesitzt eine DNA-Helikase-Aktivitit, die zur Ausbildung eines
aufgeschmolzenen Replikationsursprungs notwendig ist. Wéahrend der G1-Phase hemmt
Mcm2, welches ebenfalls am Replikationsursprung geladen ist, die Helikase-Aktivitdt von
Mcm4,6,7 [Labib und Diffley, 2001; Ishimi et al., 1997; Ishimi et al., 1998; Dimitrova et
al., 1999]. Nachdem die Mcm-Proteine an das Chromatin gebunden haben, scheinen die
ORC- und Cdc6-Proteine fiir die weiteren Schritte der Vorbereitung und der Durchfiihrung
der Initiation der DNA-Replikation nicht mehr notwendig zu sein [Hua und Newport,
1998; Donovan et al., 1997].

Wihrend des Uberganges von der Gl- in die zweite Zellzyklus-Phase, der
replikativen S-Phase, konvertieren die Cdc7-Dbf4-Kinase und Zyklin- abhéngige Kinasen
(Cdks) den Pri-Replikationskomplex durch bislang noch nicht vollstindig verstandene
Prozesse in eine aktive Replikationsgabel [Jiang ef al., 1999; Zou und Stillman, 2000].
Dabei wird Mcm2 vom Pré-Replikationskomplex entfernt, wodurch die Helikase-Aktivitit
von Mcm4,6,7 aktiviert wird [Todorow et al., 1995]. Weiterhin erfolgt dabei eine Zyklin
E-Cdk2-abhéngige Phosphorylierung des ,,origin“-Proteins Cdc45, wodurch dessen Laden
an das Chromatin ermoglicht wird [Constanzo et al, 2000]. Durch physikalische
Interaktion mit Cdc45 wird dabei der Initiator der bidirektionalen DNA-Replikation, DNA
Polymerase o-Primase (Pol-Prim), an den Replikationsursprung rekrutiert, und der
replikative Status ist somit etabliert [Zou und Stillman, 1998] (siehe Schema 1).

Im zweiten Abschnitt des Zellzyklus, der S-Phase, findet die exakte Verdoppelung
des Genoms mittels bidirektionaler und semikonservativer DNA-Replikation statt. Die
Replikation beginnt mit der Synthese des ersten Primers am Replikationsursprung durch
Pol-Prim, dem einzigen eukaryotischen Enzym, das die DNA Synthese de novo starten

kann [Walter und Newport, 2000; Hiibscher et al., 2002]. Der aus vier Polypeptiden (180
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kDa, 70 kDa, 58 kDa, 48 kDa) bestehende Multi-Enzymkomplex DNA Polymerase
a-Primase ist in der Lage, mit seiner intrinsischen Primaseaktivitit (in der 48 kDa
Untereinheit lokalisiert) einen RNA-Primer (ca. 10 Ribonukleotide) zu synthetisieren
[Wang et al., 1989]. Durch die intrinsische DNA-Polymeraseaktivitit der 180 kDa
Untereinheit (DNA Polymerase o) erfolgt eine Verldngerung des RNA-Primers um ca. 30
Nukleotide DNA [Hiibscher et al., 2002]. Es resultiert ein 40 Nukleotid-langer RNA-
DNA-Primer, der von den prozessiven DNA Polymerasen & und € durch DNA-Synthese
verlangert wird. Die Funktion der 58 kDa-Untereinheit ist nicht vollstindig verstanden,
diese Untereinheit scheint aber fiir die Stabilisierung der Primaseaktivitit der 48 kDa-
Untereinheit verantwortlich zu sein [Schneider et al., 1998]. Die 70 kDa Untereinheit ist
ein Phosphoprotein, und spielt in diesem Proteinkomplex eine regulatorische Rolle
[Collins et al., 1993, Nasheuer et al, 1991]. So wird die ,origin“-abhingige
Initiationsaktivitdt des Gesamtkomplexes durch Zyklin-Cdk-abhingige Phosphorylierung
zum FEinen der 70 kDa-Untereinheit und zum Anderen der 180 kDa-Untereinheit
kontrolliert [Voitenleitner et al., 1997, 1999; Schub et al., 2001]. Es konnte gezeigt
werden, dass tatséchlich verschiedene Subpopulationen der DNA Polymerase a (Pol ) in
der Zelle existieren, die sich in ihrem Phosphorylierungsgrad unterscheiden.
Hypophosphorylierte Pol o, die von Zyklin E-Cdk2 und der Protein-Phosphatase PP2A in
der G1-Phase generiert wird, wurde zusammen mit Mcm2 an Replikationsurspriingen
ohne aktive DNA-Synthese gefunden. Im Gegensatz dazu korrelierte eine durch Zyklin A-
Cdk2-phosphorylierte DNA Polymerase a.-Population, die nicht am ,,origin“ nachgewiesen
werden konnte, mit aktiver DNA-Synthese [Dehde et al., 2001]. Der Start der ,,origin®-
abhingigen Initiation der DNA Replikation erfolgt durch die hypophosphorylierte Pol a.
Nach diesem Ereignis wird die hypophosphorylierte Pol o wiahrend der S-Phase durch
Zyklin A-Cdk2 hyperphosphoryliert. Dadurch wird die ,origin“-Kompetenz des
Replikationsenzyms aufgehoben, da hyperphosphorylierte Pol o nicht mehr an den
,origin® geladen werden kann. Somit wird eine Re-Initiation der DNA-Replikation am
selben Replikationsursprung verhindert. Demgegeniiber wird die Initiation der DNA-
Replikation an den Okazakifragmenten durch die hyperphosphorylierte Pol o
bewerkstelligt [Dehde et al., 2001].

Nach erfolgter Initiation der DNA-Replikation bindet der Replikationsfaktor C
(RF-C) an den durch die DNA Polymerase o katalysierten RNA-DNA-Primer, inhibiert
dabei die Polymeraseaktivitit des Multienzymkomplexes Pol-Prim und rekrutiert den

Prozessivititsfaktor PCNA an die DNA. Durch physikalische Interaktion mit PCNA wird
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die prozessive DNA Polymerase & an den RNA-DNA-Primer geladen [Maga et al., 2000;
Mossi et al., 2000]. Dieses Enzym katalysiert daraufhin die Replikation langer Bereiche

sowohl des Leit- als auch des Folgestranges (Elongation) (siche Schema 1).
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Schema 1 Der Zellzyklus Der Zellzyklus stellt ein Modell zur Beschreibung der Prozesse wahrend des

Zellwachstums und der Zellteilung dar. Er ist in vier Abschnitte untergliedert: 1. in die G1-Phase,
in der die Prareplikationskomplexe an den Replikationsurspriingen gebildet werden; 2. in die S-Phase, in der
nach Umwandlung der Prareplikationskomplexe in aktive Replikationsgabeln die Replikation an den
Replikationsurspriingen gestartet wird und anschliefend die semikonservative und bidirektionale Replikation
des Genoms statt findet; 3. in die anschlieBende G2-Phase, in der die Integritat des Genoms kontrolliert und
die Zellteilung vorbereitet und 4. in die abschlieRende M-Phase in der das duplizierte Genom auf zwei
Tochterzellen verteilt wird. Vor dem Eintritt in die nachste G1-Phase koénnen die Zellen aus dem Zellzyklus
austreten und in eine so genannte G0-Phase eintreten, in der sie dann verbleiben und differenzieren kdnnen.
Reguliert wird das Voranschreiten des Zellzyklus durch Zyklin-abhangige Kinasen (Cdks). Verschiedene
Zykline kénnen zu verschiedenen Zeiten im Zellzyklus mit verschiedenen Kinaseuntereinheiten assoziieren,
wodurch ein Netzwerk aus Kinaseaktivitaten entsteht, welches durch kontrollierte Phosphorylierung von
Proteinen den Zellzyklus steuert.

1.3 Die Funktion des Tumorsuppressors pS3 in der Zellzyklusregulation
Als Antwort auf einen DNA-Schaden aktivieren eukaryotische Zellen eine Vielzahl von
Mechanismen, die das Voranschreiten des Zellzyklus unterbrechen, um so Zeit zur

Reparatur des geschéddigten Genoms zu erhalten. Diese Mechanismen sind Kontrollpunkte,
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die an drei Stellen im Zellzyklus arbeiten. Einer der Kontrollpunkte befindet in der G1-
Phase (G1-Kontrollpunkt oder START), ein anderer arbeitet in der S-Phase (Intra-S-
Phasenkontrollpunkt) und ein dritter Kontrollpunkt liegt in der G2-Phase (G2-
Kontrollpunkt). Nach dem Durchlaufen eines Kontrollpunktes kann erst wieder am
nichsten Kontrollpunkt die Progression der Zellen durch den Zellzyklus verhindert werden
(,,point of no return“-Modell) [Zhou und Elledge, 2000].

Die Regulation dieser Kontrollpunkte erfolgt durch verschiedene zelluldre
Faktoren, zu denen auch der Tumorsuppressor p53 zdhlt. Dass dieses Protein eine wichtige
Funktion bei der Kontrolle des Zellwachstums und somit bei der Integrititswahrung des
Genoms ausiibt wurde schon frithzeitig vermutet, da ca. 50-60% aller Tumore eine
Mutation im p53-Gen auf weisen [Hammel et al., 1991; Deppert, 1999]. Nachdem einige
Mutationen im p53-Gen sehr viel hdufiger als Andere gefunden wurden (sog. “Hot spot”-
Mutationen), ist zu vermuten, dass diese Mutationen die Eigenschaften von p53 beziiglich
seiner Funktion als Tumorsuppressor besonders stark beeintrdchtigen (sieche Schema 2).
Tatsdchlich spielt p5S3 eine zentrale Rolle bei der DNA-Schadensantwort, in dem es nach
Aktivierung als Reaktion auf Stress unter Anderem die Transaktivierung der Expression
von Faktoren bewirkt, die einerseits den Zellzyklus in der G1- und /oder in der G2-Phase
arretieren und andererseits bei irreparablen DNA-Schédden den kontrollierten Zelltod, die
Apoptose induzieren.

Das 53-kDa grosse Phosphoprotein p53 hat eine relativ geringe Halbwertszeit von
ca. 30 Minuten, die nach DNA-Schiadigung auf mehrere Stunden erhoht wird [Cox und
Lane, 1995, Fang 2000]. Dafiir wird p53 durch Phosphorylierung an verschiedenen
Aminoséureseitenketten stabilisiert [El-Deiry, 1998], wobei durch die Serin-20
Phosphorylierung die Bindung der Ubiquitin-Ligase Mdm?2 verhindert wird [Rotman und
Shiloh, 1999]. Als Konsequenz wird p53 nicht dem Ubiquitin-vermittelten Abbau
zugefiihrt. Phosphorylierung fiihrt nicht nur zur Stabilisierung, sondern auch zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53. Der aktivierte Tumorsuppressor p53
transaktiviert eine sehr grosse Anzahl von verschiedenen Genen, die in zwei funktionelle
Gruppen untergliedert werden konnen: Zum Einen in proapoptotische Gene, deren
Produkte (z.B. Bax, PIG3) den kontrollierten Zelltod (Apoptose) einleiten, und zum
Anderen in anti-apoptotische Gene, deren Produkte (z.B. p21, 14-3-36) zum Zellzyklus-
Arrest fiihren [Cox und Lane, 1995; El-Deiry, 1998].
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Schema 2 Das Tumorsupressorprotein p53 ist ein Phosphoprotein und besitzt finf konservierte

funktionelle Protein-Domainen. Domaine 1 ist flr die Transaktivierungseigenschaften von p53
wichtig und wird bezuglich dieser Eigenschaft durch Phosphorylierung des N- und C-Terminus reguliert. Die
Domainen 2-5 vermitteln die sequenzspezifische DNA-Bindung. Funktionell muss p53 als Tetramer vorliegen.
Die Tetramerisierung erfolgt tUber die C-terminalen Aminosduren der Oligomerisierungsdomaine. Darlber
hinaus zeigt p53 eine durch den C-Terminus vermittelte unspezifische DNA-Bindung. Der C-Terminus des
Proteins stellt darGber hinaus die wichtige regulatorische Domaine dar. Weiterhin sind die haufigsten
Mutationen (sogenannte “hot-spot”-Mutationen) dargestellit.

1.4 Der G1-Kontrollpunkt

Der G1-Kontrollpunkt wird in zwei Abschnitte unterteilt: in einen ersten schnellen p53-
unabhédngigen und in einen langsamen p53-abhingigen Abschnitt. Wahrend des ersten
Abschnittes wird nach einem DNA-Schaden in der frithen G1-Phase der Cdk-Inhibitor p21
freigesetzt, der in Zyklin D-Cdk4-Komplexen gebunden ist. Wéhrend des zweiten
Abschnittes erfolgt die pS53-abhédngige Transaktivierung des p21-Gens. Dazu erfolgt die
Stabilisierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53. Die Stress-induzierte
Aktivierung der Kinasen ATM (Ataxia Telangiectasia mutiert) und ATR (ATM- und
Rad3-verwandtes Protein) fithrt zur Phosphorylierung des Tumorsuppressors p53 und der
Ubiquitin-Ligase Mdm2. Durch die Phosphorylierung von p53 wird zum Einen die
Bindung an Mdm2 verhindert, zum Anderen wird phosphoryliertes Mdm2 durch ARF
enzymatisch inaktiviert. Somit kann p53 nicht mehr durch Mdm2 dem Ubiquitin-
vermittelten proteolytischen Abbau zugefiihrt werden, wodurch die Stabilisierung des

Transkriptionsfaktors erfolgt [Bartek und Lukas, 2001, Abraham, 2001].
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Schema 3  p53 Akkumulation und G1-Kontrollpunkt Wahrend der G1-Phase ist das Retinoblastoma-
protein (pRB) hypophosphoryliert und hat somit Bindungsaktivitat fir Proteine der
Transkriptionsfaktorfamilie E2F. Am Ubergang in die S-Phase wird pRB durch Zyklin E-Cdk2 phosphoryliert,
wodurch die Bindungsaktivitdt von pRB zu E2F verloren geht. Freies E2F kann somit S-Phasen-spezifische
Gene transaktivieren. Nach einer DNA-Schadigung in der frihen G1-Phase wird zum Einen p21 sehr schnell
aus Zyklin D-Cdk4-Komplexen freigesetzt, zum Anderen erfolgt durch ATM/ATR- und Chk1/2-abhangige
Phosphorylierung von p53 und Mdm2 die Stabilisierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53. Die
phosphorylierte Ubiquitinligase Mdm2 wird durch ARF inhibiert und kann somit p53 nicht mehr dem Ubiquitin-
vermittelten Abbau zufihren. Somit kann p53 die Expression von p21 in einer relativ langsamen Reaktion
transaktivieren. Das Protein p21 kann an Zyklin E-Cdk2-Komplexe binden, wodurch die G1-Kinase inhibiert
wird. Da jetzt Zyklin E-Cdk2 nicht mehr pRB phosphorylieren kann, wird der Transkriptionsfaktor E2F nicht mehr
aktiviert, der Eintritt in die S-Phase kann nicht mehr erfolgen und die Zellen arretieren in der G1-Phase.
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Des weiteren erfolgt durch die Phosphorylierung die Aktivierung der transkriptionellen
Eigenschaften von p53, die zur Expression des Cdk-Inhibitors (CKI) p21 fiihren (siehe
Schema 3). Aus Zyklin D-Cdk4-Komplexen freigesetztes bzw. durch p53 induziertes p21
bindet an Zyklin E-Cdk2 und inhibiert diesen Kinasekomplex. Somit wird der Ubergang
von der G1- in die S-Phase inhibiert, da der wachstumshemmende Faktor pRB nicht mehr
inaktiviert wird. Folglich verhindert der G1-Arrest den Eintritt geschéddigter Zellen in die
replikative S-Phase [Agami und Bernards, 2001; Bartek und Lukas, 2001] (siche Schema
3). Wichtig hierbei ist zu erwdhnen, dass der p53-abhingige G1-Arrest nur in der frithen
G1-Phase ausgelost werden kann. Erfolgt der DNA-Schaden zu einem spéteren Zeitpunkt
in der G1-Phase oder wihrend des G1/S-Ubergangs wird der Intra-S-Phasenkontrollpunkt

ausgelost.

1.5 Der Intra-S-Phasen Kontrollpunkt

Am G1/S-Ubergang erfolgt die Aktivierung von Zyklin E-Cdk2 durch die dualspezifische
Phosphatase Cdc25A, welche die inhibitorischen Tyrosin-15- und Threonin-14-Phosphate
auf Cdk2 entfernt [Blomberg und Hoffmann, 1999]. Dadurch wird der Zyklin-Cdk-
Komplex aktiviert, der fiir den Eintritt in die S-Phase notwendig ist. Bis vor kurzem wurde
angenommen, dass Zellen, die sich in der replikativen Phase befinden, nicht arretieren
konnen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch in diesem Zellzyklusabschnitt die
Progression des Zellzyklus kontrolliert wird. Die schnelle Intra-S-Phasen Schadensantwort
nach einem DNA-Schaden am G1/S-Ubergang oder wihrend der frithen S-Phase beinhaltet
die ATM-abhingige Aktivierung von Chk2 bzw. die ATR-abhidngige Aktivierung von
Chk1 [Zhou et al., 2002, Bartek und Lukas 2001]. Die aktiven Chk2- bzw. Chk1-Kinasen
phosphorylieren die Proteinphosphatase Cdc25A, welche dadurch inaktiviert und dem
Ubiquitin-vermittelten proteolytischen Abbau zugefiihrt wird. Wird Zyklin E-Cdk2
aufgrund des proteolytischen Abbaus von Cdc25A nicht aktiviert, kann Cdc45 nicht
phosphoryliert und demzufolge nicht an den Prad-Replikationskomplex geladen werden.
Nachdem Cdc45 fiir die Rekrutierung des Initiators der DNA-Replikation Pol-Prim zum
Replikationsursprung verantwortlich ist, kann nach Inaktivierung von Zyklin E-Cdk2
wéhrend der friihen S-Phase die Initiation der DNA-Replikation nicht erfolgen (siche
Schema 4) [Bartek und Lukas, 2001]. Diese schnelle, p53-unabhingige Intra-S-Phasen
Schadensreaktion erfolgt innerhalb von wenigen Minuten und wird bis zu zwei Stunden

aufrechterhalten.
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Schema 4 Intra S-Phasen Kontrollpunkt Am Ubergang von der G1- in die S-Phase wird der

Zyklin E-Cdk2-Komplex aus seiner inaktiven Form (anTyrosin-15 und Threonin-14
phosphoryliert) in die aktive Form konvertiert. Dies geschieht durch Dephosphorylierung der Cdk2 durch
die Phosphatase Cdc25A. Nach einer DNA-Schadigung am G1/S-Ubergang fiihrt die ATM-vermittelte
Aktivierung von Chk2 bzw. ATR-vermittelte Aktivierung von Chk1 zu einer Phosphorylierung von
Cdc25A. Phosphoryliertes Cdc25A wird sehr schnell dem Ubiquitin-vermitteltem Abbau zugefinhrt.
Dadurch kann Zyklin E-Cdk2 nicht aktiviert werden, was zu einer Inhibition des Ladens von Cdc45 und
der DNA-Polymerase a-Primase zum Replikationsursprung und somit zu einer Inhibition der DNA-
Synthese wahrend der S-Phase fihrt.
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1.6 Der G2-Kontrollpunkt

In geschidigten Zellen erfolgt in der G2-Phase des Zellzyklus eine ATM-vermittelte
Aktivierung der Chk2 durch Phosphorylierung an Threonin-68 bzw. eine ATR-vermittelte
Aktivierung von Chkl durch Phosphorylierung an Serin-345. Aktives Chkl und Chk2
phosphorylieren die Protein-Phosphatase Cdc25C an Serin-216 [Abraham, 2001;
Constanzo et al., 2000]. Dadurch wird in einer sehr schnellen Reaktion die enzymatische
Aktivitdit von Cdc25C inhibiert. In einer verhdltnisméssig langsamen, aber nachhaltigen
Reaktion kann das durch p53-transaktivierte Protein 14-3-3-c an phosphoryliertes Cdc25C
binden und dieses im Zytoplasma sequestrieren [Abraham, 2001; Peng et al., 1997;
Hermeking et al., 1997]. Wird nun aufgrund eines DNA-Schadens Cdc25C inhibiert und
zytoplasmatisch sequestriert, wird das enzymatische Gleichgewicht zwischen der Wee-
Kinase-vermittelten Phosphorylierung und der Cdc25C-vermittelten Dephosphorylierung
der kernstindigen Cdkl in Richtung inhibitorische Phosphorylierung verschoben. Somit
bleibt die Cdk1 langer und stirker inhibitorisch phosphoryliert und Zyklin B muss starker
akkumulieren, um mit der verbliebenen aktiven Cdkl aktive MPF-Komplexe zu bilden,

wodurch konsequenterweise die Mitose verspitet eingeleitet wird (Siehe Schema 5).

inaktiv aktiv

Ohne DNA-Schadigung: @ @
Tyr15 L’ m ——p» Mitose

Ser345 Ser21 6

uv- ;
Zytoplasmatische
Strahlung: > > @ > Sequestrierung
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Schema 5 G2/M-Kontrollpunkt Am Ende der G2-Phase erfolgt durch die Phosphatase Cdc25C die

Aktivierung der M-Phasen Kinase Zyklin B-Cdk1 (MPF) durch Dephosphorylierung der
Kinaseuntereinheit an Tyrosin-15. Durch DNA-Schadigung in der G1- und der S-Phase bzw. in der G2-
Phase erfolgt eine Aktivierung der ATR- bzw. ATM-Kinasen. Diese Proteine aktivieren die Kinasen Chk1
bzw. Chk2 durch Phosphorylierung. Die beiden aktivierten Kinasen Chk1 und Chk2 phosphorylieren die
Phosphatase Cdc25C. Durch diese Phosphorylierung wird zum Einen die Phosphataseaktivitat von Cdc25C
inhibiert und zum Anderen kann das Protein 14-3-3-c an phosphorylier-tes Cdc25C binden. Der
Cdc25C/14-3-3-c Komplex wird daraufhin im Zytoplasma der Zelle sequestriert und vom Substrat Zyklin B-
Cdk1 rdumlich getrennt. Dadurch kann die Aktivierung von MPF nicht erfolgen, die Zellen gehen nicht in die
M-Phase, sondern arretieren in der G2-Phase.
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1.7 Aufgabenstellung

Nach DNA-Schidigung wurde eine Attenuation der replikativen S-Phase nur in Wildtyp-
p53 (wtp53)- aber nicht in Mutanten-p53 (mutp53)-exprimierenden Primaten Zellen
beobachtet [Speidel, Diplomarbeit, 2000; Wolter, Dissertation 2001]. Der molekulare
Mechanismus, der zur Entstehung der scheinbar wtp53-abhédngigen S-Phasen Attenuation
fihrt, soll in dieser Arbeit ndher untersucht werden. Des weiteren soll die Funktion dieser
S-Phasen spezifischen Schadensantwort analysiert werden.

Zur Untersuchung des Intra-S-Phasenkontrollpunktes sollen synchronisierte wtp53-
und mutp53-exprimierenden Primatenzellen am G1/S-Ubergang mit UV-Licht bestrahlt
werden. Diese Art der DNA-Schidigung wurde gewihlt, da die Reparaturprozesse
langsamer Natur sind und somit geniigend Zeit zur Beobachtung der molekularen
Vorginge im Kontrollpunkt vorhanden ist. Nach UV-Bestrahlung sollen mittels
biochemischer, molekularbiologischer und zellbiologischer Methoden die Verdnderungen
verschiedener zelluldrer Parameter erfasst werden. Verdnderungen im Zellzyklus von DNA
geschidigten Zellen sollen mittels Durchflusszytometrie (FACS) und durch die Messung
der Zyklin-abhingigen Kinase (Cdk) Aktivititen bestimmt werden. Im Falle einer
Korrelation zwischen der Attenuation der S-Phasen und Inaktivierung der S-Phasen Kinase
Zyklin A-Cdk2 sollen die zur Inaktivierung fiihrenden Mechanismen untersucht werden.
Zur Inaktivierung von Zyklin A-Cdk2 konnen unter Anderem die Verringerung der
Expression von Zyklin A und/oder Cdk2, die proteolytische Degradation der Cdk2-
aktivierenden Phosphatase Cdc25A sowie die Expression und Interaktion des Cdk-
Inhibitors p21 fiihren.

Es gibt widerspriichliche Publikationen hinsichtlich der transkriptionellen Aktivitét
von p53 wihrend einer Replikationsblockade [Gottifredi et al., 2001; Nayak und Das,
2002]. Jedoch wurde beobachtet, dass die S-Phasen Attenuation abhingig vom p53-Status
der Zelle ist. Nachdem von unserer Arbeitsgruppe eine zweite Form von p53 (Ap53)
entdeckt wurde, die durch alternatives Exon-Spleissen generiert wird [Rohaly et al., 2003],
soll geklart werden, ob Ap53 fiir das Auftreten der S-Phasen Attenuation verantwortlich ist.
Zur Klarung dieser Frage soll durch Chromatin-Immunprizipitation (ChIP) eine Ap53-
abhingige Transaktivierung von endogenen Promotoren wéhrend der S-Phasen
Attenuation analysiert werden.

Kiirzlich konnte in wtp53-exprimierenden Primatenzellen eine schadensinduzierte
Komplexbildung der hypophosphorylierten und somit ,origin“-kompetenten DNA

Polymerase a-Primase mit dem Tumorsuppressor p53 beobachtet werden, die zeitlich mit
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der attenuierten S-Phase korrelierte [Wolter, Dissertation, 2001]. Es wird angenommen,
dass die Bindung von p53 an den heterotetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplex
entweder zur Inhibition der Initiation der bidirektionalen DNA Replikation fiihrt oder den
Initiationsenzymkomplex fiir die DNA Reparatur konvertiert. Dieser Proteinkomplex
konnte somit ein wichtiger Bestandteil der attenuierten S-Phase sein und eine mdgliche
Funktion in der Reparatur-gekoppelten DNA Replikation ausiiben. Da in vivo nur die
hypophosphorylierte  Replikase mit p53 interagiert, soll der FEinfluss des
Phosphorylierungsgrades der DNA Polymerase o auf die Komplexbildung mit p53 im
Baculovirus Koexpressionssystem untersucht werden. Nachdem der DNA Polymerase a-
Primase Komplex eine Primase- und eine DNA-Polymeraseaktivitit aufweist, die beide flir
die Initiation der DNA Replikation essentiell sind, soll der Einfluss von komplexiertem
p53 auf diese Aktivititen untersucht werden. Mit Hilfe des Baculovirus
Koexpressionssystems  sollen rekombinante Proteinkomplexe exprimiert, durch
Immunaffinitidtschromatografie gereinigt und anschlieBend enzymatisch charakterisiert
werden .

Ein mdglicher Einfluss von p53 auf die enzymatischen Aktivititen des DNA
Polymerase a-Primase Komplexes und somit auf die Initiation der DNA Replikation
konnte zur Folge haben, dass die Replikation zu Gunsten der Reparatur wéhrend einer
schadensinduzierten S-Phasen Attenuation abgeschaltet wird. Alternativ dazu konnte die
Reparatur parallel zur Replikation erfolgen. Beide Hypothesen konnen durch
Untersuchung des Reparaturstatus durch eine Einzelzell-Gelelektrophorese-Anwendung

(Cometanalyse) liberpriift werden.
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2 Material

2.1 Zelllinien

2.1.1 Humane Zelllinien

SW480 Dickdarm Adenokarzinom Zelllinie mit zwei Mutationen im p53 Gen (Exon
8, Codon 273, CGT->CAT (Arg->His); Exon 9, Codon 309, CCC->TCC
(Pro-> Ser)) (Leibovitz et al, 1976) (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen #ACC 313)

2.1.2 Affennierenzelllinien

CVI SV40 permissive Affennierenzelllinie der afrikanischen griinen Meerkatze
(Cercopithecus  aethiopis),  fibroblastendhnliche = Morphologie  mit
pseudodiploiden Chromosomensatz (Manteuil et al., 1973), wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. E. Fanning (Nashville, USA) zur Verfiigung
gestellt.

LLC-MK2  SV40 permissive Nierenzelllinie des Rhesusaffen (Macaca mulatta),
epitheldhnliche Morphologie (Hull ef al., 1996) (ATTC #CCL7)

2.1.3 Hybridomzelllinien

C160 muriner monoklonaler Antikdrper gegen Zyklin A (Giordano et al., 1989),
der Hybridomiiberstand wurde im Westernblot in einer Verdiinnung von 1:3
eingesetzt, in der IP wurden 300 pl des Uberstandes eingesetzt. Die Zelllinie
wurde freundlicherweise von Dr. H. P. Nasheuer (IMB, Jena) zur Verfligung
gestellt.

DO1 anti-p53 muriner monoklonaler Antikorper der IgG2a-Klasse, erkennt
humanes p53 N-terminal (Vojtesek et al., 1992). Der Hybridomiiberstand
wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:10 eingesetzt. Im IP wurden 300
ul Hybridomiiberstand eingesetzt. Die Zelllinie wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. D. Lane (Dundee, UK) zur Verfligung gestellt.

IF8 anti-pRB muriner monoklonaler Antikorper (Bartek et al., 1992), der
Hybridomiiberstand wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:3 eingesetzt.
Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. H. P. Nasheuer (IMB, Jena)

zur Verfiigung gestellt.



Material

15

SJK 132-20

SJK 237-71

HP180-12

2F6

anti-humane DNA Polymerase alpha muriner Antikorper, der 1gG1-Klasse
(Tanaka et al., 1982). Fiir eine IP wurden 300 pl des Hybridomiiberstandes
eingesetzt (ATTC #CRL1640).

anti-humane DNA Polymerase alpha muriner Antikorper. Fiir eine IP
wurden 300 pl Hybridomiiberstand eingesetzt. Die Zelllinie wurde
freundlicherweise von Dr. H. P. Nasheuer zur Verfiigung gestellt.

erkennt eine unterphosphorylierte Subpopulation der 180 kDa Untereinheit
des humanen tetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplexes in der IP
(Dehde et al, 2000). Fir die IP wurden 600 pl Hybridomiiberstand
eingesetzt. Der Antikorper wurde freundlicherweise von Dr. I. Dornreiter
zur Verfiigung gestellt.

anti-humane p70 muriner Antikorper, erkennt die 70 kDa Untereinheit des
humanen tetrameren DNA Polymerase o-Primase Komplexes im
Westernblot. Wurde dafiir in einer Verdiinnung von 1:3 eingesetzt. Die
Hybridomlinie wurde freudlicherweise von Dr. H.P. Nasheuer, IMB Jena,

zur Verfiigung gestellt

2.1.4 Insektenzelllinien

S19

High Five™

Insektenzelllie aus den Eiserstocken von Spodoptera frugiperda (Vaughn et
al., 1977), zur Amplifikation von Baculoviren und zur Expression in
Suspensionskulturen eingesetzt (ATTC #CRL1711)

Insektenzelllinie aus Trichoplusia ni (Wickham et al, 1992), zur

Proteinexpression (Invitrogen, Groningen)

2.1.5 Bakterienstimme

E. coli DH5a Genotyp: endA1 hsdR17 (rg-mi+) supE44 thi-1 recAl gyrA (Nalr) relAl

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

2.2 DNA und Viren

2.2.1 Baculoviren

Zyklin A

Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir das humane Zyklin A.
Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan (UCSF, USA) zur
Verfligung gestellt.
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Zyklin Bl Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir das humane Zyklin B1.
Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan (UCSF, USA) zur
Verfligung gestellt.

Zyklin E Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir das humane Zyklin E.
Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan (UCSF, USA) zur
Verfligung gestellt.

HA-Cdkl Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir die humane Cdkl mit
einem HA-tag. Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan
(UCSF; USA) zur Verfiigung gestellt.

HA-Cdk2 Rekombinanter Baculovirus, enthilt die cDNA fiir die humane Cdk2 mit
einem HA-tag. Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan
(UCSF; USA) zur Verfiigung gestellt.

HA-CdkImut Rekombinanter Baculovirus, enthdlt die ¢cDNA fiir die humane Cdkl
(mutant, bindet das Substrat, kann es aber nicht phosphorylieren) mit einem
HA-tag. Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan (UCSF;
USA) zur Verfiigung gestellt.

HA-Cdk2mut Rekombinanter Baculovirus, enthdlt die ¢cDNA fiir die humane Cdk2
(mutant, bindet das Substrat, kann es aber nicht phosphorylieren) mit einem
HA-tag. Das Virus wurde freundlicherweise von Dr. D. Morgan (UCSF;
USA) zur Verfiigung gestellt.

wtp53 Rekombinanter Baculovirus, enthédlt die cDNA fiir humanes p53. Das Virus
wurde freundlicherweise von Dr. C. Prives (UCSF, USA) zur Verfiigung
gestellt.

mutp53(273P)Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir humanes p53 mit einer
Mutation im Codon 273 Arg->Pro. Das Virus wurde freundlicherweise von
Dr. T. Soussi (Institut de Genetique Moleculaire, Paris) zur Verfiigung
gestellt.

mutp53(248P) Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir humanes p53 mit einer
Mutation im Codon 248 Arg->Pro. Das Virus wurde freundlicherweise von
Dr. T. Soussi (Institut de Genetique Moleculaire, Paris) zur Verfiigung

gestellt.
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mutp53(248W) Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir humanes p53 mit einer

hp180

hp70

hp58

hp48

Mutation im Codon 248 Arg->Trp. Das Virus wurde freundlicherweise von
Dr. T. Soussi (Institut de Genetique Moleculaire, Paris) zur Verfiigung
gestellt.

Rekombinanter Baculovirus, enthilt die cDNA fiir die 180 kDa Untereinheit
des humanen tetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplexes. Das
Virus wurde freundlicherweise von Dr. T. Wang (Medical School, Stanford,
USA) zur Verfligung gestellt.

Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir die 70 kDa Untereinheit
des humanen tetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplexes. Das
Virus wurde freundlicherweise von Dr. I. Dornreiter zur Verfiigung gestellt.
Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir die 58 kDa Untereinheit
des humanen tetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplexes. Das
Virus wurde freundlicherweise von Dr. H. P. Nasheuer (IMB, Jena) zur
Verfiigung gestellt.

Rekombinanter Baculovirus, enthélt die cDNA fiir die 48 kDa Untereinheit
des humanen tetrameren DNA Polymerase a-Primase Komplexes. Das
Virus wurde freundlicherweise von Dr. H. P. Nasheuer (IMB, Jena) zur

Verfligung 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 zur Verfligung gestellt.

pGEX-20T-1a kodiert fiir die Aminosduren 1-313

pGEX-20T-B
pGEX-20T-C

kodiert fir die Aminosduren 102-231
kodiert fiir die Aminosduren 195-313

2.2.3 DNA-Primer

PCR-Primer fiir den p21-Promotor (5'-AGA GTA ACA GGC TAA GGC TTA CCT-3’
und 5'-TGT GGC TCT GAT TGG CTT TCT GGC CAT-3"); fiir den Bax-Promotor(5’-
TCA CAA GTT AGA CAA GCC TGG G-3" und 5'-ACG TGA CTG TCC AAT GAG
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CAT CT-3") und fiir den pig3-Promotor (5-CAG GAC TGT CAG GAG GAG GCG AGT
GAT AAG G-3" und 5'-GTG CGA TTC TAG CTC TCA CTT CAA GGA GAG G-3)

2.3 Antikorper

2.3.1 Monoklonale Antikorper aus der Maus

anti-human Zyklin B1

anti-human Zyklin E

anti-human Zyklin E

anti-p53 DO12

anti-p53 ICA9

anti-Cdc25A

anti-PCNA

anti-Tubulin

wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt,
fiir eine IP wurden 1,5 png Antikdrper benutzt (#GNS-1,
Pharmingen, San Diego, USA)

wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt
(#HE12, Pharmingen, San Diego, USA).

fiir eine IP wurden 1,5ug Antikorper eingesetzt (#HEG67,
Pharmingen, San Diego, USA)

erkennt die Aminosduren 250-270 von humanem p53, wurde
im WB in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt, im IP
wurden 2 pg Antikorper eingesetzt (#MCA1705 Serotec,
Diisseldorf)

erkennt die C-terminale Sequenz von humanen p53 zwischen
den Aminosduren 383 bis 393, wurde im WB in einer
Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt, in der [P wurden 2 pg
Antikorper eingesetzt (# MCA1708 Serotec, Diisseldorf)
wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt
(#sc7389 Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg)

wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt
(#555566 Pharmingen, San Diego, USA)

wurde im WB in einer Verdiinnung von 1:5000 eingesetzt

(#cp06 OncogeneScience, BayerAG, Leverkusen)

2.3.2 Polyklonale Antikorper

anti-human Cdc2/Cdkl1

anti-human Cdk2

Kaninchenantiserum, das im WB in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt wurde (#PC25 Calbiochem, Bad Soden)
Kaninchenantiserum, das im WB in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt wurde (#06-505, Upstate Biotechnologie,
Hamburg)
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anti-human Zyklin A

anti-p53 SAPU

anti-p21

anti-pola IDa

anti-Mcm?2

anti-Cdk1-Y15

F-Serum

Kaninchenantiserum, das im WB in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt wurde (#C-20 Santa Cruz Biotechnologie,
Heidelberg)

Kaninchenantiserum, das im WB in einer Verdiinnung von
1:10000 eingesetzt wurde

Kaninchenantiserum, das im WB in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt wurde (#sc756 Santa Cruz Biotechnologie,
Heidelberg)

Huhnantiserum, erkennt die 180 kDa Untereinheit des
tetrameren DNA Polymerase o-Primase Komplexes, wurde
im WB in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt und
freundlicherweise von Dr. I. Dornreiter zur Verfligung
gestellt.

Ziegenantiserum, das im WB in einer Verdiinnung von 1:200
eingesetzt wurde (#sc9839 Santa Cruz Biotechnologie,
Heidelberg)

Kaninchenantiserum, das spezifisch Tyrosin-15
phosphoryliertes humanes Cdkl erkennt, wurde im WB in
einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt (#219440
Calbiochem, San Diego, USA)

Meerschweinchenantiserum, dass priferenziell Zyklin A-
CDK2-phosphorylierte DNA-Polymerase a erkennt. In der IP

wurden 5 pl eingesetzt.

2.3.3 Enzymgekoppelte sekundire Antikorper

Ziege anti-Maus IgG (H+L)

konjugiert mit Peroxidase, wurde im WB in einer
Verdiinnung von 1:10.000 eingesetzt (Rockland,
Gilbertsville, USA)

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)  konjugiert mit Peroxidase, wurde im WB in einer

Esel anti-Ziege I1gG (H+L)

Verdiinnung von 1:10.000 eingesetzt (Rockland,
Gilbertsville, USA)

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

ImmunoResearch Lab., USA)
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Kaninchen anti-Huhn IgG (H+L)  konjugiert mit Peroxidase, wurde im WB in einer

Verdiinnung von 1:3000 eingesetzt (Dianova,

Hamburg)
2.4 Enzyme, Proteine und Peptide
Aprotinin Biomol, Hamburg
BSA (Fraktion V) Serva, Heidelberg
Histon H1 Biomol, Hamburg
Klenow-Polymerase Roche, Basel
Leupeptin Biomol, Hamburg
Lysozym Sigma Chemical, Deisenhofen
Pefabloc®SC Biomol, Hamburg
Pepstatin A Biomol, Hamburg
Proteinase K Boehringer, Mannheim
Rnase A (R-6513) Sigma Chemical, Deisenhofen
Taq-DNA-Polymerase Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

Eppendorf AG, Hamburg
Trypsin Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

AVPSGKIA-S(P)-PVSRK Das synthetische Phosphopeptid wurde freundlicher Weise
von Dr. J. Heukeshoven, HPI, zur Verfiigung gestellt.

2.5 Chemikalien und andere Materialien
Es wurden handelsiibliche Chemikalien in Analysequalitit der Firma Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma Chemical (Deisenhofen) verwendet.

Spezielle Chemikalien, Biochemikalien und Materialien wurden von folgenden Herstellern

bezogen:
Abimed, Langenfeld Gilson Pipetten, Pipetman P1000, P200, P20
Amersham Biosciences Europe exofree Klenow-Fragment

GmbH, Freiburg

American National Can™, Parafilm “M*
Greenwich
Baxter Deutschland GmbH, Viapor Spiillosung steriles Wasser, Handschuhe

Unterschleilheim
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B. Braun Biotech International
Melsungen

Beckman Coulter

Bellco Vineland, New Jersey, USA

Biochrom KG, Berlin

Biomol, Hamburg
BioRad Laboratories GmbH,

Miinchen

Difco Laboratories, USA
Fluka, Neu-Ulm

Forma Scientific, Ohio

Gesellschaft fiir Labortechnik
mBH, Burgwedel

Gibco BRL life Technologie,
Eggenstein

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen
Hartmann Analytics,
Braunschweig
Hans-S. Schroder GmbH,
Hamburg
Heidolf, Kehlheim

Heraeus, Hanau

Intas, Gottingen

Impuls Bildanalyse GmbH,
Gilching

Certomat BS-T, Certomat MV

Coulter Epics

Spinnergefisse, Bellco p-Magnetriihrer

FCS, TC100 Insektenmedium, Glutamin,
Isoleucinfreies Medium, Dialysiertes FCS

IPTG, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
BioRad Protein Assay, Power Supply, Mini Trans
Blot Cell, Vakuumtrockner (Model 583), Econo-
Sdulen

Bacto-Tryptone, Bacto-Hefeextrakt; Bakto-Agar
Tween®20, Nonidet®P40, H,O,, Formaldehyd,
Formamid, Triton®X100

Tiefkiihlschrank (Model 8417 S/N 82 385-129)

Wasserbad Type 1012, Horizontalschiittler 3015

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), 100x
Glutamin, Agarose, Acryl/Bisacryl Solution, (19:1)
40% (w/v), PCR-Puffer

10 ml 1/10 Einwegpipetten, 15 ml PP-R6hrchen,
Gewebekulturschalen (145x20mm), Bakterienschalen

a[**P]dATP, y[**P]ATP

Kryosafe Tiefkiihltruhe

Magnetriihrer MR 3002

Brutschrank T5042 E (Bakterienkulturen), Brut-
schrank BB16 (Zellkulturen), Hood Lamin Air© HA
2448 GS, HA 2472 GS, Sorvall RC 5C Plus
CCD Kamera (Spot), Spot 32
Geldokumentationsanlage

VisComet 4.0

Software,
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Leica, Hamburg

Macherey-Nagel, Diirren

Milipore, Eschborn

MoBiTec GmbH, Gottingen

Nalge Nunc International,
Dénemark

National diagnostics, Atlanta

Netheler-Hinz, GmbH, Hamburg

Neuform, Liineburg
New Brunswick Scientific, Edison
PAA, Colbe
Packard, Groningen,
Niederlande
Pharmacia, Eschewege
Photometrics, Heidelberg
Roche, Basel, Schweiz
Roth, Karlsruhe
Schleicher&Schuell, Dassel
Serva, Heidelberg

Sigma Chemical, Deisenhofen

Mikroskop MD R

NUCLEOBOND AX500-Séulen

Immobilon™-P Membran

SYBR® Green [

Gewebekulturflaschen (250 ml), Bakterienschalen
(100x20 mm)

30% (w/v) Acrylamid:0,8% (w/v) Bisacrylamid
Eppendorf Zentrifuge 5415 C, Eppendorf Zentrifuge
5810 R, Eppendorf Reaktionsgefédsse (1,5 ml; 2 ml)
Magermilchpulver

Brutschrank CO-24

fotales Kélberserum (FCS), L-Glutamin (100x)
Scintillationsfliissigkeit Ultima Gold XR

Protein G Sepharose (PGS), Hoefer Minigelapparatur
CCD Kamera (KAF 1400)

dNTPs

Dialyseschlauche Spectra/Por® CE MWCO:2000
Whatman 3MM Papier, Glasfaserfilter GF52

EDTA, Glyzerol, Glycin, HEPES, Tris, MOPS
DMSO, Glutathionagarose, Kodak Biomax Rontgen-
filme, PB-Mercaptoethanol, = Para-Coumarinsiure,
Luminol (3-amino-Pthalhydrazid), Prestained SDS
molecular weight marker (SDS-7B), Propidiumjodid,
TEMED

Shimadzu Europa GmbH, Duisburg Photometer Bio Spec-1601 E

Techne, Cambridge, England
The Baker Company, Sanford
England

Heizblock Dri-Block© DB-2A
Clean Benche Baker Biogard Hood
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2.6 Puffer und Stammlésungen
EIA: 50 mM HEPES
150 mM NaOH
0,1% NP-40
pH mit KOH zwischen 7,0 und 7,5 einstellen und anschliessend die

Losung steril filtrieren

PBS: 137mM NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na,HPO4x7H,0O
1,4 mM KH,PO4
pH 7,4

Die Losung wurde anschliessend autoklaviert.

TE: 10 mM Tris-HCI pH 8,0
I mM EDTA pH 8,0

Proteaseinhibitor Stammldsungen:

Aprotinin (1000x): 5 mg/ml in 50% Glyzerin (Lagerung bis zu 6 Monaten bei -20°C)

Leupeptin (1000x): 5 mg/ml in PBS mit 50% Glyzerin (Lagerung bis zu 6 Monaten bei
-20°C)

Pefablock® SC 25 mg/ml in 50 % Glyzerin (Lagerung bis zu 2 Monaten bei -20°C)

(200x):

Pepstatin A (200x): 1 mg/ml in Methanol (Lagerung bis zu 2 Monaten bei -20°C)

RNAse A-Stammldsung: 10 mg/ml RNAse A in 10 mM Tris-HCI pH 7,5 und 15 mM
NaCl. 15 min Kochen, nach Abkiihlung Lagerung in
Aliquoten bei -20°C.

Phosphatase Inhibitoren:
25 mM NaF; 5 mM EGTA pH 8,0; 4 mM EDTA pH 8,0
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2xLaemmli-Ladepuffer:
25 ml Losung C (3.14, Methodenteil), 20 ml Glyzerin, 4g SDS, 3,1g DTT,
Img Bromphenolblau, Ad 100ml H,O, in 1 ml aliquotieren und bei -20°C lagern

6xLaemmli-Ladepuffer:
7 ml Losung C (3.14, Methodenteil), 3,6 ml Glyzerin, 1g SDS, 0,93g DTT, 1,2 mg

Bromphenolblau, ergibt ca. 10 ml, in 1ml aliquotieren und bei -20°C lagern

SDS-Lysispufter:
1% SDS, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM Tris-HCI pH 8,1

10xLadepuffer fiir DNA:
50% Sucrose, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von Insektenzellen

3.1.1.1 Adhéarente Kultivierung

Die adhirent wachsenden Hi-Five™-Insektenzellen wurden mit Insektenzellmedium
TC100 und 10% FCS bei 27°C kultiviert. Hierzu wurden in beschichteten TC-Flaschen ca.
1*¥10° Zellen pro cm® ausgeséiht und 4 mal pro Woche 1:2 und iiber drei Tage hinweg 1:3

in jeweils neue Flaschen umgesetzt.

3.1.1.2 Spinnerkultivierung

Die Insektenzelllinien SF9 und SFX wurden mit Insektenzellmedium TC100 und 10% FCS
bei 27°C im Spinner kultiviert. Hierfiir wurde tiglich eine Zelldichte von 0,5%10°
Zellen/ml eingestellt. Zur Erhaltung der Insektenzellen iiber drei Tage hinweg geniigte eine

Zelldichte von 0,3*1 0° Zellen/ml.

3.1.2 Kultivierung von adhéirend wachsenden Fibroblastenzellen

Die adhidrent wachsenden Zelllinien CVI und LLC-MK2 wurden in Gewebekulturschalen
bei 37°C, 5% CO; und einer relativen Luftfeuchte von 95% in Dulbecco’s modified Eagle
Medium (DMEM) mit 5% FCS kultiviert. Die Zelllinie SW480 wurde in
Gewebekulturschalen bei 37°C, 5% CO, und einer relativen Luftfeuchte von 95% in
RPMI-Medium mit 5% FCS kultiviert. Die Zellen wurden 1:3 bis maximal 1:8 umgesetzt,
wenn sie 80-90% der Oberfliche der Gewebekulturschale bedeckt hatten. Hierzu wurde
das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS gespiilt. Anschliefend
wurden die Zellen mit Trypsinlosung 5 Minuten bei 37°C bis zum sichtbaren Abldsen der
Zellen inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in vorgelegtem Medium aufgenommen und

anschlieBend auf neue Gewebekulturschalen verteilt.

DMEM: 13,38 g/l DMEM-Pulver (Gibco BRL)
3,7 g/l NaHCOs; in Viapurex H,O
pH 7.35

Die Losung wurde anschlieend sterilfiltriert.
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RPMI: 10,43 g/l RPMI-1640-Pulver (Gibco BRL)
2,0 g/l NaHCOs in Viapurex H,O
pH 7.35

Die Losung wurde anschlieend sterilfiltriert.

Trypsinlsg.: 2% (fiir SW480 3%) (v/v) Trypsin-Stammlosung (Gibco BRL)
5SmM EDTA (pH 8.0) in 1xPBS

Die Losung wurde anschlieend sterilfiltriert.

3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 2*10” Zellen pelletiert, in 1 ml eiskaltem Einfriermedium (FCS
mit 10% DMSO) aufgenommen und in Cryor6hrchen iiberfiihrt. Die Cryordhrchen wurden
dann in eine Polystyrolbox gesteckt, die dann 2 Stunden bei -20°C gelagert wurde.
AnschlieBend wurde diese Box dann 24 Stunden bei -70°C gelagert. Danach konnten die

Cryordhrchen in fliissigem Stickstoff aufbewahrt werden.

Zum Auftauen wurden die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellpellets sehr schnell bei
37°C im Wasserbad innerhalb von wenigen Minuten aufgetaut. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension in 50 ml 37°C warmen Medium aufgenommen. Durch Zentrifugation
wurden die Zellen erneut pelletiert, das iiberstehende Medium abgesaugt und die Zellen in
20 ml frischem Medium resuspendiert und ausgesdht. Am Tag danach erfolgte ein

Mediumwechsel, um restliches DMSO zu entfernen.

3.2 Virale Infektion von Insektenzellen (Baculovirus-Expressionssystem)

3.2.1 Baculovirus-Priamplifikation und -Virusstock

Um aus einer Baculo-Virus-Praamplifikation eine weitere Amplifikation zu erhalten,
wurden 1%10” SF9-Zellen in einer 80 cm® Flasche ausgesiht und absetzen gelassen.
AnschlieBend wurde das iiberstehende Medium abgesaugt und 3 ml frisches Medium zu
den Zellen gegeben. Dazu wurden 0,5 ml einer Prdamplifikation zugegeben und die Zellen
wurden 1 Stunde bei 27°C infiziert. AnschlieBend wurde das iiberstehende Medium
abgesaugt und 20 ml frisches Medium hinzugegeben. Nach drei Tagen Inkubation bei
27°C wurde das iiberstehende Medium unter sterilen Bedingungen als 2. bzw. 3. Virus-

Amplifikation abgenommen und zentrifugiert (4°C, 3000g, 10 min).
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Um einen Baculo-Virusstock zu erhalten, wurden SF9-Zellen im Spinner mit einer
maximalen Zelldichte von 10° Zellen / ml kultiviert, durch Zentrifugation (RT, 300g, 10
min) pelletiert und in frischem Medium so aufgenommen, dass nach Zugabe von 1,8 ml
Baculo-Virus-Praamplifikation / 2*10° Zellen eine Zelldichte von 1¥10” Zellen/ml
resultierte. AnschlieBend wurden die Zellen eine Stunde bei RT im Dunkeln auf dem
Schwenktisch infiziert. Nach Zentrifugation (RT, 300g, 10 min) wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in frisches Medium aufgenommen, so dass eine Zelldichte
von 1*¥10° Zellen / ml resultierte. Nach Inkubation im Spinner bei 27°C konnte nach drei
Tagen der Virus-Stock durch Zentrifugation (4°C, 3000g, 10 min) und Verwerfen des

Zellpellets gewonnen werden.

3.2.2 Baculovirusinfektion zur Expression von rekombinantem Protein

Zur Expression von rekombinantem Protein in adhdrent wachsenden Insektenzellen wurde
das iiberstehende Medium von 1*10’ High-Five™-Zellen (tags zuvor 1:1 umgesetzt)
abgesaugt und es wurde 15 ml frisches Medium zugegeben. Anschlieend wurde jeweils
0,5 bis 1 ml Virus-Stock hinzugegeben und die Zellen bei 27°C inkubiert. Nach 2 Tagen
konnten die Zellen nach Abschlagen von dem Kulturflaschenboden durch Zentrifugation
(4°C, 300g, 10 min) geerntet werden. AnschlieBend wurden die Zellen in PBS (4°C)
resupendiert und erneut sedimentiert. Die Zellpellets konnten bis zur Verwendung bei
-80°C aufbewahrt werden.

Zur Expression von rekombinantem Protein in Spinnern wurden SFX Zellen im Spinner
bei einer maximalen Zelldichte von 1*¥10° Zellen/ml kultiviert, durch Zentrifugation (RT,
300g, 10 min) sedimentiert und in frisches Medium so aufgenommen, dass nach Zugabe
von 1 ml Virusstock / 1¥10” SFX-Zellen eine Zelldichte von 1¥10” Zellen/ml resultierte.
Es erfolgte die Infektion der Zellen im Dunkeln bei RT auf dem Schwenktisch fiir eine
Stunde. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz in einen Spinner {iberfiihrt und frisches
Medium zugegeben, so dass eine Zelldichte von 1*10° Zellen / ml erreicht wurde. Nach
Inkubation der Zellen bei 27°C fiir zwei Tage konnten die Zellen durch Zentrifugation
(4°C, 300g, 10 min) geerntet werden. Nach Resupension des Zellpellets in kaltem PBS
wurde erneut zentrifugiert, und das Pellet konnte bis zur Verwendung bei -80°C

aufbewahrt werden.
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3.3 Zellzyklussynchronisation von adhéirent wachsenden Zellen

Um adhdrent wachsende CVI-, LLC-MK2- oder SW480-Zellen im Zellzyklus zu
synchronisieren, wurden die nahezu konfluenten Zellen einen Tag vor dem Isoleucin-
Entzug 1:3 umgesetzt. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
Isoleucin-freies Medium (5% FCS (gegen PBS dialysiert) + 1mM Glutamin) zugegeben.
Nach 38 Stunden Inkubation bei 37°C (SW480-Zellen: 24 h) wurde der Isoleucinblock
durch Zugabe von DMEM bzw. RPMI (10% FCS) aufgehoben. Nach weiteren 9 bzw. 11
Stunden befanden sich die CVI-/SW480- bzw. LLC-MK2-Zellen synchron am G1/S-
Ubergang.

3.4 Bestrahlung von adhirent wachsenden Zellen mit ultravioletem Licht

Um CVI-/SW480- bzw. LLC-MK2-Zellen am G1/S-Ubergang mit ultra-violettem Licht zu
bestrahlen, wurden die Zellen 9 bzw. 11 Stunden nach dem Aufheben des Isoleucinblocks
(3.3) mit PBS gewaschen und anschliefend mit 10 J/m? UV-Licht bestrahlt. AnschlieBend
wurde frisches Medium (10% FCS) zugegeben und die Zellen wurden weiterhin bei 37°C

bis zur Ernte inkubiert.

3.5 Ernte von Zellen

3.5.1 Adhirent wachsende Insektenzellen

Die Zellen wurden durch 2-3 kréftige Sto8e von der Kulturschalenoberfliche geldst und
anschlieBend 10 min bei 300g und 4°C pelletiert. Danach wurden die Zellpellets in kaltem
PBS resuspendiert, erneut pelletiert und der Uberstand verworfen. Bis zur Verwendung der

Zellen wurden die Pellets bei -80°C gelagert.

3.5.2 Spinnerkulturen

Die Spinnerfliissigkeit wurde in Corning-Zentrifugenbecher iiberfithrt und die Zellen
wurden 10 min bei 4°C und 300g pelletiert. Nachdem die Zellen in kaltem PBS
resuspendiert und erneut pelletiert wurden, wurde das Zellpellet bis zur Verwendung bei

-80°C gelagert.

3.5.3 Adhirend wachsende Fibroblastenzellen
Um Zellpellets von CVI-/SW480- oder LLC-MK2-Zellen zu ernten, wurden die Zellen mit
PBS (4°C) drei mal gewaschen und anschlieBend mit einem Gummischaber von der

Kulturschalenoberfliche gewischt, die Zellsupension in ein Eppendorfreaktionsgefal3
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tiberfiihrt und durch Zentrifugation (RT, 1000g, 15 Sekunden) pelletiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurden die Zellpellets bis zur Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Alternativ dazu wurden die Zellen Ethanol-fixiert. Dazu wurden die Zellen einmal mit PBS
(1% EDTA pH 8.0) gewaschen und anschlieBend mit 2x- bzw. 3x-Trypsinlésung von der
Kulturschalenoberfldche trypsiniert. AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml PBS (+1%
EDTA pH 8.0) aufgenommen und durch Zentrifugation (4°C, 300g, 5 min) pelletiert.
Nachdem der Uberstand abgesaugt wurde, wurde das Zellsediment durch wenige kurze
Stosse gelockert und in 0,5 ml PBS ( +1% EDTA pH 8.0) resupendiert. AnschlieBend
wurden unter Vortexen auf kleinster Stufe 5 ml 80% Ethanol (-20°C) langsam zugetropft.
Nachdem die Probe 30 Minuten auf Eis stehen gelassen wurde, konnte sie bis zur

Verwendung bei -20°C aufbewahrt werden.

3.6 Arbeiten mit Bakterien

3.6.1 Herstellung Transformationskompetenter Bakterien

Es wurden 500 ml LB-Medium mit E.coli (DH5a) angeimpft und bei 37°C bis zu einer
ODsos = 0,2 angeziichtet. Die 500 ml-Kultur wurde dann 30 Minuten in einem Eisbad
stehen gelassen. AnschlieBend wurden die Bakterien zentrifugiert (10 min, 5000 g, 4°C).
Das Zellpellet wurde in 125 ml 0,1 M CaCl, (4°C) vorsichtig auf Eis resuspendiert.
Anschliefend wurden 225 ml 0,1 M CacCl, zugegeben. Die Zellsuspension wurde dann 20
Minuten auf Eis stehen gelassen und anschlieBend wurde zentrifugiert (10 min, 3000 g,
4°C). Die Zellen wurden in 4,25 ml 0,1 M CacCl, (4°C) vorsichtig auf Eis resuspendiert.
Dann wurden 750 pl Glyzerin (4°C) hinzugegeben, und die Zellsuspension wurde
homogenisiert. Die CaCl,-kompetenten Zellen wurden mit kalten Pipettenspitzen zu je 200
ul in Eppendorfreaktionsgefifle (4°C) fraktioniert. Diese wurden dann mit offenem Deckel

in fliissigen Stickstoff getaucht und anschlieBend bei -80°C eingefroren.

3.6.2 LB-Medium und Agarplatten

Frisch hergestelltes LB-Medium wurde 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Vor Gebrauch
des Mediums wurden auf 1 Liter Ansatz 1 ml Ampicillin (Stammldsung: 100 mg/ml)
hinzugegeben. Fiir die Herstellung von Agarplatten wurden zu 2 1 LB-Medium 30 g Agar
hinzugegeben. Der Ansatz wurde autoklaviert (20 min, 121°C), dabei ist der Agar
geschmolzen. Nach dem Autoklavieren wurde der Ansatz unter Riihren auf ca. 40 °C

abgekiihlt und es wurde Antibiotika analog zu den LB-Medien hinzu gegeben. Der Ansatz
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wurde dann in Petrischalen gegossen (jeweils 5 mm dick). Im Fall von Blaschenbildung
auf der Oberfliche wurden diese noch vor dem Gelieren mit der schwachen
Bunsenbrennerflamme entfernt. Die Platten wurden direkt nach dem Giellen in Stapeln
angeordnet und konnten so bei Raumtemperatur gelieren.

Die fertigen Platten wurden kopfiiber bei 4°C gelagert.

LB Medium: 85 mM NaCl
0,5% Hefeextrakt
1% Trypton
pH 7.5 mit NaOH einstellen

3.6.3 Transformation von Plasmiden in E.coli

Zuerst wurden 200 pl CaCl,-kompetente Bakterienzellen (3.6.1) von -80°C auf 0°C
aufgetaut (ca. 5 min). Danach wurde die DNA-Losung im Eisbad auf 0°C temperiert.
AnschlieBend wurden 0,7 pl DNA-Losung zu den Zellen geben. Der Ansatz wurde
vorsichtig gemischt und auf Eis 30 Minuten inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde
der Transformationsansatz 90 Sekunden bei 42°C inkubiert, um die Transformation der
Zellen durch Hitzeschock zu beenden. Die transformierten Zellen wurden auf FEis
abgekiihlt (ca. 1 min) und anschlieBend in 2 ml LB-Medium ohne Antibiotikum bei 37°C
20 Minuten wachsen gelassen. Zwischenzeitlich wurden die Agarplatten im 37°C-
Inkubationsschrank vortemperiert. Dann wurden die transformierten Zellen auf
Agarplatten (mit Antibiotikum) ausplattiert. Im 37°C-Inkubationsschrank wurden die
Agarplatten dann inkubiert, bis die Klone die gewiinschte Grofle hatten. Um das
Wachstum der Klone zu verlangsamen und die Plasmidstabilitit zu erhohen, wurden die

Kulturagarplatten bis zum Inokulieren von Fliissigkulturen bei 4°C aufbewahrt.

3.7 Gesamtzellextrakt (Lysat)

Um ein Lysat von 3-7 mg/ml Proteingehalt zu erhalten, wurde ein Zellpellet von 5*10°
Zellen (3.5.1 und 3.5.3) mit 0,3 ml Lysispuffer EIA (+Proteaseinhibitoren und gegebenfalls
Phosphataseinhibitoren) 20-30 Minuten auf Eis lysiert. Zur Darstellung von Proteinen, die
einem sehr starken proteolytischen Abbau unterliegen, erfolgte der Aufschluss auf 1%
Natriumchlorid/Eisbad (-2°C). Nach der Lyse der Zellen erfolgte eine Zentrifugation (20
min, 18000g, 0°C). Der klare Uberstand wurde dann in ein neues Eppendorfgefil
tiberfiihrt und die Proteinkonzentration des Gesamtzellextraktes bestimmt (3.8.1).

Zur immunchromatografischen Aufreinigung (3.10.1) von rekombinat exprimierten
Proteinen aus Insektenzellen wurden pro 1 ml Antikdrpergekoppelter PGS (3.9.2) 2*10°
bis 1*10° Zellen in 15 ml Lysispuffer EIA (+Protease- und Phosphataseinhibitoren) 30
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Minuten lysiert und zentrifugiert (30 min, 12000g, 0°C). Von dem klaren Uberstand wurde
nach Verdiinnung (1:10 mit Lysispuffer) die Proteinkonzentration des Lysates bestimmt

(3.8.1)

3.8 Proteinbestimmung

3.8.1 Proteinbestimmung nach Bradford (quantitativ)

Um den Proteingehalt eines Lysates oder einer Proteinpriparation mit dem Bradford-
Proteinbestimmungstest zu ermitteln, wurde zuvor eine Eichkurve mittels bekannter
Proteinmengen erstellt. Hier war darauf zu achten, dass die entstehende Férbung nur in
einem bestimmten Bereich mit dem Proteingehalt der zu testenden Proteinldsung
korreliert. Es wurde mit BSA-Losungen (1-7mg/ml) eine Eichkurve erstellt. Dazu wurden
je 2,0 ul der BSA-Losungen zu 0,8 ml Wasser und 0,2 ml Bradfordreagenz (BioRad-
Konzentrat) gegeben. Nach 10 Minuten Reaktionszeit wurden die Eichpunkte bei 595 nm
spektroskopisch ermittelt. Zum Abgleich diente hierbei die Absorbtion von verdiinntem
Bradfordreagenz (1:5 mit Wasser). AnschlieBend wurde der Koeffizient zur Berechnung
der Proteinkonzentration (Konz. d. Eichpunkte/ABSs9snm,) ermittelt.

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte durch Zugabe von 2 ul Proteinlésung zu
0,8 ml Wasser und 0,2 ml Bradfordreagenz. Nach 10 Minuten Inkubationszeit konnte
anhand der Absorption bei 595 nm der Proteingehalt bestimmt werden. Zum Abgleich
diente hierbei die Absorbtion von verdiinntem Bradfordreagenz und 2 pl Lysispuffer

(Lysat) bzw. 2 ul Dialysepuftfer (Proteinpraparation).

3.8.2 Bradford Tiipfeltest (qualitativ)
Auf einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden zu 95 pul Bradfordreagenz (BioRad-Konzentrat
1:5 mit Wasser verdiinnt) 5 pl Proteinlosung gegeben und anhand der Blaufarbung die

proteinhaltigen Fraktionen bestimmt.

3.9 Herstellung von Antikorpersiulen

3.9.1 Nichtkovalente Bindung von Antikorpern an Protein-G-Sepharose

Es wurden 300-800 ul Hybridomiiberstand bzw. 1,5 pg gereinigter Antikorper (in mind.
300 pl Gesamtvolumen (EIA)) zu 10 pl gestopfter Protein G-Sepharose (PGS) in ein
Eppendorfreaktionsgefd3 gegeben und unter Schiitteln eine Stunde bei 4°C inkubiert.
Dabei bindet das Immunglobulin mit dem Fc-Teil des IgG an das Protein G. Anschlieend

wurde die PGS drei mal mit kaltem EIA-Puffer gewaschen und zwischen den einzelnen
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Waschschritten jeweils 1 min bei 100g zentrifugiert und der Uberstand wurde abgesaugt.
Nach dem letzten Waschschritt wurde die PGS mit dem entsprechenden Puffer, in dem das

Antigen an den Antikdrper binden sollte, dquilibriert.

3.9.2 Kovalente Kopplung von Antikérpern an Protein-G-Sepharose (PGS)

Es wurde 1 ml gestopfte PGS mit mindestens 100 ml Hybridomiiberstand in mehreren
Schritten 12 h lang bei Raumtemperatur und 12 h bei 4°C inkubiert, so dass die PGS mit
Immunglobulin abgeséttigt war. AnschlieBend wurde die PGS zwei mal mit dem 10-fachen
Saulenvolumen (SV) Natriumboratpuffer adquilibriert. Hierbei wurde nicht zentrifugiert,
sondern die PGS durch die Erdgravitation abgesetzen gelassen. Danach wurden die
Proteinkomplexe kovalent gekoppelt. Dazu wurde 10 SV 20 mM Dimetylpimelimidat
(Sigma) in Natriumboratpuffer zur PGS gegeben und 30 min bei Raumtemperatur
geschwenkt. Nach dem Absetzen der PGS wurden 10 SV frische Ethanolaminlésung (2,5
ml Ethanolamin / 200 ml Wasser, pH 8.0 (mit HCI eingestellt)) zugegeben, die PGS wurde
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden zur PGS erneut 10 SV
Ethanolaminldsung zugegeben und die Suspension 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach erneutem Absetzen der PGS wurde das Sédulenmaterial zwei mal mit 10 SV PBS und
zwei mal mit 10 SV 100 mM Glycin (pH 2.5) gewaschen, um nicht gekoppelte Antikérper
von der PGS zu waschen. AbschlieBend wurde die gekoppelte Antikdrper-PGS zwei mal
mit 10 SV EIA-Puffer dquilibriert und bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

Natriumboratpuffer: 0,2 M Natriumtetraborat, pH 9.0 (mit HCI eingestellt)

3.10 Reinigung von Proteinen

3.10.1 Immunaffinitatschromatografie von Proteinen

Nach Expression von rekombinanten Proteinen in Insektenzellen wurden die Zellen in
EIA-Puffer (+Protease- und Phosphataseinhibitoren) resuspendiert und die Suspension
wurde 30 min auf Eis stehen gelassen, wodurch die Zellen lysierten. Nach Zentrifugation
(20 min, 12000g, 4°C) wurde das Lysat (3.7) mit 1 ml gestopfter Immunglobulin-PGS
(3.9.2) 2 h bei 4°C geschwenkt. AnschlieBend wurde die PGS ein mal mit 10
Sdulenvolumina (SV) WP1, zwei mal mit 10 SV WP2 und zwei mal mit 10 SV WP3
gewaschen. Zwischen den einzelnen Schritten wurde das Séulenmaterial durch
Zentrifugation (I min 100g, 4°C) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Danach

wurde die PGS in WP3 resuspendiert und in eine Econo®-Saule iiberfiihrt. AnschlieBend
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erfolgte die Elution der gebundenen Proteine durch Zugabe von sechs mal 2 SV
Elutionspuffer. Die Eluate wurden sofort in 2 SV WP3 aufgenommen. Anschliefend
wurden die einzelnen Eluate 2 h gegen 1 Liter Dialysepuffer 1 und nochmals gegen
frischen Dialysepuffer 1 iiber Nacht dialsiert. Danach wurde 2 h gegen 0,5 Liter
Dialysepuffer 2 dialysiert. Die Dialysate wurden aliquotiert und bis zur Verwendung bei -

80°C gelagert.

WP1: 50 mM Kpi pH 7.5; 200mM NaCl; 20% Ethylenglycol; 200mM KCI; 0,3% NP40

WP2: 50 mM Kpi pH 7.5; 200 mM NacCl; 20% Ethylenglycol; 0,2% NP40

WP3: 50 mM Tris/HCI pH 7.5; 150 mM NaCl

Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI pH&8.0; 3,2 M MgCl,

Dialysepuffer 1: 50 mM Tris/HCI pH 8.6; 10 mM EDTA pH 8.0; 1 mM; 20 %
Ethylenglycol; B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

Dialysepuffer 2: 50 mM Tris/HCI pH 8.6; 1 mM EDTA pH 8.0; 1 mM B-Mercaptoethanol
(frisch zugeben); 50 Glycerol

3.10.2 Affinititschromatografie von Zyklin-Cdk-Komplexen

3.10.2.1 Expression von suc-Protein in E.coli

Aus einer 5 ml Ubernachtkultur von suc-transformierten E.coli-Bakterien des DH5a.-
Stamms wurden 600 ml LB-Medium neu angeimpft. Bei 37°C wurden die Bakterien bis zu
einer optischen Dichte von 0,5 kultiviert. Danach wurde die Expression von suc-Protein
mit 0,1 mM IPTG bei einer Kulturtemperatur von 32°C induziert. AnschlieBend wurden
die Bakterien bei 32°C weiter kultiviert und nach 4 h Expressionszeit wurden die Bakterien
durch Zentrifugation sedimentiert (10 min, 5000g, 4°C). Nachdem das Bakterienpellet in
kaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert wurde, konnten die Bakterien bis zur

Verwendung bei -80°C gelagert werden.

3.10.2.2 Bindung von suc-Protein an Glutathionagarose

Die Bakterienpellets, die suc-Protein exprimiert hatten, wurden in Lysispuffer (60mg
Lysozym / 20 ml MTTBS-Puffer + Proteaseinhibitoren) resuspendiert und 10 min auf Eis
stehen gelassen, wodurch die Zelllyse erfolgte. Nach Zentrifugation (30 min,12000g, 4°C)
wurden der Uberstand mit 1 ml in NETN-Puffer dquilibrierter Glutathionagarose 30 min
bei Raumtemperatur geschwenkt. AnschlieBend wurde die Glutathionagarose drei mal mit

10 ml NETN-Puffer (kalt) gewaschen. Zwischendurch wurde die Agarose durch
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Zentrifugation sedimentiert (1 min, 100g, 4°C). Zur Kontrolle der Bindung von suc-Protein

an die Glutathionagarose wurde mit 10 pl gestopftem Material eine SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese ~ durchgefiihrt (3.14.1) und das SDS-Gel wurde

Coomassie-gefarbt (3.15.1)

MTTBS-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 8.0; 150 mM NaCl; 5SmM EDTA pH 8.0; 1%
TritonX100

NETN-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 8.0; 100mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8.0; 0,4% NP40

3.10.2.3 Reinigung von rekombinaten Zyklin-HA-Cdk-Komplexen mittels suc-
Glutathion- Agarose

Nach Expression von Zyklin-Cdk-Komplexen in Insektenzellen (3.2.1) wurden 2%10°
Zellen in 5 ml EIA (+Protease- und Phosphataseinhibitoren) auf Eis lysiert. Nach
Sedimentation durch Zentrifugation (20 min, 12000g, 4°C) wurde der Uberstand mit 500
ul suc-Glutathionagarose (3.10.2.2) eine Stunde lang bei 4°C unter Schwenken inkubiert.
Danach wurde die Agarose drei mal mit 5 ml EIA-Puffer (kalt) gewaschen. Anschlie3end
wurden die gebundenen Proteine mit 500 pl 10 mM Glutathion/EIA eluiert ( 5 min bei RT
schwenken lassen). Die Elution wurde drei mal mit 500 ul 20 mM Glutathion/EIA
wiederholt, die Eluate vereint und kurz zentrifugiert, um Agarosereste abzutrennen. Die
Eluate wurden zwei mal 30 min bei 4°C gegen Dialysepuffer dialysiert. Die Lagerung der

gereinigten Kinasen erfolgte bei -80°C.

Dialysepuffer: 25mM Tris pH 7.5, 50 mM NacCl, 20% Gycerin, 2 mM EDTA, 1 mM (-
Mercaptoethanol (frisch zugegeben)

3.10.3 Reinigung von GST-Pol a-Fragmenten

3.10.3.1 Expression von GST-Pol a-Fragmenten in Bakterien

Die rekombinanten pGEX-20T Plasmide, die fiir die Expression der GST-1a-, GST-B- und
GST-C-Fragmente der Pol a der humanen 180 kDa Untereinheit der DNA Polymerase a-
Primase kodieren (Dornreiter et al., 1993), wurden in E. coli-Bakterien des DH5a-
Stammes transfiziert (3.6.3). Aus einer 5 ml Ubernachtkultur von GST-Peptid-
transformierten E. coli-Bakterien wurden 600 ml LB-Medium neu angeimpft. Bei 37°C
wurden die Bakterien bis zu einer optischen Dichte von 0,5 kultiviert. Danach wurde die
Expression von GST-Proteinen mit 0,1 mM IPTG bei einer Kulturtemperatur von 32°C

induziert. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 32°C weiter kultiviert und nach 4 h
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Expressionszeit wurden die Bakterien durch Zentrifugation sedimentiert (10 min, 5000g,
4°C). Nachdem das Bakterienpellet in kaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert

wurde, konnten die Bakterien bis zur Verwendung bei -80°C gelagert werden.

3.10.3.2 Bindung von GST-Pol a-Fragmenten an Glutathionagarose

Die Bakterienpellets, die GST-Proteine exprimiert hatten, wurden in Lysispuffer (60mg
Lysozym / 20 ml MTTBS-Puffer (3.10.2.2) + Proteaseinhibitoren) resuspendiert und 10
min auf Eis stehen gelassen, wodurch die Zelllyse erfolgte. Nach Zentrifugation (30
min, 12000g, 4°C) wurden der Uberstand mit 1 ml in NETN-Puffer (3.10.2.2) dquilibrierter
Glutathionagarose 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt. AnschlieBend wurde die
Glutathionagarose drei mal mit 10 ml NETN-Puffer (kalt) gewaschen. Zwischendurch
wurde die Agarose durch Zentrifugation sedimentiert (1 min, 100g, 4°C).

3.10.3.3 Elution von GST-Pol a-Fragmenten

Die an Glutathionagarose gebundenen GST-Proteine wurden mit 500 pl 10 mM
Glutathion/EIA eluiert ( 5 min bei RT schwenken lassen). Die Elution wurde drei mal mit
500 pl 20 mM Glutathion/EIA wiederholt, die Eluate vereint und kurz zentrifugiert, um
Agarosereste abzutrennen. Die Eluate wurden zwei mal 30 min bei 4°C gegen

Dialysepuffer dialysiert. Die Lagerung der gereinigten GST-Proteine erfolgte bei -80°C.

Dialysepuffer: 25mM Tris pH 7.5, 50 mM NacCl, 20% Gycerin, 2 mM EDTA, 1 mM (-
Mercaptoethanol (frisch zugegeben)

3.11 Immunprizipitation von Proteinen aus Gesamtzellextrakten

Zur Immunprézipitation von Proteinen oder Proteinkomplexen wurden 100-1000pg
Gesamtzelllysat (3.7) in mindestens 300 pul Gesamtvolumen (Lysispuffer) an 10-20 pl
gestopfte Immunglobulin-PGS (3.9.1 oder 3.9.2) gebunden. Dazu wurde das Lysat mit der
PGS fiir 1 h bei 4°C geschwenkt. Anschlieend wurde die Probe drei mal mit kaltem EIA-
Puffer gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde die PGS durch Zentrifugation (1
min, 100g, 4°C) sedimentiert und der Uberstand abgesaugt und verworfen. AnschlieBend
konnte mit der Probe weiter gearbeitet werden ( z.B. ,target bound“-Histon-
Kinaseaktivitétstest 3.12.2) oder es wurden auf die sedimentierte PGS nach Entfernen des
Uberstandes 15 pl 2xLaemmli-Ladepuffer gegeben und die Probe 5 min bei 95°C

inkubiert. Im Anschluss daran wurde mit dem denaturierten Protein eine SDS-PAGE
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durchgefiihrt (3.14). Der Nachweis der immunprézipitierten Proteine erfolgte durch eine

Westernblotanalyse (3.15.3).

3.12 Kinaseaktivitatstest

3.12.1 Histon-Kinase-AKktivitiitstest

In ein Eppendorfreaktionsgefdl wurden 4 pl Histon-Kinase-5x-Puffer, 2 pg Histon HI,
3uCi y**P-ATP (10 pCi/pl), Proteaseinhibitoren und Wasser (Gesamtreaktionsvolumen: 20
ul) vorgelegt und 5 min bei 37°C vorinkubiert.

AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 pl Rohextrakt der Cyclin/Cdk
Koinfektion bzw. 0,5 ul Cyclin-Cdk-Praparation (3.10.2.3) gestartet. Nach 15 min
Reaktionszeit wurde die Phosphorylierung durch Zugabe von 20 ul 2x Laemmli-Puffer
beendet.

Nach Aufkochen bei 95°C (5 min) wurde die Hélfte der Reaktionsprodukte auf einem
10% SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (3.14). Der Bromphenolblaumarker wurde
bis 75% des Gels laufen gelassen. Die Laufmittelfront inkl. des Bromphenolblaumarkers
enthielt nichtverbrauchtes y*’P-ATP und wurde abgetrennt. Nach Coomassie-Brillant-
Blue-Féarbung (zur Fixierung der Proteine und zur optischen Analyse der Banden) und dem
Trocknen des Gels wurde die Phosphorylierung des Histons H1 durch ein Autoradiogramm

nachgewiesen und durch eine Phosphoimagerauswertung quantifiziert.

Histon-Kinase-Puffer (5x): 100 mM Hepes/KOH pH 7.5; 50 mM MgCl,; 5SmM DTT;
0,5mg/ml BSA; 50uM ATP; 20 mM EGTA; 5SmM EDTA;
25 mM NaF

3.12.2 ,target bound“-Histon-Kinaseaktivititstest

Zur Bestimmung der Zyklin-Cdk-Aktivitdten wihrend des Zellzyklus wurden aus je 300ug
Lysat die Zyklin-Cdk-Komplexe mit einem Antikorper gegen das Zyklin
koimmunprizipitiert (3.11). Nach dem Waschen und Aquilibrieren des Siulenmaterials mit
IxHistonkinasepuffer wurden 20 pl 1xHistonkinasepuffer (inklusive 2pg Histon H1 und
3uCi v’?P-ATP (10 pCi/ul) und Proteaseinhibitoren) zum Séulenmaterial gegeben.
AnschlieBend erfolgte fiir 30 Minuten eine Inkubation der Ansdtze in einem
Thermoschiittler. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pl 2xLaemmliladepuffer bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten Inkubation gestoppt. Die Auswertung der

Kinaseaktivititen erfolgte wie unter 3.12.1 beschrieben.
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3.13 in vitro-Phosphorylierung von Proteinen

Um die Phosphorylierung von Proteinen durch z.B. gereinigte Zyklin-Cdk-Komplexe
durchzufiihren, wurde genau wie beim Histon-Kinase-Aktivitétstest (3.12.1) vorgegangen,
nur dass anstelle des Histons das zu phosphorylierende Protein als Substrat angeboten
wurde. Dieses Protein lag frei in gereinigter Form vor oder es war an Immunglobulin-PGS
gebunden.

Alternativ dazu wurde die Phosphorylierung ohne Radioaktividt (nur mit
nichtradioaktiv markiertem ATP (100 pM) mit immunprézipitiertem, noch an der PGS
gebundenen Protein als Substrat durchgefiihrt. Nach der Kinasereaktion konnte zum Einen
aus dem Uberstand des Reaktionsansatzes eine Prizipitation des phosphorylierten Proteins
durchgefiihrt werden, wenn das phosphorylierte Protein seine Affinitit entweder zum
urspriinglich ~ verwendeten  Antikérper oder zu der koimmunprizipitierenden
Proteinkomponente verloren hatte. Zum Anderen wurde die PGS direkt nach der
Kinasereaktion drei mal mit kaltem EIA-Puffer gewaschen und anschlieBend wurden die
sich nach der Kinasierung noch im Proteinkomplex befindenden Proteine durch SDS-

PAGE und Westernblotanalyse nachgewiesen.

3.14 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) von
Proteinen (Laemmli, 1970)
Es wurden Lsg. A, Lsg. B und H,O entsprechend der gewiinschten Anzahl und
Prozentualitit der Trenngele gemischt. AnschlieBend erfolgte fiir 15 Minuten eine
Entliiftung des Ansatzes unter Vakuum. Dann wurde die entsprechende Menge 10%ige
APS-Lsg. zugegeben und der Ansatz gemischt. Die Polymerisation wurde mit TEMED
gestartet. Der Reaktionsansatz wurde sofort in die vorbereiteten GelgieBapparaturen
tiberfiihrt, und das Gemisch wurde je Gel vorsichtig mit 1 ml Isopropanol iiberschichtet.
Fiir die Sammelgele wurden entsprechende Mengen Lsg. A, Lsg. C und H,O
gemischt, so dass im Ansatz eine Konzentration von 3,9% Acrylsdureamid erreicht wurde.
Nach 15 Minuten Vakuumentliiftung des Gemisches wurde nach Zugabe von 10%iger
APS-Lsg. die Polymerisation mit TEMED gestartet. Zwischenzeitlich wurde das
tiberstehende Isopropanol von den auspolymerisierten Trenngelen entfernt. AnschlieBend
wurde die Sammelgellosung auf die Trenngele gegossen, die Kdmme in die Sammelgele
gesteckt, und es erfolgte die Polymerisation der Sammelgele. Die fertig polymerisierten

Gele wurden in Haushaltsfolie eingewickelt und bei 4°C gelagert.
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Die Gele wurden nach Vorschrift in die PAGE-Apparatur geklemmt, die Apparatur wurde
mit Laufpuffer fiir SDS-PAGE gefiillt, und die Taschen sowie die mit Luftblasen gefiillten
Hohlrdume geséubert.

Die Proteinproben, welche mit 2x- oder 6x-Ladepuffer versetzt wurden, wurden bei
95°C 5 Minuten aufgekocht und anschlieend in die Geltaschen tiberfiihrt.
Ein Gel wurde mit 25 mA betrieben. Die Laufzeit der Trennung betrug je nach
Trennbereich 1,0-1,5 h.

Losung A: 30 % Acrylsdureamid; 0,8% Bisacrylamid
Losung B: 1,5 M Tris/HCI pH 8.8; 0,4% SDS (4fach konzentriert)
Losung C: 0,5 M Tris/HCI pH 6.8; 0,4% SDS (4fach konzentriert)

Laufpuffer fiir SDS-PAGE (10fach konz.):
30,3g Tris (Base) + 144 g Glycin + 1g SDS/ 1 1 H,O

APS: 150 pl 10% APS /45 ml Trenngel bzw. 29,7 ml Sammelgel
TEMED: 30 ul /45 ml Trenngel bzw. 29,7 ml Sammelgel

3.15 Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen

3.15.1 Coomassiefirbung

Nach Abschluss der SDS-PAGE wurden die Gele fiir 30 Minuten in Coomassie Brillant
Blue-Férbelosung gefarbt. Die Farbelosung wurde entfernt, und das Gel wurde mit Wasser
gewaschen. Danach wurde das Gel solange in Entfirberlosung inkubiert, bis der
Hintergrund entfarbt war. Das weitestgehend entfarbte Gel wurde nun mit Wasser auf ca.
30% verdiinntem Entfarber und mit Kleenex-Papier iiber Nacht geschiittelt, so dass der
Hintergrund weiter aufgehellt wurde, wéhrend die Proteinbanden weitgehend gefarbt
blieben.

Das Coomassie-gefarbte Gel wurde dann 30 min in Trockenldsung gegeben und danach
zwischen zwei Zellofanfolien in einen Rahmen gespannt und bei Raumtemperatur liber

Nacht getrocknet. Alternativ wurde das gefarbte Gel auf Papier unter Vakuum getrocknet.

Coomassie-Féarbelosung:

2,5 g/ml Coomassie Brillant Blue R250; 45% Ethanol; 10% Essigséure

Coomassie-Entfarbelosung:

10% Isopropanol; 10% Essigsédure
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Geltrockenlosung:

20% Ethanol; 10% Glycerin

3.15.2 Silberfarbung

Alternativ zum Coomassie-farben eines SDS-Polyacrylamidgels wurden die Proteine auch
durch Silberfarbung nachgewiesen. Dazu wurde das SDS-Polyacrylamidgel nach
Beendigung der Elektrophorese 30 min in Coomassie-Entfarber geschwenkt, um die
Proteine im Gel zu fixieren. AnschlieBend erfolgte eine Reduktion der Proteine im Gel mit
50 mg Na,S,0; (Natriumthiosulfat) / 50 ml Thiosulfatpuffer (Reduktionslésung 10 min vor
Gebrauch frisch ansetzen). Nachdem das Gel drei mal 10 min mit Wasser gewaschen
wurde, wurde das Gel 25 min mit Silbernitratldsung (5 ml 1% AgNO; + 12,5 ul 37%
Formaldehyd; Ad 50 ml Wasser (10 min vor Gebrauch frisch ansetzen)) gesilbert. Danach
wurde das Gel kurz mit Wasser und dann kurz mit Entwickler (2,5 g Na,CO3; + 50 pl 37%
Formaldehyd; Ad 100 ml Wasser (10 min vor Gebrauch ansetzen)) gespiilt. Es erfolgte
dann die Entwicklung des Gels. Dazu wurde das Gel ca. 2,5 min mit Entwicklerldsung
unter Schwenken bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Reaktion wurde dann durch
Zugabe von 1 ml Essigsdure innerhalb von 1 min gestoppt. Nachdem das Gel drei mal 10
min mit Wasser gewaschen wurde, war die Silbergelfairbung abgeschlossen und das Gel

wurde wie unter 3.15.1 beschrieben getrocknet.

Thiosulfatpuffer: 30% Ethanol; 0,1 M Natriumazetat pH 6.0 (bei 4°C aufbewahren)

3.15.3 Westernblot
3.15.3.1 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen
Fir den Elektrotransfer von Proteinen wurde eine BioRad Mini-ProteanlI™-Naf-
Blotapparatur benutzt. Entsprechend der Gelgrof3e wurden je Gel 4 Blatt Whatman-3MM-
Papier = und eine Blotmembran zugeschnitten. Die Blotmembran wurde nach
Herstellerangaben kurz in 95% Methanol inkubiert, dann mit destilliertem Wasser gespiilt
und anschlieBend zusammen mit dem Whatman-3MM-Papier in Transferpuffer
aquilibriert. Dann wurde ein Stapel in folgender Polaritit zusammengestellt: Anode -
Kammerplatte - Schwamm - 2 Whatman (3MM) Papier - Blotmembran - Gel - 2 Whatman
(3MM) Papier - Schwamm - Kammerplatte - Kathode.

Die Apparatur wurde nun zusammengebaut, mit eiskaltem Transferpuffer gefiillt,

mit zugehorigem Eisakku versehen und die gesamte Apparatur in ein Eisbad gestellt.
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Der Transfer wurde mit 100V in einer Stunde durchgefiihrt.

Transferpuffer (10fach konz.): 732g Glycin + 303 g Tris (Base) / 5 1 H,O

3.15.3.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach dem Proteintransfer wurden die Stellen der Blotmembran, auf die keine Proteine aus
dem Gel transferiert wurden, 60 Minuten mit 5% Milchpulver in TBST abgesittigt.
Danach wurde die Membran mit dem Primédrantikorper iiber Nacht auf dem Schwenktisch
bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran 4x15 Minuten mit TBST-Puffer
gewaschen und mit dem Sekundirantikorper-HRP in 5% Magermilchpulver in TBST
inkubiert. Hierbei musste der Organismus (Kaninchen, Maus, Ziege, Huhn), in dem der
ersten Antikorpers gewonnen wurde, beachtet werden. Nach erneutem Waschen (4x15
min) mit TBST wurde die frisch hergestellte Entwicklerlosung hinzugegeben und die
Membran 1 Minute unter Lichtausschluss mit der Entwicklerlosung inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran zwischen zwei Folien gelegt und es wurde das
entstehende Lichtsignal mittels Autoradiogrammen verschiedener Expositionszeiten
ausgewertet.

Die Membran konnte nach erneutem Blocken fiir einen anderen Antikorper wieder

verwendet werden.

TBS-Puffer (10fach konz.): 1,5 M NacCl; 0,1 M Tris/HCI pH 8.0
TBST-Puffer: 0,2% Tween-20 / 1XTBS
Antikorperlosungen:
Die Primirantikdrper wurden wie im Materialteil dieser Arbeit beschrieben (2.1.3, 2.3.1,
23.2) in 5% MMP-TBST verdinnt und mit 0,1% Na-Azid versetzt. Die
Priméarantikérperlésungen wurden mehrfach benutzt. Die Sekundirantikorperlosung darf
kein Na-Azid enthalten, da die Peroxidase dadurch inaktiviert wird. Weiterhin wurde der
sekundire Antikorper entsprechend seiner Konzentration und Aktivitdt zwischen 1000-
10000-fach in 5%-MMP-TBST verdiinnt und wurde nur einmal verwendet.
Entwicklerlosung:
Losung 1: 18 ml H,O
2 ml 1M Tris-HCI pH 8,5
88ul para-Cumarin-Saure-Losung ( 74mg / 5 ml DMSO (in 100ul Aliquots
bei -20°C autbewahren))
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200u]l Luminol-Losung ( 443 mg / 10 ml DMSO (in 200ul Aliquots bei
-20°C aufbewahren))
Losung 2: 18 ml H,O
2 ml 1M Tris-HCI pH 8,5
30 ul 30% H,0,

Losung 1 und 2 wurden kurz vor Gebrauch 1:1 gemischt und der Ansatz wurde nur einmal

verwendet.

3.15.4 ,,Far Western“ Blot

Die GST-Proteine wurden wie in 3.10.3 beschrieben rekombinant in Bakterien exprimiert,
an Glutathionagarose gebunden und eluiert. Jeweils 5 pg gereinigtes GST-Fusionsprotein
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Fiir den
Protein-Protein-Bindungstest wurde die PVDF-Membran mit rekombinant exprimiertem
pS3  (3.2.1) (0,1 mg Gesamtzellextrakt (3.7) / ml TBST + 10% BSA) 1 h bei
Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Nach viermaligem Waschen (15 min, RT,
TBST) wurde der Antikorper gegen das rekombinante Protein mit Blocklosung (5%
Magermilchpulver / TBST) zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 12h bei 4°C.
AnschlieBend wurde iiberschiissiger Antikorper durch viermaliges Waschen (15 min, RT,
TBST) entfernt und die Bindung des Immunglobulins wie unter (3.15.3.2) beschrieben

nachgewiesen.

3.16 Enzmatische Charakterisierung von Proteinen

3.16.1 Primaseaktivitiitstest

Die Messung der Primaseaktivitidt in den Proteinpréparationen erfolgte in diesem Test
indirekt durch Verlingerung der synthetisierten RNA-Primer mit DNA durch das
Klenowfragment der DNA-Polymerase 1. Dieses Enzym baut dabei in die neu gebildete
DNA radioaktiv markiertes dATP ein. Der Einbau dieses Nukleotids wurde zur
Quantifizierung der Primaseaktivitit der Proteinpriparationen herangezogen.

Fir jede Probe, deren Primaseaktivitit vermessen werden sollte, wurden 30 pl
Primasetestgemisch vorgelegt und kurz bei 37°C vorinkubiert. Dann wurde in 30
Sekunden Abstand 5 pl der Pol-Prim-Priparation zugegeben, und die Ansédtze wurden
weiter bei 37°C inkubiert. Zusitzlich wurden 30 ul Testgemisch ohne Proteinzugabe fiir

den Hintergrundwert inkubiert. Aulerdem wurden 30 pl des Primasetestgemisches auf
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einen GF52-Glasfaserfilter pipettiert und getrocknet, um den Gesamtwert der
Radioaktivitdt bestimmen zu konnen.

Nach 30 Minuten Inkubation wurden die Proben, wiederum im 30
Sekundenabstand, auf die beschrifteten GF52 Glasfaserfilter gegeben, und die von der
DNA-Polymerase  gebildeten = Nukleinsduren = wurden in  eiskalter  10%iger
Trichloressigsdure / 2% Dinatriumpyrophosphat 10 Minuten gefillt. Die Filter wurden jetzt
tiber Vakuum einzeln fiinfmal mit je 4 ml 1M HCI gewaschen und durch Waschen mit
Ethanol getrocknet. Die trockenen Filter wurden nun in 3 ml Szintillationsfliissigkeit

gegeben, und im Szintillationsmessgerit wurde der Einbau des o’’P-dATP gemessen.

Auswertung:

Eine Unit Primaseaktivitit entspricht der Enzymmenge, die bei 37°C in einer Stunde den

Einbau von 10® Mol dATP in Gegenwart des Klenowfragments in siureunlosliches

Material katalysiert.

Units/ul = (10°*Vol. TG*[dATP]*60 min / Inkubationszeit (min)*Vol. Enzympréiparation)
*((cpm{Probe}-cpm{Hintergrund} )/cpm{Gesamt})

Primaseaktivitdtstestgemisch:

Substanz Einwaage fiir Iml Endwerte
0,1 M Tris-Acetat pH 7,3 200 pl 20 mM
0,1 M Mg-Acetat pH 7,3 100 pl 10 mM

1 MDTT 1 pl 1 mM
BSA (1 mg/ml) 100 pl 0,1 mg/ml
0,1 M ATP 10 pl 1 mM

0,1 M dATP 0,5 pl 0,05 mM
1 mM Poly(dT) 100 pl 0,1 mM
H,0 484 ul

a*P-dATP (10 uCi/ul) 2 ul 20 pCi/ml
10 U/pl Klenowfragment 2,5 ul 2,5 U/100 pl Testgemisch

3.16.2 DNA-Polymeraseaktivititstest

In diesem Test wurde die DNA-Polymeraseaktivitéit der Proteinpriparationen durch Einbau

von radioaktiv markiertem dATP in die Syntheseprodukte quantifiziert.

Die Durchfithrung dieses Aktivititstests erfolgte analog zum Primaseaktivititstest, jedoch

unter nachfolgenden Pufferbedingungen und in Abwesenheit des Klenowfragments.

Auswertung:

Units/ul = (10°*Vol. TG*[dATP]*60 min / Inkubationszeit (min)*Vol. Enzympréiparation)
*((cpm{Probe}-cpm{Hintergrund} )/cpm{Gesamt})
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Eine Unit entspricht der Enzymmenge, die in einer Stunde bei 37°C 10 Mol dATP in

sdureunldsliches Material katalysiert.

DNA-Polymeraseaktivititstestgemisch:

Substanz Einwaage fiir 1 ml Endwerte
0,1 M Tris-Acetat pH 7,3 200 pl 20 mM
0,5M K-Acetat pH 7,3 150 pl 75 mM

0,1 M Mg-Acetat pH 7,3 50 ul 5 mM

I MDTT 1 pl 1 mM
BSA (1 mg/ml) 100 pl 0,1 mg/ml
0,1 M dNTP (alle 4) jelul 0,1 mM
0,2 mg/ml akt. Kalbsthymus-DNA | 100 pl 0,02 mg/ml
H,0 393 ul

a*P-dATP (10 uCi/nl) 2 ul 20uCi/ml

3.16.3 ,,target-bound*“-Pol-Prim-Test

Die zu untersuchenden DNA Polymerase a-Primase (Pol-Prim)-p53-Komplexe wurden in
Insektenzellen exprimiert (3.2.1) und mit dem p53-spezifischen Antikoérper DO-1 an 20 pl
PGS immunprézipitiert (3.11). AnschlieBend wurde das Sédulenmaterial ein mal mit 10
Sdulenvolumina (SV) WP1, zwei mal mit 10 SV WP2 und zwei mal mit 10 SV WP3
gewaschen. Zwischen den einzelnen Schritten wurde das Séulenmaterial durch
Zentrifugation (1 min 100g, 4°C) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Nach dem
letzten Waschen wurden 20 pl Primaseaktivititstestgemisch bzw. DNA-Polymerase-
aktivititstestgemisch zugegeben und die Proben wurden 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Anschliefend wurde das Sdulenmaterial durch kurzes zentrifugieren sedimentiert, der
Uberstand auf GF52 Glasfaserfilter gegeben und wie unter 3.16.1 weiter verarbeitet. Die
Auswertung der DNA-Polymerase- und Primaseaktivititen wurden wie unter 3.16.1 bzw.

3.16.2 beschrieben bestimmt.

WP1, WP2 und WP3 sind unter 3.10.1 definiert.

3.17 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Zellen wurden wie unter 3.5.3 beschrieben Ethanol-fixiert. Proben aus den fixierten
Zellen (5x10° Zellen) wurden zentrifugiert (5 min, 300g, 4°C) und einmal mit kaltem PBS
(+1% EDTA pH 8.0) gewaschen. Zur quantitativen DNA Fiarbung wurde das Zellsediment
in 1 ml Propidiumjodid-Lésung aufgenommen und fiir 30 min bei 37°C im Dunkeln und
anschlieBend iiber Nacht bei RT im Dunkeln inkubiert. Der DNA Gehalt pro Zelle wurde
im Coulter Epics (Beckman) gemessen und die Auswertung erfolgte mit dem Programm

MultiCycle (Phoenix).
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Propidiumjodid-Losung: 40 pg/ml Propidiumjodid in PBS
250 pg/ml Dnase freie Rnase A in PBS

3.18 Chromatinimmunprazipitation

3.18.1 Zellkernpriparation und -lyse

Die Chromatinimmunprizipitation dient dem Nachweis von spezifischen Protein-DNA
Interaktionen. Dazu wurden adhédrent wachsende Zellen 10 min vor der Ernte mit 1%
Formaldehyd im Medium behandelt, um DNA-gebundene Proteine kovalent zu koppeln.
Anschlieffend wurden die Zellen einmal mit PBS und zweimal mit hypotonischem Puffer
(+Proteaseinhibitoren) gewaschen. Die Zellen wurden dann mit einem Gummischaber von
der Zellkulturschalenoberfliche gewischt und anschlieBend 8-10 mal durch eine Kaniile
(Braun Sterican Gr.18) gezogen. Durch Zentrifugation (10 min, 16000g, 0°C) wurden die
Zellkerne pelletiert. Nachdem das Zellkernpellet in 100ul SDS-Lysispuffer aufgenommen
wurde, erfolgte eine Sonifizierung (6 mal 5 sec / 4 MHz). Durch Zentrifugation (25 min,

180000g, 0°C) wurden die Lysate gewonnen.

Hypotonischer Puffer: 20 mM Hepes/KOH pH 7.5; 5 mM KCI; 1,5 mM MgCl,; 0,1 mM

DTT (immer frisch zusetzen)

3.18.2 Prizipitation der Immunkomplexe

Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfreaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 10fachem
Volumen EIA-Puffer (+Proteaseinhibitoren) versetzt. AnschlieBend wurde die Probe 45
min bei 4°C unter Schwenken mit 40 pl gestopfter Lachssperma-préabrobierter Protein A
Sepharose (ssPAS, upstate) prdabsorbiert. Das vorgereinigte Lysat wurde auf 4
Reaktionsgefdfie verteilt, mit jeweils 2 pg Antikorper (DO1, ICA9, DO12 und Pab101)
versetzt und iiber Nacht bei 4°C auf dem Rolltisch inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die
Immunkomplexe fiir 1Th bei 4°C mit 30 pl ssPAS prézipitiert. AnschlieBend wurde die
ssPAS mit jeweils 1 ml folgender Puffer fiir 3-5 min bei 4°C auf dem Rolltisch gewaschen:
a) 0,1% SDS; 1% TritonX100; 2 mM EDTA; 20 mM Tris pH 8.0; 150 mM NaCl

b) wie a), nur mit 500 mM NaCl

¢) 250 mM LiCl; 1% NP40; 1% Natriumdeoxycholat; | mM EDTA; 10 mM Tris pH 8.0
d) TE pH 8.0

e) TE pH 8.0
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Zwischen den Waschschritten wurde die ssPAS durch Zentrifugation (1 min, 100g, 4°C)

sedimentiert und der Uberstand verworfen.

3.18.3 Elution der Immunkomplexe und Freisetzung der DNA

Die Elution der Immunkomplexe erfolgte durch Zugabe von 250 pul 1% SDS / 0,1 M
NaHCO; fiir 15 min bei RT. Das Eluat wurde abgenommen und der Vorgang wiederholt.
Die Eluate wurden dann vereint.

Durch Zugabe von 20 ul 5 M NaCl und Inkubation der Proben fiir 5h bei 65 °C wurde die
kovalente Bindung aufgehoben. AnschlieBend erfolgte ein proteolytischer Abbau der
Proteine durch Zugabe von 10 ul 0,5 M EDTA; 20 ul 1M Tris/HCI pH 6.5 und 5 pl
Proteinase K (5 mg/ml) und Inkubation der Proben fiir 1 h bei 45 °C.

3.18.4 Phenol/Chloroform Extraktion und DNA-Priparation

Im Anschluss daran wurde eine Phenol/Chloroform Extraktion durchgefiihrt, um Proteine
und Peptide aus dem Reaktionsansatz zu entfernen. Dazu wurden 500 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Biomol) zugeben, gevortext, zentrifugiert (2 min,
18000g, RT) und die obere, wissrige Phase abgenommen und in ein neues
Eppendorfreaktionsgefal3 iiberfiihrt. Diese Prozedur wurde nochmals wiederholt. Nachdem
der wiissrige Uberstand erneut in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt wurde, wurde 1 ul
Glycogen (20 pg/ul; Sigma) als Fallungshilfe zur Probe pipettiert und die Probe mit 1 ml
Ethanol (-20°C, reinst) versetzt. Die Prizipitation der DNA-Fragmente erfolgte bei -70°C
iiber Nacht.

Am néchsten Tag wurde die DNA durch Zentrifugation (30 min, 18000g, 4°C)
pelletiert. Das Pellet wurde mit 500 ul 70% Ethanol gewaschen und es wurde erneut
zentrifugiert. Nachdem der Ethanol abgenommen wurde, wurde das DNA-Pellet an der
Luft getrocknet.

AnschlieBend wurde die DNA in 30 pl TE-Puffer (pH 8.0) aufgenommen und wieder
gelost.

3.18.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Amplifikation spezifischer DNA-
Sequenzen

Um in dieser Probe spezifische DNA Sequenzen (z.B. p21-Promotor) nachzuweisen,
wurde eine Polymerase-Ketten-Reaktion durchgefiihrt. Dazu wurden 3 pl der DNA-Probe,
4 ul 10fach Reaktionspuffer (Eppendorf AG), 1ul 10 mM dNTPs, je 1 ul vom vorwarts-
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und riickwirtsgerichteten Primer (100 nM) fiir die spezifische Sequenz, 0,3 pl Tag-
Polymerase (Eppendorf AG) und 30 pl Wasser unter sterilen Bedingungen pipettiert.
AnschlieBend wurde die PCR in einem PCR Gerit mit folgenden Zyklen durchgefiihrt:

1) 3 min 94°C

2) 30x (50 sec 94°C; 40 sec 56°C; 40 sec 72C°)

3) 5min 72°C

Zur Kontrolle wurde eine PCR ohne DNA und eine mit genomischer Gesamt-DNA
durchgefiihrt.

3.18.6 Agarosegelelektrophorese

Nach dem Ende der PCR-Reaktion wurde der Ansatz mit 5 pl 10fach Ladepuffer fiir DNA
(2.6) versetzt und es erfolgte eine Agarosegelelektrophorese. Dabei wurden 20 ul der PCR
Produkte in die Taschen eines 1%igen Agarosegels iiberfiihrt (1 g Agarose / 100 ml TAE-
Puffer, Aufkochen, bis Agarose vollstindig geldst ist, 0,2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
zugeben, Ansatz in eine Agarosegelkammer gieBen und gelieren lassen).

Danach wurden die DNA Fragmente -elektrophoretisch entsprechend ihrer Grof3e
aufgetrennt. Die negativ geladenen DNA Fragmente wandern dabei durch das Gel zur
Anode und retardieren dabei entsprechend ihrer Grofe im Agarosegel. Der DNA
Interkalator Ethidiumbromid aus dem Agarosegel befindet sich nach der Elektrophorese
zwischen den komplementiren DNA-Stringen und konnte durch Bestrahlung des Geles
mit UV-Licht (450nm) sichtbar gemacht werden, wodurch der Nachweis der PCR-
Produkte erfolgte.

3.19 Comet-Analyse

Die Comet-Analyse ist eine Einzelzell-gelelektrophoretische Anwendung zur Bestimmung
des Gehalts von Einzelstrang- (ssDNA) und Doppelstrang- (dsDNA) Briichen in einzelnen
Zellen. Die Anwendung kann unter neutralen Elektrophoresebedingungen durchgefiihrt
werden, wobei nur dsDNA-Briiche nachgewiesen werden konnen, oder unter alkalischen
Elektrophoresebedingungen, wobei zusétzlich zu den dsDNA- auch ssDNA-Fragmente
nachgewiesen werden konnen.

Auf einen Objekttriger, der auf einer Seite aufgerauht ist, wurden 100 pl 1%ige Agarose
Typ2 (Sigma) / 0,5fach PBS (50°C) mit einem Plastikspatel auf die aufgerauhte Seite
gleichmdfBig aufgetragen. AnschlieBend wurde der Objekttrager mit der glatten Seite auf

eine 4°C-kalte Aluminiumplatte gelegt und die Agarose trocknen gelassen. Die so
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praparierten Objekttrager konnten trocken bei RT mehrere Monate bis zur Verwendung
aufbewahrt werden. Auf die erste Agaroseschicht wurde eine zweite Agaroseschicht
aufgetragen. Dazu wurden 400 pl 1%ige Agarose Typ2 / 1fach PBS (50°C) auf den
vorgewiarmten Objekttrager (ca.30°C) direkt auf die erste Schicht pipettiert und
anschlieBend wurde ein Deckglas auf den Agarosetropfen gelegt, so dass sich die Agarose
unter dem Deckglas gleichmiBig verteilte. Der Einschluss von Luftblasen wurde
vermieden. AnschlieBend wurde der Objekttriger sofort auf eine 4°C kalte
Aluminiumplatte gelegt, so dass die Agarose innerhalb von 10 min gelierte. Die so
préaparierten Objekttriger konnten in einer ,,feuchten Kammer* bis zur Verwendung 3 Tage
bei 4°C aufbewahrt werden.

5x10° Ethanol-fixierte Zellen (3.5.3) wurden durch Zentrifugation (5 min, 300g,
4°C) sedimentiert und der Ethanol abgenommen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS (+1%
EDTA pH 8.0) resuspendiert und 5 min auf Eis stehen gelassen, damit die Zellen
rehydrieren konnten.

100ul dieser Zellsuspension wurden zu 400 ul 1%iger Agarose Typ7 / Wasser
(40°C) pipettiert, so dass eine Agarosekonzentration von 0,8% resultierte. Das Deckglas
wurde von der zweiten Agaroseschicht auf dem Objekttriger abgezogen und der
Objekttrager vorgewédrmt. Auf die zweite Agaroseschicht wurden dann 100 pl der
Agarose-Zell-Suspension pipettiert und ein neues Deckglas unter Vermeidung des
Einschlusses von Luftblasen aufgelegt, so dass sich die Agarose gleichmidfig unter dem
Deckglas verteilte. AnschlieBend wurde der Objekttriger 10 min auf eine 4°C kalte
Aluminiumplatte gelegt, so dass die dritte Agaroseschicht gelierte. Danach wurde das
Deckglas entfernt. Zur Lyse der Zellen wurden die Objekttriager fiir 30 Minuten in 4°C
kalten TICE-Lysispuffer gelegt. AnschlieBend wurden die Objekttrager fiir 15 min im
Dunkeln in 330 mM NaOH / ImM EDTA (4°C) gelegt, um storende ssDNA/dsDNA-
Sekundarstrukturen aufzulosen. Fiir die Elektrophorse wurden die Objekttridger in eine
Elektrophoresekammer gelegt. Es wurde im Dunkeln mit 1V/cm entweder fiir 5-15 min
eine neutrale Elektrophorese mit TBE als Laufpuffer oder mit 1V/cm fiir 15-30 min eine
alkalische Elektrophorese mit 330 mM NaOH / 1 mM EDTA als Laufpuffer durchgefiihrt.
Wihrend der Elektrophorese wandern die ssDNA- oder dsDNA-Fragmente aus dem
lysierten Zellkern heraus ins Gel und werden ihrer GroBle nach aufgetrennt. Kompakte
(ungeschidigte) DNA ist zu grof3, um unter diesen Bedingungen im Gel zu wandern, so
dass sich nach Anfirben der DNA eine Verteilung im Agarosegel ergibt, die einem

Kometen dhnelt, was dieser Methode den Namen gab.
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Nach der alkalischen Elektrophorese war eine Neutralisierung der Proben mit 400 mM
Tris-HCI pH 7.5 (15 min, 4°C, dunkel) notwendig. Auf die abgetropften Objekttriger
wurden 30 ul SYBR®-Green II-Losung (1:1 mit Antifade DABCO) direkt auf die dritte
Agaroseschicht pipettiert und es wurde ein Deckglas auf die Féarbelosung gelegt. Danach
konnten die Proben mit einem Fluoreszenzmikroskop und dem Computerprogramm
VisComet 4.0 (Impuls Bildanalyse GmbH) ausgewertet werden. Dadurch wurde das
relative ,,Olive-Tail-Moment* der einzelnen Zellen bestimmt, welches ein lineares Mal fiir
das Verhiltnis der DNA im ,,Kometenschweif* zur DNA im Zellkern und damit ein Maf3
fiir den DNA-Schaden der untersuchten Zellen darstellt.

TICE-Lysispuffer: 1% Natrium-N-Lauryl-Sarcosinat; 10 mM Tris pH 10; 100 mM EDTA
pH 10; 2,4 M NaCl; frisch dazu geben: 10 % DMSO + 1% TritonX100

Antifade DABCO: 223 mg DABCO + 0,8 ml H,O; 16sen lassen; + 0,2 ml 1M Tris/HCI
pH 8.0 + 9 ml Glycerol
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4 Ergebnisse

In asynchron wachsenden wtp53-exprimierenden Zellen wurde nach UV-Bestrahlung eine
Attenuation der S-Phase festgestellt. Diese Beobachtung konnte jedoch in mutp53-
exprimierenden Zellen nicht gemacht werden [D. Speidel, Diplomarbeit, 2000, Wolter,
Dissertation 2001]. Um diesen vom p53-Status abhidngigen, S-Phasen spezifischen Effekt
besser untersuchen zu kénnen, wurden wtp53-Zellen (CV1) und mutp53-Zellen (LLC-
MK?2) durch Isoleucinentzug in der GO/G1-Phase des Zellzyklusses synchronisiert (3.3).
Zur detaillierten Untersuchung der Auswirkung des DNA-Schadens auf die S-Phasen-
progression, wurden die Zellen nach dem Aufheben des Zellzyklusblockes durch Zugabe
von Normalmedium am G1/S-Ubergang mit 10 J/m?> UV-Licht bestrahlt (UV) bzw. nicht
bestrahlt (mock). In regelméfBigen Abstinden wurden von den weiter kultivierten Zellen
Aliquotes entnommen, die entweder als Zellsediment bei -80°C eingefroren oder mit

Ethanol fixiert und bei -20°C aufbewahrt wurden (3.5.3).

4.1 Die Progression durch den Zellzyklus von wt- und mutp53-Zellen nach UV-
Bestrahlung am G1/S-Ubergang

Um den Zellzyklusverlauf der durch Isoleucinentzug in GO/G1 synchronisierten und am
G1/S-Ubergang (3.3) mit 10 J/m* UV-Licht bestrahlten wtp53- und mutp53-Zellen zu
ermitteln, wurde eine Durchflusszytometrie-Analyse (FACS) der Ethanol fixierten,
Propidiumjodid-geférbten Zellen durchgefiihrt (3.17).

Nach dem G1/S-Ubergang durchliefen die unbestrahlten wtp53-Zellen (CV1)
innerhalb von acht Stunden die S-Phase. Nach einem vierstiindigen Aufenthalt in der G2-
Phase erfolgte zwolf Stunden nach dem G1/S-Ubergang die Progression in die Mitose
(Abb. la, obere Zeile). Nach UV-Bestrahlung am G1/S-Ubergang blieben die wtp53-
exprimierenden Zellen fiir ca. zwei Stunden in der frithen S-Phase und progressierten dann
verlangsamt durch die replikative Zellzyklusphase. Im Gegensatz zu mock behandelten
Zellen bendtigten die UV-bestrahlten Zellen vier Stunden lidnger, um die S-Phase zu
durchlaufen. Somit erfolgte nach UV-Bestrahlung eine Attenuation der S-Phase, die durch
eine Akkumulation der Zellen in dieser Zellzyklusphase zwischen acht und zwolf Stunden
nach Bestrahlung sichtbar wurde (Abb. 1la, untere Zeile). Nach zwolf Stunden
progressierten die UV-bestrahlten Zellen in die G2-Phase und beendeten 16 Stunden nach
dem G1/S-Ubergang diese Zellzyklusphase durch den Eintritt in die Mitose. Aus der
FACS-Analyse geht hervor, dass sich durch Bestrahlung der wtp53-exprimierenden CV1-



Ergebnisse 50

Zellen am G1/S-Ubergang das Ende der S-Phase insgesamt um vier Stunden verzogerte,
wohingegen die G2-Phase in ihrer Dauer nicht beeinflusst wurde (Abb 1a).
Synchronisierte, unbestrahlte mutp53-Zellen (LLC-MK2) zeigten einen &hnlichen
Zellzyklusverlauf wie gleichbehandelte wtp53-Zellen (CV1). Die S-Phase wurde acht
Stunden nach dem G1/S-Ubergang beendet, nach einer zweistiindigen G2-Phase
progressierten die Zellen in die Mitose (Abb. 1b, obere Zeile). Im Gegensatz zu wtp53-
Zellen erfolgte nach UV-Bestrahlung keine Akkumulation der mutp53-Zellen in der S-
Phase. Die DNA-geschddigten mutp53-Zellen beendeten wie die unbestrahlten Zellen acht
Stunden nach G1/S die S-Phase und progressierten in die G2-Phase. Jedoch arretierten
bestrahlte mutp53-Zellen in der G2-Phase, bis sie 14 Stunden nach G1/S schlieB8lich in die
Mitose eintraten (Abb. 1b, untere Zeile). Wie die FACS-Analyse von bestrahlten mutp53-
Zellen zeigt war die Dauer der S-Phase zwar unverindert, jedoch verlidngerte sich die G2-

Phase um vier Stunden (Abb. 1b).

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass wtp53- und mutp53-Zellen nach UV-
Bestrahlung am G1/S-Ubergang unterschiedlich reagieren. Wihrend sich in wtp53-Zellen
(CV1) ausschlieBlich die replikative S-Phase um vier Stunden verlédngerte (attenuierte S-
Phase), arretierten mutp53-Zellen (LLC-MK2) lediglich fiir sechs Stunden in der G2-Phase
(reversibler G2-Arrest).
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4.2 Die Cdk Aktivititen von wt- und mutp53-Zellen nach UV-Bestrahlung am G1/S-
Ubergang

Der Zellzyklusverlauf wird durch die Zyklin-abhingigen Kinase (Cdk) Aktivititen
reguliert. Deshalb wurde untersucht, ob die verdnderte Zellzyklusphasenverteilung der
UV-bestrahlten wtp53- und mutp53-Zellen am G1/S-Ubergang mit einer Verinderung der
Cdk Aktivititen korrelierte. Zur Uberpriifung wurden die Aktivititen der Cdks zu
definierten Zeitpunkten nach UV-Bestrahlung (10 J/m”*) am G1/S-Ubergang mittels
»target-bound““-Histon-Kinaseaktivitétstest (3.12.1) bestimmt. Im Kontrollexperiment
wurden unbestrahlte Zellen verwendet.

In unbestrahlten wtp53-Zellen (CV1) war ein kontinuierlicher Anstieg der Zyklin
E-Cdk2 Aktivitit bis sechs Stunden nach dem G1/S-Ubergang zu beobachten. Diese
Kinaseaktivitit ist notwendig, um die Zellen aus der G1- in die S-Phase progressieren zu
lassen. Die Zyklin A-Cdk2/1-Aktivitit stieg in unbestrahlten wtp53-Zellen bis zwolf
Stunden nach G1/S kontinuierlich an, wovon die ersten acht Stunden der S-Phasen
spezifischen Zyklin A-Cdk2-Aktivitdt und die letzten vier Stunden der in G2 arbeitenden
Zyklin A-Cdkl Aktivitit entsprachen. Die Zyklin B-Cdkl-Aktivitit, auch Mitose-
induzierender Faktor (MPF) genannt, stieg in unbestrahlten wtp53-Zellen zwischen acht
und zehn Stunden nach G1/S an und erreichte zwolf Stunden nach G1/S thr Maximum
(Abb. 2a, oben). Unmittelbar nach Bestrahlung der wtp53-Zellen am G1/S-Ubergang
wurde ein zweistiindiger Einbruch der Zyklin E-Cdk2-Aktivitit und anschlieend ein
erneuter, schneller Anstieg dieser Kinaseaktivitit bis sechs Stunden nach DNA-
Schiadigung beobachtet (Abb. 2, oben links). Die fiir das Voranschreiten der S-Phase
essenzielle Zyklin A-Cdk2-Aktivitit blieb wihrend der beobachteten S-Phasen Attenuation
auf niedrigem Niveau und stieg erst am Ende der attenuierten S-Phase an (Abb. 2, oben
mitte). Die Aktivierung der Zyklin B-Cdk1-Aktivitit verzogerte sich in UV-bestrahlten
wtp53-Zellen um vier Stunden und erreichte ithr Maximum 16 Stunden nach dem G1/S-
Ubergang (Abb. 2, oben rechts).

In unbestrahlten mutp53-Zellen (LLC-MK2) wurde ein kontinuierlicher Anstieg der
Zyklin E-Cdk2-Aktivitit bis vier Stunden nach dem G1/S-Ubergang beobachtet. Die
Zyklin A-Cdk2/1 Aktivitat stieg bis zehn Stunden nach G1/S an und erreichte dann ihr
Maximum. Ein Zyklin B-Cdk1-Aktivitdtsmaximum konnte in unbestrahlten LLC-MK2-
Zellen zehn Stunden nach G1/S beobachtet werden (Abb. 2, unten). Nach UV-Bestrahlung
der LLC-MK2-Zellen am G1/S-Ubergang erfolgte ebenfalls ein zweistiindiger Einbruch
der Zyklin E-Cdk2-Aktivitdt, gefolgt von einem Anstieg dieser Aktivitét bis sechs Stunden
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nach DNA-Schéadigung (Abb. 2, unten links). Die Zyklin A-Cdk2/1-Aktivitit verdnderte
sich in bestrahlten mutp53-Zellen nur wenig und zeigte im Prinzip einen &hnlichen Verlauf
wie in den mock behandelten mutp53-Zellen (Abb. 2, unten mitte). Jedoch erfolgte in UV-
bestrahlten mutp53-Zellen eine vierstiindige Verzogerung der Zyklin B-Cdk1 Aktivierung,
die ihr Maximum erst 14 Stunden nach Eintritt in die S-Phase erreichte (Abb. 2, unten

rechts).
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Abb. 2 »Target-bound“-Histonkinaseaktivitaten von Zyklin-Cdk-Komplexen Die Zellen wurden

am G1/S-Ubergang synchronisiert, mit 10 J/m2? UV-Licht bestrahlt und weiter kultiviert. Als
Kontrolle (mock) wurden synchronisierte und unbestrahlte Zellen kultiviert. Zu den angegebenen Zeiten
wurden die Zellen geerntet (3.5.3), lysiert (3.7) und die Zykline E (#HE67, Pharmingen), A (C160) und B
(#GNS-1, Pharmingen) mit den assoziierten Kinasen immunprazipitiert (3.11). Anschliefend wurde die
Kinaseaktivitat der koimmunprazipitierten Kinasen durch einen ,target-bound“-Histonkinaseaktivitatstest
bestimmt (3.12.2). Dargestellt sind relative, auf den Null-Stundenwert bezogene Aktivitdten. Nach UV-
Bestrahlung konnte unabhangig vom p53-Status der Zellen eine kurzzeitige Inhibition der Zyklin E-
assoziierten Kinaseaktivitat beobachtet werden. Wahrend sich die Zyklin A-assoziierte Kinaseaktivitat in
den bestrahlten LLC-MK2-Zellen gegeniiber der mock-Kontrolle kaum veranderte, blieb die Zyklin A-
assoziierte Kinaseaktivitat in den CV1-Zellen wahrend der attenuierten S-Phase niedrig und stieg erst
gegen Ende dieses Zellzyklusabschnittes und in der G2-Phase wieder an. Nach UV-Bestrahlung erfolgte
unabhangig vom p53-Status der Zellen ein gegenlber unbestrahlten Zellen vierstiindig verspateter
Anstieg der Zyklin B-assoziierten Kinaseaktivitat.
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Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl in wtp53- als auch in mutp53-Zellen unmittelbar nach
DNA-Schidigung eine zweistiindige Inhibition der Zyklin E-Cdk2-Aktivitit erfolgte.
Wiéhrend in bestrahlten wtp53-Zellen die reduzierte Zyklin A-Cdk2-Aktivitit
wahrscheinlich fiir die Attenuation der S-Phase verantwortlich war, fiihrte die verzogerte

Aktivierung des MPF in bestrahlten mutp53-Zellen zum reversiblen G2-Arrest.

4.3 Der Mechanismus der Cdk-Dysregulationen in bestrahlten wt- und mutp53-Zellen
Es wurde nach den Ursachen der in beiden Zelllinien beobachteten Dysregulation der Cdk-
Aktivititen nach Bestrahlung gesucht. Die Zyklin abhdngigen Kinase-Aktivitidten konnen
einerseits durch die Expression der Zykline sowie durch posttranslationale Modifikationen
der Cdk-Untereinheiten und andererseits durch die Komplexbildung mit Cdk-Inhibitoren
reguliert werden [Obaya und Sedivy, 2002].

4.3.1 Expression der Zyklin-Cdk Komplexe
Mittels Westernblot-Analyse (3.15.3) wurde die Menge von verschiedenen Zyklinen und
der Cdk2 wihrend des beobachteten Zeitraums in unbestrahlten und bestrahlten CV1- bzw.
LLC-MK2-Zellen dargestellt. In bestrahlten wtp53-Zellen (CV1) konnte gegeniiber
unbestrahlten Zellen nicht nur eine ldnger andauernde Expression der Zykline E, A und B
sondern auch eine verstirkte Expression der Zykline A und B festgestellt werden. Der
Bindungspartner der Zykline E und A, die Cdk2, wurde in UV-bestrahlten wtp53-Zellen
ebenfalls stirker exprimiert, dagegen wurde die Expression der G2-Phasen spezifischen
Cdk1 nicht beeinflusst (Abb. 3, oberer Abschnitt; Daten nicht gezeigt).

In bestrahlten mutp53-Zellen konnte ebenfalls im Vergleich zu den unbestrahlten
Zellen eine ldnger andauernde Expression der Zykline E, A und B sowie eine verstérkte
Expression der Zykline A und B detektiert werden. Allerdings waren diese Effekte weniger
stark ausgeprégt als in bestrahlten wtp53-Zellen. Wie in bestrahlten wtp53-Zellen wurde
die Cdk2 stirker exprimiert, wihrend die Proteinmenge an Cdkl unveréndert blieb (Abb.
4, oberer Abschnitt; Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die beobachteten Inhibitionen der untersuchten Cdk-
Aktivitdten nach UV-Bestrahlung nicht durch eine verringerte Expression der Zykline und

Cdks bedingt war.
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Abb. 3 Expression verschiedener Zellzyklus-regulierender Proteine in CV1-Zellen

Synchronisierte CV1-Zellen wurden am G1-S-Ubergang mit 10 J/m2 UV-Licht bestrahlt und
anschlielend weiter kultiviert. Zur Kontrolle (mock) wurden unbestrahlte, synchrone Zellen kultiviert. Zu
den angegeben Zeiten wurden die Zellen geerntet (3.5.3) und lysiert (3.7). Nach Inkubation der Lysate mit
SDS-Laemmli-Puffer bei 95°C wurden 80 pg Gesamtzellprotein (3.8.1) durch eine 10% SDS-
Gelelektrophorese (3.14) aufgetrennt und es wurde eine Westernblotanalyse gegen die bezeichneten
Proteine durchgefuhrt (3.15.3). Dabei war zu sehen, dass die Zykline A (#C-20, Santy Cruz), E (#HE12,
Pharmingen) und B (#GNS-1, Pharmingen) nach UV-Bestrahlung nicht abgebaut wurden, aber im
Vergleich zu unbestrahlten Zellen langer exprimiert wurden. Die Zykline A und B wurden nach UV-
Bestrahlung gegenliber den unbestrahlten Zellen sogar verstarkt exprimiert. Cdk2 (#06-505, Upstate)
wurde nach Bestrahlung ebenfalls nicht abgebaut, sondern verstarkt exprimiert. Nach einer 13% SDS-
PAGE (3.14) und durch eine Westernblotanalyse (3.15.3) konnte festgestellt werden, dass direkt nach UV-
Bestrahlung von wtp53-Zellen die Phosphatase Cdc25A (#sc7389, Santa Cruz) abgebaut wurde, jedoch
nach 2 Stunden wieder exprimiert wurde. Wahrend p21 (#sc756, Santa Cruz) in synchronen,
unbestrahlten Zellen langsam abgebaut wurde, erfolgte direkt nach UV-Bestrahlung ein sehr schneller
p21-Abbau. AnschlieRend wurde p21 sehr stark exprimiert. p53 (DO-1) blieb in unbestrahlten Zellen
konstant exprimiert, nach UV-Bestrahlung akkumulierte neben p53 auch die alternativ gespleisste Isoform
Ap53.
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Abb. 4 Expression verschiedener Zellzyklus-regulierender Proteine in LLC-MK2-Zellen

Synchronisierte LLC-MK2-Zellen wurden am G1-S-Ubergang mit 10 J/m2 UV-Licht bestrahlt und
anschlieend weiter kultiviert. Zur Kontrolle (mock) wurden unbestrahlte, synchrone Zellen kultiviert. Zu den
angegeben Zeiten wurden die Zellen geerntet (3.5.3) und lysiert (3.7). Nach Inkubation der Lysate mit SDS-
Laemmli-Puffer bei 95°C wurden 80 pg Gesamtzellprotein (3.8.1) durch eine 10% SDS-Gelelektrophorese
(3.14) aufgetrennt und es wurde eine Westernblotanalyse gegen die bezeichneten Proteine durchgefihrt
(3.15.3). Dabei war zu sehen, dass die Zykline A (#C-20, Santy Cruz), E (#HE12, Pharmingen) und B (#GNS-
1, Pharmingen) nach UV-Bestrahlung nicht abgebaut wurden, aber im Vergleich zu unbestrahlten Zellen
langer exprimiert wurden. Cdk2 (#06-505, Upstate) wurde nach Bestrahlung ebenfalls nicht abgebaut,
sondern verstarkt exprimiert. Nach einer 13% SDS-PAGE (3.14) und durch eine Westernblotanalyse (3.15.3)
konnte festgestellt werden, dass direkt nach UV-Bestrahlung die Phosphatase Cdc25A (#sc7389, Santa Cruz)
abgebaut wurde, jedoch nach 2 Stunden wieder exprimiert wurde. Der Cdk-Inhibitor p21 (#sc756, Santa
Cruz) konnte sowohl in unbestrahlten als auch in bestrahlten LLC-MK2-Zellen kaum nachgewiesen werden.
p53 (DO-1) blieb sowohl in unbestrahlten als auch in bestrahlten Zellen konstant, es konnte lediglich eine
Akkumulation von der Isoform mutAp53 nach dem Ubergang in die M-Phase sowohl ohne als auch nach UV-
Bestrahlung beobachtet werden.
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4.3.2 Posttranslationale Modifikation der Cdk-Untereinheit

Nachdem in UV-bestrahlten wtp53- und mutp53-Zellen die Expression von Zyklin E-Cdk2
nicht beeintrachtigt war wurde vermutet, dass die Aktivierung der Kinaseuntereinheit Cdk2
durch die Phosphatase Cdc25A nicht erfolgte. DNA Schidden aktivieren die ATM/ATR-
Kaskade, die final zur Phosphorylierung und somit zur Degradation der Cdk2-
aktivierenden Phosphatase Cdc25A fiihrt [Bartek und Lukas, 2001]. Tatsidchlich wurde
sowohl in wtp53- als auch in mutp53-Zellen unmittelbar nach UV-Bestrahlung am G1/S-
Ubergang eine Degradation von Cdc25A festgestellt, wodurch die Inaktivierung von
Zyklin E-Cdk2 zu erkliren war. Vier Stunden nach Bestrahlung wurde die Cdk2-
aktivierende Phosphatase wieder exprimiert (Abb. 3 + 4, unterer Abschnitt) und korrelierte
mit der Aktivierung von Zyklin E-Cdk2 (Abb. 2).

Im néchsten Schritt wurde untersucht, inwieweit posttranslationale Modifikation des
Zyklin B-Cdk1l Komplexes flir dessen verzogerte Aktivierung verantwortlich war. Durch
Phosphorylierung des Tyrosinrestes 15 der Cdk1 wird die enzymatische Aktivitidt des MPF
inhibiert [Ohi und Gould, 1999]. Um diese Moglichkeit zu iiberpriifen, wurde aus
unbestrahlten und bestrahlten wtp53- (CV1) und mutp53-Zellen (LLC-MK2) Zyklin B
immunprézipitiert und durch Westernblot-Analyse koimmunprézipitierte, Tyrosin-15
phosphorylierte Cdk1l nachgewiesen (3.11, 3.15.3). In unbestrahlten wtp53-Zellen konnte
ein positives Signal bis zwdlf Stunden nach G1/S detektiert werden, das in bestrahlten
wtp53-Zellen fiir weitere vier Stunden beobachtet wurde. In unbestrahlten mutp53-Zellen
wurde koimmunprazipitierte, Tyrosin-15 phosphorylierte Cdk1 bis 14 Stunden nach G1/S
nachgewiesen, wihrend nach UV-Bestrahlung dieses Signal fiir weitere fiinf Stunden
detektiert werden konnte (Abb. 5). Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, dass in
bestrahlten wtp53- und mutp53-Zellen die Aktivierung des MPF aufgrund einer ldnger

andauernden Phosphorylierung des Tyrosinrestes 15 der Cdk1 verzégert wurde.
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Abb. 5 Zyklin B-immunprazipitation aus CV1 und LLC-MK2 G1/S-synchronisierte und mit

10 J/m2 UV-Licht bestrahlte bzw. unbestrahlte CV1- und LLC-MK2-Zellen wurden zu den
angegebenen Zeiten geerntet (3.5.3), lysiert (3.7) und es wurde eine Immunprazipitation (3.11) von
Zyklin B (#GNS-1, Pharmingen) durchgefiihrt. AnschlieRend wurde eine Westernblotanalyse gegen
Tyrosin 15-phosphorylierte Cdk1 (#219440, Calbiochem) durchgefiihrt. Somit konnte festgestellt
werden, dass diese inhibitorische Phosphorylierung wahrend der S-Phase und der G2-Phase von
unbestrahlten Zellen kontinuierlich zunahm, am Ubergang zur M-Phase jedoch verschwand. Nach
UV-Bestrahlung der Zellen konnte unabhangig vom p53-Status eine langer andauernde Tyrosin 15-
Phosphorylierung beobachtet werden. Der Zeitraum der langer anhaltenden Cdk1-Phosphorylierung
korrelierte mit der in beiden Zelllinien spater eingeleiteten Mitose.
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4.3.3 Die Inhibition der Cdks durch Komplexbildung mit Cdk-Inhibitoren

In bestrahlten wtp53-Zellen konnte zwar die kurzzeitige Inhibierung der Zyklin E-Cdk2-
Aktivitdit durch den tempordren Abbau der Cdc25A unmittelbar nach erfolgter DNA
Schidigung am G1/S-Ubergang erklirt werden, nicht aber die langanhaltende Reduktion
der Zyklin A-Cdk2 Aktivitit. Als moglich Ursache fiir die Reduktion der Zyklin A-Cdk2-
Aktivitdt kdme eine Komplexbildung mit dem Cdk-Inhibitor p21 in Frage [Poon et al.,
1996; Adkins und Lumb, 2000]. Im Gegensatz zu mutp53-Zellen erfolgte in wtp53-Zellen
nach UV-Bestrahlung ein kurzzeitiger Abbau und anschliefend ein starker Anstieg des
Cdk-Inhibitors p21 (Abb. 3 + 4). Der Nachweis einer Komplexbildung von Zyklin A-Cdk2
mit p21 in bestrahlten wtp53-Zellen erfolgte durch Koimmunprézipitation von Zyklin A
mit p21 (3.11). Tatsdchlich konnte zwei bis 20 Stunden nach Bestrahlung am G1/S-
Ubergang eine Komplexbildung zwischen Zyklin A und p21 nachgewiesen werden (Abb.
6). Deshalb ist anzunehmen, dass in bestrahlten wtp53-Zellen die Zyklin A-Cdk2-Aktivitét
durch die Interaktion mit dem Cdk-Inhibitor p21 reduziert wurde.

Cvl1 5 .
0 2 4 6 8 10 12 16 20 =3 Stunden nach G1/S-Uber-
gang + UV
VA T S —— e u—— e—
Zyklin A AR p—

Abb. 6 Immunprizipitation von p21 aus CV1-Zellen Die Zellen wurden am G1/S-Ubergang

synchroniert, mit 10 J/m2 UV-Licht bestrahlt und zu den angegebenen Zeiten geerntet (3.5.3). Nach
der Zelllyse (3.7) wurde mit 500 pyg Gesamtzellprotein (3.8.1) eine Immunprazipitation (3.11) von p21
(#sc756, Santa Cruz) durchgefiihrt. Nach 13% SDS-PAGE (3.14) und Westernblotanalyse (3.15.3) gegen
Zyklin A (#C-20, Santa Cruz) und p21(#sc756, Santa Cruz) konnte eine Komplexbildung zwischen Zyklin A
und dem Kinase-Inhibitor p21 zwischen 2 und 20 Stunden nach der UV-Bestrahlung festgestellt werden.
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4.4 Die Ap53-abhingige Transaktivierung von p21 in bestrahlten wtAp53-Zellen

Nach UV-Bestrahlung von wtp53-Zellen am G1/S-Ubergang wurde durch Westernblot-
Analyse eine Akkumulation von p53 und der alternativ gespleissten Isoform Ap53 [Rohaly
et al., 2003] festgestellt (Abb. 3). In mutp53-Zellen wurden beide p53-Isoformen
unabhingig von genotoxischem Stress stark exprimiert (Abb. 4). Im Gegensatz zu mutp53-
Zellen wurde in bestrahlten S-Phase wtp53-Zellen eine Akkumulation des p53-
induzierbaren Faktors p21 detektiert (Abb. 3, 4). Nachdem jedoch gezeigt wurde, dass
wiéhrend eines Replikationsblocks p53 transkriptionell inaktiv ist [Gottifredi et al., 2001],
stellte sich die Frage, ob eventuell Ap53 fiir die Akkumulation von p21 wihrend der
attenuierten S-Phase (Abb. 1a) verantwortlich war. Zur Untersuchung dieser Fragestellung
wurden mutp53-exprimierende SW480-Zellen benutzt. SW480-Zellen enthalten ein p53-
Gen, das im Codon 273 und 309 eine Mutation trigt und mit der 273-Mutation eine der
hiufigsten p53-Mutationen représentiert, die in humanen Tumoren gefunden wurde. Die
Mutation im Codon 273 fiihrt zum Verlust der spezifischen DNA-Bindungsaktivitdt von
p53 [El-Deiry, 1998]. Da sich das Codon 273 und 309 innerhalb der Spleissregion von p53
befindet, werden durch den Spleissvorgang die inaktivierenden Mutationen entfernt und
wtAp53 generiert. Tatsichlich wurde in SW480-Zellen, die am G1/S-Ubergang mit UV-
Licht bestrahlt wurden, eine Akkumulation von p21 detektiert (Daten nicht gezeigt). Somit
scheint wtAp53 fiir die Akkumulation von p21 verantwortlich zu sein.

Im néchsten Schritt erfolgte eine genauere Untersuchung der ApS53-abhingigen
Transaktivierung von p21 in wtp53 Zellen, die am G1/S-Ubergang mit UV-Licht bestrahlt
wurden. Dazu wurde eine Chromatinimmunprézipitation (ChIP) mit verschiedenen anti-
p53-Antikorpern durchgefiihrt (3.18). Nach UV-Bestrahlung wurden kovalent gekoppelte
DNA-p53-Komplexe mit dem N-terminal-spezifischen Antikérper DO-1 und dem C-
terminal-spezifischen Antikorper ICA9 immunprézipitiert, um p53 und Ap53 zu erhalten.
Die Erkennungsstelle des Antikdrpers DO-12 liegt in der Region von p53, die durch den
Spleissvorgang bei Ap53 entfernt wurde. Somit konnte mit dem Antikdrper DO-12 nur
»volle Lange™ p53 immunprézipitiert werden (Abb. 7, oben links). Des weiteren konnte
durch dieses Experiment gezeigt werden, dass p53 und Ap53 keine Hetero-Oligomere
bilden konnen. Die Anwesenheit von koimmunprizipitierter Promotor-DNA wurde durch
PCR-Amplifikation analysiert. Durch die ChIP-Analyse von UV-bestrahlten wtp53-Zellen
mit den N- und C-terminal spezifischen p53-Antikdrpern konnte eine p2i-
Promoterbindung durch p53 nachgewiesen werden. Weiterhin konnte durch die ChIP-

Analyse mit dem Antikorper DO-12 gezeigt werden, dass wihrend der geschiadigten S-
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Phase ,,volle Lange™ p53 nicht an den p2/-Promoter bindet (Abb. 7, oben rechts). Da Ap53
und p53 keine Komplexe bilden konnen und ,volle Lange* p53 keine p2i-
Promotorbindung zeigte, scheint wtAp53 tatsdchlich fiir die Transaktivierung von p21
wiahrend der S-Phasen Attenuation in wtApS53-exprimierenden Zellen verantwortlich zu
sein. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass nach Bestrahlung mit 10 J/m? UV-Licht
die proapoptotischen Gene bax und PIG3 weder durch wtp53 noch durch wtApS53
transaktiviert wurden (Abb. 7 unten). Diese Befunde bestitigen, dass wtAp53 iiber
differentielle Transaktivierungseigenschaften verfiigt [Rohaly et al., 2003].

CVl
unbestrahlt, 10 J/m2 UV am G1/S,
CV1:10 J/m? UV am G1/S, 5h nach G1/S geerntet 5h nach G1/S geerntet
5h nach UV geerntet,
Immunpriizipitation mit: ;<ZC <ZC
= A = A
-8 g S 95 & 8 93 % B
& A & <
— —— <4053 - - - - 4—p2l-
— — <—Ap53 Promotor|
unbestrahlt, 10 J/m2 UV am unbestrahilt, 10 J/m? UV am
5h nach G1/S  G1/S, 5h nach G1/S 5h nach G1/S  G1/S, 5h nach G1/S
geerntet geerntet geerntet geerntet
<
_ Z _ z
- o S. 8 2 g 8 = o S =
N m T ° 28 o P m 7T e S}
© 95 S 052 25 o 9o X © 052 2§
A AYdE R AYLE IS A AYE R RARYLE LS
w= €¢— Bax- - <4— Pig3-
Promotor Promotor

Abb. 7 ChIP-Analyse von CV1 mock und 10 J/m2 UV Die Zellen wurden am G1/S-Ubergang bestrahlt
und weiter kultiviert. Zur Kontrolle wurden unbestrahlte, synchrone Zellen kultiviert. Fiinf Stunden
nach Bestrahlung wurden die Zellen geerntet (3.5.3), lysiert (3.7) und es wurde eine
Chromatinimmunprazipitation (ChIP) durchgefihrt (3.18). Parallel dazu wurde eine normale
Immunprazipitation (3.11) mit den im ChIP verwendeten p53 spezifischen monoklonalen Antikérpern
durchgefuhrt. In der anschlieRenden Westernblotanalyse (3.15.3) konnte gezeigt werden, dass die
Antikdrper DO-1 und ICA9 beide Formen, p53 sowie die verkirzte Isoform Ap53 immunprazipitieren. Dem
gegeniliber erkennt der Antikorper DO-12 nur p53, da die Erkennungsstelle fir diesen Antikdrper in der
Region von p53 liegt, die durch den Spleissvorgang in Ap53 entfernt wird. In der Kontrollimmunprazipitation
mit dem nicht-p53-spezifischen Antikorper pAB-101 konnte kein prazipitiertes p53 nachgewiesen werden.
Im ChIP konnte gezeigt werden, dass 5 h nach UV-Bestrahlung Sequenzen des p21 Promotors nur mit den
Antikdrpern DO-1 und ICA9 prazipitiert wurden. Sequenzen der Promotoren flir die proapoptotischen Gene

Bax und Pig3 wurden 5 h nach Bestrahlung der Zellen mit 10 J/m2 UV-Licht nicht durch p53 spezifische
Antikorper prazipitiert.
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4.5 Die S-Phasen Attenuation ist ApS3 abhéingig

Es konnte gezeigt werden, dass in bestrahlten S-Phase-wtp53-Zellen ausschlieBlich
wtAp53 die Expression des Cdk-Inhibitors p21 transaktivierte, welcher die Zyklin A-Cdk2-
Aktivitdt inhibierte. Dadurch fehlte die S-Phasen vorantreibende Kinaseaktivitit, was
vermutlich zu einer Attenuation der S-Phase fiihrte. Nachdem mutp53-SW480-Zellen
inaktives ,,volle Lange* p53 aber funktionelles Ap53 exprimieren, kann mit dieser Zelllinie
eine definitive Aussage gemacht werden, inwieweit der schadensinduzierte Ap53-p21-
Zyklin A-Cdk2-Reaktionsweg tatsdchlich fiir die Attenuation der S-Phase verantwortlich
ist.

SW480-Zellen wurden durch Isoleucin-Entzug synchronisiert und am G1/S-
Ubergang mit 10 J/m? UV-Licht bestrahlt und weiter kultiviert. Uber einen Zeitraum von
20 Stunden nach UV-Bestrahlung wurden Proben von bestrahlten und zur Kontrolle von
unbestrahlten Zellen genommen. Durch die Analyse der Zellzyklusphasenverteilungen
mittels Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass sich SW480-Zellen nach
Bestrahlung ebenso wie bestrahlte wtp53-Zellen (vgl. Abb. la, untere Zeile) bis zwolf
Stunden nach G1/S + UV in der replikativen S-Phase befanden (Abb. 8, untere Zeile).
Somit war die S-Phase in bestrahlten SW480- Zellen gegeniiber unbestrahlten Zellen
ebenfalls um vier Stunden verlidngert, jedoch wurde ein G2-Arrest, wie er in mutp53-
exprimierenden LLC-MK2-Zellen auftrat (Abb. 1b), nicht beobachtet. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Zyklin A-assoziierte Cdk-Aktivitit nach Bestrahlung der SW480-
Zellen wie in bestrahlten wtp53-exprimierenden CV1-Zellen wéhrend der attenuierten S-
Phase auf niedrigem Niveau blieb und erst wieder gegen Ende der attenuierten S-Phase
anstieg (siche Abb. 8 und Abb. 2). Nachdem die gleichen Beobachtungen auch in anderen
wtAp5S3-exprimierenden mutp53-Zellen (A431, Karpas 299) gemacht wurden, ist die
Attenuation der S-Phase als Antwort auf einen DNA-Schaden durch die wtAp53-
vermittelte Inhibition der Zyklin A-Cdk2-Aktivitét bedingt.



64

Ergebnisse

‘BaljEUe Japa ke azey 4 S UspaInUa]E e apU g LE 18 pun gaig neaslp) wWa Bupai | ne

Ua||a7 usjyedsaqun Jagnuaball uolenually Usseyd-S J9p pusdy e BURUEES g-A 0 YoEU JEPA IR eSS ey 70 oo ]
asalp s3ep Uspus Y91selEa) aUuU0y LaIhped WS S0 USIEHARY- 4R D USHaIEosse- LT Sl uapiee

IEalEE I easeU UOEIH-, punog J2E0e | UaUE YU TUSRINIUE SNIAZ) SF S0 e 4 W S0 ULAT + 51D (Buefi=aqp) -5 |0 HIE U USpUNIE)
WYIEU USpUn}s g | SseydsnAZ)IeT 42530 Sne Wh 'SRy d-Fa S0 Ul [|BUYIE JYSE U387 SR uadaiEEaubod a o 5 a s 1
pusgEIyoE Uy CUslsIgne  aseydsnpyAz)e7 usalleyndal ssp ul user  ayyedEsgun e (YF L) Jsbug . . . . a
Uapunls 43l JWos LWIE pun uadaissadboud asey 4-5 2p yauinp Jawesiue) [@ia U3)e7 alp ssep 'uaplan - -
JBeqoan SJUU0Y 10 1TA N W BUEBleg - 50 We RSy he+E5dinw) US)IST -02hna S 4ep Buniyedsag wen P!AHH\L&J%
USRINZIUE SSEY 4 S0 Ul Wh ‘SRRl 470 SR US|[EF SR USfE|das USpUnlS 0w uoel 'ussso|uosahge 1
asEU4-S 2R USEF usjysdEeadgun Ul oJew USpUniS Juoe yoep (2102) Mytedyoung asAeug-Sow d <
aula pun JeE i d S5 E) HalKL-|ousLY1] US||aT SIp uSpdiee ualier wadadgafsbue Uap 7 Walalny us)ez

BUOADULE 'BYYEEAGUN USRI, (300W) S)I0AU03 JNT THERING JSRa PUR JYBGSSE HIMT-A ZWT O B FeUAIN G-HP D= UINAZ
Buefiad- o9 We uspdhe, U387 210 Jyensaq Guebiegn- /Lo we JW2-An AL 0L WU pun

NUEISIQUN “UI|IAZ-0 8F S USUOIY ML UOR UIJENMIHY-HPD-Y LIMAZ pun asAleuy-5oyd ¢ 'qay

Hog Rl 1zl o1 g g ur HZ 1o
AN

Hoe st Il ot s us Ut uz 1o
o max

037 MS



Ergebnisse 65

4.6 Die Inhibition der DNA-Replikation in bestrahlten wtAp53-exprimierenden Zellen
In bestrahlten mutp53-Zellen (LLC-MK?2) wurde beobachtet, dass nur fiir die ersten zwei
Stunden nach Bestrahlung die Replikationsaktivitit inhibiert wurde, danach verhielt sie
sich aber wie die unbestrahlter Zellen. Im Gegensatz dazu konnte bis acht Stunden nach
UV-Bestrahlung von wtp53-exprimierenden CV1- und wtAp53-exprimierenden mutp53-
SW480-Zellen keine Replikationsaktivitit gemessen werden. In beiden Zelllinien wurde
zwischen acht und zehn Stunden nach UV-Bestrahlung ein starker Anstieg der
Replikationsaktivitdt gemessen, welche zwei Stunden spiter wieder abklang [Rohaly ef al.,
2003; Speidel, personliche Mitteilung]. Es wurde gezeigt, dass die Zyklin A-Cdk2-
Aktivitdt (AK2-Aktivitdt) sowohl fiir die Initiation als auch fiir die Elongation der DNA-
Replikation notwendig ist [Coverley et al., 2002; Bashir et al., 2000]. Deshalb wurde
untersucht, ob die wtAp53-vermittelte Inaktivierung von Zyklin A-Cdk2 zur achtstiindigen
Inhibition der DNA-Replikation fiihrte.

4.6.1 Die Inhibition der Initiation der DNA-Replikation in bestrahlten wtpS53-Zellen

Um zu untersuchen, ob wihrend der attenuierten S-Phase die Initiation der DNA-
Replikation inhibiert war, wurde die posttranslationale Modifikation der fiir die Initiation
der DNA-Replikation essenziellen DNA Polymerase o (Pol o) analysiert. Fiir die
Untersuchung wurden zwei monoklonale Antikdrper verwendet, mit denen
hypophosphorylierte und somit ,,origin“-kompetente Pol o von hyperphosphorylierter und
somit ,,Elongations“-kompetenter Pol o unterschieden werden kann [Dehde et al., 2001].
Immunprézipitationsexperimente zeigten wie erwartet, dass in unbestrahlten wtp53-
exprimierenden CV1-Zellen sowohl die hyperphosphorylierte [Voitenleitner et al., 1999]
als auch die neusynthetisierte und somit hypophosphorylierte Pol o [Wong et al., 1988]
mit dem FEintritt in die G2-Phase (ab acht Stunden) langsam anstieg. Jedoch konnte nach
Bestrahlung der wtp53-Zellen ein Anstieg der hyperphosphorylierten Pol o nicht mehr
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu akkumulierte die hypophosphorylierte, ,,origin®-
kompetente Pol o sehr stark wéhrend der ersten sechs Stunden der attenuierten S-Phase
und nahm anschlieend wieder ab (Abb. 9). Diese Beobachtung konnte darauf hinweisen,
dass wiahrend der ersten sechs Stunden die Initiation der DNA-Replikation an den
Replikationsurspriingen nicht erfolgt und somit die ,origin“-kompetente Pol o nach
Bestrahlung von wtp53-Zellen nicht verbraucht und somit nicht durch AK2 phosphoryliert
wurde. Nachdem die Menge an ,,origin“-kompetenter Pol a sechs Stunden nach erfolgter

UV-Bestrahlung am G1/S-Ubergang wieder abnahm, kann vermutet werden, dass zu



Ergebnisse 66

diesem Zeitpunkt die Initiation der DNA-Replikation und Inaktivierung der ,,origin‘-

kompetenten Pol a durch AK2 Phosphorylierung einsetzte.

CV1 mock:

IP: SJK 132-20
0 4 6 8 10 12 16 20 Stundennach G1/S-Ubergang

— —— T w— w— o = 1]80 hyperphosphoryliert
P53

IP: HP180-12
0 2 4 6 8 12 16 20 Stunden nach G1/S-Ubergang

T — p180 hypophosphoryliert

pS3

CV1UV:

IP: SJK 132-20
0 2 6 8 10 12 16 20 Stunden nach G1/S-Ubergang + UV

— == =  pl80 hyperphosphoryliert

pS3
IP: HP180-12
0 2 4 6 8 10 16 20 Stunden nach G1/S-Ubergang + UV

W . WS- s s .. pl180 hypophosphoryliert

Abb. 9 Immunprézipitation von verschiedenen DNA-Polymerase a-Populationen aus

CV1, Westernblotanalyse gegen Pol a (p180) und gegen p53 Aus 1 mg Zelllysat
(3.7, 3.8.1) von synchronisierten und bestrahlten bzw. unbestrahlten CV1-Zellen wurden zu den
jeweils angegebenen Zeitwerten Immunprazipitationen (3.11) von verschiedenen Populationen der
DNA-Polymerase o (Pol a) unter Verwendung verschiedener monoklonaler Anti-Pol o- Antikbrper
durchgefuhrt. Nach einer 10% SDS-PAGE (3.14) und Westernblotanalyse (3.15.3) konnten sowohl
die immunprazipitierten Mengen von Pol o (IDa) als auch von koimmunprazipitiertem p53 (SAPU)
detektiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass in unbestrahlten Zellen sowohl die durch
SJK132-20 erkannte, hyperphosphorylierte als auch die durch HP180-12 erkannte,
hypophosphorylierte Pol o. nach dem Ubergang in die G2-Phase akkumulierte. Nach Bestrahlung
der Zellen mit UV-Licht konnte die Akkumulation der hyperphosphorylierten Pol o nicht mehr
gezeigt werden. Die hypophosphorylierte und somit ,origin“-kompetente Pol o dagegen stieg bis
sechs Stunden nach Bestrahlung stark an und nahm anschlieRend wieder ab. Mit dieser ,origin“-
kompetenten Pol a-Subpopulation wurde eine induzierte und regulierte Komplexbildung mit ,volle
Lange“-wtp53 festgestellt.
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In mutp53-exprimierenden LLC-MK2-Zellen konnte gezeigt werden, dass sowohl die
hyperphosphorylierte Pol a als auch die hypophosphorylierte Pol o in den unbestrahlten
wie auch in den bestrahlten Zellen keine signifikanten Unterschiede wéhrend des
Zellzyklus aufwiesen (Abb. 10). Daraus kann geschlossen werden, dass in diesen mutp53-
Zellen trotz UV-Bestrahlung sowohl die Initiation als auch die Elongation der DNA-
Replikation erfolgte.

Im nédchsten Schritt wurde untersucht, ob die Akkumulation der
hypophosphorylierten Pol o und somit die vermutete Inhibition der Initiation der DNA-
Replikation in bestrahlten CV1-Zellen durch die wtAp53-abhédngige Inhibition der AK2-
Aktivitdt verursacht wurde. Die Analyse der Menge an ,origin“-kompetenter DNA-
Polymerase a in bestrahlten SW480-Zellen (mutp53 + wtApS53) ergab, dass im Gegensatz
zu wtp53-Zellen die ,,origin“-kompetente Pol o nicht akkumulierte (Abb. 11). Aus diesem
iiberraschenden Befund kann geschlossen werden, dass in bestrahlten SW480-Zellen,
obwohl die AK2-Aktivitdt reduziert und die S-Phase attenuiert wird, scheinbar keine
Inhibition der Initiation der DNA-Replikation statt findet.

Offensichtlich war in bestrahlten SW480-Zellen die wtAp53-vermittelte Inhibition der
AK2-Aktivitdt nicht ausreichend, um die Initiation der DNA-Replikation zu blockieren.
Somit konnte der beobachtete Replikationsblock in diesen Zellen nicht durch die Inhibition
der Initiation der DNA-Replikation erkldrt werden. Nachdem aber in bestrahlten wtp53-
exprimierenden CV1-Zellen eine Inhibition der Initiation der DNA-Replikation als
Ursache des beobachteten Replikationsblocks vermutet wurde, stellte sich die Frage,
inwieweit wtp53 eine Rolle im Intra-S-Phasen Kontrollpunkt spielt.

Nach Bestrahlung von wtp53-Zellen am G1/S-Ubergang wurde beobachtet, dass
sich ein induzierter und scheinbar regulierter Komplex aus ,,volle Lénge* wtp53 und der
»origin“-kompetenten Pol o wéhrend der ersten sechs Stunden nach DNA-Schéddigung
bildete und sich danach wieder aufloste (Abb. 9). Demgegeniiber koimmunprizipitierte
mutp53 in bestrahlten LLC-MK2- und SW480-Zellen unabhingig von Bestrahlung dieser
mutp53-Zellen immer und konstant mit hypophosphorylierter Pol o (Abb. 10, 11). Mit der
hyperphosphorylierten Pol o kam es weder in wtp53- noch in mutp53-Zellen zur
Koimmunprézipitation von p53 (Abb. 9, 10).
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LLC-MK2 mock:

IP: SJK 132-20
0 2 6 8 10 14 19 Stunden nach G1/S-Ubergang
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LLC-MK2 UV:
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_— s s === P180 hyperphosphoryliert

p53

IP: HP180-12
0 2 4 6 8 10 14 19 25 Stunden nach G1/S-Ubergang + UV

P S Seen ome o == P180 hypophosphoryliert

Abb. 10 Immunpraézipitation von verschiedenen DNA-Polymerase a-Populationen

aus LLC-MK2-Zellen, Westernblotanalyse gegen Pol o (p180) und gegen p53
Die synchronisierten und mit 10 J/m2 UV-Licht bestrahlten bzw. unbestrahlten LLC-MK2-
Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten lysiert (3.7) und es wurde mit 1 mg Lysat (3.8.1)
eine Immunprazipitation (3.11) von verschiedenen Pol o-Populationen unter Verwendung
verschiedener monoklonaler Antikdrper durchgefiihrt. Durch eine 10% SDS-PAGE (3.14) und
Westernblotanalyse (3.15.3) gegen Pol o (IDa) und p53 (SAPU) konnten die
immunprazipitierten Proteine dargestellt werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass
sowohl die durch den Antikérper SJK-132-20 erkannte hyperphosphorylierte Pol o als auch
die durch den Antikérper HP180-12 erkannte hypophosphorylierte Pol o in den unbestrahlten
wie auch in den bestrahlten Zellen keine signifikanten Unterschiede wahrend des Zellzyklus
aufwiesen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass mutantes p53, unabhangig von einer
Bestrahlung der Zellen, immer und konstant mit hypophosphorylierter Pol «
koimmunprazipitierte.
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SW480 UV:

IP: HP180-12
0 2 4 6 8 10 12 16 20 Stunden nach G1/S-Ubergang+ UV

- o - e . - <—p180

e S m— 4 ) 3

Abb. 11 Immunprazipitation der ,,origin“-kompetenten Pol o (p180) aus SW480 nach Bestrahlung

mit UV-Licht Aus 1 mg Zelllysat (3.7, 3.8.1) von synchronisierten und mit 10 J/m2 UV-Licht
bestrahlten SW480-Zellen wurden zu den jeweils angegebenen Zeitwerten Immunprazipitationen (3.11) von
DNA-Polymerase o unter Verwendung des monoklonalen Anti-Pol a- Antikérpers HP180-12 durchgefiihrt.
Dieser Antikdrper erkennt nur hypophosphorylierte und somit ,origin“-kompetente Pol o. Nach einer
Westernblotanalyse (3.15.3) konnten sowohl die immunprazipitierten Mengen von Pol o (IDa) als auch von
koimmunprazipitiertem p53 (SAPU) detektiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass hypophosphorylierte
Pol o wahrend der beobachteten S-Phasen Attenuation bis 8 h nach G1/S-Ubergang und UV-Bestrahlung
nicht akkumulierte. Erst nach diesem Zeitraum erfolgte wahrend der G2-Phase des Zellzyklus eine
Akkumulation des hypophosphorylierten Replikationsenzyms. Wahrend des beobachteten Zeitraumes wurde
mutp53 konstant koimmunprazipitiert.

Die schadensinduzierte, regulierte Komplexbildung aus wtp53 und ,,origin“-kompetenter
Pol o nur in bestrahlten wtp53-exprimierenden Zellen wihrend der ersten sechs Stunden
nach DNA-Schidigung am G1/S-Ubergang kdnnte somit eine Rolle bei der vermuteten
wtp53-abhingigen Inhibition der Initiation der DNA-Replikation in diesen Zellen spielen.

4.6.2 Der DNA Polymerase a-Primase-p53-Komplex in vitro

Nachdem in bestrahlten wtp53-Zellen p53 mit der hypophosphorylierten und somit
»origin“-kompetenten Pol o komplexierte, stellte sich die Frage, inwieweit diese
Komplexbildung fiir eine mdgliche Inhibition der Initiation der DNA-Replikation
verantwortlich sein konnte. Deshalb wurde die Regulation dieser Komplexbildung in vitro

unter Verwendung des Baculovirus Koexpressionssystems genauer untersucht.

4.6.2.1 Die Komplexbildung von DNA Polymerase o und wt- bzw. mutp53
In Abb. 12 ist gezeigt, dass nur die HP180-12-reaktive und somit hypophosphorylierte Pol
a einen Komplex mit p53 bildet. Der Antikdrper SJK237-71 erkennt eine Mischpopulation
aus hypophosphorylierter und hyperphosphorylierter Pol o [Dehde ef al., 2001]. Mit dieser
Pol oa-Mischpopulation prézipitierte erwartungsgemiss auch deutlich weniger p53.
Dagegen wurde mit dem Antikdper SJK132-20, der ausschlieBlich hyperphosphorylierte
Pol a erkennt [Dehde ef al., 2001], kein p53 koimmunprézipitiert.

In einem weiteren Experiment wurden die vier Untereinheiten der Pol-Prim
entweder mit wtp53, mutp53 (p53-R273P, p53-R248P, p53-R248W) oder der

Oligomerisierungsmutante  p53-1262  koexprimiert. ~ AnschlieBend  wurde die
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hypophosphorylierte Pol o mit dem monoklonalen Antikdrper HP180-12
immunprazipitiert und koimmunprézipitiertes p53 mittels Westernblot-Analyse
nachgewiesen. Nachdem die Oligomerisierungsmutante p53-1262 nicht mit Pol «
koimmunprazipitierte (Abb.13), kann geschlossen werden, dass fiir eine Komplexierung
mit Pol a p53 die Mdglichkeit zur Oligomerisierung besitzen muss. Bei allen anderen
verwendeten p53-Mutanten konnte gezeigt werden, dass deutlich mehr mutp53 als wtp53
mit Pol o koimmunprézipitierte (Abb. 13), obwohl p53 in allen Lysaten gleich stark

exprimiert war (Daten nicht gezeigt).

Abb. 12 Koimmunprazipitation von in Insektenzellen exprim-
ierten rekombinanten DNA-Polymerase «-Primase-
Komplexen mit wtp53 unter Verwendung verschiedener Pol o
(p180)-spezifischer Antikorper In Insektenzellen wurden die vier
Untereinheiten des DNA-Polymerase o-Primase-Komplexes sowie
wtp53 koexprimiert (3.2.1). Die Zellen wurden lysiert (3.7) und es
wurde mit 30 pg Lysat (3.8.1) eine Immunprazipitation (3.11) von
verschiedenen Pol o-Subpopulationen unter Verwendung verschie-
dener monoklonaler Antikérper durchgefuhrt. Durch eine Western-
blotanalyse (3.15.3) gegen Pol a (IDa) und p53 (SAPU) konnte ge-
zeigt werden, dass nur mit der HP180-12-reaktiven, hypophos-
phorylierten Pol o wtp53 koimmunprazipitierte. Der Antikdrper SJK
p33 —» ~— 237-71 erkennt eine Mischpopulation aus hypo- und hyperphos-
phorylierter Pol a. Mit dieser Mischpopulation koimmunprazipitierte
deutlich weniger p53. Mit hyperphosphorylierter Pol o, die durch den
Antikorper SJK 132-20 erkannt wird, koimmunprazipitierte kein p53.

IP: HP180-12
IP: SJIK 237-71
IP: SJK 132-20

R R SR ——

IP: HP180-12

Pol-Prim koimmun-
prizipitiert mit:
wt-p53

p53-1262
p53-R248W
p53-R248P
p53-R273P

pl80—> D e== Gup e e

pS3—P - - ama

Abb. 13 Koimmunprazipitation von hypophosphorylierter Pol-Prim mit wtp53 und verschiedener

p53-Mutanten Zu den vier Untereinheiten des DNA-Polymerase a-Primase-Komplexes wurde in
Insektenzellen p53 koexprimiert (3.2.1), das in seinem Status variierte (Wildtyp und vier mutante Formen).
Aus 30 pg Lysat dieser Zellen (3.7, 3.8.1) wurde eine Immunprazipitation von hypophosphorylierter Pol o mit
dem Antikérper HP180-12 durchgefiihrt. Durch eine Westernblotanalyse wurde die Menge von koimmunpra-
zipitiertem p53 (SAPU) detektiert. p53 muss die Mdglichkeit zur Oligomerisierung besitzen, um mit Pol o zu
interagieren, da die Oligomerisierungsmutante p53-1262 nicht an das Replikationsenzym binden konnte.
Weiterhin konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass mutp53 sehr viel starker mit Pol o
koimmunprazipitierte als wtp53, obwohl gleiche Mengen p53 in der IP eingesetzt wurden (Daten nicht
gezeigt).
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4.6.2.2 Der Einfluss der p53-Phosphorylierung auf die Pol a-p53-Komplexbildung

Da p53 als Antwort auf einen DNA-Schaden phosphoryliert wird [El-Deiry, 1998] und der
Pol o-wtp53-Komplex nach Schadenssetzung auftrat, wurde untersucht, ob
Phosphorylierung von p53 zur Komplexbildung mit DNA Polymerase a notwendig ist.
Dazu wurde wtp53 bakteriell und in Insektenzellen exprimiert. Da Bakterien iiber keine
aktiven Threonin-, Serin- und Tyrosin-Kinasen verfiigen, ist bakteriell exprimiertes p53 an
diesen Aminosdureseitenketten nicht phosphoryliert. In Insektenzellen gibt es jedoch sehr
viele dieser Kinasen, die rekombinant exprimiertes p53 basal phosphorylieren kdnnen
[Fuchs et al., 1995]. Bakterien- und Insektenzelllysate wurden jeweils mit Lysaten
gemischt, die in Insektenzellen exprimierte Pol-Prim-Komplexe enthielten. Mittels
Westernblot-Analyse wurde kontrolliert, ob gleiche Mengen von rekombinantem Protein
gemischt wurden (Abb. 14, links). Aus diesen Lysatgemischen wurde die HP180-12-
reaktive DNA Polymerase o immunprézipitiert und koimmunprézipitiertes p53 im

Westernblot detektiert.

Lysate IP: HP180-12

p53 (Insektenzellexpression)
p53 (bakteriell exprimiert)
p53 (Insektenzellexpression)
p53 (bakteriell exprimiert)
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Abb. 14 Koimmunprazipitation von DNA-Polymerase a-Primase-Komplexen

mit in Insektenzellen und in Bakterien exprimiertem wtp53 Die vier Unter-
einheiten des DNA-Polymerase a-Primase-Komplexes wurden in Insekten-zellen koexprimiert
(3.2.1) und die Zellen wurden lysiert (3.7). wtp53 wurde separat in Insektenzellen bzw. in
Bakterien exprimiert und es wurden Lysate aus diesen Zellen bzw. Bakterien hergestellt.
AnschlieRend wurden die Pol-Prim-Lysate jeweils mit einem p53 Lysat gemischt und die Menge
der exprimierten Proteine wurden durch eine Westernblotanalyse (3.15.3) kontrolliert (linke
Seite). Anschliefsend wurde mit 30 ug Lysatgemisch (3.8.1) eine Immunprazipitation (3.11) von
hypophosphorylierter Pol o unter Verwendung des Antikérpers HP180-12 durchgefiihrt. Durch
eine Westernblotanalyse (3.15.3) wurde die Immunprazipitation von Pol a kontrolliert (IDa) und
die Koimmunprazipitation von p53 analysiert (SAPU). Dadurch konnte gezeigt werden, dass
bakteriell exprimiertes und somit unphosphoryliertes p53 an Pol a binden kann. Somit scheint
keine spezifische p53-Phosphorylierung fiir die Komplexbildung mit Pol a. notwendig zu sein.
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Somit konnte gezeigt werden, dass bakteriell exprimiertes und somit unphosphoryliertes
p53 ebenfalls mit hypophosphorylierter Pol o einen Proteinkomplex bilden konnte (Abb.
14, rechts). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass p53 fiir die

Komplexierung mit Pol o nicht unbedingt phosphoryliert sein muss.

4.6.2.3 Der Einfluss der Pol a-Phosphorylierung auf die Pol a-p53-Komplexbildung

Pol o wird in seiner ,origin“-abhidngigen Initiationsaktivitit durch Cdk-vermittelte
Phosphorylierungen reguliert [Nasheuer et al., 1991; Voitenleitner et al., 1997, 1999;
Schub et al, 2002, Dehde et al, 2001]. Deshalb wurde untersucht, ob auch die
Komplexbildung von Pol o mit wtp53 durch Cdk-vermittelte Phosphorylierung der Pol-
Prim reguliert werden konnte. Dazu wurde Pol-Prim mit verschiedenen Zyklin-Cdk-
Komplexen koexprimiert und die daraus gewonnenen Lysate mit wtp53-Lysaten gemischt.
In einer Westernblot-Analyse wurde kontrolliert, ob gleiche Mengen der verschieden
posttranslational-modifizierten Pol o den wtp53-Lysaten zugegeben wurden. Die
erfolgreiche Phosphorylierung der Pol-Prim war anhand des unterschiedlichen
Laufverhaltens der phosphorylierten p70-Bande (pp70) ersichtlich, die bei Koexpression
mit Cdk-Mutanten nicht auftrat (Abb. 15, linke Seite). AnschlieBend wurde aus diesen
Lysatgemischen p53 unter Verwendung des pS53-spezifischen Antikorpers DO-1
immunprazipitiert und koimmunprizipitierte Pol o mittels Westernblot-Analyse
nachgewiesen (Abb. 15, rechte Seite). Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Interaktion
zwischen wtp53 und durch Zyklin E-Cdk2 (EK2) phosphorylierter Pol-Prim nicht inhibiert
wurde. Dagegen verhinderte die Phosphorylierung der Pol-Prim mit AK2, AK1 und BK1
die Interaktion mit p53. Der Einsatz von respektiven Kinase-inaktiven, aber Substrat-
bindenden Cdk-Mutanten zeigte, dass die Inhibition der Komplexbildung zwischen Pol-
Prim und wtp53 durch die Kinaseaktivitit der koexprimierten Kinasen und nicht durch

deren Anwesenheit verursacht wurde (Abb. 15, rechte Seite).
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Abb. 15 Koimmunprazipitation von in Insektenzellen exprimierten und durch verschie-

dene Zyklin-Cdks spezifisch phosphorylierten DNA-Polymerase a-Primase-Kom-
plexen mit separat exprimiertem p53, Westernblotanalyse gegen p53 und Pol a In
Insektenzellen wurden die vier Untereinheiten des DNA-Polymerase o-Primase-Komplexes mit
verschiedenen Zyklin-Cdk-Komplexen koexprimiert (3.2.1). Die Expression von Pol o sowie die
Phosphorylierung der p70-Untereinheit (pp70) wurde durch eine Westernblotanalyse (3.15.3)
kontrolliert (linke Seite) (IDa, 2F6). Die Lysate aus diesen Zellen wurden mit Lysaten aus
Insektenzellen, die p53 exprimiert hatten, gemischt, und es wurde mit 30 pug Lysat (3.8.1) eine
Immunprazipitation (3.11) von p53 unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers DO-1
durchgefiihrt. Durch eine Westernblotanalyse wurde koimmunprazipitierte Pol o dedektiert (IDa.).
Dadurch konnte gezeigt werden, dass eine Koexpression von Zyklin A- und Zyklin B-Cdk-
Komplexen mit Pol a eine Komplexbildung zwischen dem Replikationsenzym und wtp53 nahezu
vollstandig inhibierte. Dass die Inhibition der Komplexbildung durch die Kinaseaktivitat der
koexprimierten Kinase bedingt war konnte dadurch gezeigt werden, dass die Koexpression der
Kinase-inaktiven (aber Substrat bindenden) Cdk-Mutante die Komplexbildung zwischen wtp53 und
Pol a nicht blockieren konnte. Die Koexpression von Zyklin E-Cdk2 hatte keinen Einfluss auf die
Komplexbildung.
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Da der Komplex aus Pol a und wtp53 S-Phasen spezifisch auftrat, war besonders die
Regulation des Komplexes durch die S-Phasen spezifische AK2-Aktivitdt von Interesse.
Um die Inhibition der Komplexbildung durch Phosphorylierung der Pol o durch AK2 zu
verifizieren, wurde ein ,Far Western“ durchgefiihrt (3.15.4). Dazu wurden die N-
terminalen Fragmente der Pol o B und C [Dornreiter ef al., 1993] als GST-Fusionsproteine
bakteriell exprimiert und gereinigt (3.10.3). In fritheren ,,pull-down-assays* konnte gezeigt
werden, dass p53 mit dem bakteriell exprimierten B-Fragment, nicht aber mit dem C-
Fragment prazipitiert werden konnte [Wolter, Dissertation]. Weiterhin war bekannt, dass
sich auf dem B-Fragment der Pol a fiinf putative Cdk-Phosphorylierungsstellen befinden,
wiahrend dessen auf dem C-Fragment nur zwei dieser Stellen sind [I. Dornreiter,
personliche Mitteilung]. Beide GST-Peptide wurden mit gereinigtem Zyklin A-Cdk2 in
vitro phosphoryliert (3.10.2, 3.12.3) und nach SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran
transferiert. Durch Coomassiefarbung der Membran wurden die Fragmente sichtbar
gemacht. Am verlangsamten Laufverhalten des phosphorylierten gegeniiber dem
nichtphosphorylierten B-Fragment bestitigte sich die erfolgreiche Phosphorylierung des
Peptides. Das C-Fragment wurde erwartungsgemadss schwicher phosphoryliert und lief
demzufolge nahezu auf gleicher Hohe wie das unbehandelte Peptid (Abb. 16, oben). Die
PVDF-Membran wurde dann mit in Insektenzellen exprimiertem wtp53 inkubiert und die
Bindung von p53 an die Pol a-Fragmente immunologisch nachgewiesen. Dabei war zu
sehen, dass wtp53 an nicht phosphoryliertes B-Fragment binden konnte, wihrend an das C-
Fragment keine Bindung erfolgte. Dagegen wurde die Bindung von wtp53 an das B-

Fragment durch AK2-Phosphorylierung stark reduziert (Abb. 16, unten).
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Abb. 16 »Far-Western“-Blot-Analyse (13.15.4) zur Untersuchung der Bindung

von p53 an Pol a-GST-Fragmente vor und nach in vitro Phosphory-
lierung der GST-Peptide durch Zyklin A-Cdk2 Die Pol a-GST-Fragmente B und C
representieren N-terminale Sequenzen der Pol a. In friheren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass das B-Fragment an p53 binden kann, wahrend dessen das C-Fragment
keine Bindungsaffinitat zu p53 zeigt (Wolter, Dissertation). Auf dem B-Fragment liegen
funf putative Phosphorylierungsstellen der Pol o fir verschiedene Kinasen, unter
Anderem fur Zyklin A-Cdk2 (Dornreiter, personliches Gesprach). Nach Expression der
GST-Fragmente in Bakterien (3.10.3.1) zur Darstellung unmodifizierter Peptide wurden
die Fragmente durch Prazipitation mit Glutathion-Agarose gereinigt (3.10.3) und
anschlieBend mit gereinigten Zyklin-A —Cdk2-Komplexen in vitro phosphoryliert (3.12.3).
Die Phosphorylierung des B-Fragmentes wurde durch Coomassie-Farbung der
elektrophoretisch aufgetrennten Peptide bestatigt (3.15.1), da nach der Phosphorylierung
zwei Banden detektiert werden konnten, wobei die untere Bande restliches
nichtphosphoryliertes Peptid representierte und die langsamer laufende Proteinbande
phosphoryliertes B-Fragment darstellte. Nachdem die elektrophoretisch aufgetrennten
Peptide auf eine PVDF-Membran transferiert wurden (3.15.3.1), wurden die freien
Bindungsstellen der Membran mit 2% BSA/TBST geblockt und es wurde 1 mg Zelllysat
von Insektenzellen, die wtp53 exprimiert hatten, in 10% BSA/EIA zugegeben.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der Membran flr 1 Stunde bei 4°C. Danach wurde
gebundenes p53 immunologisch nachgewiesen (3.15.3.2). Dadurch konnte gezeigt
werden, dass das B-Fragment durch Phosphorylierung mit Zyklin A-Cdk2 seine
Bindungsaffinitat zu p53 verliert.

Nachdem gezeigt wurde, dass Zyklin A-Cdk2 die Komplexbildung zwischen Pol-Prim und

p53 durch Phosphorylierung der Pol o im N-terminalen Bereich inhibierte, wurde

untersucht, inwieweit aktive Zyklin A-Cdk2/1-Komplexe einen bereits gebildeten Pol-

Prim-p53-Komplex separieren konnen. Dazu wurden Pol-Prim-Komplexe und wtp53 in

Insektenzellen koexprimiert und durch den p53-spezifischen Antikorper

DO-1

immunprézipitiert. AnschlieBend wurde eine in vitro Phosphorylierung der immobilisierten

Komplexe mit gereinigten AK1- und AK2-Komplexen durchgefiihrt (3.10.2, 3.12.3). Zur
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Kontrolle wurden die Phosphorylierungsreaktionen ohne das fiir eine Phosphorylierung
notwendige ATP durchgefiihrt bzw. die Proben wurden ohne Kinasekomplexe inkubiert.
Im Anschluss an die Kinasierungsreaktion wurden nicht-immobilisierte Proteine durch
mehrmaliges Waschen entfernt. Durch eine Westernblot-Analyse wurden anschlieBend die
Proteine detektiert, die nach der Kinasierungsreaktion und dem Waschen noch mit p53
komplexiert und somit immobilisiert waren. Dadurch konnte gezeigt werden, dass der
Komplex aus Pol-Prim und p53 nur durch AK2 in Anwesenheit von ATP aufgeldst werden
konnte (Abb. 17, rechts). Aus dem Uberstand dieser Reaktion konnte nichtgebundene,
phosphorylierte Pol a mit dem Antikorper SJIK132-20 immunprézipitiert werden (Abb. 17,
links). Dies zeigte, dass die hypophosphorylierte Pol a wéhrend des Experiments durch
Zyklin A-Cdk2 phosphoryliert wurde, wodurch der Komplex aus p53 und Pol-Prim

separiert wurde.
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Abb. 17  in vitro-Phosphorylierung von DO-1-immunprazipitierten DNA-Poly-

merase a-Primase-p53-Komplexen mit gereinigten AK1- und AK2-Komplexen Die
vier Untereinheiten des DNA-Polymerase a-Primase-Komplexes wurden in Insektenzellen mit wtp53
koexprimiert (3.2.1) und aus 100 ug Lysat dieser Zellen (3.7, 3.8.1) wurde eine Immunprazipitation
(3.11) von p53 (DO-1) durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die prazipitierten, noch an der Protein G-
Sepharose gebundenen Proteinkomplexe mit gereinigten Zyklin A-Cdk1- und -Cdk2-Komplexen
(3.10.2) in vitro phosphoryliert (3.12.3). Zur Kontrolle wurden die immunprazipitierten, Matrix
gebundenen Proteine ohne Kinasen bzw. ohne ATP inkubiert. Nach der Phosphorylierungsreaktion
wurde die PGS mehrfach gewaschen und die Proteine, die nach dieser Behandlung immer noch an
der PGS gebunden waren, wurden durch eine 10% SDS-PAGE (3.14) elektrophoretisch aufgetrennt.
Durch eine Westernblotanalyse (3.15.3) wurde immunprazipitiertes p53 nachgewiesen (SAPU).
Ausserdem wurde Pol o nachgewiesen, die nach der Phosphorylierungsreaktion und dem Waschen
noch an p53 gebunden hatte. Dadurch konnte gezeigt werden, dass AK1 einen bereits gebildeten Pol
a-p53 Komplex nicht aufldsen konnte, wahrend dessen die Inkubation von Pol a-p53 Komplexen mit
AK2 zur Auflésung des Komplexes flhrte. Da fir diesen Effekt die Verflgbarkeit von ATP notwendig
war und nach der Phosphorylierungsreaktion aus dem Uberstand des Ansatzes mit AK2 und ATP
phosphorylierte Pol o mit dem Antikérper SJK 132-20 immunprazipitiert werden konnte, ist davon
auszugehen, dass die Kinaseaktivitat von AK2 ursachlich fiir die Komplexauflésung war.
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Aus diesen Befunden geht hervor, dass nur die S-Phasen Kinase Zyklin A-Cdk2 aber nicht
die G2-Phasen Kinase Zyklin A-Cdkl die Komplexbildung zwischen Pol o und p53

auflosen kann.

4.6.2.4 Die enzymatischen Aktivititen des Pol a-p53-Komplexes

In bestrahlten wtp53 Zellen wurde im Zusammenhang mit einer Inhibition der AK2-
Aktivitit eine Akkumulation der ,,origin“-kompetenten hypophosphorylierten Pol o und
eine regulierte Komplexbildung dieses Replikationsenzyms mit wtp53 beobachtet.
Dagegen konnte in bestrahlten SW480 Zellen trotz verringerter AK2 Aktivikét keine
Akkumulation der ,,origin“-kompetenten Pol o und auch keine regulierte Komplexierung
mit mutp53 beobachtet werden. Deshalb wurde angenommen, dass die Interaktion von
wtp53 mit Pol a zu einer Inhibition der DNA Replikation fithren konnte, wihrend die
Bindung von mutp53 keinen EinfluB} auf die Initiationsreaktion der DNA Replikation hat.
Fiir die Initiation der ,,origin“-abhidngigen DNA Replikation wird die enzymatische
Aktivitdt des Pol-Prim Komplexes bendtigt. Deshalb war es naheliegend, dass die Aktivitdt
des Initiationsfaktors durch die Bindung von wtp53 inhibiert werden konnte. Zur
Untersuchung dieser Mdglichkeit, wurden Pol-Prim-, Pol-Prim-wtp53- bzw. -mutp53-
(R273P, R248P)-Komplexe in Insektenzellen exprimiert und immunchromatographisch
mit dem Antikdrper HP180-12 gereinigt (3.10.1). Mittels Silberfarbung (3.15.2) wurde die
Sauberkeit der Proteinpréparation untersucht (Abb. 18a).

Silbergel-Analyse von gereinigtem Pol-Prim und Pol-Prim-p53 :
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Abb.18a  Silbergefarbtes Proteingel von gereinigten Pol-Prim- und Pol-Prim-p53-Komplexen

Mit den gereinigten Proteinen wurde nach 10% SDS-PAGE (3.14) eine Silbergelfarbung
(3.15.2) durchgefiihrt, um die Sauberkeit der Praparation zu untersuchen. Dabei wurden in allen Proben
die vier Untereinheiten des Pol-Prim Komplexes angefarbt, wt- oder mutp53 konnte dadurch allerdings
nicht detektiert werden. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass neben den rekombinant
exprimierten Proteinen sehr wenig andere Proteine unspezifisch kopurifiziert wurden.
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Dabei konnten die vier Untereinheiten des Pol-Prim-Komplexes nachgewiesen werden
(Abb. 18a). Die geringen Mengen des kopurifizierten p53 konnten im Silbergel nicht
detektiert werden, da sich p53 schlecht durch Silber farben ldsst. Deshalb wurde mit den
Proteinpriparationen eine Westernblot-Analyse mit gleichen Proteinmengen durchgefiihrt
und Pol o sowie p53 wurden immunologisch nachgewiesen. Dabei wurde deutlich, dass
der Pol-Prim-wtp53-Komplex frither von der HP180-12-PGS eluierte als p53-freie Pol-
Prim. Durch diesen Effekt war in der Fraktion 2 Pol-Prim-wtp53-Komplex enthalten,
wihrend in der Fraktion 3 nahezu wtp53-freie Pol-Prim eluierte (Abb. 18b, oben). Da
Fraktion 2 dieser Prdparation nur ca. 10% des gereinigten Proteins der gesamten
Priparation enthielt, wurde deutlich, dass nur ca. 10% der hypophosphorylierten Pol o mit
p53 komplexiert war.

Von den einzelnen Fraktionen wurden mehrfach die spezifischen DNA-
Polymerase- und spezifischen Primaseaktivitdten bestimmt (3.16.1, 3.16.2). Dabei wurde
deutlich, dass in der Fraktion 2 der Pol-Prim-wtp53-Préparation nur ca. 15% der
spezifischen Primaseaktivitit im Vergleich zur Fraktion 3 derselben Priparation vorhanden
war. Die spezifische Primaseaktivitit der Fraktion 3 entsprach ungefahr den Werten der
spezifischen Primaseaktivitdt von gereinigter Pol-Prim ohne Koexpression von p53 (Abb.
18b, mitte). Die spezifische DNA-Polymeraseaktivitit von Pol-Prim-wtp53 war in Fraktion
2 und Fraktion 3 dieser Prdparation ungefdhr gleich, wenn auch um 50% reduziert im
Vergleich zur spezifischen DNA-Polymeraseaktivitit von allein exprimiertem Pol-Prim-
Komplex (Abb. 18b, unten). Nach Koexpression und Kopurifikation von mutp53 mit Pol-
Prim eluierte mutp53 dagegen in allen Fraktionen (Daten nicht gezeigt) und es konnte
keine Verringerung der spezifischen DNA-Polymerase- und Primaseaktivitidt beobachtet

werden (Abb. 18b, mitte und unten).
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Abb. 18b DNA-Polymeraseaktivitiat und Primaseaktivitit von gereinigten Pol-Prim- und Pol-
Prim-p53-Komplexen Die vier Untereinheiten von Pol-Prim sowie wtp53 bzw. mutp53
wurden in Insektenzellen koexprimiert (3.2.1) und durch Immunaffinititschromatographie unter
Verwendung des Antikdrpers HP180-12 gereinigt (3.10.1). Durch eine Westernblot-Analyse (3.15.3)
wurde sowohl die Identitat der p180-Untereinheit (IDa) als auch das Vorhandensein von p53 (DO-1) in
den entsprechenden Praparationen bestatigt. Auffallig war, dass Pol-Prim-wtp53-Komplexe sehr schnell
von der Immunaffinitdtsmatrix eluierten, wohingegen in folgenden Elutionsfraktionen wtp53 freie Pol-
Prim eluierte. Von den gereinigten Proteinen wurden mehrfach die spezifischen DNA-Polymerase- und
Primaseaktivitaten (Units/mg Protein) auf Einzelstrang-DNA bestimmt (3.16.1, 3.16.2). Dargestellt sind
die Mittelwerte dieser Experimente. Hierbei war zu beobachten, dass durch Koexpression von wtp53
mit Pol o die spezifische DNA-Polymeraseaktivitdt auch in p53-freien Fraktionen gegenuber allein
exprimierter Pol-Prim zu ca. 50% inhibiert war. Die spezifische Primaseaktivitdt der Pol-Prim-wtp53-
Komplexe der Fraktion 2 war gegeniber wtp53-freier Pol-Prim der Fraktion 3 zu ca. 85% inhibiert.
Durch Koexpression und Kopurifikation von mutp53 mit Pol-Prim konnte keine Verringerung der
spezifischen DNA-Polymerase- oder Primaseaktivitdt gegenlber allein exprimierter Pol-Prim

beobachtet werden.
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Um die Inhibition der Primaseaktivitit von Pol-Prim durch wtp53 zu verifizieren, wurden
Pol-Prim-wtp53- und  Pol-Prim-mutp53(p53R273P)-Komplexe in Insektenzellen
exprimiert und anschlieBend eine Immunprézipitation von p53 unter Verwendung des p53-
spezifischen  Antikoérpers DO-1  durchgefiihrt. Im  Westernblot wurde die
Koimmunprézipitation von Pol-Prim mit p53 kontrolliert. Es wurde erneut beobachtet, dass
mit mutp53 wesentlich mehr Pol-Prim koimmunprézipitierte als mit wtp53 (Abb. 18c,
links). AnschlieBend wurden die absoluten DNA-Polymerase- und Primaseaktivitdten der
koimmunpréazipitierten DNA Polymerase a-Primase-Komplexe im ,target bound“-
Verfahren gemessen (3.16.3) und der Quotient aus Primase- und DNA-Polymeraseaktivitit
berechnet. Die Aktivititen des ,,target bound“-Experiments mit mutp53-Pol-Prim wurden
zur Eichung herangezogen, in dem der Quotient aus Primase- und DNA-Polymerase-
aktivitit auf 1,0 gesetzt wurde. Somit wurden die Ergebnisse des ,target bound*-
Experiments von wtp53-Pol-Prim dazu in Relation gesetzt. Dadurch konnte eine ca.
70%ige Inhibition der relativen Primaseaktivitdt der Pol-Prim-Komplexe durch Interaktion
mit wtp53 gezeigt werden (Abb. 18c, rechts). Durch dieses Experiment wurde die
beobachtete Inhibition der Primaseaktivitit von immunchromatographisch gewonnenen

Pol-Prim- Komplexen durch wtp53 bestitigt.

»Tlarget-bound“ DNA-Polymerase- und Primase-Aktivititstest
IP: DO1
Westernblot-Analyse Quotient aus Primase-/DNA-Polymerase-
o~ Aktivitat
Eoc Eo
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Abb. 18c  , Target-bound* Primase- und DNA-Polymerase-Aktivititstest (3.16.3) von

immunprazipitierten Pol-Prim-wtp53- und Pol-Prim-mutp53-Komplexen Die vier
Untereinheiten der Pol-Prim wurden mit wtp53 bzw. mutp53 in Insektenzellen koexprimiert (3.2.1). Die
Zellen wurden anschlief3end lysiert (3.7) und es wurde mit 50 ug Lysat (3.8.1) eine Immunprazipitation
(3.11) von p53 (DO-1) durchgefihrt. Nach stringentem Waschen der Immunaffinitdtsmatrix wurden
durch eine Westernblotanalyse (3.15.3) die immunprazipitierten Proteine detektiert. In einem
Parallelansatz wurde nach dem Waschen Pol- bzw. Prim-Testgemische zugegeben und es wurden die
DNA-Polymerase- bzw. Primaseaktivitaten der Matrix gebundenen Proteine bestimmt (3.16.1, 3.16.2).
Anschlieend wurde der Quotient aus den Primaseaktivititen und DNA-Polmeraseaktivitdten gebildet
und bei dem mutp53-Experiment auf 1,0 gesetzt. Dadurch konnte eine 70%ige Inhibition der Primase-
aktivitat durch wtp53-Interaktion gegentber der mutp53-Interaktion bestimmt werden.
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Der in vitro Befund der Primaseinhibition von Pol-Prim durch Komplexierung mit wtp53
konnte die beobachtete Inhibition des Replikationsstarts in wtp53-Zellen als Antwort auf
einen DNA-Schaden erkliren. Da die Zyklin A-Cdk2-Aktivitit eine Komplexbildung
zwischen ,,origin“-kompetenter Pol o und wtp53 verhindert, wire die wtAp53-vermittelte
Inhibition von Zyklin A-Cdk2 wihrend der S-Phasen Attenuation eine Voraussetzung fiir

die wtp53-abhingige Inhibition der Initiation der DNA-Replikation.

4.6.3 Die Inhibition der Elongation der DNA-Replikation in bestrahlten wtAp53-
Zellen
Die verringerte Zyklin A-Cdk2-Aktivitdt ermoglichte die Komplexbildung aus ,,origin®-
kompetenter Pol a und wtp53. Die daraus resultierende Inhibition der Primaseaktivitit des
Pol-Prim-Komplexes konnte die vermutete Inhibition der Initiation der DNA-Replikation
in bestrahlten wtp53-Zellen erkléren, was final auch zur Inhibition der Replikation fiihren
wiirde. Tatsdchlich war in wtp53-exprimierenden CV1-Zellen die Replikation bis acht
Stunden nach UV-Bestrahlung unterbrochen [Rohaly et al., 2003]. Da jedoch in bestrahlten
SW480-Zellen (mutp53 + wtAp53) die Replikation ebenfalls bis acht Stunden nach UV-
Bestrahlung unterbrochen war [Speidel, personliche Mitteilung], obwohl die Initiation der
DNA offenbar statt fand, musste ein weiterer wtAp53-abhingiger Mechanismus der
Inhibition der DNA-Replikation existieren. Dieser Mechanismus kdnnte auf der Ebene der
Elongation zu finden sein.

In vitro Studien zeigten [Waga et al., 1994], dass p21 mit PCNA komplexiert und
somit die Interaktion des Prozessivitidtsfaktors PCNA mit DNA Polymerase 6 (Pol 0)
inhibiert. Demzufolge wurde postuliert, dass die Replikation auf der Ebene der Elongation
zum Erliegen kommt. Dieses Modell konnte in dieser Arbeit nicht bestdtigt werden, da
nach Immunprizipitation von p21 aus bestrahlten SW480-Zellen keine Zunahme von

PCNA-p21 Komplexen in vivo detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Fiir die Elongation der DNA Replikation ist der DNA-Polymerasewechsel von Pol a nach
DNA Pol 6 essenziell, da im Gegensatz zu Pol a nur der DNA Pol 6-PCNA-Komplex
lange Bereiche replizieren kann (Elongation). Nach der Initiation der DNA-Replikation
wird an den von der Pol-Prim synthetisierten RNA-DNA-Primer iiber physikalische
Interaktion mit dem Replikationsfaktor C der PCNA-Pol & Komplex geladen [Maga et al.,
Mossi et al., 2000].
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Um zu untersuchen, ob und wann Pol 6 mit PCNA komplexierte, wurde aus
bestrahlten und unbestrahlten CV1-Zellen (wtp53 + wtAp53) sowie SW480-Zellen
(mutp53 + wtAp53) PCNA immunprézipitiert und koimmunprizipitierte Pol & im
Westernblot detektiert. In ungeschidigten wtp53-Zellen (CV1) konnte in der replikativen
Phase, die zwischen zwei und acht Stunden nach dem G1/S-Ubergang statt fand,
koimmunprézipitierte Pol & nachgewiesen werden.

Nach UV-Bestrahlung von wtp53-Zellen konnte erst nach acht Stunden
koimmunprazipitierte Pol 6 detektiert werden (Abb. 19, oben). Aus diesen Befunden kann
geschlossen werden, dass in bestrahlten wtp53-Zellen neben der ,,origin‘“-abhingigen
Initiation konsequenterweise auch die Elongation fiir einen Zeitraum von acht Stunden
inhibiert war.

In unbestrahlten SW480-Zellen (mutp53 + wtAp53) wurde bis sechs Stunden nach
dem G1/S-Ubergang eine steigende Menge von PCNA komplexierter Pol & festgestellt, die
anschlieBend wieder abnahm. Auch in SW480-Zellen wurde nach UV-Bestrahlung PCNA-
komplexierte Pol o erst nach acht Stunden detektiert (Abb. 19, unten). In bestrahlten
SW480-Zellen wurde das Laden von Pol & durch PCNA offensichtlich unterbunden,
obwohl die Initiation der DNA Replikation vermutlich nicht inhibiert wurde. Aus den
Daten geht hervor, dass der Zeitraum der Inhibition des Ladens von Pol 6 durch PCNA mit
dem Zeitraum der Inhibition der Zyklin A-Cdk2-Aktivitét liberein stimmte. Daraus kann
geschlossen werden, dass in SW480-Zellen die wtAp53-abhéngige Inhibition der Zyklin
A-Cdk2-Aktivitit zur Inhibition des Ladens von Pol 6 durch PCNA fiihrt. Diese Befunde
erkldren, warum in bestrahlten SW480-Zellen (mutp53 + wtAp53), trotz fehlender
Inhibition der Primaseaktivitdt und konsequenterweise fehlender Inhibition der ,,origin“-
abhingigen Initiation, die Replikation fiir einen Zeitraum von acht Stunden unterbrochen

war.
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IP: anti-PCNA; WB: anti-PCNA und anti-Pol &
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Abb. 19 Immunprazipitation von PCNA aus CV1- und SW480-Zellen Die Zellen wurden am

G1/S-Ubergang synchroniert, mit 10 J/m2 UV-Licht bestrahlt und zu den angegebenen Zeiten
geerntet (3.5.3). Nach der Zelllyse (3.7) wurde mit 500 ug Gesamtzellprotein (3.8.1) eine
Immunprazipitation (3.11) von PCNA (#555566, Pharmingen) durchgefiihrt. Nach 10% SDS-PAGE
(3.14) und Westernblotanalyse (3.15.3) gegen PCNA (#555566, Pharmingen) und Pol & (#D73020,
Transduction Laboratories) konnte in unbestrahlten wtp53-Zellen eine Komplexbildung zwischen PCNA
und Pol 8§ wahrend der S-Phase zwischen zwei und acht Stunden festgestellt werden. Nach der UV-
Bestrahlung konnte in wtp53-Zellen (CV1) bis acht Stunden nach Bestrahlung keine Komplexbildung
zwischen beiden Proteinen detektiert werden. Nach acht Stunden wurde Pol 3 wieder mit PCNA im
Komplex gefunden. In unbestrahlten SW480-Zellen (mutp53 + wtAp53) konnte konnte bis sechs
Stunden nach G1/S eine steigende Menge immunprazipitierter PCNA-Pol 5-Komplexe detektiert
werden. Zwischen zwei und acht Stunden nach UV-Bestrahlung koimmunprazipitierte kaum Pol & mit
PCNA. Nach dieser Zeit prazipitierte Pol  erneut mit PCNA.

4.7 Die Untersuchung der Reparatur von DNA-geschadigten S-Phase-Zellen

Eine mogliche Funktion der wtAp53-abhéngigen S-Phasen Attenuation wire, der Zelle
geniigend Zeit fiir eine S-Phasen gekoppelte DNA-Reparatur zu gewédhren. Um den
Reparaturstatus der bestrahlten Zellen zu untersuchen, wurde eine Comet-Analyse

durchgefiihrt. Synchrone, unbestrahlte und bestrahlte wtp53-exprimierende CV1- und



Ergebnisse 84

mutp53-exprimierende LLC-MK2-Zellen wurden Ethanol-fixiert, in Agarose eingebettet,
lysiert und einer Elektrophorese unterzogen. Die Bedingungen wurden dabei so gewéhlt,
dass kurze ssDNA-Fragmente (Einzelstrang-DNA) aus dem Zellkern wandern konnten.

Unbestrahlte wtp53-Zellen wie auch mutp53-Zellen wiesen wihrend der S-Phase
ein ssDNA-Signal auf, welches auf aktive DNA-Replikation hinwies, bei der vor allem bei
der Initiation am ,origin“ und an den Okazakifragmenten kurze Einzelstrang-DNA
produziert wurde [Olive und Banath, 1993] (Abb. 20a + b, links).

Direkt nach UV-Bestrahlung war in mutp53-exprimierenden LLC-MK2-Zellen ein
starkes ssDNA-Signal zu beobachten, welches durch das beginnende Herausschneiden der
UV-induzierten Photodimere aus der DNA verursacht wurde. Das Initial-ssDNA-Signal
nahm wiéhrend der S-Phase der geschidigten LLC-MK2-Zellen stetig ab. Ein erneuter
Anstieg des ssDNA-Signals und somit der Reparaturaktivitit wurde wihrend des G2-
Phasen Arrests beobachtet (Abb. 20a, rechts).

Ebenso wie in LLC-MK2-Zellen wurde direkt nach UV-Bestrahlung von wtp53-
Zellen (CV1) ein starkes ssDNA-Signal beobachtet, welches die beginnende Reparatur der
DNA reflektierte. Innerhalb von sechs Stunden nach UV-Bestrahlung war eine Abnahme
dieses ssDNA-Signals zu beobachten. Dieser Befund weist darauf hin, dass immer weniger
Photodimere aus der DNA entfernt wurden, was eine vollstindige Reparatur des DNA-
Schadens innerhalb dieser sechs Stunden indizierte. Wahrend dieser sechsstiindigen
Reparaturphase wurde keine DNA-Replikationsaktivitidt beobachtet [Rohaly et al., 2003].
Sechs bis acht Stunden nach Bestrahlung erfolgte ein erneuter, sehr starker Anstieg des
ssDNA-Signals, das 12 Stunden nach UV-Bestrahlung nicht mehr nachweisbar war. Dieses
zweite ssDNA-Maximum (Abb. 20b, rechts) ist zeitlich mit der gemessenen
Replikationsaktivitdt in bestrahlten wtp53-Zellen identisch [Rohaly et al, 2003].
Vergleichbare Resultate wurden mit bestrahlten wtAp53-exprimierenden mutp53-Zellen

(SW480) erzielt (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnissse zeigen, dass nur in wtAp53-exprimierenden Zellen eine zeitliche
Trennung und somit eine Koordination der Reparatur- und Replikationsereignisse wiahrend

der geschiddigten S-Phase statt findet.
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5 Diskussion

5.1 Die p53-unabhiingige Initiation der S-Phasen Schadensantwort

Bartek und Lukas beschrieben 2001 eine S-Phasen spezifische Schadensantwort, die durch
eine  ATM/ATR-abhidngige Phosphorylierung der Cdk2-aktivierenden Phosphatase
Cdc25A ausgelost wird. Durch diese Phosphorylierung wird die Phosphatase zum Einen
enzymatisch inaktiviert, zum Anderen wird sie dem proteolytischen Abbau zugefiihrt.
Somit kann der fiir die Progression in die S-Phase essenzielle Zyklin E-Cdk2-Komplex
innerhalb kiirzester Zeit nach DNA-Schiddigung nicht aktiviert werden. Die ATM/ATR-
abhingige Inhibition von Zyklin E-Cdk2 (EK2) fiihrt dazu, dass der ,,origin“-bindende
Faktor Cdc45 nicht mehr in das Chromatin geladen werden kann. Da durch diesen Prozess
der Initiator der bidirektionalen DNA-Replikation, die DNA Polymerase a (Pol a), an den
,origin® rekrutiert wird, kann durch die ATM/ATR-vermittelte Inhibition von Zyklin E-
Cdk2 Pol a nicht geladen werden und konsequenterweise wird die Initiation der DNA-
Replikation inhibiert [Constanzo et al., 2000]. Infolge dessen wird die Progression der
Zellen durch den Zellzyklus in der frithen replikativen S-Phase gestoppt. Dieser
schadensinduzierte Mechanismus konnte in UV-bestrahlten wtp53 und mutp53 Zellen
bestitigt werden. Nach UV-Bestrahlung der Zellen am G1/S-Ubergang erfolgte eine
sofortige und zwei Stunden lang anhaltende Inaktivierung von EK2, die mit der
Degradation von Cdc25A korrelierte (Abb. 2, 3, 4). Die durch UV-Strahlung aktivierte
ATR-Chk1-Cdc25A-Cdk2-Reaktionskaskade fiihrte zur Inhibition der Replikations-
aktivitdt wiahrend der ersten zwei Stunden nach erfolgter DNA Schidigung [Rohaly et al.,
2003]. Erst zwei Stunden nach UV-Bestrahlung wurde EK2 Aktivitit gemessen, die mit
der Stabilisierung der Cdk2-aktivierenden Phosphatase Cdc25A korrelierte. Aus diesen
Befunden geht hervor, dass die durch ATR-induzierte Initiation der zweistiindigen S-
Phasen Schadensantwort sowie die Reaktivierung der G1/S-Phasen Kinase EK2
unabhingig vom p53 Status der Zelle sind.

5.2 Die Ap53-abhingige S-Phasen Schadensantwort

Die in dieser Arbeit ausgefiihrten detaillierten Untersuchungen synchronisierter, am G1/S-
Ubergang mit UV-Licht bestrahlter Zellen ergaben, dass abhingig vom p53-Status der
Zellen die ATM/ATR- initiierte zweistiindige S-Phasen Schadensantwort (5.1) fiir weitere
sechs Stunden aufrechterhalten werden konnte. Weiterfithrende Untersuchungen zeigten,
dass die insgesamt achtstiindige Attenuation der S-Phasen Progression nur in Zellen zu

beobachten ist, die transkriptionell aktives wtAp53, eine durch alternatives Spleissen
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generierte p5S3-Isoform [Rohaly et al., 2003], exprimieren (Abb. 1, 8). Erst vier Stunden
spiter progressierten die UV-bestrahlten Zellen in die G2-Phase, wihrend die
unbestrahlten Zellen bereis in der Mitose waren (Abb. 1, 8). Aus diesen Befunden geht
hervor, dass in wtAp53-exprimierenden Zellen nach erfolgter UV-Bestrahlung am G1/S-
Ubergang die Zellzyklusprogression um vier Stunden verlingert wird.

Eine mogliche Ursache fiir die Attenuation der S-Phasen Progression konnte die
Inaktivierung der Zyklin A-Cdk2 (AK2)-Aktivitidt sein, nachdem diese Kinase fiir die
Progression der Zelle durch die S-Phase absolut notwendig ist [Coverly et al., 2002;
Constanzo et al., 2000; Yam et al., 2002; Bashir et al., 2000]. Tatsédchlich blieb die AK2-
Aktivitdt nur in wtAp53-exprimierenden Zellen wihrend der ersten acht Stunden nach
Bestrahlung auf einem niedrigen Niveau, bevor gegen Ende der attenuierten S-Phase ein
Anstieg dieser Aktivitit gemessen werden konnte (Abb. 2, 8). Die Uberpriifung moglicher
Ursachen, die zur Inhibition der AK2-Aktivitét fiihren kdnnten ergab, dass die Expression
der regulatorischen und katalytischen Untereinheit nach erfolgter UV-Bestrahlung nicht
reprimiert war (Abb. 3, Daten nicht gezeigt).

In verschiedenen Publikationen wurde die Inhibition der AK2-Aktivitdt durch
Interaktion der Kinase mit dem Kinaseinhibitor p21 beschrieben [Poon ef al., 1996; Adkins
und Lumb, 2000]. Tatsdchlich akkumulierte nach Bestrahlung von wtAp53-exprimierenden
Zellen der Cdk-Inhibitor p21, der ab zwei Stunden nach Bestrahlung nur mit AK2
komplexierte (Abb. 3, 6, Daten nicht gezeigt). Die Interaktion von p21 mit AK2 erfolgte
genau zu dem Zeitpunkt, ab dem die Aktivitdt von EK2 wieder anstieg. Demzufolge wurde
durch die p21-vermittelte Inhibition von AK2 eine vorzeitige Progression der S-Phase
verhindert. Ein Anstieg der AK2-Aktivitdt wurde ab acht Stunden nach UV-Bestrahlung
gemessen, obwohl die Kinase immer noch mit p21 komplexierte (Abb. 6). Dieser Befund
kann dadurch erklart werden, dass die verstiarkte Expression von Zyklin A und Cdk2 gegen
Ende der S-Phasen Attenuation die Bildung von p21-freien und somit aktiven AK2-
Komplexen erlaubt. In mutp53-Zellen, die kein funktionelles Ap53 exprimieren und
folglich p21 nicht transaktivieren, konnte keine weitere Verzdgerung der S-Phasen
Progression beobachtet werden.

Gottifredi ef al. beschrieben 2001, dass wéhrend eines Replikationsblocks p53 zwar
akkumuliert, aber transkriptionell inaktiv vorliegt. Im Widerspruch dazu wurde aber in
dieser Arbeit nach DNA-Schidigung von wtp53-Zellen und wtAp53-exprimierenden
mutp53-Zellen eine Akkumulation des p53-induzierbaren Cdk-Inhibitors p21 wihrend

einer attenuierten S-Phase festgestellt. Deshalb wurde vermutet, dass die neue p53-Isoform
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Ap53 verantwortlich fiir die Transaktivierung von p2/ ist. Um zu untersuchen, ob in diesen
Zellen eine wtAp53-abhingige Transaktivierung des p2/-Promotors statt fand, wurde
durch Chromatinimmunprizipitation die Bindung von p53 bzw. Ap53 an p2/-Promotoren
untersucht. Dadurch konnte festgestellt werden, dass p2/-Promotorsequenzen nach UV-
Bestrahlung von wtp53-exprimierenden CV1-Zellen nur von Ap53, aber nicht von ,,volle
Lange“-p53 gebunden wurden (Abb. 7). Des weiteren konnte durch dieses Experiment
gezeigt werden, dass pS53 und ApS53 in vivo nicht miteinander assoziieren und somit
unabhingig voneinander fungieren. Durch diese Befunde wurden die Beobachtungen von
Gottifredi et al. beziiglich der transkriptionellen Inaktivitit von p53 wéhrend eines
Replikationsblocks bestdtigt. Diese Ergebnisse zeigen aber auch, dass die alternativ
gespleisste p53-Isoform Ap53 fiir die Aufrechterhaltung der ATR-initiierten S-Phasen
Schadensantwort mittels Transaktivierung von p2/ verantwortlich war. Nachdem in UV-
bestrahlten Zellen die wtApS53-abhidngige Transaktivierung des p2/-Promotors durch den
Einsatz des ATR-Inhibitors Caffein verhindert wird (Rohaly, personliche Mitteilung),
scheint der Transkriptionsfaktor Ap53 durch die UV-spezifische ATR-Kinase oder die
ATR-aktivierte Schadens-Reaktionskaskade aktiviert zu werden.

5.3 Der p53-unabhiingige G2-Arrest
In mutAp53-exprimierenden mutp53-Zellen (LLC-MK2) wurde keine Aufrechterhaltung
der ATR-initiierten zweistiindigen S-Phasen Schadensantwort beobachtet. Dies kann
dadurch erklart werden, dass aufgrund der fehlenden Transaktivierung des p2/-Promotors
die Aktivitdt der S-Phasen Kinase AK2 nicht reduziert werden kann und folglich die
achtstiindige Attenuation der S-Phasen Progression nicht erfolgt. Jedoch reagierten diese
mutp53-Zellen nach erfolgter UV-Bestrahlung am G1/S-Ubergang mit einer vierstiindigen
Verliangerung der G2-Phase (Abb. 1b). Aus FACS-Analysen ging hervor, dass die am
G1/S-Ubergang bestrahlten mutp53-Zellen ebenfalls wie die bestrahlten wtAp53-
exprimierenden Zellen die Mitose mit einer vierstiindigen Verspidtung beginnen (Abb. 1,
8). Wihrend UV-bestrahlte wtAp53-exprimierende Zellen die Progression durch die S-
Phase verlangsamen, erfolgt in mutApS53-exprimierenden Zellen die Attenuation der
Zellzyklusprogression wihrend der G2-Phase.

Bekannt ist, dass durch UV-Bestrahlung der Beginn der Zellteilung durch
verzogerte Aktivierung des MPF’s (mitosis promoting factor, Zyklin B-Cdkl) gestoppt
werden kann. Dieser in der G2-Phase operierende Kontrollmechanismus involviert die

Rekrutierung der ATR-Kinase an die geschddigte DNA und der daraus resultierenden
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Aktivierung der Chkl-Kinase. Die durch ATR-Phosphorylierung aktivierte Chk1-Kinase
inhibiert durch Phosphorylierung die Cdkl-aktivierende Phosphatase Cdc25C.
Konsequenterweise wird die inhibitorisch phosphorylierte Cdkl nicht aktiviert und die
Mitose wird durch die fehlende MPF-Aktivitét nicht eingeleitet [Abraham, 2001; Ohi und
Gould, 1999]. Tatsdchlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es in mutp53-
Zellen zu einer ldnger andauernden inhibitorischen Tyrosin 15-Phosphorylierung der Cdk1
im Zyklin B-Cdkl-Komplex kam (Abb. 5). Durch die anhaltende Tyrosin-15
Phosphorylierung wurde die Progression der geschidigten mutp53-Zelle durch die G2-
Phase verlangsamt und somit der Eintritt in die Mitose verzogert. Die Aktivierung der
ATR-Kinase direkt nach UV-Schiadigung der DNA fiihrt demzufolge nicht nur zur
Initiation der S-Phasen Schadensantwort, sondern ist auch fiir eine verzdgerte Einleitung
der Mitose verantwortlich. Dass Zyklin B-assoziierte Cdk1-Aktivitdt gegen Ende der G2-
Phase trotz Tyrosin 15-phosphorylierter Cdkl gemessen wurde kann dadurch erklart
werden, dass die Expression von Zyklin B wihrend der G2-Phase zunahm und sich somit
aktive MPF-Komplexe aus Zyklin B und verbliebener Tyrosin-15 unphosphorylierter,
aktiver Cdk1 bilden konnten.

5.4 Die Inhibition der DNA-Replikation wihrend der S-Phasen Attenuation

Die Aktivierung der ATR-Kinase nach erfolgter UV-Bestrahlung am G1/S-Ubergang fiihrt
zur pS3-unabhingigen Induktion des Intra-S-Phasen Kontrollpunktes, der die Initiation der
DNA-Replikation in den ndchsten zwei Stunden inhibiert. Die anschlieBende wtAp53-
abhingige Transaktivierung des p2/-Promotors fiihrt darauthin zur Expression des Cdk-
Inhibitors p21 und somit zur Reduktion der AK2-Aktivitdt in bestrahlten wtp53-Zellen und
wtAp53-exprimierenden mutp53-Zellen. Durch die Reduktion der S-Phasen Kinaseaktivitét
wurde in diesen Zellen die Inhibition der Replikation flir weitere sechs Stunden, also
insgesamt acht Stunden aufrechterhalten, bevor in den darauf folgenden vier Stunden die
DNA repliziert wurde [Rohaly et al., 2003]. Die durch eine niedrige AK2-Aktivitit
bedingte Replikationsinhibition erfolgte jedoch in wtp53-Zellen und wtApS3-

exprimierenden mutp53-Zellen auf verschiedenen Ebenen.

5.4.1 Die Inhibition der Initiation der DNA-Replikation in bestrahlten wtpS53 Zellen

In bestrahlten wtp53-exprimierenden CV1-Zellen wurde festgestellt, dass im Gegensatz zu
bestrahlten mutp53-exprimierenden LLC-MK2- und SW480-Zellen die ,origin®-
kompetente DNA Polymerase a (Pol o) bis sechs Stunden nach UV-Bestrahlung
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akkumulierte und danach wieder abnahm (Abb. 9, 10, 11). Da die ,,origin“-kompetente Pol
a in bestrahlten wtp53-Zellen fiir sechs Stunden nicht verbraucht wurde, lisst dies auf eine
Inhibition des ersten Schrittes der DNA-Replikation, der Initiation, wéhrend der ersten
sechs Stunden nach DNA-Schidigung schlieBen. Aus fritheren Untersuchungen ging
hervor, dass nur Zyklin A-Cdk2 aber nicht Zyklin E-Cdk2 die Initiation der DNA-
Replikation katalysieren kann [Krude et al, 1997]. Deshalb wurde auch zuerst
angenommen, dass die Inhibition der Initiationsreaktion der DNA-Replikation durch die
wtAp53-vermittelte Reduktion der AK2-Aktivitit bedingt war. Allerdings wurde in
bestrahlten wtAp53-exprimierenden mutp53-SW480-Zellen trotz Verringerung der AK2-
Aktivitat keine Akkumulation der ,,origin“-kompetenten Pol o beobachtet. Auf Grund
dieses Befundes konnte die verringerte AK2-Aktivitdt nicht die alleinige Ursache fiir die
Inhibition der Initiation der DNA-Replikation sein. Beide Zelllinien besitzen funktionelles
wtApS53, jedoch exprimieren SW480-Zellen im Gegensatz zu CV1-Zellen kein ,,wild-type*
p53. Aufgrund dieses Unterschiedes wurde vermutet, dass wtp53 bei der Inhibition der
Initiation der DNA-Replikation ein Rolle spielen kdnnte. Diese Vermutung wurde erhértet
durch die Beobachtung, dass sich in bestrahlten wtp53-Zellen ein zeitlich begrenzter
Komplex aus ,,voller Lange* p53 und ,,origin“~-kompetenter Pol a bildete (Abb. 9).

Durch detaillierte Untersuchungen wurde deutlich, dass die wtAp53-abhéingige
Inhibition der AK2-Aktivitit in bestrahlten wtp53-exprimierenden CV1-Zellen eine
Voraussetzung fiir die Komplexbildung zwischen ,,origin“-kompetenter Pol o und wtp53
war. Phosphorylierungsexperimente zeigten, dass AK2-phosphorylierte Pol o nicht mit
wtp53 interagieren kann, wahrend die Phosphorylierung durch EK2 keinen Einfluss auf die
Komplexbildung mit wtp53 hat (Abb. 15, 16). Des weiteren ging aus in vitro
Interaktionsstudien hervor, dass der Phosphorylierungsgrad von wtp53 keinen Einfluss auf
die Interaktionsfahigkeit mit Pol a hat (Abb. 14). Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass in vivo bestimmte Modifikationen des Tumorsuppressors eine Voraussetzung
fiir die schadensinduzierte Komplexbildung ist. Die Regulation der Interaktion von Pol o
mit p53 konnte durch Phosphorylierung des N-Terminus von Pol a durch AK2 erfolgen,
nach dem bereits gezeigt werden konnte, dass wtp53 spezifisch an das B-Fragment
(Aminosduren 102-231) der Pol a bindet [Wolter, Dissertation 2001; Dornreiter et al.,
1993]. Auf diesem Pol o-Fragment befinden sich fiinf putative Cdk2-
Phosphorylierungsstellen ~ [Dornreiter,  personliche  Mitteilung], deren  AK2-

Phopshporylierung einerseits zur Initiation der ,,origin“-abhingigen Replikation fiihrt und
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andererseits eine Re-Initiation verhindert [Dehde et al, 2001, Schub et al., 2001].
Demzufolge kann angenommen werden, dass aufgrund der stark reduzierten AK2-Aktivitit
wihrend der attenuierten S-Phasen Progression die Komplexierung von Pol o mit wtp53
ermoglicht wurde und folglich die fiir die Initiation der Replikation notwendige AK2-
Phosphorylierung von Pol o nicht statt fand.

In Korrelation mit der Zunahme von Zyklin A-Cdk2/1-Aktivitit gegen Ende der S-
Phasen Attenuation 16ste sich der Komplex aus Pol o und wtp53 wieder auf. In vitro
konnte gezeigt werden, dass gereinigte AK2 den vorgebildeten Komplex durch
Phosphorylierung der Pol o autheben konnten (Abb. 17). Deshalb wird vermutet, dass mit
steigender AK2-Aktivitdt gegen Ende der S-Phasen Attenuation der Komplex mittels AK2-
Phosphorylierung aufgeldst wird und p53-freie, Initiations-kompetente Pol a die Initiation
der DNA-Replikation katalysiert. Fiir diese Annahme spricht, dass erst gegen Ende der S-
Phasen Attenuation die Menge an hypophosphorylierter Pol a abnahm und zeitgleich
DNA-Replikationsaktivitidt nachgewiesen werden konnte (Abb. 9) [Rohaly et al., 2003].

Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass die Bindung von wtp53 an Pol o nicht nur
deren Phosphorylierung durch AK2 unterbindet sondern auch einen direkten Einfluss auf
die enzymatische Aktivitit des heterotetrameren Replikationsfaktors hat. Der tetramere
Proteinkomplex DNA Polymerase o-Primase (Pol-Prim) besitzt zwei enzymatische
Aktivitdten, die fiir die Initiation der DNA-Replikation an ,origins“ und an
Okazakifragmenten notwendig sind. Durch die intrinsische Primaseaktivitidt von Pol-Prim
wird ein RNA-Primer synthetisiert, der anschlieBend durch die intrinsische DNA-
Polymeraseaktivitit des Enzymkomplexes verldngert wird. Der daraus resultierende 40
Nukleotid lange RNA-DNA-Primer ist Startpunkt fiir die Synthese des Leit- und Folge-
stranges durch die prozessive DNA Polymerase o [Hiibscher ef al., 2002].

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Bindung von
wtpS53 an Pol-Prim tatsichlich die enzymatische Aktivitit des heterotetrameren
Replikationsfaktors negativ beeinflusst. Die Messung der spezifischen Primase- und DNA-
Polymeraseaktivititen der rekombinant erzeugten Pol-Prim-wtp53 Komplexe (Abb. 18 b)
zeigten, dass die Primaseaktivitit bis zu 85% inhibiert wurde, wihrend die DNA-
Polymeraseaktivitit nicht beeintrichtigt wurde. Ein anderer Befund ergab sich bei der
Messung der Enzymaktivititen der rekombinant erzeugten Pol-Prim-mutp53 Komplexe.
Im Gegensatz zu wtp53, hatte die Interaktion von mutp53 keinen Einfluss auf die
enzymatischen Aktivititen der Pol-Prim (Abb. 18 b). Dieser Befund weif3t darauf hin, dass

die Bindung von mutp53 an Pol-Prim keine inhibitorische Wirkung auf die Initiation der
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Replikation in geschddigten S-Phase Zellen ausiiben kann. Des weiteren wurde wihrend
der Reinigung von Pol-Prim-mutp53-Komplexen deutlich, dass, im Gegensatz zu wtp53,
mutp53 in allen Fraktionen mit Pol-Prim eluierte (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung
sprach dafiir, dass mutp53 im Gegensatz zu wtp53 nicht an eine bestimmte Subpopulation
der hypophosphorylierten Pol a bindet, sondern generell mit hypophosphorylierter Pol o
komplexiert. Somit kann auch erkldrt werden, warum in vitro wie auch in vivo wesentlich
mehr mutp53 als wtp53 mit hypophosphorylierter Pol o koimmunprézipitiert (Abb. 9, 10,
11, 13).

Wiéhrend der unabhingig von Bestrahlung in allen mutp53-Zellen auftretende, nicht
regulierte Pol o-mutp53-Komplex (Abb. 10, 11) keinen Einfluss auf die enzymatische
Aktivitdt der Pol-Prim hat und deshalb hochstwahrscheinlich ohne Funktion ist, konnte der
nach UV-Bestrahlung in wtp53-Zellen induzierte und durch AK2-Phosphorylierung
regulierte Pol-Prim-wtp53-Komplex (Abb. 9) mitverantwortlich fiir die Inhibition der
Initiation der DNA-Replikation sein. Die durch wtp53-verursachte Hemmung der
Primaseaktivitit wiirde zum zeitlich begrenzten Verlust der Initiationsfahigkeit des Pol-
Prim-Komplexes fiihren und somit den Start der ,origin“-abhidngigen bidirektionalen

DNA-Replikation vollsténdig inhibieren.

5.4.2 Die Inhibition der Elongation in bestrahlten wtAp53-exprimierenden mutp53-
Zellen

Durch die wtp53-bedingte Inhibition der AK2-Initialphosphorylierung von Pol-Prim und
wtp53-vermittelte Primaseinaktivierung ldsst sich die Inhibition der ,,origin“-abhidngigen
Initiation der DNA-Replikation in bestrahlten wtp53-Zellen erkldren. Ein anderer
Sachverhalt ergab sich jedoch in den wtApS53-exprimierenden mutp53-SW480-Zellen, bei
denen trotz Reduktion der AK2-Aktivitdit und der dadurch bedingten achtstiindigen
Attenuation der S-Phasen Progression die Initiation der DNA-Replikation statt fand.
Jedoch konnte in diesen Zellen wie auch in wtp53-Zellen acht Stunden lang keine
Replikationsaktivitit nach UV-Bestrahlung am G1/S-Ubergang gemessen werden. Auf
Grund dessen wurde vermutet, dass in den wtAp53-exprimierenden mutp53-Zellen zwar
die DNA-Replikation unter Verbrauch der hypophosphorylierten, ,,origin‘“-kompetenten
Pol o gestartet wird aber die katalysierte Elongation der synthetisierten RNA-DNA-

Primer durch die prozessive Pol ¢ inhibiert war.
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Fiir die Elongation der RNA-DNA-Primer ist der DNA-Polymerasewechsel von Pol
o nach Pol 6 absolut notwendig und erfolgt durch die Bindung von Pol & an den
Prozessivititsfaktor PCNA [Maga et al., 2000; Mossi et al., 2000]. Es wurde postuliert,
dass p21 in vitro mit PCNA komplexiert und die fiir den Elongationsprozess der DNA-
Replikation notwendige Interaktion zwischen DNA Polymerase 6 (Pol 6)und ihrem
Prozessivititsfaktor PCNA verhindert, wodurch konsequenterweise die Elongation der
DNA-Replikation zum Erliegen kommt [Waga et al., 1994]. Jedoch konnte in dieser Arbeit
in UV-bestrahlten CV1- wie auch in SW480-Zellen eine Interaktion von p21 mit PCNA in
vivo nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Deshalb konnte die von Waga et al.
postulierte p21-vermittelte Inhibition von PCNA nicht die Ursache fiir die achtsiindige
Replikationsinhibition sein. Weitere Untersuchungen ergaben, dass wéhrend der ersten
acht Stunden nach Bestrahlung sowohl in wtp53-CV1- als auch in wtAp53-exprimierenden
mutp53-SW480-Zellen die Elongations-Pol 6 nicht im Komplex mit PCNA vorlag. Erst
mit dem Einsetzen der Replikationsaktivitit acht Stunden nach Bestrahlung interagierten
beide Replikationsfaktoren (Abb. 19). Des weiteren wurde beobachtet, dass mit
beginnender Replikationsaktivitit auch die Aktivitit der AK2 anstieg. Die Befunde weisen
darauf hin, dass zwischen zwei und acht Stunden nach UV-Bestrahlung am GI1/S-
Ubergang das Laden von Pol & an den Prozessivititsfaktor PCNA wtAp53-abhiingig
inhibiert und somit der fiir die Elongationsreaktion notwendige DNA-Polymerasewechsel
von Pol a nach Pol & verhindert wird. Aus fritheren Untersuchungen ging hervor, dass ein
gewisser Schwellenwert an AK2-Aktivitdt {iberschritten werden muss, um den Pol 6-
abhingigen Elongationsprozess zu starten [Bashir ef al., 2000]. Nachdem die Reduktion
der AK2-Aktivitét eine Voraussetzung fiir die Inhibition der DNA-Replikation ist, erkléren
die Daten von Bashir et al. auch, warum nur in wtAp53- aber nicht in mutApS53-
exprimierenden Zellen die Replikation inhibiert werden kann. Eine Zusammenfassung des

ATR-induzierten Intra-S-Phasen Kontrollpunkts ist in Schema 6 abgebildet.
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Der ATR-Chkl1-Intra-S-Phasen Kontrollpunkt
UV-Schidigung am G1/S-Ubergang

1. Antwort: Initialphase - 2. Antwort: Attenuierungsphase
schnell, bis 2h langsam, weitere 6h

F ATR/Chk1 ﬁ
Ap53*

Proteolytischer Abbau
von Cdc25A i
p21 *
Zyklin E-Cdk2 J_ Zyklin A-Cdk2 J_
Laden von Cdc45
ins Chromatin _J_ Pol o, -wtp53-Komplex ~ Pol 8 —-I PCNA
Initiation am “origin” J_ Initiation am “origin” J_ Elongation J_

Schema 6  Modell fiir den ATR-induzierten Intra-S-Phasen Kontrollpunkt in wtAp53-exprimierenden

Zellen Ausgeldst durch UV-Schadigung der DNA am G1/S-Ubergang erfolgt die sequenzielle
Aktivierung der UV-spezifischen Kinasen ATR und Chk1. In der zweistliindigen Initialphase phosphoryliert Chk1
die Cdk2-aktivierende Phosphatase Cdc25A, welche anschlieRend proteolytisch degradiert wird. Somit wird
Zyklin E-Cdk2 nicht aktiviert und der Pol ahypo-Ladungsfaktor Cdc45 nicht ins Chromatin geladen.
Konsequenterweise findet die Initiation der ,,origin“-abhangigen bidirektionalen DNA-Replikation nicht statt. In
der sechsstiindigen Attenuierungsphase wird Ap53 durch den ATR-Chk1-Kontrollmechanismus aktiviert und
transaktiviert p21, dessen Genprodukt an Zyklin A-Cdk2 (AK2) bindet und somit die Aktivitat dieser S-Phasen
Kinase reduziert. Die niedrige AK2-Aktivitat ermdglicht die Interaktion von ,,volle Lange“-wtp53 mit der ,,origin“-
kompetenten Pol a, wodurch die Initiation der DNA Replikation vollstandig inhibiert wird. Darliber hinaus
unterbindet die niedrige AK2-Aktivitdt die Assemblierung des DNA-Replikationselongationskomplexes,
bestehend aus Pol 6 und ihrem Prozessivitatsfaktor PCNA. Die durch UV-Bestrahlung induzierte Aktivierung der
ATR-Chk1-Cdc25A-EK2 (Initialphase) und ATR-Chk1-Ap53-p21-AK2 (Attenuierungsphase) Intra-S-Phasen-
Kontrollmechanismen erlauben eine achtstiindige Attenuation der S-Phasen Progression, in der die DNA-
Replikation vollstandig inhibiert wird.
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5.5 Die wtAp53-abhiingige Koordination von Replikation und Reparatur wihrend
der S-Phasen Attenuation

Wihrend der wtAp53-induzierten achtstiindigen Attenuation der S-Phasen Progression war
auch die Replikation des Genoms inhibiert. Naheliegend war, dass wihrend der S-Phasen
Attenuation die Reparatur der durch UV-Strahlung geschiddigten DNA erfolgte.
Reparaturereignisse konnen durch Detektion von einzelstrangiger DNA (ssDNA), die bei
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) entstehen, erfasst werden. Die Messung der NER-
Reparaturaktivitdt mittels Comet-Analyse zeigte unmittelbar nach UV-Bestrahlung eine
starke Zunahme des ssDNA-Signals, das nach sechs Stunden nicht mehr detektierbar war.
Ein Vergleich des ssDNA-Signals mit der gemessenen Replikationsaktivitit bestétigte,
dass es sich bei diesem Signal ausschlieBlich um Reparaturprozesse handelte (Abb. 20 b)
[Rohaly et al., 2003]. Des weiteren geht aus diesem Vergleich von Comet-Analyse und
Replikationsaktivitédt hervor, dass erst nach Abschluss der Reparatur das Genom dupliziert
wurde. Ein anderer Sachverhalt ergab sich bei der Untersuchung von mutp53-Zellen, die
kein funktionelles Ap53 exprimieren. Unmittelbar nach UV-Strahlung wurde die
Entstehung von ssDNA nachgewiesen, dessen Signal exakt mit der gemessenen
Replikationsaktivitdt korrelierte (Abb. 20 a) [Rohaly et al., 2003]. Jedoch wurde ab neun
Stunden nach erfolgter UV-Bestrahlung am G1/S-Ubergang ein zweites ssDNA-Signal
detektiert, das mit der beobachteten attenuierten G2-Phase korrelierte. Aus diesen
Befunden geht hervor, dass wtAp53-exprimierende Zellen DNA-Schédden vor Beginn der
DNA-Replikation reparieren, widhrend mutApS53-exprimierende Zellen DNA-Schédden
wéhrend und nach erfolgter DNA-Replikation reparieren. Die Ap53-induzierte Reduktion
der AK2-Aktivitdt und der daraus resultierenden Attenuation der S-Phasen Progression
sowie Inhibition der DNA-Replikation ermdglichte die Koordination von Reparatur und
Replikation. Deshalb kann angenommen werden, dass die vollstdindige Reparatur
geschédigter DNA vor Beginn der Replikation des zelluliren Genoms zur Erhaltung der
genomischen Stabilitdt beitrdgt, wihrend die Duplikation von unvollstindig reparierter
bzw. fehlerhaft reparierter DNA zur Manifestation von Mutationen fiihrt [ap Rhys und
Bohr, 1996; Aquilina und Bignami, 2001; Friedberg, 2003].

Ein weiterer Faktor, der zur Erhaltung der genomischen Stabilitdt beitrdgt und als
»Wachter des Genoms* bezeichnet wird, ist p53 [Ellegde und Lee, 1995; Albrechtsen et
al., 1999; Janus et al., 1999]. Zwar ist der Tumorsuppressor p53 wiéhrend der attenuierten
S-Phase transkriptionell inaktiv [Gottifredi et al., 2001] aber er wird, wie in dieser Arbeit

gezeigt werden konnte, fiir die Inhibition der ,origin“-abhidngigen Initiation der
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bidirektionalen DNA-Replikation bendtigt. Dieser Befund stammt aus Untersuchungen
von wtApS3-exprimierenden mutp53-Zellen, in denen trotz erfolgter Initiation der DNA-
Replikation lediglich die Elongation blockiert war. Bei den Nukleotidexzisionsreparatur-
vorgingen, sowie bei der ,,origin“-abhéngigen Initiation und bei der Primersynthese fiir die
Generierung der Okazakifragmente entstehen  Einzelstrang-Doppelstrang-DNA-
Ubergiinge. Der Ursprung dieser DNA-Struktur kann von der Reparaturmaschinerie nicht
immer unterschieden werden. Deshalb ist anzunehmen, dass nur die vollstdndige Inhibition
des Replikationsvorgangs, der sowohl die Initiation als auch die Elongation beinhaltet, zu

einer hoheren Qualitit der S-Phasen gekoppelten DNA-Reparatur fiihrt.
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6 Zusammenfassung

Nach UV-Bestrahlung synchronisierter Zellen am G1/S-Ubergang erfolgte unabhiingig
vom p53-Status die ATR-abhingige Initiation der Intra-S-Phasen Schadensantwort. Die
Aktivierung der UV-spezifischen ATR-Kinase fiihrt zur Phosphorylierung und
konsequenterweise zur Degradation der Zyklin E-Cdk2-aktivierenden Phosphatase
Cdc25A. Die ATR-abhingige Inhibition der fiir den Eintritt in die S-Phase essenziellen
Zyklin E-Cdk2-Aktivitdt verhindert die Rekrutierung des Pol a-Ladungsfaktors Cdc45 an
den Replikationsursprung und somit die Initiation der bidirektionalen DNA-Replikation.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die ATR-initiierte
zweistlindige S-Phasen Schadensantwort nur in solchen Zellen fiir weitere sechs Stunden
aufrechterhalten werden kann, die die transkriptionell aktive p53-Isoform Ap53
exprimieren. Die Ap53-abhingige, sechsstiindige Attenuation der S-Phasen Progression
erfolgte durch die Ap53-vermittelte Transaktivierung des p2I/-Promoters, dessen
Genprodukt die Aktivitdit der S-Phasen treibenden Kinase Zyklin A-Cdk2 durch
Komplexbildung reduzierte. Durch die Reduktion der S-Phasen Kinaseaktivitit wurde die
Replikation fiir insgesamt acht Stunden inhibiert, bevor in den darauf folgenden vier
Stunden das Genom vollstindig repliziert wurde. Die durch eine niedrige Zyklin A-Cdk2-
Aktivitdt bedingte Replikationsinhibition erfolgte jedoch in wtp53-Zellen und wtAp53-
exprimierenden mutp53-Zellen auf verschiedenen Ebenen. In UV-bestrahlten wtp53-Zellen
filhrte die Reduktion der Zyklin A-Cdk2-Aktivitdt zur Interaktion von wtp53 mit dem
»origin“-kompetenten DNA Polymerase a-Primase Komplex. Die Bindung von wtp53 an
DNA Polymerase o-Primase inaktivierte deren intrinsische Primaseaktivitit und fiihrte
konsequenterweise zur Inhibition der Initiation bidirektionaler DNA-Replikation. Somit ist
,»volle Lange“-p53 wihrend der geschidigten S-Phase zwar transkriptionell inaktiv, besitzt
aber eine von einer Gen-Transaktivierung unabhidngige Funktion im Intra-S-Phasen
Kontrollpunkt. In  wtAp53-exprimierenden  mutp53-Zellen, deren  mutierter
Tumorsuppressor die Primaseaktivitit nicht inhibiert, war die Initiationsreaktion der DNA-
Replikation folglicherweise nicht supprimiert. In diesen Zellen unterbindet aber die durch
Ap53-bedingte niedrige Zyklin A-Cdk2-Aktivitét die fiir den Elongationsprozess der DNA-
Replikation notwendige Interaktion zwischen DNA Polymerase & und ihrem
Prozessivitdtsfaktor PCNA. Wéhrend in bestrahlten wtp53-Zellen die Initiation und

konsequenterweise auch die Elongation der DNA-Replikation inhibiert war, erfolgte in
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bestrahlten wtApS53-exprimierenden mutp53-Zellen die Replikationsinhibition lediglich
durch Verhinderung der Elongationsreaktion. In beiden Zelltypen erlaubt aber die Ap53-
induzierte Reduktion der Zyklin A-Cdk2 Aktivitdt die Inhibition der DNA-Replikation.
Untersuchungen zeigten, dass wihrend der Ap53-induzierten achtstiindigen
Attenuation der S-Phasen Progression, in der keine Replikation statt fand, der DNA-
Schaden vollstindig repariert wurde und erst nach Abschluss der Reparatur das Genom
dupliziert wurde. Ein anderer Sachverhalt ergab sich bei der Untersuchung von mutp53-
Zellen, die kein funktionelles Ap53 exprimieren und somit die Progression durch die
replikative S-Phase nicht attenuieren konnen. In diesen Zellen werden DNA-Schidden zwar
wiahrend der DNA-Replikation repariert, allerdings attenuieren diese mutp53-Zellen nach
erfolgter DNA-Replikation den Zellzyklus in der G2-Phase, in der der grofite Teil der
geschddigten DNA repariert wird. Es kann jedoch angenommen werden, dass die
vollstindige Reparatur geschiadigter DNA vor Beginn der Replikation des zelluldren
Genoms zur Erhaltung der genomischen Stabilitdt beitrdgt, wiahrend die Duplikation von
unvollstindig reparierter bzw. fehlerhaft reparierter DNA zur Manifestation von

Mutationen fihrt.
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HEPES N-2-Hydroxyethyl- aminoethan
piperazin-N’-2- U Unit (Einheit)
Ethansulfonsdure | A4 ultra violett

IgG Immunglobulin G \Y4 Volt

IPTG Isopropylthiogalaktosid- wt Wildtyp
pyranosid z.B. zum Beispiel

IR Ionisierende Strahlung oC Grad Celsius

kb Kilobase

kDa Kilodalton

KPi anorganischer Kalium-
phosphatpuffer

1 Liter

LB Luria-Bertani

M molar

mA Milliampere

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter



