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Zusammenfassung

Missense-Punktmutationen im Gen des Tumorsuppressors p53 resultieren nicht nur
in einem Verlust der Wildtyp-p53-(wtp53) Tumorsuppressor-Funktion (loss of func-
tion), sondern fuhren auch zu einem Zugewinn an dominant-onkogenen Eigen-
schaften (gain of function). Fir das Mammakarzinom wurde gezeigt, dass die Ex-
pression bestimmter mutp53-Proteine mit einer schlechteren Prognose und in einer
Resistenz gegeniber bestimmten Chemotherapeutika korreliert.

Das postulierte onkogene Potential von definierten mutp53-Proteinen soll im Rahmen
der Progression von Mammakarzinomen in einem induzierbaren transgenen Maus-
modell untersucht werden. Voraussetzung fur diese Arbeit war die Herstellung von
transgenen Méausen mit Hilfe einer Pronukleus-Mikroinjektion, die mutp53 unter der
Kontrolle des whey acidic protein (WAP)-Promotors tragen. Dieser Promotor flhrt
nach Induktion durch laktotrophe Hormone im letzten Drittel der Schwangerschatt
und wahrend der Laktation zu einer gewebespezifischen Transgen-Expression in
Epithelzellen der Brustdriise. Zur Herstellung der transgenen Tiere wurde ein muri-
nes p53-Minigen Uber PCR-Mutagenese an Positionen homolog zu bekannten Hot-
Spot-Punktmutationen des Menschen mutiert (humanes mutp537%*®" ~ murinem
mutp537?*°" humanes mutp53~?*" ~ murinem mutp53~?"°"). Das transgene mutp53
kann Uber einen eingefiihrten HA-Tag des Hamagglutinins aus dem Influenzavirus
von endogenem wtp53 unterschieden werden.

Insgesamt wurden 23 (10x WAP-mutp5372*°Y; 13x WAP-mutp537?"°" WAP-mutp53
Ursprungstiere transgener Linien generiert, von deren Nachkommen sechs WAP-
mutp537#*°*" und acht WAP-mutp537%"%" Linien mutp53 spezifisch, z. T. in wenigen,
z.T. in beinah allen Mammaepithelzellen sowohl zytoplasmatisch als auch nukleéar
exprimieren. RT-PCR-Analysen und Immunmarkierungen zeigen, dass die mutp53-
Expression wahrend unterschiedlicher Reproduktionsphasen der Kontrolle des indu-
zierbaren WAP-Promotors unterliegt.

Eine WAP-mutp537%**" Linie (CB6-W1) zeigt bereits nach einer Induktion morpholo-
gische Veranderungen, wie hyperplastisches Drusenepithel, mehrschichtiges und
mikropapillares Wachstum, sowie hormon-unabhangige persistierende mutp53-
Expression in Mammaepithelzellen. Erste Beobachtungen an bi-transgenen Maus-
Linien (WAP-mutp53 x WAP-T) deuten daraufhin, dass Tumor-Differenzierung und
-Progredienz von T-Antigen induzierter Mammatumorigenese durch die Expression
von mutp53 gesteigert wird.

Hiermit steht ein Modellsystem zur Verfigung, um die molekulare Analyse der Tu-
morprogression von Mammakarzinomen und die Testung therapeutischer Verfahren
weiter voranzutreiben.
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1. Einleitung

1.1 p53 in humanen malignen Tumoren

Tumorzellen zeigen eine autonome Zell-Proliferation. Sie teilen sich unkontrolliert
und kdnnen umliegendes Gewebe infiltrieren. Der Grund hierfur sind Veranderungen
in den Regulationsmechanismen, die in gesunden Zellen die Zellteilung kontrollieren.
Der Prozess der Tumorentstehung basiert auf einem Komplex miteinander verknupf-
ter genetischer und epigenetischer Veranderungen. Dabei werden Proto-Onkogene
aktiviert und Tumorsuppressor-Gene inaktiviert (Hernandez-Boussard et al., 1999).
Proto-Onkogene wurden im Laufe der Evolution hoch konserviert und erfillen in der
normalen Zelle wichtige Aufgaben bei der Wachstumsregulation, indem sie fir
Wachstumsfaktoren (z.B. sis-Proto-Onkogen), intrazellulare Signallbertrager (z.B.
ras-Proto-Onkogen) oder Transkriptionsfaktoren (z.B. c-myc) kodieren. Bestimmte
Mutationen in diesen Proto-Onkogenen fihren zu dominant wirkenden Onkoprotei-
nen, die eine Zelle zur unkontrollierten Proliferation anregen und damit die Entste-
hung eines Tumors initileren (Bishop, 1991).

Demgegeniber stehen die Tumorsuppressor-Gene, die eine inhibitorische Wirkung
auf die Zell-Proliferation austiben und im Gegensatz zu Proto-Onkogenen rezessiv
wirken. Daher missen beide Allele inaktiviert oder deletiert sein, damit es zu einer
Tumorprogression kommt (Levine 1993).

Mutationen im p53-Gen (mutp53) werden in 50-60% aller humanen Malignome ge-
funden. Im Gegensatz zu anderen Tumorsuppressorgenen, die meist durch Deletio-
nen, Trunkierungen oder Promotor-silencing inaktiviert werden, handelt es sich beim
p53-Gen in 90% aller Falle um Missense-Punktmutationen (Levine et al., 1991),
(Hollstein et al., 1991). Diese Punktmutationen liegen hauptsachlich in der zentralen
Doméane des p53-Molekils (Levine et al., 1995) und fuhren zur Expression eines
vollstdndigen p53-Proteins mit einem einzigen Aminosaure-Austausch (mutp53).
Dieses sehr spezifische p53-Mutationsspektrum, das sich Uberproportional haufig in
ganz bestimmten Hot-Spot-Punktmutationen auf3ert, impliziert, dass wahrend der
Tumorentstehung oder Tumorprogression auf genau diese Mutationen selektioniert
wird, und dass Tumore, die ein so mutiertes p53 exprimieren, einen selektiven
Wachstumsvorteil haben. Einerseits inaktivieren diese heterozygot mutierten p53-
Proteine die Tumorsuppressor-Funktionen wie Wachstumsarrest und Einleitung der
Apoptose des noch vorhandenen Wildtyp p53-Proteins (wtp53) (loss of function),
andererseits konnen sie jedoch selbst neue biochemische Aktivitaten gewinnen (gain
of function). Sowohl aufgrund von in vitro Daten als auch aufgrund statistischer Kor-
relationsanalysen von Tumor-Datenbanken (s. z.B. http://www.iarc.fr/P53/index.html)
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konnten mutp53-Proteinen solche dominant-onkogenen Eigenschaften im Sinne
eines gain of function zugeschrieben werden.

In humanen Tumoren, in denen der Tumorsuppressor p53 in seiner Wildtyp-Form
(wtp53) weiterhin funktionsfahig ist, sind meist andere Gene, die zur Stabilisierung
des wtp53 fuhren, verandert. So ist beispielsweise MDM2 (murine double minute
chromosome-2) Uberexprimiert, wahrend ARF (alternative reading frame gene) dele-
tiert wird.

MDMZ2 ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, die negativ auf die wtp53-Transkriptionsaktivitat
wirkt. MDM2 bindet an wtp53 und katalysiert dessen Ubiquitinierung, so dass wtp53
durch Proteasen degradiert wird (siehe auch 1.2). Eine MDM2-Uberexprimierung in
humanen Tumoren fihrt zu einer schnellen wtp53-Degradierung, die einem wtp53-
Verlust gleichkommt (Deb 2002).

ARF hingegen wirkt durch seine Bindung an MDM2 positiv auf die wtp53-
Transkriptionsaktivitat. Wenn ARF in humanen Tumoren deletiert ist, kann die
MDM2-Bindung an wtp53 nicht inhibiert werden (Lindstrom et al., 2001).

Prinzipiell kbnnen entweder aktivierende Signale eliminiert werden (ARF), reprimie-
rende Signale verstarkt werden (MDM2) oder Signale aktiviert werden, die der p53-
Antwort auf einen onkogenen Stimulus entgegenwirken, wie z.B. die Aktivierung von
anti-apoptotischen Faktoren wie Bcl-xL (Heinrichs and Deppert 2003). Es kdnnen
aber auch Zellzyklus-Checkpunkte ausgeschaltet werden, Uber deren Aktivierung
p53 einen Wachstumsarrest oder replikative Seneszenz einleiten kénnte (z.B. durch
Hochregulation von Zyklinen und/oder Cdks, Verlust oder Inaktivierung von pRb).
Darlber hinaus kann die wtp53-Funktion durch Kern-Ausschluss (z.B. in Neu-
roblastomen) (Moll et al., 1995) oder durch Interaktion mit viralen Proteinen wie z.B.
dem HPV16/18 E6 Protein in Zervix-Karzinomen unterdriickt sein (Crook et al.,
1992).

Die Vielzahl der in menschlichen Tumoren auftretenden p53-Mutationen und die
Tatsache, dass diese Mutationen offensichtlich einem Selektionsvorteil unterliegen,
deuten auf eine entscheidende Rolle von mutp53-Proteinen in der Tumorprogression
hin.

1.2 Struktur des Tumorsuppressor-Proteins p53

Das Tumorsuppressor-Protein p53 wurde 1979 in SV40-transformierten Zellen als
Komplex mit dem viralem T-Antigen entdeckt (Lane and Crawford 1979, Linzer et al.,
1979). Das humane wtp53-Protein besteht aus 393 Aminoséuren (murines p53 aus
390) und hat ein Molekulargewicht von 43,5 kDa. Durch eine Anhaufung von ,he-
lixorechenden® Prolin-Resten im N-Terminus wird in der SDS-PAGE ein aberrantes
Laufverhalten bei 53 kDa beobachtet, welches dem Protein seinen Namen (Oren
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1985) gab. Das humane 20 kb groR3e wtp53-Gen, besteht aus 11 Exons und ist auf
Chromosom 17p13 lokalisiert.

Witp53 kann strukturell und aufgrund seiner verschiedenen biochemischen Funktio-
nen in drei Bereiche unterteilt werden (Abb.1).

R248
R273

R175

G245
R249

R282

A Mutationen

v ol ok Ll o)

B Modifizierungen PYPPP @AH Iﬂ @
C konservierte I NLS >
Domanen NO I ”] ”I) . VJ - C
I I I I I I I I I
. 1 50 100 150 200 250 300 350 393
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Transaktivierung sequenz-spezifische DNS-Bindung Oligomeri-  unspez.DNS
3’-5" Exonuklease, p53 mRNS 5-UTR-Bindung sierung -Bindung
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Tumorsuppressors p53

(verandert nach: Albrechtsen, 1999)

A: Mutationen. |

B: p53 wird am Amino- und am Carboxy-Terminus posttranslational modifiziert (® : Phosphorylierung,
[Al: Acetylierung, [Sl: Sumolierung).

C: Vier der funf konservierten Domanen befinden sich in der zentralen DNS-Bindungsdomane.

D: p53 gliedert sich in drei Doméanen, die verschiedene biochemische Eigenschaften aufweisen. mm

E: p53 interagiert mit einer Reihe von regulatorischen Proteinen. mm

In der aminoterminalen Region ist eine Transaktivierungs-Domane (Aminosauren
1-50) lokalisiert, die mit elementaren Transkriptionsfaktoren wie TFIID und TBP in-
teragiert (Lu and Levine 1995) (Thut et al., 1995). Bestimmte tumorigen wirkende
p53-Proteine mit einer Mutation in der zentralen Doméne (wie z.B. an Aminoséaure-
Position 281) besitzen die Eigenschaft bestimmte Zielgene, wie z.B. MDR-1, Uber
diese Doméne zu transaktivieren. Fir die Transaktivierung sind zwei kritische Ami-
nosauren (Leucin 22 und Tryptophan 23) in p53 entscheidend (Lin et al., 1994). In
vitro erzeugte Tripel-Mutanten mit Mutationen innerhalb der Transaktivierungs-
Doméane (Aminosaure-Positionen 22, 23) und der zentralen DNS-Bindungs-Doméne
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(Aminosaure-Positionen 281) haben Transaktivierungs- und tumorigen wirkende Ei-
genschaften verloren (Lin et al., 1995).

Die aminoterminale Doméane zeichnet sich weiterhin durch das gehaufte Vorkommen
saurer Aminosauren und durch verschiedene Phosphorylierungsstellen aus, die eine
wichtige Rolle bei der p53-Stabilisierung spielen (Raycroft et al., 1990) (Fields and
Jang 1990).

Das bereits erwahnte zellulare Onkoprotein MDM2 (Chen et al., 1993, Brown et al.,
1993, Picksley et al., 1994) bindet den aminoterminalen Bereich von p53 und inhi-
biert so dessen Transaktivierungs-Funktion (Oliner et al., 1993, Momand et al.,
1992). Zusatzlich leitet MDM2 die proteolytische Degradierung von p53 Uber den
Ubiquitin-Proteasom-Signalweg ein (Haupt et al., 1997) (Kubbutat et al., 1997). Da
auch die mdm2 Transkription durch wtp53 initiiert wird (Wu et al., 1993) (Perry et al.,
1993), resultiert daraus ein negativer Ruckkopplungsmechanismus, der einen utber-
mafigen Anstieg der p53-Konzentration verhindert. Bestimmte mutp53 entgehen
allerdings diesem negativen feedback loop, da MDM2 mit diesen Proteinen nicht
mehr interagieren kann. So akkumuliert mutp53 zu hohen Konzentrationen
(Buschmann et al., 2000), (Haupt et al., 1997), (Midgley and Lane 1997).

In der zentralen hydrophoben Region (Aminosduren 102-292) ist die sequenz-
spezifische DNS-Bindungsdomane lokalisiert. Die DNS-Bindungsdomane enthalt
innerhalb der Vertebraten hochkonserviert Bereiche (Abschnitte Il bis V) (Friedman
et al., 1993, el-Deiry et al., 1992) Strukturell besteht diese Doméane aus zwei antipa-
rallelen pB-Faltblattern, die als Gerust fur zwei groRe Schleifen und fur ein loop-sheet-
helix Motiv dienen. Diese beiden Strukturen bilden die DNS-Kontaktflache von p53
(Cho et al., 1994). Neben der sequenzspezifischen DNS-Bindung ist auch die 3'-5°
Exonukleaseaktivitat in der Kerndoméane lokalisiert (Mummenbrauer et al., 1996).
Mutationsanalysen humaner Tumore zeigen, dass Missense-Punktmutationen ge-
hauft als sogenannte Hot-Spots in der DNS-Bindungsdomane auftreten (siehe: 1.5
Mutationen im Tumorsuppressor-Protein p53).

Die vorwiegend basische carboxyterminale Region vereint mehrere Funktionen:

- die Oligomerisierungs-Domane von p53-Monomeren (Sturzbecher et al., 1992),

- die nicht-sequenzspezifische DNS-Bindungsdoméne (Jeffrey et al., 1995),

drei Kernlokalisationssignale (Shaulsky et al., 1990), (Shaulsky et al., 1991),

eine Domane zur Bindung an einzelstrangige DNS-Enden (Bakalkin et al.,1995),
und eine ,Bindungs-Plattform* fiir Proteininteraktionen (Ahn and Prives 2001).
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1.3 Funktion des Tumorsuppressor-Proteins p53

Das wtp53-Protein zeichnet sich durch eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen
aus, die dazu dienen, die genomische Stabilitdt zu erhalten, die Etablierung von
Mutationen zu verhindern und dadurch einer Tumorentstehung und Tumorprogres-
sion entgegen zu wirken.

Im Normalzustand, d.h. in ungestressten Zellen, sorgt wtp53 fur eine Aufrechterhal-
tung der genomischen Integritat, indem wtp53 direkt an der Reparatur von endoge-
nen DNS-Schéden beteiligt ist, wobei es fehlerhafte DNS-Reparatur und fehlerhafte
Replikation verhindert (Janus et al., 1999). Uber Protein-Protein-Interaktionen und
Uber die 3‘-5° Exonukleaseaktivitat kann wtp53 DNS-Reparatur, -Rekombination und
-Replikation entscheidend beeinflussen (Albrechtsen et al., 1999), (Susse et al,
2000), (Akyuz et al., 2002), (Janz and Wiesmuller 2002), (Zink et al., 2002).
Unterschiedliche Stress-Faktoren stabilisieren wtp53. Je nach Stimulus, Zelltyp und
zellularem Kontext werden durch wtp53 bestimmte Zielgene transkriptionell aktiviert
oder reprimiert. Die Expression der Zielgene bewirkt einen Wachstumsarrest, um
damit Reparaturprozesse zu erméglichen, oder sie leitet den programmierten Zelltod,
die Apoptose, ein.

Ein Wachstumsarrest kann sowohl am G;- als auch am G,/M-Kontrollpunkt des Zell-
zyklus erfolgen. Beide Signalwege sind eng mit der Funktion von p53 als Transkrip-
tionsfaktor verknupft.

G1-Arrest

Der G1-Arrest wird durch die p53 abhangige Transaktivierung des p2lwafl-Gens
vermittelt (el-Deiry et al., 1993), (Waldman et al., 1995), (Deng et al., 1995),
(Brugarolas et al., 1995).

P21wafl ist ein Inhibitor von Zyklin-abhangigen Kinasen (CDKs) (Harper et al.,
1993), (Dulic et al., 1994), (Xiong et al., 1993). Die Aktivitat von Zyklin D-CDK4/6 und
Zyklin E-CDK2 fuihrt in der G1-Phase des Zellzyklus zur sequentiellen Phosphorylie-
rung des Retinoblastomproteins (Rb). Dadurch werden die von hypophosphorylier-
tem Rb gebundenen und sequestrierten Proteine der E2F-Familie freigesetzt und
konnen Gene transaktivieren, deren Produkte die S-Phase einleiten. Die Inhibierung
von Zyklin D-CDK4/6 und Zyklin E-CDK2 durch p21lwafl halt die fur die G1-Phase
des Zellzyklus charakteristische Hypophosphorylierung des Retinoblastomproteins
Rb aufrecht. Dadurch bleibt das hypophosphorylierte Rb an dem Transkriptionsfaktor
E2F gebunden und reprimiert dessen Aktivitat (Dowdy et al., 1993), (Ewen et al.,
1993), (Hinds et al., 1992). Ohne den Transkriptionsfaktor E2F kommt es nicht zur
Transkription der fiir den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase benétigten
Gene und somit zu einem G1-Arrest. Im Verlauf dieses Zellzyklus-Arrests bleibt der
Zelle Zeit, DNS-Schéaden zu reparieren.
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S-Phase Arrest

Die p53 abhangige Transaktivierung des p2lwafl-Gens fihrt in der S-Phase dazu,
dass die DNS-Replikation gestoppt wird, indem p21 an das Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA) bindet und dessen Aktivitat inhibiert (Waga et al., 1994). Wahrend
der DNS-Synthese lokalisieren PCNA und der Replikationsfaktor C (RFC) die Primer-
DNS-Verbindung und rekrutieren die Polymerase 6, um die DNS-Elongation der
Polymerase & zu unterstiitzen (Melendy and Stillman 1991). Durch p21 Bindung
werden PCNA und die DNS-Synthese inhibiert, wahrend die Reparatur-DNS-
Synthese durch die Polymerasen ¢ oder & auch in Anwesenheit von p21 erfolgen
kann (Li et al., 1994).

G2-Arrest

Fur die Induktion eines G2-Arrests durch p53 scheinen mehrere Mechanismen ver-
antwortlich zu sein. Im Vordergrund steht vermutlich die Transaktivierung von 14-3-
3o (Hermeking et al., 1997). 14-3-3c komplexiert Zyklin B-CDK1 und sequestriert
diesen Komplex im Zytoplasma. Dadurch wird die Aktivierung von Zyklin B-CDK1
unterbunden und die Zelle geht nicht in die Mitose. Die Phosphatase Cdc25C, die
den Zyklin B-CDK1-Komplex aktiviert, wird gleichzeitig tUber einen anderen Signal-
weg inaktiviert (Peng et al., 1997), (Chan et al., 1999).

Zusatzlich scheint auch eine Beteiligung von p21lwafl mdglich, indem p21 transient
im Nukleus in der spaten G2-Phase mit Zyklin A und B Komplexen assoziiert ist
(Bunz et al., 1998), (Dulic et al., 1998), (Medema et al., 1998), (Niculescu et al.,
1998). p21 inhibiert direkt die aktive Kinase oder verhindert die Aktivierung durch
CAK (Cdk activating kinase) (Poon et al., 1996). Die beobachtete Repression der
Transkription von Zyklin B durch p53 kdnnte ebenfalls zur Induktion eines G2-Arrests
beitragen (Innocente et al., 1999). Daneben wird auch die Transaktivierung von
Gadd45, dessen Genprodukt Zyklin B-CDK1 hemmt, diskutiert (Zhan et al., 1999).

Apoptose
Bei irreparablen Schaden steht der Zelle ein Eliminierungs-Mechanismus zur Verfi-

gung: der programmierte Zelltod (Apoptose) (Clarke et al., 1993), (Lowe et al., 1993)
(Ryan et al., 1993), (Shaw et al., 1992), (Yonish-Rouach et al., 1991). Die Apoptose-
relevanten Zielgene lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Zu der ersten Gruppe
gehoren Genprodukte, die als Oberflachenrezeptoren Apoptose induzieren kdnnen.
Die zweite Gruppe kodiert fir Proteine, die auf der Ebene der Mitochondrien in die
Signaltransduktion eingreifen.

Witp53 transaktiviert das death-Rezeptor Gen CD9%/apo/fas (Owen-Schaub et al.,
1995), wahrend dieser Rezeptor von mutp53 reprimiert wird, so dass eine Apoptose
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nicht eingeleitet werden kann (Oren, in press, Oncogene 2003; Mutant p53 represses
CD95(Fas/APO-1) expression).

Die Apoptose wird auch Uber das Verhaltnis des Apoptose induzierenden Proteins
Bax und des reprimierenden Proteins Bcl2 gesteuert. p53 ist in der Lage, dieses
Verhaltnis Uber transkriptionelle Transaktivierung zugunsten von Bax zu verschieben
(Miyashita and Reed 1995). Als pro-apoptotisches Protein der Bcl-2 Familie ist Bax
dann in der Lage, die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien zu indu-
zieren, was dann die Apoptose auslost (Jurgensmeier et al., 1998).

Zusatzlich zu der Transaktivierung von pro-apoptotischen Genen der Bcl-2 Familie
spielt die Transrepression von Genen mit anti-apoptotischer Wirkung wie z.B. bcl-2
durch p53 eine Rolle (Miyashita et al., 1994).

1.4 Stabilisierung des Tumorsuppressor-Proteins p53

Das wip53-Gen wird konstitutiv in Zellen eines Organismus in sehr geringer Konzen-
tration exprimiert. In normal proliferierenden Zellen liegen nur 1000 bis 10.000 wtp53-
Molekule pro Zelle vor, deren Halbwertszeit — mitbeeinflusst durch die zuvor erlauter-
te MDM2-Regulation - lediglich 5 bis 20 Minuten betréagt.

Zur Einleitung von Wachstumsarrest oder Apoptose sind jedoch erheblich héhere
wtp53-Konzentrationen notwendig. Dazu mussen die Zahl der wtp53-
Proteinmolekile und ihre verhaltnisméaRig kurze Halbwertszeit erhdoht werden
(Patschinsky and Deppert 1990), (Oren et al., 1981).

Die Stabilisierung des wtp53-Proteins wird unter anderem Uber aminoterminale
Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen beeinflusst.

Unterschiedliche Formen von Stress aktivieren Signaltransduktionswege, die zur
post-translationellen Modifizierung (Phosphorylierung und Acetylierung) und damit
zur Stabilisierung und Akkumulation von wtp53 im Nukleus fuhren (Maltzman and
Czyzyk 1984). Dabei spielen zwei voneinander unabhéngige Signalwege eine ent-
scheidende Rolle. DNS-Schaden werden durch die Proteinkinasen ATM und CHK2
signalisiert (Bell et al., 1999), wahrend onkogener Stress durch das p53 stabilisie-
rende Protein ARF vermittelt wird (Sherr 1998), (Prives and Hall 1999), (Sharpless
and DePinho 1999) (Abb. 2).
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Abb.2: p53 Stabilisierung nach DNS-Schaden und Onkogenexpression

DNS-Schaden aktivieren die Proteinkinasen ATM und CHK2, die wiederum die Proteine MDM2 und
p53 phosphorylieren. Die Phosphorylierung fiihrt zur Auflésung des p53-MDM2-Komplexes, so dass
p53 stabilisiert wird.

Oncogene aktivieren ARF, welches MDM2 durch Bindung funktionell inaktiviert.

Beide Signalwege fiihren zu einer p53-Stabilisierung, so dass p53 seine transkriptionelle Aktivitat
ausliben kann.

Eine Bindung von p53 durch MDM2 fiihrt zur Ubiquitinierung von p53 und damit zur Degradierung des
Proteins (nach Soussi 2001).

Ausgeldst durch DNS-Schaden, wie Doppelstrangbriiche, phosphorylieren ATM-
(ataxia telangiectasia mutated) und CHK2 (cell cycle checkpoint kinase) Kinasen
sowohl MDM2 als auch p53, so dass eine Interaktion der beiden Proteine verhindert
wird. Dadurch wird die MDM2-vermittelte Degradierung und Transaktivierungshem-
mung von wtp53 unterbunden. p53 akkumuliert und ist verstarkt in der Lage, Zielge-
ne zu transaktivieren.

Diese Phosphorylierung verstarkt zusatzlich eine Interaktion mit dem Transkriptions-
Koaktivator p300. Man unterscheidet dabei drei verschiedene Stadien. Zuerst bindet
p53 sequenzspezifisch an die DNS, was eine Konformationsanderungen hervorruft,
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so dass p300 an die Aktivierungsdomane von p53 bindet. Die DNS fungiert in diesem
Fall als allosterischer Ligand fur die p53 Acetylierung. AnschlieRend katalysiert p300
die DNS-Bindungs-abhangige Acetylierung von p53, welches im dritten Schritt den
p300-p53 Komplex stabilisiert (Dornan et al., 2003). Der Transkriptionsfaktor p53
rekrutiert p300 als Koaktivator mit einer Histon-Acetyl-Transferase (HAT) Aktivitat,
um die Histone H3 und H4 aminoterminal zu acetylieren. Diese Histon-Acetylierung
schwacht die DNS-Histon-Bindung, so dass Promotorregionen fur transkriptionsakti-
vierende Komplexe besser zuganglich werden (Liu et al., in press 2003).

Onkogener Stress, d.h. die deregulierte Expression von Onkogenen wie c-myc, ras,
E1A oder p-catenin, fuhrt zu einer Induktion von ARF, welches an MDM2 bindet und
dadurch die Ubiquitinierung sowie Degradierung von p53 verhindert. Gleichzeitig wird
auf diese Weise p53 aktiviert (Bates et al., 1998), (Stott et al., 1998).

Neben der post-translationellen Stabilisierung nach Phosphorylierungen und Acety-
lierungen (Lutzker and Levine 1996), (Siegel et al., 1995) kommt es nach DNS-
Schadigung auch zum Ablésen des p53-Proteins von seiner autoregulatorisch-
inhibierten mMRNS. Dies fuihrt zu einer vermehrten p53-Proteinbiosynthese (Mosner et
al., 1995).

Eine Stabilisierung von p53 kann dartber hinaus die Folge von Schaden am mitoti-
schen Spindelapparat (Cross et al., 1995), von Ribonukleotiddepletion (Linke et al.,
1996) , Sauerstoffmangel (Graeber et al., 1994), Hitzeschock (Ohnishi et al., 1996),
Stickoxidexposition (Forrester et al., 1996), oder von Defekten in der DNS-
Methylierung (Soussi and Beroud 2001) sein.

Die Differenzierung zwischen einzelnen Stress-Signalen ist bislang nicht geklart. Je
nach Zelltyp und Kontext der Stress-Induktion kommt es zu einem komplexen
transkriptionellen Programm, welches zu einem p53-vermittelten Wachtumsarrest
bzw. zur Apoptose flihren kann.

Neben dem stress-induzierten Wachstumsarrest ist wtp53 auch in einem seneszenz-
ahnlichen permanenten Wachstumsarrest, der durch verkirzte Telomere und damit
ungeschitzten Chromosomenenden entsteht, involviert (Serrano and Blasco 2001).

1.5 Mutationen im Tumorsuppressor-Protein p53

Datenbank-Analysen ergaben, dass mehr als 90% der Mutationen im p53-Genlokus
Missense-Punktmutationen sind. Besonders aufféllig ist das spezifische p53-
Mutationsspektrum, das sich in einem gehauften Vorkommen in ganz bestimmten
Hot-Spot-Punktmutationen &uf3ert. Sie liegen an Aminoséure-Positionen 175, 245,
248, 249, 273 und 282 (Abb. 1 und 3) (Hollstein et al., 1991), (Levine et al., 1991),
(Hollstein et al., 1994), (Cho et al., 1994), (Deppert 1994), (Donehower and Bradley
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1993). Diese Mutationen befinden sich hauptsachlich in der zentralen Domane des
pb53-Molekiils und inaktivieren die wtp53 sequenz-spezifische DNS-Bindungs- und
Exonuklease-Aktivitat.

Mutationen im p53 fuhren nicht nur zu einer Inaktivierung der Tumor supprimieren-
den Eigenschaften von wtp53, sondern bestimmte Missense-Punktmutationen schei-
nen mutp53 dominant-onkogene Eigenschaften mit einem Funktionszugewinn (gain
of function) zu verleihen. Diese Missense-Punktmutationen fiihren zu einer Protein-
Stabilisierung und zur intranuklearen mutp53-Akkumulation. Da diese Akkumulation
von mutp53 in Tumoren und haufig auch in Metastasen detektiert wird, geht man
davon aus, dass die kontinuierliche Expression von mutp53 entscheidend fur die
Tumorprogression ist.

Auf molekularer Basis sind die onkogenen Funktionen von mutp53 noch wenig cha-
rakterisiert. Sie zeichnen sich phanotypisch durch eine erhéhte Tumorigenitat und ein
erhohtes Metastasierungspotential der Tumore aus. Neben den transformierenden
Eigenschaften von mutp53 in Zellkultur-Experimenten gibt es eine Reihe weiterer
Beobachtungen, die zeigen, dass zumindest bestimmte mutp53-Proteine eigenstan-
dige onkogene Eigenschaften haben. Diese lassen sich nicht durch einen dominant-
negativen Effekt des Uberexprimierten mutp53 gegenuber dem endogenen wtp53
erklaren (Kaczmarek et al., 1986), (Eliyahu et al., 1985), (Hinds et al., 1989), (Milner
and Medcalf 1991). Eine Uberexpression von mutp53 in p53-defizienten, schwach
tumorigenen AMLV-transformierten murinen L12 Zellen fiuhrt zur Verstarkung der
tumorigenen Eigenschaften (Shaulsky et al, 1991). In p53-defizienten murinen
Harnblasentumorzellen fuhrt mutp53 zu einem erhdhten metastatischen Potential
(Pohl et al., 1988). Verschiedene mutp53-Proteine erhéhen die Proliferationsrate und
die Tumorigenitat von p53-negativen humanen SAOS-2 Zellen (Dittmer et al., 1993).
Tumore mit mutp53 zeigen haufig eine Resistenz gegen Strahlen- und Chemothera-
pie, was zum einen auf den Verlust der Fahigkeit von wtp53 Apoptose nach massiver
DNS-Schadigung einzuleiten zuriickzufthren ist, zum anderen aber auch auf die von
mutp53 induzierte Resistenz dieser Tumorzellen gegen p53-unabhangige Apoptose-
wege (Matas et al., 2001).

Durch Hetero-Oligomerisierung wirkt mutp53 auf wtp53 trans-dominant, bzw. domi-
nant negativ, wodurch die tumorsupprimierende Funktion von wtp53 ausgeschaltet
wird. Mutp53 interferiert so mit p53-abhangiger Apoptose, indem es durch Hetero-
Oligomerisierung die wtp53 spezifische Transaktivierung pro-apoptotischer Gene
inhibiert (Milner and Medcalf 1991).

Andererseits kann mutp53 auch durch Interaktion mit den p53 homologen Proteinen
p63/p73 in die p53-unabhéngige Apoptose und auch in zellulare Differenzierungs-
prozesse eingreifen. Auch wenn noch kein direkter Beweis fur die Interaktion exis-
tiert, zeigen Zellkultur-Daten, dass mutp53 auf diesem Weg onkogene Funktionen
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ausubt (Costanzo et al., 2002), (Strano et al., 2002). Wahrend es erste Hinweise auf
eine transkriptionelle Repression des Fas-Promotors durch mutp53 gibt, ist bereits
gezeigt worden, dass Gene, die fur Zell-Proliferation und die Tumorigenese von
Bedeutung sind, spezifisch durch mutp53 transaktiviert werden (Matas et al., 2001).
Die Liste der durch mutp53 transaktivierten Gene wird sténdig erweitert. Als Beispie-
le seien hier MDR1 (multi-drug resistence receptor 1), welches eine Resistenz gegen
Chemotherapien mit Cisplatin, Etoposid, Doxorubizin hervorruft, c-myc, welches als
aktiviertes Onkogen wirkt und PCNA, welches zur Zell-Proliferation fuhrt, aufgefihrt .
Wahrend fur mutp53 bisher keine spezifische DNS-Erkennungssequenz identifiziert
werden konnte, bleibt eine nicht-sequenz-spezifische DNS/RNS Bindung in mutp53-
Proteinen ebenso erhalten (Steinmeyer and Deppert 1988), wie eine struktur-
spezifische DNS-Bindung (Gohler et al., 2002).

In Tumorzellen wurde eine Lokalisierung von mutp53 im Chromatin und an der
Kernmatrix beobachtet (Zerrahn et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass be-
stimmte mutp53-Proteine, im Gegensatz zu wtp53, mit MAR/SAR (S/MAR) DNS-
Elementen interagieren (Deppert 1996), (Muller et al., 1996), (Weissker et al., 1992),
(Will et al., 1998), (Will et al., 1998). SIMAR-Elemente sind mehrere hundert Basen
bis mehrere Kilobasen lang und befinden sich in der Regel an den Grenzen von
Transkriptionseinheiten und in der Nachbarschaft von Enhancer-ahnlichen regulato-
rischen Sequenzen (Boulikas 1995), (Bode et al., 1995), (Bode et al 1996). Ein we-
sentliches Sequenzmerkmal von S/IMAR Elementen ist, dass sie repetitive DNS-
Elemente enthalten, die in der Lage sind, non-B DNS-Strukturen auszubilden. /n vivo
Cross-linking und Chromatin- Immunprazipitations- (ChlP) Experimente haben ge-
zeigt, dass mutp53°2*°® in Tumorzellen in vivo mit repetitiven DNS-Elementen, wie
sie in S/IMAR-Elementen enthalten sind, interagiert (Koga and Deppert 2000).
S/MAR-Elementen wird eine regulatorische Rolle in der Transkription und der DNS-
Replikation, insbesondere in der Kontrolle von Entwicklungs- und Differenzierungs-
Prozessen zugeschrieben (Berezney 1991), (Bode et al., 1995), (Herbomel 1990),
(Bode et al 1996), (Boulikas et al., 1995b), (Gasser et al., 1987). Daher wird postu-
liert, dass aufgrund der hoch-affinen Interaktion von mutp53 mit S/IMAR-Elementen
eine Regulation der Expression von Genen, die fur die Tumorprogression relevant
sind, stattfindet (Deppert 1996). Dieser Mechanismus kénnte die molekulare Basis
des onkogenen Funktionsgewinns von mutp53 darstellen.

Abhangig vom experimentellen System (Ory et al., 1994), (Deppert 1994), (Deppert
1996), (Muller et al., 1996), und untersuchten Zelltyp (Forrester et al., 1995) unter-
scheiden sich die mutp53-Proteine spezifisch in ihren biologischen Eigenschaften.

In humanen Tumoren zeichnet sich immer mehr eine Korrelation zwischen bestimm-
ten mutp53-Proteinen und der Prognose fur den Krankheitsverlauf ab. So scheinen
Tumore mit bestimmten mutp53-Proteinen eine wesentlich hdhere Tumorigenitat und
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damit eine deutlich schlechtere Prognose zu haben als andere (Goh et al., 1995),
(Aas et al., 1996).

1.6 p53-Mutationen im humanen Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Tumorerkrankung bei Frauen in der
westlichen Welt. In Deutschland erkranken jahrlich 46000 Frauen am Mammakarzi-
nom, 17000 sind unter 60 Jahre alt (Robert-Koch Institut, Deutsche Krebshilfe,
2003). In Europa und Nord-Amerika erkrankt jede vierte Frau an einem Mammakar-
zinom, wahrend in China und Japan nur eine von 16 Frauen betroffen ist (Saitoh et
al., 1994), (Hartmann et al., 1996). Die Ursachen fur diesen Unterschied sind noch
nicht bekannt. Trotz vermeintlich kurativer Resektion des Primartumors kommt es bei
vielen Krebspatientinnen im weiteren Verlauf zu einem metastatischen Tumorrezidiv
in einem anderen Organ (z.B. Skelett 52%, Lunge 24%). Fur eine erfolgreiche Be-
kampfung des Mammakarzinoms wird deshalb neben der verbesserten Friiherken-
nung, die Definition prognostischer Parameter auf molekularer Ebene von entschei-
dender Bedeutung sein, um eine dem Einzelfall besser angepasste Therapie anwen-
den zu kénnen.

Zur Zeit werden zwei unterschiedliche Modelle zur Metastasierung von Mammakar-
zinomen diskutiert. Ausgehend von einer pré-neoplastischen Lasion im Mammadri-
senepithel entwickelt sich nach Ausschaltung von verschiedenen Regulationsme-
chanismen ein invasives Karzinom. In vielen Fallen entwickelt sich eine Hyperplasie
oder ein sogenanntes ductales Carcinoma in situ (DCIS) zu einem invasiven, dukta-
len Karzinom mit metastatischen Absiedlungen. Die molekularen Grundlagen fir
dieses progressive Verhalten sind im Einzelnen noch nicht entschlisselt.

Es wird angenommen, dass eine Reihe von zuséatzlichen genetischen Veranderun-
gen einigen Tumorzellen neue Eigenschaften verleihen, die es ihnen ermdéglichen,
sich vom Primartumor abzul6sen, in die Blutbahn einzudringen und in andere Organe
zu metastasieren. Dabei scheinen auch Metastasierungs-Suppressorgene eine Rolle
zu spielen, die erst nach ihrer Ausschaltung eine Metastasierung erlauben (Steeg et
al., 1988).

Eine andere Mdglichkeit der Metastasierung wird durch neueste Genexpressionsana-
lysen aufgezeigt. Dieselben Gene (Onkogene), die zur Entwicklung eines Primartu-
mors fuhren, sind auch fur die Metastasierung in andere Organe verantwortlich
(Bernards and Weinberg 2002), (Golub 2003). Es handelt sich demnach nicht um
eine Akkumulation genetischer Veranderungen, sondern um primére genetische
Veréanderungen, die das Schicksal der Zelle von vornherein bestimmen. Auch Signa-
le aus den spateren Metastasierungsorten beeinflussen die Ausbreitung der Tumor-
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zellen (Ramaswamy et al., 2003). So exprimieren beispielsweise Mammakarzinom-
Zellen bestimmte Chemokin-Rezeptoren, deren Liganden in hoher Konzentration in
der Lunge und den Lymphknoten vorhanden sind (Arenberg et al., 2001).

Spontane humane Mammakarzinome zeigen in ca. 30% der Falle Mutationen im
Tumorsuppressor pbd3 (Coles et al., 1992). Auch beim Li-Fraumeni Syndrom, das
sich durch Keimbahnmutationen von p53 auszeichnet, treten Mammakarzinome
gehauft auf. p53-Mutationen scheinen ein unabhangiger prognostischer Marker fur
Mammakarzinom Patientinnen zu sein (Rahko et al., 2003). Ebenso kann eine positi-
ve Korrelation zwischen mutp53 und anderen prognostischen Faktoren wie hohes
Grading, positiver Lymphknotenstatus und negativer Progesteron-Rezeptor-Status
hergestellt werden (Overgaard et al., 2000), (Ferrero et al., 2000), (Turner et al.,
2000). Es wurde deutlich, dass mutp53 mit einer schlechten Uberlebensrate (Knoop
et al.,, 2001), (Turner et al., 2000) und einer hoheren Malignitat korreliert (Overgaard
et al., 2000), (Berns et al., 1996). Aufgrund statistischer Korrelationsanalysen schei-
nen bestimmte Mutationen im p53-Gen mit einer schlechteren Prognose des Mam-
makarzinoms zu korrelieren. Dabei gibt es Unterschiede zwischen einzelnen Punkt-
mutationen (Hernandez-Boussard et al., 1999). Mutations-Studien fir das Mamma-
karzinom zeigen eine signifikante Abnahme der Uberlebensrate in Abhangigkeit von
bestimmten p53-Mutanten (Faille et al., 1994), (Rosen et al., 1995). Sie zeigen einen
unterschiedlichen klinischen Verlauf (Overgaard et al., 2000). Zusatzlich konnte fur
das Mammakarzinom gezeigt werden, dass die Expression bestimmter mutp53-
Proteine (mutiert im Codon 248) mit einer Resistenz gegen Doxorubicin assoziiert ist
(Aas et al., 1996). Die Auswertung vergleichender Studien hat ergeben, dass mutp53
mit einer geringen Uberlebensrate einhergeht und als unabhangiger Risikofaktor gilt
(Borresen-Dale 2003).

Das p53-Mutationsspektrum in Abb. 3 zeigt die Verteilung und die Haufigkeit der
Mutationen im humanen p53-Protein fir 10517 untersuchte, verschiedenartige Malig-
nome und fur 1157 analysierte Mammakarzinome. Auffallig sind dabei die drei Hot-
Spot-Punktmutationen bei den Aminosaure-Positionen 248 (6,9%), 273 (6,1%) und
175 (4,9%) (Soussi, 1999). Die ubrigen Mutationen sind zwar ebenfalls hauptsachlich
in der DNS-Bindungsdomaéne lokalisiert, kommen aber wesentlich seltener vor. Die
Verteilung der Mutationen deutet auf einen Selektionsmechanismus mit Wachstums-
vorteilen fur bestimmte Mutationen hin.
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Abb. 3: p53-Mutationsspektrum in humanen Tumoren und im Mammakarzinom

Das p53-Mutationsspektrum im humanen Mammakarzinom (fir 1157 Félle) im Vergleich zu dem p53-
Mutationsspektrum in allen Tumoren (fir 10517 Falle). Die Hot-Spot-Punktmutationen 248, 273, 175
sind in beiden Statistiken die haufigsten Mutationen (nach Soussi 2001).

Fur das Mammakarzinom, wie aber auch fiir die meisten anderen Tumorarten, ist
eine GC zu AT Transition im p53 das mit Uber 90% vorherrschende Mutations-
Ereignis. Diese Missense-Punktmutation fuhrt fur das Codon 175 zu einem Aus-
tausch der Aminosaure Arginin gegen Histidin (mutp53™"°"), fir das Codon 248 zu
einem Austausch der Aminosaure Arginin gegen Tryptophan (mutp53%2*®V) und fiir
das Codon 273 zu einem Austausch der Aminoséure Arginin gegen Histidin
(mutp53~%73),

Ein prognostisch signifikanter Unterschied zwischen den p53-Mutationen wird noch
diskutiert. Mutationen, die die Zink-Bindung der L2 und der L3 Schlaufe (Codon 163-
195 und 236-251) verandern, haben fir Patientinnen die schlechteste Prognose
(Borresen et al., 1995). Dabei sind besonders Aminosauren, die direkt die DNS bin-
den und in der Zink-Bindungsdomaéne lokalisiert sind (Abb. 4), mit einer sehr schlech-
ten Prognose assoziiert (Berns et al., 2000).

Solche Hot-Spot-Punktmutationen zeigen einen sehr aggressiven Phénotyp, der sich
in einer kurzen Uberlebensrate der betroffenen Patienten &ufRert (Alsner et al., 2000).
Andere Gruppen konnten diese Beobachtungen nicht bestatigen, sondern zeigten,
dass Mutationen, die zu einer Denaturierung der p53-Protein-Struktur fuhren mit
einer wesentlich schlechteren Prognose assoziiert waren (Powell et al., 2000).
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Abb. 4: p53-Kerndoméane im Komplex mit DNS-Doppelhelix

A: Die p53-Kerndoméne bindet an die DNS-Doppelhelix. Die Seitenketten von sechs Hot-Spot-
Punktmutationen sind gelb, die Kerndomane hellblau, das Zink-Atom rot und die DNS dunkelblau
dargestellt.

B: Darstellung der an eine DNS-Konsensus-Sequenz bindenden p53-Aminosauren.

(Cho et al., 1994)

1.7 mutp53 im Tiermodell

Die komplexen molekularen Ereignisse der Tumorprogression sind in Zellkulturmo-
dellen schwer zu erfassen und entziehen sich deshalb bislang weitgehend einer
kausalen Analyse. Untersuchungen an humanem Tumorgewebe kdénnen nur eine
»,Momentaufnahme* darstellen und sind aul3erdem aufgrund der intrinsischen geneti-
schen Heterogenitat des Tumormaterials sowie aufgrund unterschiedlicher voraus-
gegangener Therapien, oftmals nur schwierig zu interpretieren. Ein zusatzliches
Problem stellt haufig das nur begrenzt zur Verfigung stehende Gewebe-Material dar,
was Limitierungen in Genom- und Proteomanalyse zur Folge hat.

Ein murines Modell bietet entscheidende Vorteile fur die Analyse molekularer Pro-
zesse der Tumorprogression. Im Gegensatz zu Zellkultur-Experimenten kann im
Mausmodell der Prozess der Tumorprogression im Kontext des Gesamtorganismus
sowie einzelne molekulare Ereignisse an jedem Punkt der Progression analysiert
werden. Zudem konnen der komplexe Organaufbau und die Dynamik hormoneller
und anderer physiologischer Funktionen nur in einem Tiermodell und nicht in vitro
untersucht werden. Solche Modellsysteme basieren auf einem definierten geneti-
schen Hintergrund der Tiere, so dass Proben und Daten zur Analyse der Tumorpro-
gression homogen sind.

Voraussetzung fur molekulare Analysen der kausalen Zusammenhé&nge humaner
Erkrankungen im Mausmodell ist die Vergleichbarkeit beider Systeme. Eine solche
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Vergleichbarkeit konnte vor kurzem in einem SV40 T-Antigen induzierbaren (WAP-T)
transgenen, Mausmodell gezeigt werden (Schulze-Garg et al., 2000). In diesem
Modell tragen die Tiere als Transgen die frihe Genregion des SV40 Virus unter der
Kontrolle des murinen whey acidic protein (WAP)-Promotors. Dieses 1600 Bp grol3e,
Bglll — Kpnl Promotor-Fragment enthélt die regulatorischen Elemente des murinen
whey acidic protein genes. Dieser Promotor wird zum Ende der Schwangerschaft
und wahrend der Laktation in Mammaepithelzellen durch laktotrophe Hormone wie
Prolaktin induziert und fuhrt dadurch zur Expression des Transgens (Pittius et al.,
1988). Die friihe Region des SV40 Virus (2,7 Kb Bgll-BamHI DNS-Fragment) kodiert
fur zwei Proteine: das kleine t-Antigen und das grol3e T-Antigen (Tooze, 1981).
Durch die Expression von T-Antigen werden die Mammaepithelzellen transformiert,
da T-Antigen sowohl wtp53 als auch pRb inaktiviert. Nach einer initialen Dysplasie
enstehen im weiteren Verlauf der Tumorprogression Hyperplasien, ductale Carcino-
ma in situ (DCIS) und schlie3lich duktale Mammakarzinome. Histologische Untersu-
chungen zeigen, dass die Morphologie von humanen DCIS-Stadien denen muriner
DCIS-Stadien gleicht, und beide Spezies die gleichen Wachstumsmuster zeigen.
Diese Analogie in der Gewebsarchitektur kénnte darauf hinweisen, dass sich mole-
kulare Mechanismen fur beide Konstellationen entsprechen.

Die dominant-onkogenen Eigenschaften von mutp53 wurden bislang hauptsachlich in
Zellkultur-Experimenten analysiert, konnten aber auch in ersten in vivo Experimenten
verifiziert werden. So besitzt eine ,knock-in“ Mausmutante nach homologer Rekom-
bination ein Allel, welches mutp537%'7?" (die Mutation 172 Arginin zu Histidin, ent-
sprechend der humanen Hot-Spot-Punktmutation 175 Arginin zu Histidin) tragt (Liu et
al., 2000). Untersuchungen zeigten, dass die Expression von mutp53~'7?" in dieser
Maus nicht aquivalent zur wtp53-Expression in einer heterozygoten p53 knockout
Maus ist. Heterozygote transgene mutp537'7?" Mause unterschieden sich von hetero
zygoten p53+/- Mausen sowohl im Tumorspektrum (mehr Karzinome, weniger
Lymphome), vor allem aber auch darin, dass Osteosarkome und Karzinome mit
hoher Frequenz metastasierten, wahrend Metastasen aus Karzinomen von p53+/-
Mausen nur sehr selten hervorgehen.

Weiterhin wurde gezeigt, dass transgene WAP-mutp537'7? (172 Arginin zu Histidin)
Mause in einem p53+/+ FVB-Maushintergrund nach Induktion zwar spontan sehr
selten Mammakarzinome entwickeln, aber nach chemisch Dimethylbenzanthrazen
(DMBA) induzierter Kanzerogenese eine kirzere Latenzzeit fur die Entstehung von
Mammakarzinomen aufweisen als Wildtyp Mause (Li et al., 1998). Diese Beobach-
tungen erlaubten allerdings keine Aussage daruber, ob die kiirzere Latenzzeit auf ein
onkogenes Potential von mutp53 zuriickzufuhren ist oder auf die dominant-negative
Wirkung von mutp53 auf das in diesen Tumoren vorhandene Wildtyp p53.
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1.8 Aufbau und Entwicklung von murinem Mammagewebe

Die Maus (mus musculus) besitzt 10 Brustdrisen, wobei sich funf auf jeder Seite
befinden. Das erste zervikale Brustdriisenpaar befindet sich in der Halsregion in der
Nahe der Parotis (Ohrspeicheldrise). Die beiden thorakalen Brustdrisen tberlappen
auf der Hohe des Brustkorbs und werden durch den M. pectoralis getrennt. Das
vierte und grof3te abdominale Brustdriisenpaar liegt auf H6he des Unterleibs und das
funfte inguinale Brustdriisenpaar ist in der Leistenregion lokalisiert (Abb. 5).

Abb. 5: Schematische Darstellung der Topographie muriner Mammae

http://www.ncifcrf.gov/vetpath/lymph2.html

Die weibliche Maus besitzt 10 Mammae, finf auf jeder Seite.

Diagramm A: 1. linke zervikale Mamma, 2. linke thorakale Mamma, 3. linke thorakale Mamma, 4. linke
abdominale Mamma.

Diagramm B: 1. linke zervikale Mamma, 2. linke thorakale Mamma, 3. linke thorakale Mamma, 4. linke
abdominale Mamma, 5. linke inguinale Mamma, 6. rechte zervikale Mamma, 7. rechte thorakale
Mamma, 8. rechte thorakale Mamma, 9. rechte abdominale Mamma, 10. rechte inguinale Mamma.

Die Entwicklung des Mammagewebes und damit besonders des sekretorischen
Drusenepithels unterliegt wéhrend eines Lebens vielfaltigen Umgestaltungen (Puper-
tat, ovarialer Zyklus, Parturition, Menopause).

Bei geschlechtsreifen Tieren bildet das glandulare Mammagewebe in subkutanen
Fettpolstern kollaterale und terminale Verzweigungen aus. Diese terminalen, duktulo-
lobularen Einheiten (TDLU) sind von ringférmig angeordneter Basalmembran, Myo-
epithelzellen und Bindegewebsfasern umgeben und von einem einschichtigen Dru-
senepithel ausgekleidet.
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Wahrend eines Ostrus oder einer Schwangerschaft fiihren Hormone zur Proliferation
der epithelialen Elemente. Prolaktin ist essentiell fir das Wachstum und die funktio-
nelle Differenzierung der Druisen (Topper and Freeman 1980). Ostrogen sowie Pro-
gesteron induzieren das Auswachsen der duktalen Gange (Korach and McLachlan
1995) und die Bildung lobularer, alveolarer Strukturen (Lydon et al., 1995). Die Dru-
senacini verdrangen die Fettzellen. Alveolares Wachstum findet ausschliel3lich an
terminalen Endstiicken (end buds) statt, die aus undifferenzierten Stammzellen be-
stehen.

Sofort nach Geburt folgt eine funktionelle Differenzierung des Drisengewebes und
eine zusatzliche alveolare Proliferation innerhalb der ersten Tage der Laktation. Die-
ser Prozess ist nach ca. drei bis vier Tagen abgeschlossen. Wéahrend der Laktation
produzieren die sekretorischen Epithelzellen grof3e Mengen an Milchtropfchen, die
ins Lumen abgegeben werden.

Nach dem Absetzen der Jungen und dem Ende des Saugens akkumuliert die Milch
im alveolaren Lumen und der laktogene Hormonlevel sinkt. Eine gezielte Apoptose
der Epithelzellen fihrt zur Involution des Driisenparenchyms. Dieser Prozess lauft in
zwei Phasen ab. Die erste akute und kurzfristige Phase ereignet sich innerhalb der
ersten zwei bis drei Tage nach Absetzen der Jungtiere. Dabei wird die Hauptmasse
des Drusengewebes durch gezielte Apoptose abgebaut. Die vollstandige Ruckbil-
dung des maternalen, sekretorischen Mammagewebes bis auf relativ wenige TDLU’s
zieht sich in der zweiten Phase Uber einen langeren Zeitraum von ca. zehn Tagen
hin.

Die apoptotischen Zellen verlieren den Zell-Zell-Kontakt, das Chromatin kondensiert,
der Nukleus wird fragmentiert und infiltrierende Makrophagen phagozytieren diese
Zell-Fragmente. Dabei bleiben innerhalb des vorhandenen Drisengewebes undiffe-
renzierte, epitheliale Stammzellen zurliick, um bei einer erneuten Schwangerschaft
das Drisengewebe wieder aufzubauen.
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1.9 Problemstellung

Als langerfristiges Ziel dieses Projektes soll das postulierte onkogene Potential von
spezifischen p53-Mutationen (mutp53) in vivo am Beispiel der Progression von
Mammakarzinomen analysiert werden. Als eine Voraussetzung dafir sollten in dieser
Arbeit induzierbare, transgene Mause generiert werden, die bestimmte humantyp-
ische Mutationen im p53-Gen spezifisch in Mammaepithelzellen exprimieren.

Fur das Mammakarzinom wurde gezeigt, dass die Expression spezifischer mutp53-
Proteine mit einer schlechteren Prognose und einer Resistenz gegentber Chemothe-
rapie korreliert (Hernandez-Boussard et al., 1999), (Aas et al., 1996), (Borresen-Dale
2003). Wahrend korrelative Daten aus Tumordatenbanken (s. z.B. http://www.iarc.fr/
P53/index.html), sowie Daten aus Zellkultur-Experimenten die These einer eigen-
standigen onkogenen Aktivitat von mutp53 stltzen, steht ein experimenteller in vivo
Beweis dafiir noch aus. Um diese kausale Verknupfung experimentell zu untermau-
ern und um eine Basis fur weitere Untersuchungen zu schaffen, sollten transgene
Tiere hergestellt werden, die als Transgen ein mutiertes murines p53-Minigen mit
den relevantesten humanen p53-Mutationen tragen. Aul3erdem sollte das Transgen
gewebespezifisch und induzierbar in den Mammaepithelzellen exprimiert werden
konnen.

Das Tiermodell sollte tberdies die Tumorentstehung und -progression moglichst
Ubereinstimmend mit der human pathologischen Situation reproduzieren. Aus diesem
Grunde wurde eine Pronukleus-Injektion zur Transgen-Herstellung herangezogen,
statt einer rekombinanten ,knock in“-Methode, bei der ein endogenes wtp53 durch
ein mutp53-Allel ersetzt und dann konstitutiv exprimiert wird. Die Verwendung eines
induzierbaren Promotors erlaubt es dem Organismus sich bis zur erstmaligen Induk-
tion unbeeinflusst durch eine Transgen-Expression zu entwickeln. In etwa vergleich-
bar mit einer Spontanmutation beim Menschen, wird erst ab einem bestimmten Zeit-
punkt (ab der Induktion) mutiertes p53 exprimiert.

Die auf diese Weise generierten transgenen Tiere sollten Missense-Punktmutationen
innerhalb des murinen p53-Minigens enthalten, die &quivalent zu den bekannten Hot-
Spot Missense-Punktmutationen beim Menschen sind. Diese Punktmutationen fih-
ren im humanen p53-Protein zu einem Aminosaure-Austausch von Arginin zu Histi-
din an Aminosaure-Position 175, von Arginin zu Tryptophan an Aminosaure-Position
248 und von Arginin zu Histidin an Aminosaure-Position 273. Die entsprechenden
Aminosaure-Positionen befinden sich im murinen p53 aufgrund des aminoterminal
um drei Aminosauren verkurzten murinen p53-Proteins an den Positionen 172, 245
und 270 (humanes mutp53%'°" 2 murinem mutp537'"", humanes mutp537%*W A
murinem mutp537?*°*Y humanes mutp53~?73" 2 murinem mutp53~?"%").

Anstelle des humanen p53-Gens wird, trotz grof3er Homologie beider Proteine, das
murine p53-Gen verwendet, um nicht aufgrund einer artfremden Proteinspezies mog-
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liche Interaktionspartner oder Wirkungsmechanismen in der Maus auszuschliel3en.
Da auch Intronsequenzen die Expression regulieren kénnen, hat in Tiermodellen die
Verwendung eines p53-Minigens mit Exon-Intron-Struktur anstelle von p53-cDNS
Konstrukten in einer effizienteren Transgen-Expression resultiert (Brinster et al.,
1988), (Lozano and Levine 1991).

Um die Tumorprogression organspezifisch in Mammakarzinomen analysieren zu
koénnen, sollte die Expression der transgenen mutp53-DNS durch den murinen whey
acidic protein (WAP)-Promotor kontrolliert werden. Dieser Promotor fuhrt nach Induk-
tion durch laktotrophe Hormone im letzten Drittel der Schwangerschaft und wahrend
der Laktation zu einer gewebsspezifischen Transgen-Expression in sekretorischen
Epithelzellen der Brustdrise (Tzeng et al., 1993).

Um bei der Phanotyp-Analyse das transgene mutp53-Protein von endogenem wtp53
unterscheiden zu kdnnen, wurde ein Epitop des Hamagglutinin-Influenzavirus, ein
neun Aminoséaure langer HA-Tag, mit dem Carboxy-Terminus von mutp53 fusioniert.
Ziele dieser Arbeit waren die Herstellung der Transgen-Konstrukte, sowie der indu-
zierbaren, transgenen Mausmutanten. In der anschlieBenden Charakterisierung der
erhaltenen transgenen Linien mit den unterschiedlichen Mutationen im p53 sollten
die Transgen-Expression sowie mdgliche morphologische Veranderungen untersucht
werden.

Schliel3lich sollten geeignete WAP-mutp53 Linien fur weitere experimentelle Verwen-
dungen zur Untersuchung des onkogenen Potentials von mutp53 definiert werden.
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2. Ergebnis

2.1 Konstruktion der WAP-mutp53-Transgen-DNS

Die potentiell onkogenen Eigenschaften von mutiertem p53 (mutp53) sollten in einem
induzierbaren, transgenen Mausmodell untersucht werden. Hierfur wurden, wie im
folgenden Abschnitt erlautert, entsprechende Transgen-Konstrukte hergestellt.

Zur Generierung der transgenen Tiere wurde ein murines p53-Minigen (4,03 Kb), das
in den Vektor pLTRp53cGwt kloniert wurde (Eliyahu et al., 1985), verwendet. Die
Verwendung eines p53-Minigens mit Exon-Intron Struktur, anstelle von p53-cDNS
Konstrukten, hat den Vorteil einer effizienteren p53-Transgen-Expression im Tier, da
auch Intronsequenzen die Expression entscheidend beeinflussen kdnnen (Brinster et
al., 1988), (Lozano and Levine 1991). Daher wurde darauf verzichtet, ausschlie3lich
cDNS fur die Herstellung transgener Tiere zu verwenden. Das eingesetzte murine
p53-Minigenkonstrukt enthielt DNS-Sequenzen aus muriner p53-cDNS ebenso wie
aus muriner genomischer p53-DNS. Exon I, Intron 1 und Intron 10 waren nicht vor-
handen (Abb. 6).

Exon: I 11—\ VvV Vi Vil VIl IX X Xl
Bp: #1-83 84-105 106-366 367-550 551-663  664-773  774-910 911-984 985-1188

Intron:

Xhol, Sacll,
Pos. 37 Pos. 987
p53-cDNS-Sequenz genomische p53-DNS-Sequenz p53-cDNS-Sequenz

Abb. 6: Schematische Darstellung der verwendeten murinen wtp53-DNS

Die murine chiméare p53-DNS (4,026 Kb) ist aus cDNS und genomischer DNS zusammengesetzt.
p53-cDNS: p53 Start A; TG in Exon Il bis zur Xhol Restriktionsschnittstelle an Nukleotidposition 37 in
Exon Il (37Bp).

p53-genomische DNS: von der Xhol (37) bis zur Sacll Restriktionsschnittstelle an Nukleotidposition
897 in Exon X (3,788 Kb).

p53-cDNS: von der Sacll (897) Restriktionsschnittstelle bis zur Nukleotidposition 1188 im 3'UTR
(201 Bp); Stop-Codon befinet sich an Nukleotidpositionen 1171-1173 (TGA).

(p53 Exon Il — Exon XlI, Intron 2 —Intron 9)

Die chimare DNS begann mit einem murinen p53-cDNS-Abschnitt. Dieser erste
cDNS-Abschnitt erstreckte sich von dem Start A; TG an Nukleotidposition 1 in Exon Il
bis zur Xhol Restriktionsschnittstelle an Nukleotidposition 37. Die hier aufgeflhrten
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Nukleotidpositionen beziehen sich auf die p53-cDNS bzw. die durchgdngige Numme-
rierung der p53-Exons. Bei Position 37 folgte der cDNS genomische p53-DNS
(3,7 Kb). Sie enthalt die Exons Il — X und Introns 2 — 9. Dieser genomische p53-
Abschnitt endet an der Sacll Restriktionsschnittstelle bei Nukleotidposition 987 in
Exon X. Daran anschlie3end folgt wieder ein p53-cDNS Fragment, mit Exon X und
Exon Xl, bis zur Nukleotidposition 1188. Diese wip53-DNS wurde Uber PCR-
Mutagenese an bestimmten Positionen &quivalent zu humanen Hot-Spot-
Punktmutationen mutiert. Die murinen Punktmutationen entsprechen humanen Hot-
Spot-Punktmutationen wie folgt:

3R1 72H 3R1 75H

murines mutp5
murines mutp5
murines mutp537~?7%

humanes p5 . Arginin gegen Histidin
humanes p5 . Arginin gegenTryptophan
humanes p5374*" . Arginin gegen Histidin

A
3R245 W A 3R248W
A

Vor der Mutagenese wurde der HA-Tag carboxy-terminal eingefligt. Anschliel3end
wurden die mutierten p53-Minigenkonstrukte unter die Kontrolle eines durch lak-
totrophe Hormone induzierbaren, murinen whey acidic protein (WAP)-Promotors
kloniert.
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2.1.1 Fusion von wtp53 und HA-Tag durch PCR-Mutagenese

Zur Durchfuihrung der Mutagenese wurde die chimére p53 DNS aufgrund ihrer Grol3e
von 4,03 Kb in zwei Abschnitte (A: von Exon Il bis Exon VI und B: von Exon VI bis
Exon XIl) tber zwei PCR-Amplifizierungen unterteilt (Abb. 7).

Primer
Primer: FKR 12
FKR 10 ("
Primer:
: P — FKR 11
. | Primer: -HA-Tag
Exon:| I 11 \Y \Y IVII FKR 13 VIl IX X Xl
: I
| |
| |
| [
||
' |
ab Pos. 1

Exon: 1l 1l \Y \%

wtp53-Abschnitt A (1,9 Kb) terminale PCR-Mutagenese

'U
o
17}
o
o
=

Pos. 578

Exon: \ Vil Vil 1IX X X

Dralll, wtp53-Abschnitt B (2,2 Kb)

Pos. 639

11400 @3 0ty ggg cct gac tca gac,;,, ggc ggc tac cee tac gac gtg cce gac tac gee 1,,,t9a, ;.5 ag’atca gaatt’c

p53-DNS-Sequenz in Exon Xl — HA-Tag, YPYDVPDYA p53-Stop- Bglll EcoRI
Bp-Pos. 1149-1170 flexibler Linker, Codon
GG

Abb. 7: Schematische Darstellung der p53-DNS-Teilkonstrukte

Abschnitt A: PCR-Produkt nach Amplifizierung der murinen wip53-Sequenz aus pLTRp53cGwt mit
den Primern FKR 10 (gct cag tag ccc” gag a;tg act gcc atg gag gag tca c,3) und FKR 13 (66:C ggg tgg
ctc ata agg tac cac Cgzg), die in p53 Exon Il und Exon VI binden.

Abschnitt B: PCR-Produkt nach Amplifizierung der murinen wip53-Sequenz aus pLTRp53cGwt mit
den Primern FKR 12 (57399 gtg gaa gga aat ttg tat ccc geo1) und FKR 11 (siehe Darstellung), die in p53
Exon VI und Exon Xl binden. Durch die terminale PCR-Mutagenese wird vor das p53-Stop-Codon
(1171) ein flexibler Linker und der HA-Tag (siehe Darstellung) eingefuhrt.

Fur beide Abschnitte wurde die murine, chimare p&3-DNS des Vektors
pPLTRpS3cGwt als Matrize in einer PCR-Reaktion verwendet. In Abschnitt A war der
vorwartsgerichtete Primer (FKR10) komplementar zu dem 5 Terminus der p53-DNS
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in Exon Il mit einer vorausgehenden Smal Restriktionsschnittstelle (gct cag tag ccc”
gag a;tg act gcc atg gag gag tca cy3). Der rickwartsgerichtete Primer (FKR13) war
komplementar zu p53-Sequenzen in Exon VI (es1C 9gg tgg ctc ata agg tac cac Ceso).
Die Amplifizierung des Abschnittes B wurde mit einer terminalen PCR-Mutagenese
zur Einfihrung eines HA-Tags kombiniert. Dieses neun Aminosauren lange Epitop
(YPYDVPDYA) eines Oberflachenproteins des Hamagglutinins des Influenza-Virus
sollte zur Unterscheidung des mutierten p53-Transgens (mutp53) von endogenem
Wildtyp p53 (wtp53) dienen. Der HA-Tag wurde Uber einen 70 Bp langen rickwarts-
gerichteten Primer (FKR11, Abb.5) eingefuhrt. Dieser Primer war komplementéar zu
p53-DNS-Sequenzen in Exon Xl und darauffolgenden DNS-Sequenzen fir zwei
Glycine und dem HA-Tag. Die zwei Glycine zwischen p53 und HA-Tag sollten die
freie Beweglichkeit des C-Terminus erlauben. Fir weitere Klonierungsschritte folgen
auf das Stop-Codon eine Bglll und eine EcoRI Restriktionsschnittstelle. Der vor-
wartsgerichtete Primer (FKR12) zur Herstellung von Abschnitt B war komplementar
zu p53-DNS Sequenzen in Exon VI (57899 gtg gaa gga aat ttg tat ccc geor).

Sowohl der amplifizierte Abschnitt A als auch der amplifizierte Abschnitt B wurden
jeweils in die Aval Restriktionsschnittstelle von pUC18 kloniert. Diese Plasmide wur-
den als pUC-wip53-A und pUC-witp53-B bezeichnet und enthielten die wip53-DNS-
Sequenzen mit der zusatzlichen DNS-Sequenz fur einen HA-Tag am 3’ Terminus von
Abschnitt B.

2.1.2 Generierung von mutp53%*% und mutp53~*’*" Mutanten mittels Uni-

gue-Site-Elimination- (U.S.E.) Mutagenese von wtp53

Zwei der p53-Hot-Spot-Punktmutationen wurden mittels unique-site-elimination-
(U.S.E.) Mutagenese (Deng and Nickoloff 1992) in pUC-wip53-B (Exon VI-ExonXI,
HA-Tag) eingefuhrt.

Die Mutagenese-Primer FKR17 (72499cC atg aac TgG cga cct atc c745im p53 Exon VII)
zur Herstellung von mutp53™?*" und FKR16 (;¢7gc ttt gag gtt cAt gtt tgt gcCsre im
p53 Exon VIII) zur Herstellung von mutp537?”% wurden jeweils mit dem Selektions-
primer FKR18 (x1020ac ttg gtt g a’cgcqgt ca cca gtc aca gzies im pUC18) kombiniert.
Der Selektionsprimer FKR18 eliminiert die Scal Restriktionsschnittstelle in pUC18
und ersetzt sie durch eine Mlul Restriktionsschnittstelle, welche dann zur ersten
Uberprifung einer erfolgreichen Mutation genutzt werden konnte.

Zur Erzeugung der Mutation an Aminosaure-Position 245 (Arginin zu Tryptophan)
war der Austausch von zwei Nukleotiden nétig. Die Aminosaure Arginin 245 im muri-
nen p53-Exon VII, welche durch das Codon CGC kodiert wird, kann aufgrund der
.Degeneration* des genetischen Codes durch insgesamt sechs unterschiedliche
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Nukleotidtripletts reprasentiert werden (Khorana et al., 1966). Dieses Codon ist aqui-
valent zu dem humanen p53-Codon CGG an der Aminosaure-Position 248, das
ebenfalls fir die Aminosaure Arginin kodiert. Die Hot-Spot-Punktmutation im huma-
nen p53 CGG > TGG resultiert in der Expression der Aminosaure Tryptophan. Tryp-
tophan ist neben Methionin die einzige Aminosaure, die durch ein spezifisches
Nukleotidtriplett repréasentiert wird. Um aus dem murinen Codon 245 CGC ein Codon
zu generieren, das fir die Aminosaure Tryptophan (mutp537?*") kodiert, sind zwei
Punktmutationen an den Nukleotidpositionen 733 C - T und 735 C - G notwendig.
Eine einzige Punktmutation an Nukleotidposition 733 von C > T wirde in einen
Austausch mit der Aminosaure Cystein resultieren (Abb. 8).

R248 R248W R245 R245W

humanes wtp53 humanes mutp53 murines wip53 murines mutp53

CGG — TGG CGC — TGG
Arg Trp Arg Trp
CGC TGC
—
Arg Cys

Abb. 8: Vergleich der humanen und murinen p53-DNS-Sequenz zur Einfihrung einer Hot-Spot-
Punktmutation

Die Hot-Spot-Punktmutation CGG zu TGG im humanen wt;p53R248 filhrt dazu, dass Arginin durch
Tryptophan ersetzt wird. Im aquivalenten murinen wtp53°*° resultiert eine Punktmutation CGC zu
TGC in der Aminoséure Cystein. Zwei Punktmutationen sind notwendig, um den &quivalenten Amino-
saure-Austausch zu Tryptophan zu gewéhrleisten.

Die zweite U.S.E.-Mutagenese wurde durchgefuhrt, um an Nukleotidposition 809 in
p53-Exon VIII Uber den Primer FKR16 die Punktmutation CGT — CAT einzuftigen.
Diese Transition fUhrte zu einem Aminosaure-Austausch von Arginin zu Histidin an
Aminoséaure-Position 270 im murinen p53 (mutp537?’°"). Dieser Austausch ist aqui-
valent zur humanen Hot-Spot-Punktmutation im p53-Codon 273, die ebenfalls zu
einem Austausch von Arginin gegen Histidin fuhrt.

Nach Einfihrung der Mutationen mutp537**" und mutp53°4’°" tiber die U.S.E.-
Mutagenese wurde der jeweils mutierte Abschnitt B wieder aus dem Plasmid he-
rausgeschnitten und direkt hinter den Abschnitt A in pUC18 Uber die Dralll (Nukleo-
tidposition 639 in p53 Exon VI) und die Sall (in pUC18) Restriktionsschnittstellen
kloniert, so dass schliel3lich zwei mutierte p53 (mutp53) Minigenkonstrukte in voller
Lange generiert wurden. Diese Plasmide wurden als pUC-mutp537#**" und pucC-
mutp537%"%" pezeichnet.
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2.1.3 Einsatz der Overlap-Extension-PCR-Mutagenese zur Herstellung einer
mutp53~"?" Mutante

Die Hot-Spot-Mutation, die zum Austausch der Aminosaure 172 Arginin zu Histidin
fuhrt, befindet sich in Exon V an Nukleotidposition 515 des murinen p53-Gens. Die
fur die vorherigen U.S.E.-Mutagenesen gewahlte singulare Scal Restriktionsschnitt-
stelle konnte in diesem Fall nicht verwendet werden, da Scal p53 an der Stelle 367 in
Exon V schneidet, also in unmittelbarer Nahe der zu mutierenden Nukleotidposition
515. Zur Durchfihrung einer U.S.E.-Mutagenese muss eine singulare Restriktions-
schnittstelle verwendet werden, die demzufolge nur einmal in dem zu mutierenden
Plasmid vorliegen darf. Dies konnte bei der vorherigen U.S.E.-Mutagenese durch
Subklonierung der p53-DNS-Sequenz von Exon VI bis Exon XI umgangen werden.
Aufgrund von fehlenden passenden singularen Restriktionsschnittstellen in dem
murinen p53-Gen wurde anstelle der U.S.E.-Mutagenese eine Overlap-Extension-
PCR zur Generierung dieser Mutation gewabhilt.

Fur die Overlap-Extension-PCR wurde die chiméare witp53 DNS in voller Lange ein-
gesetzt. Zu diesem Zweck wurden die p53-Abschnitte A und B Uber die bereits be-
schriebene Dralll und Sall Klonierung in pUC18 wieder zu einem wtp53-Minigen in
voller Lange zusammengefligt. Dieses wip53-Minigen enthielt auch den bereits ein-
gefuhrten terminalen HA-Tag am p53-3"-Terminus, um das spétere Transgen von
endogenem witpb53 in der transgenen Maus unterscheiden zu kdnnen. Der daraus
resultierende Vektor wurde als pUC-wtp53-HA bezeichnet.

In der Overlap-Extension-PCR wurde pUC-wip53-HA als Matrize eingesetzt und die
Mutation an Nukleotidposition 515 durch den Primer FKR7 (5019 gag gtc gtg aga cAc
tgc ccc cac Cszs) zur Erzeugung von mutp537'7# eingefiihrt.

Sequenzierungen der Mutationsstelle und des p53-3'Terminus zeigten die erfolgrei-
che Einfihrung der Mutation an Nukleotidposition 515 (G - A) und des HA-Tags.
Alle Gbrigen Sequenzen entsprachen wie erwartet der wip53-DNS-Sequenz.

Bei der Klonierung des mutp53~'7?" Minigenkonstruktes, das nach der Overlap-
Extension-PCR als lineares, (sequenziertes) doppelstrangiges DNS-Fragment vor-
lag, ergaben sich erhebliche Schwierigkeiten. Weder eine direkte Klonierung des
mutp537%'7?" PCR-Produktes in ein WAP-Promotor tragendes Plasmid, noch eine
Subklonierung in pUC18 konnten bisher erfolgreich durchgefuhrt werden.

Aus diesem Grund wurde, parallel zu weiteren Klonierungversuchen des mutp537'7#"
Minigens, mit der Herstellung der WAP-mutp53~?*°" und WAP-mutp53~?%" transge-
nen Tiere begonnen.

In der Zwischenzeit ist die von einer anderen Arbeitsgruppe generierte transgene
Maus-Linie FVB WAP-mutp53~"7% (Li et al., 1998) von uns erworben worden. Sie
enthalt ebenfalls ein murines p53-Minigenkonstrukt mit der gewinschten Mutation an
Nukleotidposition 515 (G - A), welche in den Aminosaure-Austausch Arginin gegen



2. Ergebnis 28

Histidin an Position 172 resultiert. Das Transgen befindet sich im Gegensatz zu den
hier generierten Tieren nicht unter der Kontrolle eines murinen WAP-Promotors (Gl:
1215721), sondern unter der Kontrolle eines WAP-Promotors aus Rattus Norvegicus
(Gl: X01153).

Der genetische Hintergrund eines Mausstammes ist fur die Analyse bestimmter
Krankheiten von entscheidender Bedeutung. BALB/c ist besonders anfallig fur die
Entwicklung von Mammakarzinomen (Kuperwasser et al., 2000) und wurde deshalb
als genetischer Hintergrund fur die transgenen Mause gewahlt. Da die WAP-
mutp53%'7?" transgene Maus als FVB-Stamm geziichtet wurde, wird sie zur Zeit
einen BALB/c -Hintergrund zuriickgekreuzt, um mit den anderen transgenen BALB/c
WAP-mutp53 Tieren verglichen werden zu kénnen.

2.1.4 Herstellung der WAP-mutp53 Transgen-Konstrukte

Als Ausgangskonstrukt fur die Erzeugung der WAP-mutp53 Transgen-Konstrukte
diente das Plasmid pWAP-T. Dies enthélt die frihe Genregion des SV40 Virus unter
der Kontrolle des murinen whey acidic protein (WAP)-Promotors. Die WAP-mutp53
Transgen-Konstrukte wurden durch Austausch der frihen SV40 Genregion im
PWAP-T (Tzeng et al., 1993) mit den jeweiligen mutp53 Minigenkonstrukten herge-
stellt (Abb.9).

EcoRl 151 EcoRl 151
Ball 163 gl 63

hol 1325
952, 5cal

01325
Xhol 1538
p-WAP-mutp53

8713 Bp

Ame" p-WAP-T

7143 Bp
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6290, Mde |

" Nde ) 2171 '

SV40 Poly A

B Aflll 2815
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Abb. 9 A: Plasmidkarte von WAP-mutp53 Transgen-Konstrukten

A: pWAP-T enthalt das 1,6 Kb DNS-Fragment des murinen WAP-Promotors (Bglllgos und Kpnloos)
und die frihe SV40 Genregion (Bglllspss — BamHIas33, 2,7 Kb), kodierend fir das grof3e und fur das
kleine T-Antigen. Die SV40 Genregion (Acc65ly762-Bcll4207) wurde in pWAP-T durch die mutp53 Mini-
gen-Konstrukte ersetzt. Daraus resultieren die pWAP-mutp53 Vektoren, die jeweils die mutierten
Transgen-Konstrukte mit C-terminalem HA-Tag enthalten. Sie sind in pUC18 kloniert und kénnen
durch EcoRlys; und Sallggsg Restriktion fiir die Mikroinjektion prapariert werden.
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SV40 PolyA

Exon: \% \

(WAP)-Promotor (1,6 Kb) des chimére p53-DNS-Sequenz
murinen whey acidic proteins (4,03 Kb)

ggc ggc tac ccc tac gac gtg ccc gac tac gee

G G Y PY DV P DY A

flexibler
Linker HA-Tag

1,499C atg aac tgg cga cct atc,,,

Transgenkonstrukt: WAP-mutp53R24sW G M N W R P L,

J90ttt gag gtt cat gtt tgt gecg,q

Transgenkonstrukt: WAP-mutp53R270H
wsF EVH VC A,

B

Abb. 9 B: WAP-mutp53 Transgen-Konstrukte

B: Die murinen mutp53-Minigenkonstrukte befinden sich unter der Kontrolle des murinen whey acidic
protein (WAP)-Promotors, dem 1,6 Kb DNS-Fragment des WAP-Promotors (Bglllg,s und Kpnlsg,s). Die
mutp53-Minigene basieren auf der chimaren wip53-DNS (Exon I, Intron 2 — Intron 9, — Exon XI). Zur
Unterscheidung von endogenem wip53 wurde ein HA-Tag (YPYDVPDYA) an das 3"Ende direkt vor
das Stop-Codon fusioniert. Darauf folgt das SV40 Polyadenylierungssignal (Bclly7eg — BamHlosss, 0,24
Kb SV40 DNS-Fragment). Das WAP-mutp537%*°" Konstrukt enthalt die Hot-Spot-Mutation 733 C zu T
und 735 C zu G, wodurch Arginin 245 durch Tryptophan ersetzt wird. Das WAP-mutp53™?"" Konstrukt
enthalt die Hot-Spot-Mutation, Position 809 G zu A, wodurch Arginin 270 durch Histidin ausgetauscht
wird.

Dafiir geeignete Restriktionsenzyme waren EcoRI mit einer Restriktionsschnittstelle
vor dem Start-Codon von mutp53 und Bglll mit einer Restriktionsschnittstelle hinter
dem Stop-Codon von mutp53. Um diese Restriktionsschnittstellen nutzen zu kénnen,
musste in den pUC-mutp53 Konstrukten erst eine zweite EcoRI Restriktionsschnitt-
stelle hinter der Bglll Restriktionsschnittstelle eliminiert werden. Dies geschah mittels
PCR-Amplifizierung und einer Subklonierung in pUC18. Diese pUC-mutp53AEcoRI
Plasmide wurden mit EcoRI an der noch in pUC18 enthaltenen EcoRI| Restriktions-
schnittstelle linearisiert. Die 5° Uberhdangenden DNS Enden wurden mit Hilfe des
Klenow-Fragments der Polymerase | aufgefillt. Eine anschlie3ende Bglll Restriktion
(a’gatct) ermdglichte eine gerichtete Klonierung in das pWARP-T Plasmid. Die friihe
SV40 Genregion in diesem Plasmid wurde vorher durch Acc65l Restriktion, an-
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schlieBender Auffillung der Enden und folgender Bcll Restriktion (t"gatct) eliminiert.
Die durch Bglll und Bcll erzeugten tberhangenden Enden sind kompatibel, so dass
anschlieBend das mutp53—Minigen direkt in das pWAP Plasmid kloniert werden
konnte. Die mutp53-Minigenkonstrukte wurden so hinter die regulatorischen Sequen-
zen des murinen WAP-Promotors kloniert. Die Bcll Restriktionsschnittstelle befindet
sich vor dem SV40 Polyadenylierungssignal in der friihen Genregion des SV40 (Po-
sition 2769 im SV40 Genom) im pWAP-T Plasmid (Abb. 9A). Durch dieses Polyade-
nylierungssignal konnte auch eine effiziente Expression dieses Transgens gewahr-
leistet werden.

Die Plasmide, die die Transgen-Konstrukte enthalten, werden als pWAP-
mutp5372*°YW und pWAP-mutp537?"°" (Abb. 9A) bezeichnet.

Die dreimalige, bidirektionale Sequenzierung der WAP-mutp537*" und WAP-
mutp537?7°" Konstrukte zeigte jeweils die gewiinschte Mutation, den im Leserahmen
befindlichen flexiblen Linker, sowie den HA-Tag direkt vor dem Stop-Codon, die
anschlieBende SV40 Polyadenylierungsstelle, sowie die Ligationsstelle zwischen
mutp53 und dem WAP-Promotor. Zusatzlich wurden alle Gbrigen Sequenzen als p53-
Wildtyp-Sequenzen verifiziert, so dass diese Konstrukte der zu erwartenden Se-
quenz entsprechen und zur Generierung transgener Tiere genutzt werden konnten.
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2.2 Erzeugung WAP-mutp53 transgener Maus-Linien

WAP-mutp53 transgene Mause wurden durch Pronukleus-Mikroinjektion der WAP-
mutp53 DNS und anschlieRender Austragung dieser Embryonen von pseudo-
schwangeren Ammen generiert.

Fur die Pronukleus-Injektion wurden die klonierten transgenen WAP-mutp53 Mini-
genkonstrukte von ihrem bakteriellen Plasmid-Ruckgrat getrennt, da Vektorsequen-
zen, insbesondere prokaryotische Promotorsequenzen die Expression von Transge-
nen beeintrachtigen.

Die WAP-mutp53 Minigenkonstrukte (5,9 Kb) wurden durch EcoRI und Sall Restrikti-
on von ihrem vektoriellen Rickgrat (pUC18) getrennt (Abb. 10) und tber Elektroelu-
tion und Affinitatschromatographie fir die anschlieRende Mikroinjektion aufgereinigt.

WAP-mutp53 e

— 5,0Kb
- 4,0Kb
puC18 - 3.0Kb
- 2,0Kb

Abb. 10: pWAP-mutp53 Restriktion fur die Pronukleus-Mikroinjektion

0,7 % TAE-Agarosegelelektrophorese. Kontrollgel zur Uberprifung der WAP-mutp53-Fragment Auf-
reinigung.

A: Die pWAP-mutp53 EcoRI und Sall Restriktion resultierte in einem 2,7 Kb groRem pUC18 und
einem 5,9 Kb groBem WAP-mutp53 DNS-Fragment (100 ng pro Agarosegeltasche).

B: 1 Kb DNS-Langenstandard, 500 ng.

C: 50 ng isoliertes, aufgereinigtes WAP-mutp53 DNS-Fragment (5,9 Kb). Die fotometrische Messung
ergab eine DNS-Konzentration von 50 ng/ul und einen Quotienten der ODygo / OD,gg VON 1,9.

Die linearisierte und isolierte transgene WAP-mutp53 DNS wurde in einer Konzentra-
tion von 2,5 ng/ul fir die Pronukleus-Injektion eingesetzt, wenn die Aufreinigung
einem Quotienten OD,5/OD2go VOn mindestens 1,9 entsprach.

Parallel dazu wurden vier bis sechs Wochen alte CB6F1 Weibchen (aus einer
BALB/c J x C57BL/6 J Zucht) als Zygotenspender flur die Herstellung transgener
Tiere vorbereitet. Die Superovulation dieser Weibchen wurde durch intraperitoneale
Injektion der Hormone PMS und hCG eingeleitet. Nach Verpaarung mit fertilen
CB6F1 Mannchen wurden die CB6F2 Zygoten fur die Mikroinjektion isoliert. Je nach
Mikroinjektionsexperiment wurden aus flnf eingesetzten Zygotenspendern ca. 100 —
150 lebende Zygoten isoliert. Die isolierte WAP-mutp53 DNS (2,5 ng/ul) wurde je-
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weils in den mannlichen Pronukleus der CB6F2 Zygoten mikroinjiziert. Vitale Embry-
onen (30-70), die die Mikroinjektion-Prozedur Uberlebt hatten, wurden im Zwei-
Zellstadium jeweils in Gruppen von ca. zweimal 10 Embryonen in die Ampullae der
Ovidukte pseudotrachtiger Leihmutter implantiert.

21 Tage spater wurden von jeweils einer Leihmutter bis zu acht Nachkommen gebo-
ren. Ab einem Alter von mindestens drei Wochen konnten diese Tiere auf die Integ-
ration des Transgens mit Hilfe von PCR-Analysen getestet werden.

2.3 Identifizierung WAP-mutp53 transgener Maus-Linien

Nachkommen eines Mikroinjektions-Experimentes, die das Transgen enthalten, sind
potentielle Ursprungstiere darausfolgender transgener Linien, aber erst wenn eine
Keimbahnintegration durch Verpaarung dieser potentiellen Ursprungstiere bestatigt
wird, liegt eine transgene Maus-Linie vor.

Die potentiellen Ursprungstiere wurden durch den Nachweis des Transgens uber
PCR-Analysen identifiziert. Dazu wurde genomische DNS aus Schwanzbiopsien
aufgereinigt.

Die zur ldentifizierung transgener Tiere verwendeten transgen-spezifischen Primer
sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die Primerpaare sind so konstruiert, dass ein Primer
spezifisch im Transgen, entweder im WAP-Promotor (WAP'*°) oder im HA-Tag
(FKR4) und der zweite im Exon Ill, bzw. im Exon IX des p53-Gens (p53Elll, FKR 14)
hybridisiert (Abb. 11).

Tabelle 1: Primer zur Identifizierung WAP-mutp53 transgener Mause

Primer | Bp |Orien.| Org. |Beschreibung Sequenz 5°- 3
WAP®| 23 | = | Maus | muriner WAP-Promoter, cca gga gaa gtc acc
Start bei Pos.: 1955 ctc aga tg
pS3EIll | 24 <« Maus | murines p53-Exon lll; Pos.: 103-84 und 4 | 1039 gat atc ttc tgg
Nukleotide aus Intron 2 agg aag tg4 ctgg
FKR14 24 = Maus | murines p53-Exon IX; Pos.: 961 — 984 ss10at gga gag tat ttc
acc ctc aagogs
FKR4 | 21 & HA- | letzten sechs Codons des HA-Tags ca ggc gta gtc ggg
Tag | (kodierend fiir Aminosauren: AYDPVD) cacgtc g
p5319 24 = Maus | murines p53-Intron 9 gta agt gga gcc agc
tta agt tgg

p53EXI | 23 = Maus | murines p53-Exon Xl; Pos.: 1164 — 1142 116491C @gg ccc cac ttt
Ctt gac cajiq4o

Bp.: Anzahl der Basenpaare des aufgefiihrten Primers.
Orien.: Orientierung des aufgefiihrten Primers, vorwartsgerichteter Primer (=), riickwartsgerichteter
Primer (<).

Org.. Organismus, aus dem die DNS-Sequenz des aufgeftihrten Primers stammt.
Pos.:  Nukleotidposition im murinen p53 Gen (Eliyahu et al., 1985).
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(WAP)-Promotor (1,6 Kb) des chimare p53-DNS-Sequenz (4 Kb)
murinen whey acidic proteins SV40 PolyA

Transgen: WAP-mutp53

I 1 v \% \ Vil i IX X Xl
Primer und resultierende transgen- W_A)P1955840 Bp p;El” KR 14 1075 Bp kR4
spezifische PCR-Produkte
E—

p53 19 p53 EXI

Transgenes mutp53: 280 Bp
(A Intron 10)

Endogenes wtp53: 980 Bp
(+ Intron 10)

Abb. 11: Identifizierung transgener WAP-mutp53 Tiere

Amplifizierung von DNS-Sequenzen zwischen transgen-spezifischen Primern, komplementar zum
WAP-Promotor und p53-Exon Ill; zum HA-Tag und p53-Exon XI; sowie zu p53-Intron 9 und -Exon XI;
fuhren zur Identifizierung transgener Tiere aus Schwanzbiopsien-DNS.

Abb. 12 zeigt das Ergebnis von drei unterschiedlichen PCR-Analysen genomischer
DNS der Tiere 20-27 aus den ersten Mikroinjektionsexperimenten. Als Positiv-
Kontrolle wurden fiur diese ersten Analysen 100 ng genomische BALB/c DNS mit
20 pg pWAP-mutp53~?"%" in einem 50 pl PCR-Ansatz eingesetzt.

20212223 24 LS 252627 + 20212223 241LS 252627 + 20212223 24 LS2526 27 +

mutp53 mutp53 witpb3
840 Bp 1075 Bp 980 Bp

A B C

Abb. 12: PCR-Analyse potentiell WAP-mutp53 transgener Tiere

1% TAE-Agarosegelelektrophorese, 10 pul PCR-Amplifikat pro Geltasche.

A: PCR-Analyse der Biopsie-Proben # 20-27; Primer: WAP™° und p53Elll; Positivkontrolle (+): 840
Bp Bande, 50 ng BALB/c DNS vermischt mit 20 pg pWAP-mutp53 Plasmid-DNS; Proben 22 und 24
zeigen ebenso wie die Positivkontrolle (+) die transgen-spezifische 840 Bp Bande.

B: PCR-Analyse der Biopsie-Proben # 20-27; Primer: FKR 14 und FKR 4; Positivkontrolle (+): 1075
Bp Bande, 50 ng BALB/c DNS vermischt mit 20 pg pWAP-mutp53 Plasmid-DNS; Proben 22 und 24
zeigen ebenso wie die Positivkontrolle (+) die transgen-spezifische 1075 Bp Bande.

C: PCR-Analyse der Biopsie-Proben # 20-27; Primer: p5319 und p53EXI; Positivkontrolle fiir endoge-
nes wipb3 ohne transgenes mut53 (+): 980 Bp Bande, 50 ng BALB/c DNS; Proben 20 — 27 zeigen
ebenso wie die Positivkontrolle (+) eine dem endogenen wtp53 entsprechende 980 Bp Bande. Probe
22 zeigt zusatzlich sehr deutlich eine transgenspezifische 280 Bp, wahrend bei Probe 24 diese trans-
gen-spezifische 280 Bp Bande schwach zu sehen ist.

LS: 1 Kb DNS-Langenstandard.
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Die Agarosegelelektrophorese zeigt deutlich fir die Proben #22 und #24 transgen-
spezifische PCR-Amplifikate, sowohl mit einem Primerpaar komplementar zum WAP-
Promotor und p53 (WAP™®® — p53EIll; 840 Bp) (Abb. 12A), als auch mit einem Pri-
merpaar komplementar zu p53 und zum HA-Tag (FKR 14 — FKR 4; 1075 Bp) (Abb.
12B). Die transgen-spezifischen PCR-Amplifikate entsprechen der jeweiligen Positiv-
kontrolle (50 ng BALB/c DNS vermischt mit 20 pg pWAP-mutp537?"%" Plasmid-DNS).
Die dritte PCR mit einem Primerpaar komplementéar zu p53 (p5319 und p53EXI) dien-
te der Qualitats-Kontrolle der DNS-Aufreinigung, da jede Probe muriner genomischer
DNS hier eine dem wtp53-Gen entsprechende Bande im Agarosegel zeigen sollte.
Diese Primer binden sowohl im endogenen wip53 als auch im transgenen mutp53.
Das PCR-Amplifikat erstreckt sich von Intron 9 bis Exon XI im murinen p53. Da Intron
10 im transgenen mutp53 fehlt, wird zusatzlich in transgenen Tieren zur wip53-
Bande (980 Bp) ein um 700 Bp kleineres mutp53 DNS-Fragment (280 Bp) amplifi-
ziert. In Probe #22 fand sich ein deutliches und in Probe #24 ein schwaches Trans-
gensignal (Abb. 12C). Wie sich nach Verpaarungen herausstellte, hatte von diesen
zwei positiven Tieren nur #22 das Transgen in der Keimbahn integriert.

Nach PCR-ldentifizierung fuhrten die ersten funf durchgefiihrten Mikroinjektionen zur
Generierung von sechs transgenen, potentiellen Ursprungstieren (Tabelle 2).

Tabelle 2 : Herstellung von WAP-mutp53 transgenen Mausen

Exp.# | %tg/Exp. | Transgenim Linien- Keimbahn-Integration
Ursprungstier Bezeichnung*
0% (0/11) mutp53*"* - -
25% (2/8) | & mutp53*’™ CB6-13 -
3 mutp53*"™ CB6-14 -
3 6% (2/35) | @ mutp53*"*" CB6-22 +
3 mutps53*7 CB6-24 -
4 13% (1/8) | & mutp53°*" CB6-3 -
5 17% (1/6) | @ mutp53°*°" CB6-12 -
Exp. #: fortlaufende Nummer der Mikroinjektionsexperimente.
% tg/ Exp.: prozentualer Anteil transgener Tiere in den Wiirfen.
Q weibliches Ursprungstier.
IS mannliches Ursprungstier.
* Bezeichnung transgener Linien, ausgehend von der fortlaufenden Nummerie-

rung des transgenen Ursprungstieres.
Diese transgenen Linien sind chronologisch nach Mikroinjektions-Experimenten aufgelistet.

Die sechs transgenen, potentiellen Ursprungstiere wurden mit BALB/c Mausen ver-
paart, um eine Keimbahnintegration nachzuweisen. Dabei konnten allerdings in funf
von sechs Fallen auch nach dreimaliger Verpaarung keine transgenen Nachkommen
identifiziert werden, obwohl in den potentiellen Ursprungstieren mit unterschiedlichen
transgen-spezifischen Primersets (komplementar zu p53 Exon IX und zum HA-Tag,
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bzw. zum WAP-Promotor und p53 Exon Ill) mutp53 DNS nachgewiesen werden
konnte.

Als Ursache fur die negativen PCR-Analysen der Keimbahn-Integartions-
Untersuchungen wurde zunachst eine schlechte Zugénglichkeit der transgenen DNS
in der genomischen DNS vermutet, so dass die PCR zur Identifizierung der transge-
nen Tiere anhand der erhaltenen transgenen potentiellen Ursprungstiere optimiert
wurde. Einerseits wurden verschiedene Aufreinigungsmethoden fir genomische
DNS getestet, wobei z.B. DNS-Aliquots vor jeder PCR ohne den PCR-Ansatz dena-
turiert wurden, um die Zuganglichkeit zu erhéhen. AuRerdem wurden die Konzentra-
tionen der genomischen Gesamt-DNS im PCR-Ansatz von 0,1 ng bis 500 ng variiert.
Andererseits wurden unterschiedliche thermostabile DNS-Polymerasen mit verschie-
denen Reaktionsansatzen, die in MgCl,-, DMSO-, dNTP- und Primer-
Konzentrationen variieren, sowie Polymerase spezifische Verstarker der jeweiligen
Herstellerfirmen, analysiert. Die Aufreinigungsmethoden, DNS-Konzentrationen und
verschiedenen PCR-Ansatze wurden untereinander kombiniert und in verschiedenen
PCR-Programmen analysiert. Innerhalb dieser Programme variierten die Hybridisie-
rungs-Temperatur, Hybridisierungs- und Elongations-Zeit. Trotz dieser Optimierung
konnte auch nach dreimaligen Wurfen aus funf der sechs transgenen, potentiellen
Ursprungstiere kein transgenes Tier in der folgenden Generation identifiziert werden,
so dass davon ausgegangen werden musste, dass hier keine Keimbahnintegration in
den potentiellen Ursprungstieren stattgefunden hatte.

Die Verpaarung des transgenen WAP-mutp537?"°" \Weibchens (CB6-22) mit wt
BALB/c zeigte, dass dies Tier das Transgen in der Keimbahn integriert hatte, indem
transgene Nachkommen durch PCR-Analysen identifiziert wurden. Weitere Verpaa-
rungen mit BALB/c wt Tieren machten deutlich, dass das Transgen X-chromosomal
vererbt wird, da alle Weibchen aus einer Verpaarung eines transgenen Mannchens
mit einem BALB/c wt Weibchen transgen waren, wahrend bei einer Verpaarung von
transgenen Weibchen mit BALB/c wt Mannchen sowohl transgene Weibchen, als
auch transgene Mannchen entstanden.

Wegen der schlechten Keimbahn-Integration (Tabelle 2), wurden neue Mikroinjekti-
ons-Experimente mit den WAP-mutp537*" und WAP-mutp537?"°" Transgen-
Konstrukten durchgefiihrt. Eine verbesserte Versuchsdurchflihrung fuhrte schlief3lich
zu transgenen Linien mit eindeutiger Keimbahn-Integration (Tabelle 3).
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Tabelle 3 : Herstellung von WAP-mutp53 transgenen Mausen

Exp.# | % tg / Exp. Transgen im Linien- Keimbahn-Integration
Ursprungstier Bezeichnung*
5% (1/18) Q mutp53°*W CB6-4 +
6% (2/31) Q mutp53°7%" CB6-5 +
Q mutp53°*W CB6-26 -
8 4% (1/26) Q mutp53°*W CB6-7 +
3 mutp53**°" CB6-W1 +
3 mutp53**°" CB6-W2 + Y-chromosomal vererbt
9 17% (5/29) | Q mutp53°**" CB6-W5 +
3 mutps3**% CB6-W10 +
3 mutp53**°" CB6-W22 +
10 0% (0/16) mutp53°**" - -
11 0% (0/17) mutp53°7% - -
Q mutp53°*W CB6-W4 -
Q mutp53°*W CB6-W8 +
12 33% (5/15) | Q@ mutp53**°" CB6-W11 +
Q mutp53°*W CB6-W12 +
Q mutp53°*W CB6-W15 +
13 13% (1/8) Q mutp53°7° CB6-H1 +
3 mutp53*" CB6-H2 +
14 27% (3/11) | Q@ mutp537" CB6-H3 +
Q mutp53°7%" CB6-H10 +
3 mutp534"" CB6-H8 +
3 mutp534"" CB6-H9 +
3 mutp53°" CB6-H11 infertil
15 22% (8/32) | & mutp537" CB6-H12 +
Q mutp53°7°" CB6-H13 +
Q mutp53°7%" CB6-H14 +
Q mutp53°7° CB6-H15 +
Q mutp53°7° CB6-H16 +
Exp. #: fortlaufende Nummer der Mikroinjektionsexperimente.
% tg/ Exp.: prozentualer Anteil transgener Tiere in den Wiirfen.
Q weibliches Ursprungstier.
a8 mannliches Ursprungstier.
* Bezeichnung transgener Linien, ausgehend von der fortlaufenden Nummerierung

des transgenen Ursprungstieres.
Diese transgenen Linien sind chronologisch nach Mikroinjektions-Experimenten aufgelistet.

Wegen mangelnder Keimbahnintegritat oder Infertilitdt der Ursprungstiere kénnen
insgesamt vier (27%) von 15 WAP-mutp537%*V und vier (24%) von 17 WAP-
mutp537?7°" potentiellen, transgenen Linien das Transgen nicht weiter vererben (weil
das Transgen entweder nicht in die Keimbahn integriert ist (z.B. CB6-13; CB6-14;
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CB6-24; CB6-3; CB6-12; CB6-26; CB6-W4) oder weil das Ursprungstier infertil ist
(CB6-H11).

Mehrmalige Verpaarungen des transgenen mannlichen Usprungstieres der Linie
CB6-W2 (WAP-mutp537?*") weisen daraufhin, dass das Transgen im Y-
Chromosom integriert sein muss, da alle mannlichen Nachkommen transgen waren,
aber kein Weibchen. Aus diesem Grunde ist diese Linie nicht fir Untersuchungen
von Mammakarzinomen geeignet.

SchlieRlich verbleiben 10 (66%) von 15 WAP-mutp537%*°" und 13 (76%) von 17
WAP-mutp537?7°" potentiellen, transgenen Linien fiir weitere Analysen.

Die Integration des kompletten WAP-mutp53 Transgen-Konstruktes konnte mit Hilfe
von PCR-Amplifizierungen gezeigt werden. Es wurden dafir Primer gewahlt, die das
gesamte WAP-mutp53 Transgen-Konstrukt Uberspannen (Abb.11). Diese waren
komplementar zum WAP-Promotor (WAP'%%°) und zum HA-Tag (FKR 4). Abb. 13
zeigt exemplarisch das Ergebnis fiir die 13 WAP-mutp5374"°" transgenen Maus-
Linien. Die 10 transgenen WAP-mutp537***" Maus-Linien hatten ebenfalls jeweils
das Transgen in der gesamten Lange integriert.
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Abb. 13: PCR-Analyse WAP-mutp53 transgener Tiere

1 % TAE-Agarosegelelektrophorese, 20 ul PCR-Amplifikat pro Geltasche.

PCR-Analyse der Biopsie-Proben WAP-mutp53°*’" transgener Maus-Linien (CB6-5, CB6-22, CB6-
H1, CB6-H2, CB6-H3, CB6-H8, CB6-H9, CB6-H10, CB6-H12, CB6-H13, CB6-H14, CB6-H15, CB6-
H16) Primer: WAP®° und FKR 4. Jede der 13 Proben zeigt die erwartete 4,5 Kb Bande.

Auffallig erschien die unterschiedliche WurfgroRe der einzelnen Linien sowie die
Haufigkeitsverteilung der Mutationen innerhalb der Wirfe. Als Extrembeispiele kon-
nen die Linien CB6-W1 und CB6-H1 aufgefiuihrt werden. CB6-W1 Tiere generieren
auffallig wenige transgene Weibchen. CB6-H1 Tiere hingegen haben sehr grol3e
Wirfe mit vielen transgenen Tieren beider Geschlechter. Es wird zu untersuchen
sein, ob diese Phanomene auf einen eventuell teratogenen Einfluss von spezifischen
mutp53-Proteinen oder auf einen Positionseffekt zurtickzufiihren sind.
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2.4 Charakterisierung WAP-mutp53 transgener Maus-Linien

Auf der Ebene der Transkription wurde die Expression von transgenem WAP-mutp53
mit einer Reversen Transkription und anschlieBender PCR (RT-PCR) sowie auf
translationeller Ebene mit Hilfe der Immunhistochemie an Gewebeschnitten unter-
sucht.

Das Transgen WAP-mutp53 befindet sich unter der Kontrolle des whey acidic protein
(WAP)-Promotors und sollte daher im letzten Drittel der Schwangerschaft (ab Tag
16) und wéhrend der Laktation durch Freisetzung laktotropher Hormone induziert
werden.

Transgene Weibchen der ersten Nachkommengeneration (F1) der transgenen Ur-
sprungstiere wurden durch Verpaarung aufgrund endogener laktotropher Hormone
induziert. Am Tag 2-5 der Laktation, an dem das Transgen theoretisch vom WAP-
Promotor exprimiert werden sollte, wurde das transgene Weibchen prapariert und die
Jungen von einer Amme versorgt.

2.4.1 Transkriptions-Analysen WAP-mutp53 transgener Maus-Linien

Die mutp53-Expression in 23 (10 WAP-mutp537°%*Y und 13 WAP-mutp53~27%
mutp53 vererbenden transgenen Maus-Linien wurde zuerst Uber eine RT-PCR mit-
tels exon-spezifischer, intron-tberlappender mutp53 spezifischer Primer untersucht.
Dadurch konnte aufgrund der in der mRNS fehlenden Introns eindeutig zwischen
genomischer DNS und cDNS unterschieden werden. Die Primer waren komplemen-
tar zu p53 DNS-Sequenzen in Exon VI und zu mutp53 DNS-Sequenzen im HA-Tag.
Die RNS wurde aus jeweils 50 mg zervikalem, aus beiden thorakalen, dem abdomi-
nalen und dem inguinalen Mammagewebe sowie aus der Leber, der Niere, der Milz,
der Lunge und dem Herzen isoliert.

Mit Hilfe einer Kontroll-PCR wurde die RNS-Aufreingung und die Reverse-
Transkription fur jede Probe tUberpruft. Da wip53 konstitutiv in jedem Gewebe transk-
ribiert wird, wurden Primer komplementar zu endogenem witp53 genutzt. Diese Pri-
mer waren komplementar zu p53-DNS-Sequenzen in Exon VI und p53-DNS-
Sequenzen in Exon Xl. Abb. 14 B zeigt exemplarisch die Analyse der transgenen
Maus-Linie CB6-4. Die RT-PCR-Amplifikate wurden entsprechend des Ausgangsma-
terials fur die zervikale, beide thorakalen, die abdominale und inguinale Mamma,
sowie fur die Leber, Niere, Milz, Herz und Lunge im Agarosegel aufgetragen. Die
Kontroll-PCRs zeigten fur jede der untersuchten Proben in Hohe der erwarteten 586
Bp eine Bande. Diese Kontroll-Untersuchungen wurden ebenfalls fir die weiteren 22
transgenen WAP-mutp53 Maus-Linien durchgefiihrt. Sie zeigten ebenfalls fur alle
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untersuchten Proben in Hohe der zu erwartenden 586 Bp eine Bande, so dass die
RNS-Praparation und die Reverse-Transkription positiv bestétigt werden konnte. Die
entsprechenden Ergebnisse sind hier nicht dargestellt.

Die transgen-spezifische PCR gab Aufschluss Uber das Expressionsmuster von
mutp53 in verschieden Geweben der einzelnen transgenen Maus-Linien.

mut-p53R245W wt-p53
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Abb. 14: RT-PCR-Analyse der WAP-mutp53 transgenen Maus-Linie CB6-4

1% TAE-Agarosegelelektrophorese, 10 ul PCR-Amplifikat pro Geltasche

A: mutp53 transgen-spezifische PCR, durchgefuhrt mit Primern komplementar zu p53 Exon VI
(FKR12) und zu mutp53 im HA-Tag (FKR4). Spuren von links nach rechts: PCR-Amplifikate entspre-
chend dem Ausgangsmaterial fiir die zervikale, beide thorakalen, die abdominale und inguinale
Mamma, sowie flir die Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge, Negativ-Kontrolle (Wasser statt cDNS), Positiv-
Kontrolle (cDNS aus Mammagewebe einer mutp53 exprimierenden Maus) 100 Bp DNS-
Langenstandard (500 ng). 628 Bp Bande befindet sich ausschlieZlich in Praparationen aus Mamma-
gewebe. Das Transgen wird spezifisch im Mammagewebe transkribiert.

B: Kontroll-PCR, durchgefiihrt mit Primern komplementar zu p53 Exon VI (FKR12) und Exon Xl
(p53EXI). Spuren von links nach rechts: PCR-Amplifikate entsprechend dem Ausgangsmaterial fir die
zervikale, beide thorakalen, die abdominale und inguinale Mamma, sowie fir die Leber, Niere, Milz,
Herz, Lunge, Negativ-Kontrolle (Wasser statt cDNS), Positiv-Kontrolle (cDNS einer wtp53 BALB/c
Maus) 100 Bp DNS-Léngenstandard (500 ng). Erwartete 586 Bp Bande in allen Spuren, bis auf die
Negativ-Kontrolle.

Das Ergebnis der mutp53-spezifischen RT-PCR ist in Abb. 14 A exemplarisch fur die
transgene Maus-Linie CB6-4 dargestellt. Hier konnte eindeutig gezeigt werden, dass
mutp53 in der transgenen Maus-Linie CB6-4 spezifisch im Mammagewebe exprimiert
wird. RNS aus der zervikalen, beiden thorakalen, der abdominalen und inguinalen
Mamma zeigen eindeutig eine transgen spezifische Bande der erwarteten Hohe
628 Bp. Die untersuchten Proben fiir die Leber, Niere, Milz, Herz und Lunge zeigten
kein Signal in dieser mutp53 spezifischen PCR. Da dies Material bereits in der Kon-
troll-PCR Uberprift wurde, ist ein Fehler wéhrend der RNS-Praparation oder der
Reversen Transkription auszuschlieRen. Das Transgen mutp53 wurde in der Linie
CB6-4 spezifisch im Mammagewebe und nicht in anderem getesteten Gewebe
exprimiert.
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Transgene Weibchen der ersten Nachkommengenerationen der jeweiligen 23 trans-
genen Linien wurden induziert und auf transkriptioneller Ebene tGber RT-PCR analy-
siert. Tabelle 4 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 4: Transkriptions-Analyse von WAP-mutp53 transgenen Mausen

transgene Linie Transgen transgen spezifisches RT-PCR Ergebnis

CB6-4 mutp53%*°W pos. in 1-4

CB6-7 mutp53%*°W neg. in 1-9

CB6-W1 mutp53%*°W pos. in 1-4, schwach pos. in 6
CB6-W5 mutp53%*°W pos. in 1-9

CB6-W8 mutp53%*°W neg. in 1-9
CB6-W10 mutp53%*°%W pos. in 1-4, schwach pos. in 8
CB6-W11 mutp53%*°%W schwach pos. in 1-4
CB6-W12 mutp53%*°%W pos. in 1-4, schwach pos. in 6, 8
CB6-W15 mutp53%*°W pos. in 1-4
CB6-W22 mutp53%*°W neg. in 1-9

CB6-5 mutp532"°" neg. in 1-9

CB6-22 mutp532"°" sehr schwach pos. in 1-4
CB6-H1 mutp532"°" neg. in 1-9

CB6-H2 mutp532"°" pos. in 1-4

CB6-H3 mutp532"°" pos. in 1-4

CB6-H8 mutp532"°" pos. in 1-4

CB6-H9 mutp532"°" pos. in 1-4
CB6-H10 mutp532"°" neg. in 1-9
CB6-H12 mutp532"°" pos. in 1-4, schwach pos. in 6
CB6-H13 mutp532"°" neg. in 1-9
CB6-H14 mutp532"°" neg. in 1-9
CB6-H15 mutp532"°" pos. in 1-4
CB6-H16 mutp532"°" sehr schwach pos. in 1-4

Diese WAP-mutp53 transgenen Linien sind nach Mutation und fortlaufender Numme-
rierung sortiert.
Zahlen 1-9 in Tabelle 4 (Spalte: transgen spezifisches RT-PCR Ergebnis) beziehen

sich auf folgende Gewebe von transgenen, induzierten F1-Weibchen:

arwhRE

Mamma zervikal
Mamma thorakal
Mamma abdominal
Mamma inguinal

Leber

6: Niere
7. Milz
8. Herz
9: Lunge

Nach dieser Analyse ergeben sich vier Kategorien. Einerseits existieren zehn trans-
gene Maus-Linien, die das Transgen spezifisch im Mammagewebe exprimieren
(CB6-4, CB6-W15, CB6-W11, CB6-22, CB6-H2, CB6-H3, CB6-H8, CB6-H9, CB6-
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H15, CB6-H16), wahrend vier transgene Linien das Transgen zwar spezifisch im
Mammagewebe exprimieren, aber zusatzlich eine schwache Expression im Herzen
(CB6-W10, CB6-W12) und in der Niere (CB6-W1, CB6-W12, CB6-H12) zeigen. An-
dererseits existieren acht transgene Linien, die das Transgen in keinem der geteste-
ten Geweben exprimieren (CB6-7, CB6-W8, CB6-W22, CB6-5, CB6-H1, CB6-H10,
CB6-H13, CB6-H14) oder aber in allen getesteten Geweben (CB6-W5). Diese beiden
zuletzt genannten Kategorien werden daher nicht fir weitere Analysen eingesetzt, da
mutp53 nicht spezifisch im Mammagewebe exprimiert wird.

2.4.2 Histologische und immunhistologische Analysen WAP-mutp53 trans-
gener Maus-Linien

2.4.2.1 Vergleich einzelner WAP-mutp53 transgener Maus-Linien

Jede der erhaltenen WAP-muitp53 transgenen Maus-Linien wurde in der F1-
Generation durch Verpaarung induziert. Laktierende Mause wurden am Tag zwei,
drei, vier oder funf nach Geburt prapariert. Das Transgen sollte zu diesem Zeitpunkt
unter der Kontrolle des WAP-Promotors optimal exprimiert werden.

Makroskopische Begutachtungen ergaben bei keinem der untersuchten Praparate
einen von der Norm abweichenden Befund. Das Gewebe transgener Tiere wurde in
einem Gemisch von 4% Formalin und 1% Essigsaure fixiert und parallel fir RT-PCR
und Protein-Analysen eingefroren. Nach der Fixierung wurden die Gewebeproben
nach Standard-Labormethoden in Paraffin eingebettet. Histologisch und immunhisto-
logisch wurden all die Linien untersucht, die nach RT-PCR Ergebnissen (2.4.1) das
Transgen spezifisch in Mammageweben transkribierten. Nach Hematoxylin / Eosin
H&E -Farbung (Tabelle 5 und Abb. 15-19) wurden die Gewebeschnitte mikrosko-
pisch beurteilt. Dabei wurde die Transgen-Expression von WAP-mutp53 mit Hilfe
einer immunhistologischen HA-Tag- und einer p53-Markierung detektiert. Die histo-
logischen und immunhistologischen Ergebnisse sind in den Tabellen 5a
(mutp537#*°") und 5b (mutp53~?""") zusammengefasst.
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Tabelle 5a: Phanotyp-Analyse laktierender WAP-mutp53

R245wW

transgener Maus-Linien

Transgene | Prapara- | Alter RT-PCR Morphologie Immunhistologische
Linie tion Ergebnis HA-Tag- & p53-
Markierung
BALB/c Tag5pp | 6M neg.in 1-9 | normales, laktierendes negativ
Kontrolle Drisengewebe, kein
residuales Fettgewebe
CB6-4 Tag5pp | 4M pos. in 1-4 | normales, laktierendes geringe, disseminierte
Drisengewebe, Fettge- Expression: 1 -2 %
websanteil gering <1% der Zellen
CB6-W1 Tag5pp | 8M pos. in 1-4, | 20-30% residuales Fett- mittelgradige Expres-
schwach in 6 | gewebe, vermehrte Des- | sion:
quamation von Drisen- ca. 50 - 60% der
epithelien. Hypertrophes | Zellen, Milchtrépfchen
Drusenepithel. Fokal bzw. abgestol3ene
Alveolen u. Milchgange Zellen: HA und p53-
stark erweitert. Irreguléres | positiv
Alveolenmuster in inguina-
ler und abdominaler
Mamma.
CB6-W10 Tag2pp | 4M pos. in 1-4, | normales, laktierendes hochgradige Expres-
schwach in 8 | Driisengewebe, Fettge- sion: > 95% der
websanteil (ca. 20%) Zellen
CB6-W11 Tag3pp | 3M | schwach pos. | normales, laktierendes minimale Expression:
in1-4 Drisengewebe, <0,01% der Zellen
Fettgewebsanteil gering
(< 2%)
CB6-W12 Tag4pp | 3M pos. in 1-4, |normales, laktierendes hochgradige Expres-
schwach 6, 8 | Driisengewebe, Fettge- sion: > 97% der
websanteil gering (<1%) Zellen
CB6-W15 Tag4pp | 3M pos.in 1-4 | normales, laktierendes mittelgradige, disse-

Driisengewebe, Fettge-
websanteil gering
(< 2%)

minierte Expression:
ca. 20% der Zellen,
fokal mehr
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Tabelle 5b: Phanotyp-Analyse laktierender transgener WAP-mutp53~°*"°" Maus-Linien

Transgene | Prapara- | Alter RT-PCR Morphologie Immunhistologische
Linie tion Ergebnis HA-Tag- & p53-
Markierung
CB6-22 Tag 8 pp | 8,5M | sehr schwach | normales, laktierendes negativ
pos. in 1-4 | Driisengewebe, kein
residuales Fettgewebe

CB6-H2 Tag5pp | 3,5M pos.in 1-4 | normales, laktierendes minimale Expression:
Drisengewebe, deutlich <0,1% der Zellen,
residuales Fettgewebe vorwiegend nukleére
(ca.10%) Markierung

CB6-H3 Tag3pp | 3,5M pos.in 1-4 | normales, laktierendes hochgradige Expres-
Drisengewebe, residuales | sion: >90% der Zellen
Fettgewebe (ca. 5%)

CB6-H8 Tag4pp | 3M pos. in 1-4 | normales, laktierendes hochgradige Expres-
Drisengewebe, erhéhter | sion: >95% der Zellen
residualer Fettgewebean-
teil (ca. 30-40%)

CB6-H9 Tag3pp | 3M pos. in 1-4 | normales, laktierendes geringe Expression:
Drisengewebe, erhdhter | <1% der Zellen, fokal
residualer Fettgewebean- | etwas mehr
teil (ca. 20%)

CB6-H12 Tag5pp | 3M pos. in 1-4, | normales, laktierendes mittelgradige Expres-

schwach in 6 | Driisengewebe, etwas sion: ca. 40 - 50% der
residuales Fettgewebe Zellen
(<5%)

CB6-H15 Tag5pp | 3M pos. in 1-4 | normales, laktierendes minimale Expression:
Drisengewebe, sehr <0,1% der Zellen
wenig residuales Fettge-
webe (<1%)

CB6-H16 Tag 5 pp | 4,5M | sehr schwach | Driisenepithelien etwas minimale Expression:

pos. in 1-4

hypertroph. Acini mit
abnormer Konfiguration.
etwas residuales Fettge-
webe (<5%)

<0,05% der Zellen.
Positive Zellen evitl.
apoptotisch

Die WAP-mutp53 transgenen Linien sind nach Mutation und fortlaufender Nummerierung sortiert.
pp: post partum; der Tag der Geburt wird als Tag 1 gezéhlt, M=Monat.
Zahlen 1-9 in Tabelle 5 a und b (Spalte: RT-PCR Ergebnis) beziehen sich auf eine transgen spezifi-
sche RT-PCR folgender Gewebe von transgenen, induzierten F1-Weibchen (Kapitel 2.4.1):

1: Mamma zervikal 6: Niere
2: Mamma thorakal 7: Milz
3: Mamma abdominal 8: Herz
4: Mamma inguinal 9: Lunge
5: Leber

Histologie:

Bei mikroskopischer Betrachtung der H&E gefarbten Praparate zeigen die untersuch-
ten transgenen WAP-mutp53 Maus-Linien bis auf die Maus-Linie CB6-W1, auf die
spater detaillierter eingegangen wird, keine pathologischen Verédnderungen. Das
laktierende Mammagewebe zeigt eine dem jeweiligen Entwicklungsstand
entsprechenden regelrechten Aufbau. Ausfiihrungsgange, Duktuli und Alveolen,
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chenden regelrechten Aufbau. Ausfihrungsgange, Duktuli und Alveolen, teilweise mit
Milch gefillt, sind meist mit einschichtigem, sekretorisch aktivem Driisenepithel aus-
gekleidet und von einer Basalmembran sowie Myoepithelzellen umgeben. Zum Zeit-
punkt der Praparation hatte das expandierte Drusenparenchym das Fettgewebe fast
vollstandig verdrangt.

Unterschiede an residualen Fettgewebeanteilen erwiesen sich als unabhangig von
der Transgen-Expression.

Immunhistologie:

Die Transgen-Expression von WAP-mutp53 wurde auf Protein-Ebene anhand einer
immunhistologischen HA-Tag- und einer p53-Markierung des Gewebes detektiert. Zu
diesem Zweck wurden polyklonale Kaninchen Anti-HA-Tag Antikérper, die das trans-
gene mutp53 Uber dessen HA-Tag detektieren und polyklonale Kaninchen Anti-p53
Antikorper, die sowohl das transgene mutp53 als auch das endogene wtp53 markie-
ren, verwendet.

Es fallt auf, dass sich sowohl bei den WAP-mutp537?*" als auch bei den WAP-
mutp53~?7% transgenen Mausen Linien mit geringer (<2%), intermediarer (40-60%)
und hoher mutp53 Expression (>90%) befinden (Tabelle 6), die eine gewebespezifi-
sche Expression exklusiv in Drisenepithelien der Mamma zeigen.

Tabelle 6: Grad der immunhistologisch detektierten Transgen-Expression in WAP-mutp53
transgenen Mausen

Transgen geringe intermediare starke keine
Expression Expression Expression Expression
WAP-mutp53™*" | 5 | inien: 2 Linien: 2 Linien: 3 Linien:
CB6-4 < 2% CB6-W1 ca. 50-60% CB6-W10 > 95% CB6-7
CB6-W11 < 0,01% CB6-W15 ca. 20%, fokal | CB6-W12 > 97% CB6-W8
CB6-W22
WAP-mutp53™™™ | 4 | inien: 1 Linie: 2 Linien: 6 Linien:
CB6-H9 < 1% CB6-H12 ca. 40-50% CB6-H3 > 90% CB6-5
CB6-H15 < 0,1% CB6-H8 > 95% CB6-22
CB6-H2 < 0,1% CB6-H1
CB6-H16 < 0,05% CB6-H10
CB6-H13
CB6-H14

Die histologischen und immunhistochemischen Befunde der gering, intermediar und
stark exprimierenden transgenen Linien mit den Mutationen WAP-mutp53~?*" und

WAP-mutp537?7%" sind in Abb. 15-18 dargestellt.
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Gering und intermediar exprimierende WAP-mutp53~2*°" Maus-Linien:

H&E Féarbung HA-Tag Immunmarkierung p53-Immunmarkierung
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Abb. 15: Morphologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe transgener WAP-

mutp537*" Linien mit geringer und intermediérer Transgen-Expression

Die Histologie muriner, laktierender Mammae wird durch H&E Farbung von Gewebeschnitten in der
ersten Spalte dargestellt. Die zweite Spalte zeigt eine HA-Tag - und die dritte Spalte eine p53 —
Immunmarkierung von Gewebeschnitten. Reihen: A-C: CB6-4, 5 Tage post partum (pp); D-F: CB6-
W11, 3 Tage pp; G-I: CB6-W15, 4 Tage pp; J-L: CB6-W15, 127 Tage pp; VergroRerung: A: x 90; B,
C: x 140; D-L: x 70.

Die Linien CB6-4, CB6-W11 und CB6-W15 zeigten mikroskopisch normales, laktie-
rendes Mammagewebe mit einem geringen Fettgewebeanteil von weniger als 1-2%
(Abb. 15 A,D,G).

Sowohl die HA-Tag- (Abb. 15 B) als auch die p53- (Abb. 15 C) Immunmarkierungen
des laktierenden Mammagewebes der Linie CB6-4 zeigten, dass ca. 2% disseminiert
verteilte, alveolare Epithelzellen stark mutp53 positiv waren. Der p53-Antikorper
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detektiert sowohl endogenes wtp53, als auch transgenes mutp53. Da wtp53 aber in
geringer Konzentration in den Zellkernen vorliegt, wird es meistens immunhistolo-
gisch nicht dargestellt. Bei dem hier markierten p53 handelte es sich um das Trans-
genprotein, da das p53-Detektionsmuster identisch mit dem Muster der HA-
Markierung war. Auffallenderweise war mutp53 nicht ausschlieBlich im Zellkern,
sondern auch im Zytoplasma lokalisiert. Relativ wenige Zellen waren exklusiv im
Nukleus gefarbt. Die mutp53 positiven Zellen lagen haufig zu zweit oder dritt neben-
einander. Viele der markierten Zellen, die auch apoptotische Veranderungen aufwie-
sen, wurden anscheinend aus dem Zellverband herausgelést und befanden sich im
Lumen der Alveolen, bzw. der Duktuli. Eine detaillierte Beschreibung der WAP-
mutp537?*Y transgenen Maus-Linie CB6-4 in unterschiedlichen Lebensphasen folgt
in Kapitel 2.4.2.2.

Die Linie CB6-W11 zeigte eine minimale mutp53 Expression in <0,01% der Drlisen-
epithelien (Abb. 15 E, F). Mutp53 war dabei sowohl im Nukleus als auch im Zyto-
plasma lokalisiert. Apoptotische Verdnderungen, sowie abgestoRene mutp53 expri-
mierende Epithelzellen wurden hier nicht beobachtet.

Linie CB6-W15 wies ein intermedidres mutp53 Expressionsmuster auf, wobei insge-
samt ca. 20% der Epithelzellen (Abb. 15 H,l) positiv waren und es teilweise zu einer
fokalen Haufung der mutp53 Expression kamm. Die Zellen exprimierten mutp53 im
Nukleus und im Zytoplasma. 115 Tage post partum und somit nach vollstandig abge-
schlossener Involution wurde mutp53 (Abb. 15 K,L) in mikroskopisch normalem
nicht-laktierendem Mammagewebe (Abb. 15 J) sehr selten mit weniger als 0,01% in
einzelnen Epithelkernen festgestellt. Die temporare Expression des mutp53 Trans-
gens unterlag somit in dieser transgenen Maus-Linie der strikten Kontrolle des indu-
zierbaren WAP-Promotors, da ohne laktotrophen Stimulus das Transgen nicht, bzw.
Zu <0,01% exprimiert wurde.
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Intermediar exprimierende WAP-mutp537?*°" Maus-Linie:

H&E Farbung
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Abb. 16: Morphologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe einer transgenen
WAP-mutp537**" Linie mit intermedi&rer Transgen-Expression

Die Histologie muriner, laktierender Mammae wird durch H&E Farbung von Gewebeschnitten in der
ersten Spalte dargestellt. Die zweite Spalte zeigt eine HA-Tag - und die dritte Spalte eine p53 —
Immunmarkierung von Gewebeschnitten. Reihen: A-C: CB6-W1, 5 Tage post partum (pp); D-F: CB6-
W1, 110 Tage pp; VergroRerung: A-D: x 70; E-F: x 140.

Von allen untersuchten transgenen Linien beider Mutationen zeigte nur die interme-
diar exprimierende Linie CB6-W1 morphologische Besonderheiten (Abb. 16 A-F). Am
Tag 5 post partum war ein irregulares Muster der laktierenden Acini zu erkennen.
Fokal erschienen Alveolen und Milchgange teilweise stark erweitert. Sie waren unre-
gelmalig geformt, das Drusenepithel war hyperplastisch, teilweise mehrschichtig
oder mikropapillar gestaltet. Eine vermehrte Desquamation war vorhanden, aber
Zellatypien waren nicht erkennbar (Abb. 16 A-C). Eine mutp53-Markierung wurde in
50-60% der Mammaepithelzellen, aber auch in Milchtropfchen und abgestol3enen
Zellen detektiert (Abb. 16 B, C).

110 Tage post partum hatte sich in der Linie CB6-W1 das Driusenepithel ohne mor-
phologische Aufféalligkeiten zurtickgebildet (Abb. 16 D-F). Die HA-Tag- und p53-
Immunmarkierungen zeigten aber in den TDLU's weiterhin dasselbe Expressions-
muster wie am Tag 5 post partum wéahrend der Laktation. Die Transgen-Expression
persistierte und war bei dieser transgenen Linie anscheinend auch hormon-
unabhangig madglich.
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Stark exprimierende WAP-mutp537°4°" Maus-Linien:
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Abb. 17: Morphologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe transgener WAP-
mutp537*" Linien mit starker Transgen-Expression

Die Histologie muriner, laktierender Mammae wird durch H&E Farbung von Gewebeschnitten in der
ersten Spalte dargestellt. Die zweite Spalte zeigt eine HA-Tag - und die dritte Spalte eine p53 —
Immunmarkierung von Gewebeschnitten. Reihen: A-C: CB6-W10, 2 Tage post partum (pp); D-F: CB6-
W12, 4 Tage pp; G-I: CB6-W12, 116 Tage pp; VergroRerung: A-l: x 70.

Die transgenen WAP-mutp537**°*" Linien CB6-W10 und CB6-W12 zeigten mikrosko-
pisch normales, laktierendes Mammagewebe. Linie CB6-W10 (Abb. 17 A) hatte
einen auf ca. 20% erhohten Fettgewebeanteil und Linie CB6-W12 (Abb. 17 D) hatte
einen geringen Fettgewebeanteil von <1%. Dies entsprach dem jeweiligen Entwick-
lungsstand des Drisengewebes am Tag 2 post partum fur die Linie CB6-W10 (Abb.
17 A) und am Tag 4 post partum fir die Linie CB6-W12.

Sowohl die HA-Tag- (Abb. 17 B,E) als auch die p53- (Abb. 17 C,F) Immunmarkierung
des laktierenden Mammagewebes der Linien CB6-W10 (Abb. 17 A-C) und CB6-W12
(Abb. 17 D-F) zeigten eine hohe mutp53 Expression. In mehr als 95% der alveolaren
Epithelzellen der Linie CB6-W10 (Abb. 17 B,C) und in mehr als 97% der Linie CB6-
W12 (Abb. 17 E,F) wurde im Zellkern und im Zytoplasma mutp53 markiert. Im Fett-,
bzw. Bindegewebe war kein p53 erkennbar.
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116 Tage post partum und somit nach vollstandig abgeschlossener Involution wurde
kein mutp53 im Mammagewebe der Linie CB6-W12 detektiert (Abb. 17 H,l). Nur
vereinzelte Makrophagen enthielten wenige positive mutp53-Zellreste. Die Kontrolle
der Transgen-Expression durch den WAP-Promotor war auch in diesen Linien spezi-
fisch.

Gering exprimierende WAP-mutp537?7°" Maus-Linien:

asi,

Abb. 18: Morphologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe transgener WAP-
mutp53 2TH | injen mit geringer Transgen-Expression

Die Histologie muriner, laktierender Mammae wird durch H&E Farbung von Gewebeschnitten in der
ersten Spalte dargestellt. Die zweite Spalte zeigt eine HA-Tag - und die dritte Spalte eine p53 —
Immunmarkierung von Gewebeschnitten. Reihen: A-C: CB6-H9, 3 Tage post partum (pp); D-F: CB6-
H15, 5 Tage pp; G-I: CB6-H2, 5 Tage pp; J-L: CB6-H16, 5 Tage pp; VergrolRerung: A-L: x 70.
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Die Linien CB6-H9, CB6-H15 und CB6-H2 zeigten mikroskopisch normales, laktie-
rendes Mammagewebe (Abb. 18 A,D,G). Entsprechend dem Entwicklungsstand des
Drusenepithels am Tag 3 post partum lag der Fettgewebeanteil in Linie CB6-H9 bei
20% und am Tag 5 post partum bei <5% in Linien CB6-H15, CB6-H16. Die Linie
CB6-H2 zeigte am Tag 5 post partum einen erhéhten Fettgewebeanteil von 10%.
Morphologisch auffallig waren hypertrophe Acini der Linie CB6-H16 (Abb. 18 J).

Die Linien CB6-H9, CB6-H15, CB6-H2 und CB6-H16 zeigten eine niedrige mutp53
Expression spezifisch in Mammaepithelzellen (Abb. 18 B,C,E,F,H,I,K,L).

Weniger als 1% der Mammaepithelzellen waren fir die Linie CB6-H9 positiv HA-Tag
- und p53 -immunmarkiert (B,C). In der Linie CB6-H15 waren weniger als 0,1% (Abb.
18 E,F), in der Linie CB6-H2 weniger als 0,1% (H,l) und in der Linie CB6-H16 weni-
ger als 0,05% (Abb. 18 K,L) der Mammaepithelzellen mutp53 positiv.

Einige der wenigen Zellen mit einer positiven mutp53 Immunmarkierung verloren den
Kontakt zu Nachbarzellen und nahmen eine apoptotische Form an.

Intermediar und stark exprimierende WAP-mutp537?”°" Maus-Linien:

H&E Farbung

Abb. 19: Morphologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe transgener WAP-
mutp537" Linien mit intermedidrer und starker Transgen-Expression

Die Histologie muriner, laktierender Mammae wird durch H&E Farbung in der ersten Spalte darge-
stellt. Die zweite Spalte zeigt eine HA-Tag - und die dritte Spalte eine p53 -Immunmarkierung. Reihen:
A-C: CB6-H12, 5 Tage post partum (pp); D-F: CB6-H3, 3 Tage pp; G-I: CB6-H8, 4 Tage pp; VergroRle-
rung: A-1: x 70.
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Die Linien CB6-H12, CB6-H3 und CB6-H8 zeigten mikroskopisch normales laktie-
rendes Mammagewebe (Abb. 19 A,D,G). Linie CB6-H8 hatte am Tag 4 post partum
einen erhohten residualen Fettgewebeanteil von 30-40%, wahrend dieser Anteil bei
CB6-H12 und CB6-H3 wie zu erwarten bei < 5% lag.

Fur die Linie CB6-H12 wurde eine intermediare mutp53 Expression (Abb. 19 B,C)
spezifisch im Zytoplasma und Nukleus von Mammaepithelzellen dargestellt.

Die Linien CB6-H3 zeigten mit mehr als 90% (Abb. 19 E,F) und CB6-H8 mit mehr als
95% (Abb. 19 H,I) eine hohe mutp53 Expression spezifisch in Mammaepithelzellen.

2.4.2.2 Detaillierte Phanotyp-Analyse der niedrig exprimierenden Maus-Linie CB6-4

Um den Einfluss mehrfacher Induktionen auf das Muster der Transgen-Expression
im Detail zu untersuchen, wurde die niedrig exprimierende WAP-mutp53~?*°" trans-
gene Maus-Linie CB6-4 als eine der beiden ersten generierten transgenen Maus-
Linien nach mehreren Induktionen (Verpaarungen) und zu unterschiedlichen Zeit-
punkten charakterisiert.

Vergleichend zur histologischen Beurteilung wurde in diesem Fall die Transgen-
Expression molekular-biologisch und biochemisch detektiert.

Die mammaspezifische Expression in der CB6-4 F1-Generation wurde sowohl auf
transkriptioneller Ebene anhand der RT-PCR (Abb. 14) als auch auf Ebene der
Translation mit Hilfe der Immunprazipitation (IP) und Western-Blot-Analysen spezi-
fisch im Mammagewebe gezeigt. P53 konnte in Zell-Lysaten nicht detektiert werden,
die vorher nicht einer Immunprazipitation, also einer mutp53-, bzw. p53-Anreicherung
unterzogen wurden. Die Translation wurde hier am Beispiel der thorakalen Mamma
und der Milz gezeigt. Mutp53 wurde Uber unterschiedliche Immunpréazipitationsver-
fahren aus dem Gesamt-Protein-Zell-Lysat angereichert. Durch Verwendung des
mutp53 transgen spezifischen Antikorpers 12CA5 aHA-Tag konnte nach einer SDS-
Gelelektrophorese (in einem 10%igen SDS-Gel) und anschlieRender Western-Blot-
Analyse sowohl mit einem polyklonalen Kaninchen ap53 Antikdrper (SAPU) (Abb. 20
A Spur 6) als auch mit einem monoklonalen aHA-Tag Antikdrper (Abb. 20 B Spur 6)
das mutp53 Transgen im Mammagewebe, aber nicht im Milzgewebe (Abb. 20 B Spur
7), nachgewiesen werden.
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Western: a-p53 Western: o-HA-Tag (mutp53)

Abb. 20: Nachweis von mutp53 in Immunprézipitaten aus murinem Mammagewebe und muriner
Milz der transgenen WAP-mutp53°***" Linie CB6-4

A: Western-Blot unter Verwendung eines monoklonalen o-p53 Kaninchen Antikérpers (SAPU) zur
wtp53 und mutp53 Detektion.

B: Western-Blot unter Verwendung eines monoklonalen o-HA-Tag Ratte Antikdrpers zur mutp53
Detektion.

Spur 4: L= Protein-Langenmarker (7b)

Immunpréazipitationen mit einem Maus pAB-240 ap53 Antikorper (Abb. 20 B Spur 1)
sowie mit einem Kaninchen ap53 Antikorper (SAPU) (Abb. 20 B Spur 10) zeigten in
der Western-Blot-Analyse mit einem monoklonalen aHA-Tag Antikorper eine spezifi-
sche Bande, wahrend im Milzgewebe kein mutp53 Uber den HA-Tag-Nachweis de-
tektiert werden konnte.

Wurde fur die Western-Blot-Analyse ein ap53 Antikérper (SAPU) verwendet, konnten
in den Immunprazipitaten auch geringe Mengen an wtp53 in Milzgewebe (Abb. 20 A
Spuren 2, 7) nachgewiesen werden, aber nicht unter Verwendung eines aHA-Tag
Antikorpers, der das mutp53 Transgen detektiert.

Als Positivkontrolle zum Nachweis von murinem wtp53 wurden murine Milzzellen mit
y-Strahlen bestrahlt. Diese DNS-Schéadigung fuhrte zu einer p53 Stabilisierung und
Akkumulation in den Zellkernen. Aufgrund dieser Anreicherung war es mdglich,
wtp53 nach Bestrahlung (Abb. 20 A, Spur 9) im Gegensatz zu unbestrahlten Zellen
(Abb. 20 A, Spur 8) mit dem ap53 Antikorper (SAPU) nachzuweisen.

Diese Ergebnisse bestatigten die der RT-PCR Experimente, die eine spezifische
Transkription im Mammagewebe und nicht in anderen getesteten Geweben zeigten.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass das Transgen mutp53724%
spezifisch im Mammagewebe transkribiert und auch translatiert wurde.

Die molekularbiologischen und biochemischen Experimente gaben Aufschluss Uber
die Situation der mutp53-Expression in unterschiedlichen Geweben, sagen aber
nichts Gber dessen Lokalisierung in den Geweben aus.

Mit immunhistologischen Analysen war es aber sehr gut méglich die mutp5
Expression den Mammaepithelzellen zuzuordnen (Abb. 21 A-C). Die spezifische
Kontrolle der Transgen-Expression durch den induzierbaren WAP-Promotor konnte
dadurch belegt werden, dass bei nicht induzierten Tieren (Abb. 21 D) kein mutp53
nachgewiesen werden konnte. Wahrend der Involution am Tag 29 post partum waren
vereinzelt positive Mammaepithelzellen detektierbar (Abb. 21 E). Nach abgeschlos-
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sener Involution 60 Tage post partum (Abb. 21 F) war entsprechend einer hormon-
abhangigen Induktion kein mutp53 mehr nachweisbar.
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Abb. 21: Morphologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe der niedrig exprimie-
renden transgenen WAP-mutp53~***" CB6-4 Linie

Die Histologie muriner, laktierender Mammae wird durch H&E Farbung von Gewebeschnitten in der
ersten Spalte (aufRer in Reihe 2, D-F) dargestellt. Die zweite Spalte zeigt eine HA-Tag - und die dritte
Spalte eine p53 —Immunmarkierung von Gewebeschnitten (auf3er in Reihe 2, D-F). Reihen: A-C: CB6-
4, 1. Wurf, 5 Tage post partum (pp); D-F: HA-Tag Markierungen von D: CB6-4 nicht induziert; E: CB6-
4, 2. Wurf, 29 Tage pp; F: CB6-4 1. Wurf, 60 Tage pp; G-I. CB6-4, 2. Wurf, 5 Tage pp; J-L: CB6-4, 4.
Wurf, 5 Tage pp; M-O: CB6-4, multipara, 10 Monate pp.
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Wie bereits in Kapitel 2.4.2.1 (zu Abb. 15) ausfuhrlich beschrieben zeigten ca. 2%
verstreut lokalisierte, acinare Epithelzellen der Linie CB6-4 sowohl eine mutp53 posi-
tive HA-Tag- (Abb. 21 B) als auch eine p53- (Abb. 21 C) Immunmarkierung. Die
mutp53 positiven Zellen fanden sich haufig zu zweit oder zu dritt nebeneinanderlie-
gend. Nach zwei Geburten (Abb. 21 G-I) konnte eine mutp53-Expression in mehr als
5% der Epithelzellen gefunden werden.

Dieser Effekt wurde nach vier Geburten noch deutlicher (Abb. 21 J-L). Die mutp53
markierten Epithelzellen waren dabei nicht gleichmallig auf das gesamte Mamma-
epithel verteilt, sondern schienen fokal gehauft in bestimmten Alveoli aufzutreten.
Diese fokale Akkumulation kénnte auf eine praferentielle Transgen-Expression in
einer epithelialen Stamm-oder Progenitorzelle hindeuten. Im Verlaufe der Involution
setzt eine massive apoptotische Rickbildung des Drisenparenchyms ein, wobei
auch epitheliale Driisen-Stammzellen zurlck bleiben, um bei einer erneuten
Schwangerschaft das Drisengewebe wieder aufzubauen. Einige dieser epithelialen
Vorlauferzellen konnten im Gegensatz zu anderen Epithelzellen die Eigenschaft
besitzen, mutp53 zu exprimieren. Eine erneute Schwangerschaft fihrte dann zum
Wiederaufbau des Drisengewebes, praferentiell aus Abkdmmlingen der mutp53
exprimierenden epithelialen Vorlauferzellen.

Da der WAP-Promotor von der Stimulierung durch laktotrophe Hormone abhangig
ist, wurde nach abgeschlossener Involution (Abb. 21 F) kein mutp53 nachgewiesen.
Transgene Tiere zeigten wahrend (Abb. 21 E) und nach abgeschlossener Involution
(Abb. 21 F) im Vergleich zu nicht-transgenen BALB/c Weibchen keine pathologi-
schen Veréanderungen.

In einer Langzeitstudie Uber 15 Monate wurde in einem Fall eine von der Hormon-
Induktion unabhangige Transgen-Expression von mutp53 entdeckt. Dabei handelte
es sich um ein transgenes Weibchen der F1 Generation der Linie CB6-4, welches
insgesamt zwei durchschnittlich grof3e Wiuirfe mit 10 und 8 Jungen innerhalb der
ersten funf Lebensmonate grof3zog. Makroskopische, sowie mikroskopische Ge-
webs-Untersuchungen (Abb. 21 M) waren unauffallig. Aber sowohl die p53-, als auch
die HA-Tag-Immunmarkierung zeigten fokal verstarkt mutp53 positive Mamma-
epithelzellen der TDLU’s, obwohl der Promotor 10 Monate nach der letzten Laktation
inaktiv sein sollte. Die Transgen-Expression schien in diesem Fall hormon-
unabhangig geworden zu sein.
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2.4.2.3 Einfluss von mutp53 Proteinen auf die Zell-Proliferation

Als Tumorsuppressor ist wtp53 an der Regulation der Zell-Proliferation beteiligt.
Erste immunhistologische Untersuchungen sollten Aufschluss Uber eine mégliche
Dysregulation aufgrund der mutp53 Expression in transgenen Tieren geben.
Proliferierende Zellen konnten mit Antikbrpern des Hybridoms Mib-1 nachgewiesen
werden. Mib-1 detektiert das nukledre Ki-67 Protein, welches von der G;-Phase bis
zur Mitose im Nukleus akkumuliert. Unmittelbar nach Abschluf3 der Mitose erreicht
das Ki-67 Protein sein Minimum und ist in ruhenden Zellen nicht nachweisbar
(Gerdes et al., 1984), (Schrape et al., 1987), (Braun et al., 1988), (Bruno and Dar-
zynkiewicz 1992).

Die Ki-67 Immunmarkierung wurde sowohl fur hoch als auch fur niedrig exprimieren-
de WAP-mutp537*" und WAP-mutp53~?""" transgene Linien zu verschiedenen
Zeitpunkten der Laktation durchgefihrt. Die mit Ki-67 Positivitat assoziierte Prolifera-
tionsrate korrelierte nicht mit dem mutp53 Expressionsgrad oder der Art der p53-
Mutation.

Abb. 22 zeigt exemplarisch eine Ki-67 Immunmarkierung einer stark exprimierenden
WAP-mutp537?"°" Linie CB6-H8 und einer nicht exprimierenden WAP-mutp537¢"°
Linie CB6-H13, wobei die stark exprimierende Linie CB6-H8 eine geringe Ki-67 - und
die nicht exprimierende Linie CB6-H13 eine gehaufte Ki-67 -Immunmarkierung von
Epithelzell-Kernen zeigt.
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Abb. 22: Ki-67 Immunmarkierung von murinem, laktierendem Mammagewebe

Ki-67 Immunmarkierung von murinem, laktierendem Mammagewebe WAP-mutp53~%"*"

Linien.

A: CB6-H8, 1. Wurf, 5 Tage post partum (pp); mutp53 hoch exprimierend, geringe Ki-67 Immunmar-
kierung;

B: CB6-H13, 1. Wurf, 5 Tage pp, nicht mutp53 exprimierend; verstarkte Ki-67 Immunmarkierung;
VergréRerung: A, B: x 220.

transgener
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In anderen hoch-, bzw. niedrig exprimierenden Linien sah die Ki-67 Immunmarkie-
rung genau andersherum aus, so dass die Transgen-Expression von mutp53 nach
diesen Beobachtungen keinen Einfluss auf die Aktivitat der Zell-Proliferation hat.

2.5 Bedingte Permissivitat der mutp53-Expression

2.5.1 Expressionsanalyse in vivo und in vitro

Bei der Generierung und Charakterisierung der WAP-mutp53 transgenen Mause
wurden Besonderheiten beobachtet, die auf Komplikationen oder eine mdgliche
Toxizitat des mutp53-Proteins hindeuten.

Nach der Mikroinjektion wurde bei vier Wirfen aufgrund von Wehenschwache eine
Entbindung per Sektion notwendig. Dabei stellte sich heraus, dass ein hoher Pro-
zentsatz (70%) der potentiellen WAP-mutp53 Embryonen gestorben war. Obwohl
dieses Phanomen auf Manipulationen bei der Herstellung transgener Tiere basieren
konnte, kann auch eine WAP-Promotoraktivierung wahrend der Embryogenese nicht
ausgeschlossen werden (Deppert, nicht publizierte Daten). Eine dabei erfolgende
Expression von mutp53 kdnnte zum Absterben der Embryonen fuhren, falls mutp53-
Proteine unter bestimmten Bedingungen eine teratogene Wirkung entfalten wrden.
Auffallend war auch, dass in zwei transgenen Linien das Verhaltnis Mannchen zu
Weibchen zu ungunsten der letzteren verschoben war.

Nach sechs Verpaarungen des transgenen Ursprungsmannchen der Linie CB6-H8,
starben zwei BALB/c Weibchen, ein BALB/c Weibchen war sichtbar schwanger,
konnte die Jungtiere aber nicht gebaren, ein Tier wurde nicht schwanger und nur
zwei Weibchen hatten durchschnittlich groRe Wirfe mit zehn und neun Tieren. Bei
beiden Wurfen waren méannliche Nachkommen deutlich in der Uberzahl mit einmal
acht zu zwei und sechs zu drei, so dass auch die transgenen Nachkommen Uberwie-
gend mannlich waren. Aus Verpaarungen transgener CB6-H8 Weibchen ergab sich
zwar ein erster Wurf mit drei ménnlichen und sieben weiblichen Nachkommen, aber
mit nur einem transgenen Mannchen und zwei transgenen von insgesamt sieben
Weibchen. Der zweite Wurf war mit drei Jungen auffallig klein. Obwohl diese acht
Verpaarungen keine statistischen Aussagen erlaubten, ist die Wurfanzahl, die Wurf-
groRe und die Verteilung der transgenen Nachkommen im Vergleich mit anderen
mutp53-Linien sehr auffallig und lasst den Schluss zu, dass es sehr schwierig zu sein
scheint, transgene Weibchen dieser Linie zu bekommen. Ein transgenes CB6-H8
Mannchen hatte nach Verpaarung auffallig wenig weibliche Nachkommen, blicher-
weise ist die Zahl ausgeglichen. Das erwahnte transgene Weibchen hatte zwar beim
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ersten Wurf sehr viele weibliche Nachkommen, von denen aber unterdurchschnittlich
wenige transgen waren. Morphologisch waren bei dieser Linie nach einer Induktion
der Transgen-Expression keine Besonderheiten zu erkennen. Mutp53 wird zu > 95%
exprimiert (2.4.2.1). Demnach bleibt ein eventuell teratogener Effekt wahrend der
Embryogenese weiblicher Nachkommen eine Erklarungsmaoglichkeit, deren Aufkla-
rung zukunftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben muss.

Die transgene Linie CB6-W1 zeigte &hnliche Zichtungsprobleme. Das transgene
Ursprungsmannchen hatte nach vier unterschiedlichen Verpaarungen mit jeweils
anderen BALB/c Weibchen nur einmal acht Nachkommen. Unter diesen acht Tieren
waren nur ein transgenes Mannchen und ein transgenes Weibchen. Weitere Verpaa-
rungen dieser transgenen Nachkommen zeichneten sich durch geringe Nachkom-
menzahlen mit auffallig wenig transgenen Weibchen aus. Im Gegensatz zu der Linie
CB6-H8 zeigte die Linie CB6-W1 bereits nach der ersten Induktion Veranderungen
der Mammahistologie (2.4.2.1).

In den Féllen, in denen mutp53 eventuell in der Embryogenese exprimiert wurde,
konnte aufgrund einer teratogenen Wirkung gegen mutp53 selektioniert worden sein.
Bei der Transgen-Expression in Mammaepithelzellen kdnnten zellulare Parameter
einer mutp53-Expression entgegenstehen, so dass nur unter bestimmten zellularen
Konstellationen mutp53 exprimiert werden konnte.

Aufgrund dieser Komplikationen wurden parallel Experimente in unterschiedlichen
Zellsystemen durchgefihrt. Dazu wurde die immortalisierte, p53-defiziente BALB/c
Mausembryo-Fibroblasten-Zell-Linie 10-1 transient und stabil mit verschiedenen
mutp53-Genen transfiziert. Es wurden sowohl verschiedene murine mutp53-Gene
mit endogenen Mutationen, als auch mit exogen eingefihrten Hot-Spot-
Punktmutationen untersucht.

Die murinen, endogen mutierten p53-Gene stammten aus minimal (T3T3) und maxi-
mal transformierten (MethA) 3t3tx Zell-Linien und wurden unter die Kontrolle eines
starken Promotors (CMV) in den Expressionsvektor pCl kloniert (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Zur Expressionsanalyse verwendete murine Wildtyp und Mutanten p53 Gene

Mutationen
p53 murine cDNS Codon Nukleotidsequenz Aminosaure | Expressionsvektor
wtp53 - pCl Neo
tsp53 135 TGC > GTC Cys = Val |pCl Neo
Meth A 168 GAG - GGG Glu > Gly |[pCMV Neo Bam
234 ATG > ATC Met - lle
T3T3 230 TAC > GAC Tyr > Asp | pCl Neo
287 GAA > GAT Glu > Asp
3t3tx-1 230 TAC > GAC Tyr > Asp |pCl Neo
237 ATG > ATT Met - lle
3t3tx-50 230 TAC > GAC Tyr > Asp |pCl Neo
p53 murine, chiméare DNS
wtp53-HA - pCl Neo
mutp53°7" " HA 270 CTG > CAT Arg > His |pCl Neo

Diese Vektoren wurden sequenziert und auf ihre Funktionalitat in in vitro Transkripti-
ons- und Translations-Experimenten getestet.

Abb. 23: in vitro Translation von p53 cDNS

Spur 1: pCINeo (ohne Insert, als Negativkontrolle), Spur 2: pCl-wtp53, Spur 3: pCl-tsp53, Spur 4: pCl-
T3T3p53, Spur 5: pCI-3t3tx-1p53, Spur 6: pCI-3t3tx-50p53.

Die verwendeten Konstrukte konnten in vitro transkribiert und translatiert (Abb. 23)
werden.

Nach Transfektion der Vektoren in p53-defiziente Maus 10-1 Fibroblasten wurde mit
Immunfluoreszenz-Markierungen eine deutliche transiente Expression aller mutp53
Proteine nachgewiesen. Es konnten aber keine stabil mutp53 exprimierenden Klone
hergestellt werden, obwohl PCR-Analysen zeigten, dass ein Drittel der erhaltenen
Neomycin resistenten Klone mutp53-cDNS integriert hatten. Eine Expression war
weder biochemisch in RT-PCR- oder Western-Blot -Analysen noch mit Immunmarkie-
rung detektierbar.

Erst nach einer die de novo DNS-Methylierung inhibierenden 5-Azacytidin-
Behandlung der stabil transfizierten murinen 10-1 Fibroblasten konnte eine partielle
mutp53-Expression nachgewiesen werden.
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Weitere Transfektionen zeigten, dass mit den verwendeten Vektoren eine stabile
mutp53-Expression in einer ganzen Reihe von normalen und minimal transformierten
Zellen nicht moglich war. Andererseits konnte mutp53 ohne Probleme in verschiede-
nen Tumorzell-Linien, wie z.B. in humanen Osteosarkom-Zellen Saos-2 (p53-/-; pRb-
/-) stabil exprimiert werden.

Eine effiziente stabile Expression von mutp53 scheint von zellularen Gegebenheiten
abzuhangen, die z.B. in Saos-2 Zellen, aber nicht in (10-1) Zellen vorhanden sind.
Da eine stabile Expression von mutp53 in p53-/-, pRb-/- Saos-2 Zellen mdglich war,
nicht aber in p53-/- (10-1) Zellen, wurde untersucht, ob eventuell ein funktionelles Rb
einer stabilen Expression von mutp53 entgegenwirkt. Fur diesen Zweck wurden
Zellsysteme benutzt, in denen pRb durch virale Proteine funktionell durch Protein-
Interaktion eliminiert war:

« Hela Zellen, isoliert aus einem humanen Zervix-Karzinom. p53 ist funktio-
nell durch das HPV Typ 16 E6 Protein, pRb durch das HPV E7 Protein eli-
miniert (p53-/-, pRb-/-).

« SV40 transformierte Zellen (murine und Affen-Zellen), in denen pRb und
wtp53 funktionell durch das SV40 T Antigen eliminiert ist (p53-/-, pRb-/-).

. immortalisierte Ratten-Embryofibroblasten, die ein amino-terminales SV40
T Antigen Fragment (Ti.147) stabil exprimieren. Ti.147 bindet und inhibiert
pRb, bindet jedoch nicht wtp53. Diese Zellen sind phanotypisch minimal
transformiert (pRb-/-).

In all diesen drei Zellsystemen konnte mutp53 exprimiert werden. Die Ergebnisse der
transfizierten immortalisierten Ratten-Embryofibroblasten FR3 Zellen wurden hier
exemplarisch dargestellt. Diese Zellen, die durch das stabil exprimierte aminotermi-
nale SV40 T Antigen Fragment (T1.147), welches pRb bindet und funktionell inhibiert,
pRb defizient waren, konnte mutp53 stabil exprimiert werden. Die Immunfluoreszenz-
Markierung und Western-Blot-Analyse wird in Abb. 24 A und B beispielhaft gezeigt.
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Abb. 24: Immunfluoreszenz-Markierung und Western-Blot stabil transfizierter FR3 Zellen

A: Immunfluoreszenz-Markierung, Maus PAb 248 anti-p53, Ziege anti-Maus-IgG; FITC konjugiert.

B: Western-Blot: Spur 1: Zell-Lysat (Negativkontrolle), Spur 2: Meth A Zell-Lysat, Spur 3: Klon #9 pCI-
tsp53, Spur 4: Klon #13 pClI-tsp53, Spur 5: Klon #3 pCI-T3T3p53, Spur 6: Klon #4 pCI-T3T3p53, Spur
7: Klon #6 pCI-T3T3p53, Spur 8: Klon #11 pCI-T3T3p53, Spur 9: Klon #1 pCI-3t3tx-1p53, Spur 10:
Klon #7 pCI-3t3tx-1p53, Spur 11: Klon #10 pCI-3t3tx-1p53, Spur 12: Klon #11 pCI-3t3tx-1p53, Spur
13: Klon #8 pCMV-MethA, Spur 14: Klon #7 pCI-3t3tx-50p53.
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Immunfluoreszenz- und Western-Blot-Analysen zeigten, dass mutp53 in all diesen
drei aufgrund viraler Proteine (SV40 T Antigen, bzw. HPV E7) funktionell pRb-
defizienten Zellsystemen stabil exprimiert werden konnte, was die Hypothese unter-
stltzt, dass die mutp53 Expression von pRb negativ reguliert wurde.

SV40 T-Ag komplexiert pRb und wtp53 nicht aber mutp53 in SV40 transformierten
Zellen, so dass die hohe Expressionsrate und Akkumulation von mutp53 in diesen
Zellen nicht auf eine physische Inaktivierung von mutp53 durch Komplexbildung mit
T-Ag zurlickzufihren war.

AulRerdem wurde der Einfluss von wtp53 auf die mutp53-Expression in primaren
Maus-Embryofibroblasten untersucht. Dazu wurden BALB/c Embryonen nach einer
BALB/c p53+/- x BALB/c p53+/- Verpaarung kultiviert und genotypisiert. Primarzellen
mit p53+/+, p53+/- und p53-/- Genotyp wurden jeweils mit pCl-wtp53-HA, pClI-
p537?" %M. HA und pCl-MethA transfiziert und nach Immunfluoreszenz-Markierung
analysiert. Die Zahl der p53 exprimierenden Zellen war gering und unabhangig von
dem jeweiligen p53 Status.
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2.5.2 Re-Expression von WAP-mutp537?’®" in bi-transgenen Tieren

Die WAP-mutp537?"" transgene Linie CB6-22 ist nach Induktion negativ fiir die
Expression von mutp53, weder Transkripte noch mutp53-Proteine konnten detektiert
werden (Tabelle 4). RT-PCR, Immunprazipitationen, Western-Blot und Immunmarkie-
rungen blieben ohne einen Nachweis von mutp53.

Verpaarungen mit einer SV40 T Antigen (T-Ag) transgenen BALB/c WAP-T Maus-
Linie (Schulze-Garg et al., 2000) fuhrte zu bi-transgenen Tieren mit den beiden
Transgenen WAP-mutp53~’" und WAP-T. Bi-transgene WAP-mutp53~4"% x
WAP-T Weibchen wurden durch Verpaarung und anschlieBende Schwangerschaft
induziert und am Tag 4 der Laktation prapariert.

RT-PCR Analysen ergaben eine mammaspezifische mutp53-Re-Expression in einem
bi-transgenen Tier (Abb. 25 A), wéahrend in parentalen mono-transgenen Tieren
mutp53 nicht exprimiert wurde. Auch SV40 T Antigen wurde mammaspezifisch in bi-
transgenen WAP-mutp53~?"%" x WAP-T Tieren exprimiert (Abb. 25 B).

mut-p53R270H T-Ag

?xr;@,/ %0,%, %, <oV 5%,

Abb. 25: RT-PCR von murinem, laktierendem, bi-transgenem WAP-mutp53~'™" x WAP-T,
Mammagewebe

A: mutp53 RT-PCR.

B: T-Ag RT-PCR.

1 % TAE-Agarosegelelektrophorese, 10 pul PCR-Amplifikat pro Geltasche.

A: mutp53 transgen-spezifische PCR durchgefihrt mit Primern komplementér zu p53 Exon VI und zu
mutp53 im HA-Tag. Spuren von links nach rechts: 1Kb DNS-L&éngenstandard (500 ng) PCR-
Amplifikate entsprechend dem Ausgangsmaterial fir die zervikale, beide thorakalen, die abdominale
und inguinale Mamma, sowie fiir Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge. Eine 628 Bp Bande ist ausschliel3-
lich in Praparationen aus Mammagewebe vorhanden.

B: T-Ag transgen-spezifische PCR durchgefuhrt mit Primern komplementar zu SV40 T-Ag. Spuren von
links nach rechts: PCR-Amplifikate entsprechend dem Ausgangsmaterial fir die zervikale, beide
thorakalen, die abdominale und inguinale Mamma, sowie fur Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge. Eine
2120 Bp Bande ist ausschlieBlich in Praparationen aus Mammagewebe vorhanden.
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Immunhistochemisch konnten beide Transgene spezifisch in Mammaepithelzellen
nachgewiesen werden. Eine Ko-Lokalisierung von mutp53 und T-Ag wurde anhand
von Immunfluoreszenzmarkierungen untersucht (Abb. 26).

Abb. 26: Immun-Doppel-Markierung von murinem, laktierendem, bi-transgenem WAP-
mutp537°" x WAP-T, Mammagewebe

A, D, G: mutp537*"™ Kaninchen anti-HA-Tag Antikorper, (griin);
B, E, H: T-Ag, Meerschweinchen anti—T—Ag Antikorper, (rot);
C, F, I: Ko-Lokalisierung von mutp53RZ7O und T-Ag in Mammaepithelzellen

T-Ag war in ca. 80% der Mammaepithelzellen im Nukleus lokalisiert, wéahrend
mutp5372"°" gleichzeitig sowohl im Zytoplasma und im Nukleus als auch in jedem
Kompartiment einzeln in ca. 2% der T-Ag exprimierenden Zellen vorhanden war.

Wie in vitro (Kapitel 2.5.1) so fiihrte auch in vivo die gleichzeitige T-Ag Expression zu
einer Expression von mutp53 in einem geringen Prozentsatz (ca. 1%) der Mamma-
epithelzellen.
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Die WAP-T x CB6-22 bi-transgenen Tiere sind schwer zu zichten, da die Weibchen
anscheinend Schwierigkeiten haben, die Jungen zu saugen. Diese sterben, bevor sie
von einer Amme ernahrt werden kénnen. Probleme, die Jungen zu saugen, sind
ebenfalls von den parentalen WAP-T Mausen bekannt. Allerdings kdnnen diese den
ersten Wurf grol3 ziehen. Zu Schwierigkeiten kommt es erst bei den folgenden Wir-
fen, weshalb ein Zuchterhalt mit transgenen Mannchen durchgefuhrt werden muss.
Die Ursache hierfir sind sich schnell entwickelnde pathologische Veranderungen des
Drisengewebes (Schulze-Garg et al., 2000).

Das Langzeitverhalten dreier weiterer WAP-T x CB6-22 bi-transgenen Weibchen
wurde in einer Dauerverpaarungs-Situation beobachtet. Sehr auffallig erschienen
auch hier die Schwierigkeiten beim Saugen der Nachkommen. Ein bi-transgenes
Weibchen konnte zwei Wirfe gebaren, aber davon nur den ersten Wurf grof3ziehen.
Zwei weitere bitransgene Weibchen konnten trotz vermehrten Verpaarungen nur
jeweils einen Wurf austragen. Von diesen konnte ein Tier die Nachkommen saugen
und grol3ziehen, wahrend das zweite Tier seine Nachkommen nicht grofR3ziehen
konnte. Nach einem Zeitraum von acht Monaten entwickelten alle drei Tiere Mam-
makarzinome, wobei das Tier, das seinen einzigen Wurf nicht grof3ziehen konnte,
wesentlich groéRRere, sichtbare (0,6-0,8 cm im Durchmesser) Tumore zeigte, als das
andere (0,1-0,4 cm im Durchmesser), das seinen Wurf aufzuziehen vermochte. Das
Tier mit zwei Wirfen besald einen makroskopisch sichtbaren Tumor von 0,4 cm. Bei
der Préaparation dieser Tiere fiel auf, dass alle Mammadrisen viele Kkleine,
makroskopisch sichtbare Knétchen (0,5-1 mm) aufwiesen.

Histologische und immunhistologische Untersuchungen des Mammagewebes zeig-
ten unterschiedliche Stadien der Tumorentwicklung, von ductalem Carcinoma in situ
(DCIS) bis hin zu invasiven Karzinomen (Abb. 27 A). Dabei war ganz besonders die
Verteilung mutp53-immunmarkierter (HA-Tag") Tumorzellen auffallig. In ausgedehn-
ten und invasiven Karzinomen sind 80% oder mehr der Tumorzellen mutp53-positiv,
wahrend in sogenannten intraepithelialen Neoplasien oder DCIS-Strukturen keine
oder eine geringe mutp53-Expression von ca. 1-2% zu beobachten war (Abb. 27 B).
SV40 T-Ag (Abb. 27 D) und entsprechend wtp53 (Abb. 27 C) waren dagegen global
in allen Arten von malignen Tumoren lokalisiert. Wie in mono-transgenen WAP-T
Tieren beobachtet (Schulze-Garg et al., 2000), konnte auch in diesen bi-transgenen
Tieren die Tumorprogression in einem invasiven Karzinom unabhangig von T-Ag-
Expression werden, so dass die Immunfarbung mit der Tumor-Progredienz abnamm.
Hinsichtlich der p53-Immunmarkierung der invasiven Karzinome ist zu bedenken,
dass auch mutp53 zur intensiven Immunfarbung des Karzinoms neben wtp53 bei-
tragt.

Es war auffallig, dass mutp53 offensichtlich bevorzugt in sehr weit fortgeschrittenen
Tumoren exprimiert wurde. Hier kdnnte eventuell ein erster in vivo Hinweis vorlie-
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gen, dass mutp53 T-Ag transformierten Zellen einen Wachstumsvorteil verleiht. Sie
konnten dadurch einen Selektionsvorteil gegeniiber nicht mutp53 exprimierenden
Zellen haben.

Abb. 27: Histopathologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe einer bi-
transgenen WAP-mutp5372"%'x WAP-T Linie

A: Rechts im Bild ist ein invasives Adenokarzinom (*) der murinen Mamma abgebildet, wahrend in der
linken Halfte vorwiegend in situ Karzinome (A) dargestellt sind H&E.

B: Die HA-Tag — Immunmarkierung zeigt eine starke mutp53-Expression in dem invasivem Adenokar-
zinom (*), wahrend der Bereich mit in situ Karzinomen negativ bleibt.

C+D: Die p53- (C) und T-Ag- (D) Immunmarkierung finden sich im Gegensatz zu HA-Tag (B) Darstel-
lung sowohl in intraepithelialen Neoplasien wie in in situ Karzinomen.

VergréRerung: A-D: x 100.
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Es wurde ebenfalls die niedrig exprimierende Linie CB6-4 (WAP-mutp53™?*") mit
WAP-T verpaart. Am Tag vier post partum zeigten sich bei einem bi-transgenen
Weibchen keine morphologischen Verdnderungen. In diesem Fall konnte die
mutp53-Expression durch die Ko-Expression von T-Ag nicht gesteigert werden. Nach
drei Wurfen entwickelten sich makroskopisch feststellbare Tumore.

In diesem bi-transgenen Tier entwickelten sich groRe aggressiv wachsende Adeno-
karzinome in der Brustdriise (Abb. 28 A) neben intraepithelialen Neoplasien (DCIS)
(Abb. 28 B). Auch hier war die Verteilung von mutp53-Proteinen sehr auffallig. Wie in
der zuvor beschriebenen transgenen Linie wurde mutp53 mit Hilfe einer HA-Tag-
Immunmarkierung detektiert. In Adenokarzinomen (Abb. 28 C) konnte eine generelle
Immunmarkierung der Tumorzellen festgestellt werden, wahrend DCIS-Strukturen
nur zu einem sehr geringen Prozentsatz eine HA-Tag-Immunmarkierung zeigten
(Abb. 28 D). Auch hier fiel auf, dass die mutp53-Expression vorzugsweise in den
invasiven Adenokarzinomen erfolgte.

Witp53 (Abb. 28 E) und T-Ag (Abb. 28 F) wurden in DCIS-Strukturen und in Adeno-
karzinomen detektiert.

Bei der mikroskopischen Untersuchung dieser Mammakarzinome fiel auf, dass im
Gegensatz zur Situation bei den mono-transgenen WAP-T Linien ein Eindringen der
Tumore in das Blut (Vene) — und Lymph — Gefal3system zu beobachten war.
Zusammengefasst kénnte man aufgrund dieser Hinweise mit Vorbehalt schliel3en,

dass Tumor -Differenzierung und -Progredienz durch mutp53 gefdrdert werden.
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Abb. 28: Histopathologie und Immunhistologie von murinem Mammagewebe einer bi-
transgenen WAP-mutp5372**"x WAP-T Linie

A: Invasives, tubulares Adenokarzinom der murinen Mamma mit einem hohen Kerngrading Index.
H&E

B: Intraepitheliale Neoplasien und DCIS-Strukturen der murinen Mamma. H&E

C: Globale HA-Tag-Immunmarkierung im invasiven, tubuldren Adenokarzinom der murinen Mamma.
D: Geringe HA-Tag-Immunmarkierung in intraepithelialen Neoplasien und DCIS-Strukturen der muri-
nen Mamma (Pfeil).

E+F: Die p53- (E) und T-Ag- (F) Immunmarkierung finden sich im Gegensatz zur HA-Tag (C) Darstel-
lung sowohl in intraepithelialen Neoplasien wie in in situ Karzinomen.

VergréRerung: A-F: x 100.
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3. Diskussion

In 50-60% aller Malignome des Menschen werden Mutationen im Gen des Tumor-
suppressors p53 gefunden. 90% dieser Mutationen sind Missense-Punktmutationen,
die hauptséachlich in der zentralen DNS-Bindungs-Domane des p53-Molekiils liegen
und zur Expression eines p53-Proteins mit einem einzigen Aminosaure-Austausch
fuhren (mutp53). Das spezifische p53-Mutationsspektrum, das sich durch tberpro-
portional héufige Hot-Spot-Punktmutationen auszeichnet, impliziert, dass wéahrend
der Tumorentstehung und Tumorprogression auf genau diese Mutationen selektio-
niert wird und sie den Tumorzellen somit einen selektiven Wachstumsvorteil verlei-
hen. Durch bestimmte p53-Mutationen wird nicht nur die Tumorsuppressor-Aktivitat
des wip53-Proteins ausgeschaltet (loss of function), sondern werden auch neue
biochemische Aktivitaten (gain of function) hinzugewonnen. Sowohl aufgrund von in
vitro Daten als auch aufgrund statistischer Korrelationsanalysen von Tumor-
Datenbanken werden mutp53-Proteinen dominant-onkogene Eigenschaften zuge-
schrieben. Fur das Mammakarzinom wurde gezeigt, dass die Expression bestimmter
mutp53-Proteine mit einer schlechteren Prognose korreliert. Dabei gibt es Unter-
schiede zwischen einzelnen Punktmutationen (Hernandez-Boussard et al., 1999).
Mutations-Studien fir das Mammakarzinom zeigen eine signifikante Abnahme der
Uberlebensrate in Abhangigkeit von bestimmten p53-Mutanten (Borresen-Dale
2003). Diesen Beobachtungen zu Folge scheint mutp53 onkogenes Potential zu
besitzen, welches die Tumorprogression fordert.

Um das postulierte onkogene Potential in einem experimentellen Ansatz zu testen,
wurde in dieser Arbeit ein transgenes, induzierbares mutp53-Mausmodell generiert.
Die Expression von mutierten p53-Proteinen wird in diesen transgenen Tieren spezi-
fisch in Mammaepithelzellen induziert, um die Auswirkungen von p53-Mutationen am
Beispiel der Tumorigenese eines Mammakarzinoms zu analysieren.

3.1 WAP-mutp53 Maus-Modell

Die molekulargenetisch veranderten Tiere tragen als Transgen chimére murine p53-
DNS, die an Positionen aquivalent zu humanen Hot-Spot-Punktmutationen mutiert
sind. Die Verwendung von chimarer p53-DNS, bestehend aus genomischer DNS und
einem geringen Anteil cDNS ermdglicht eine effiziente Expression des Transgens, da
in Intronsequenzen regulatorische Bereiche vorhanden sind (Brinster et al., 1988),
(Palmiter et al., 1991).
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In diesem Modell wurde unter der Kontrolle des whey acidic protein (WAP)-
Promotors das Transgen nach laktotropher Hormoninduktion spezifisch in Epithelzel-
len des Mammagewebes exprimiert.

Das WAP-mutp53 Transgen-Konstrukt wurde in den Pronukleus von CB6-F1 Zygo-
ten mikroinjiziert. Die Zygoten wurden von pseudoschwangeren Mausen ausgetra-
gen und so 32 potentielle Ursprungstiere generiert. Die Effizienz der Transgen-
Herstellung lag je nach Mikroinjektionsexperiment zwischen 5 und 33% und befand
sich somit im Rahmen der in der Literatur beschriebenen 5-20% transgener Neuge-
borener nach einem Mikroinjektions-Experiment (Hirabayashi et al., 2001). Das
Transgen integrierte theoretisch gro3tenteils nicht im Ein-Zell-Stadium, sondern lag
wahrscheinlich Uber einige Zellteilungen hinweg episomal als Ringstruktur aus
Transgen-Konkatemeren vor und integrierte zu einem spateren Zeitpunkt, so dass
nicht alle Zellen eines transgenen Ursprungtieres das Transgen enthielten. 72% (23
von 32) der potentiellen, transgenen WAP-mutp53 Ursprungstiere gaben das Trans-
gen an ihre Nachkommen weiter, was bei einer Pronukleus-Mikroinjektion der allge-
mein Ublichen Keimbahnintegration von 70% entspricht (Bondioli and Wall, 1998).
Transkriptions-Analysen der 23 transgenen Maus-Linien zeigten, dass zehn Linien
mutp53 spezifisch im Mammagewebe exprimierten, sowie vier Linien schwach zu-
satzlich in den Nieren, bzw. im Herzen. Acht der mutp53-transgenen-Maus-Linien
exprimierten das Transgen mutp53 gar nicht und eine Linie exprimierte mutp53 ubi-
quitar in zehn unterschiedlichen Geweben.

Dieses heterogene Transkriptionsmuster konnte auf einen Positionseffekt des Trans-
gens zurtickzufihren sein. Integrierte die Transgen-DNS beispielsweise in der Nahe
von Enhancer-Elementen, so kénnten diese Bereiche einen starkeren Einfluss auf
die Transgen-Expression haben als der vorgeschaltete WAP-Promotor. Dadurch
konnte es zu einer induktions-unabhangigen, verstarkten ubiquitaren Expression
kommen. Dies kdnnte eventuell der Fall bei der Linie CB6-W5 sein, wobei der ge-
naue Mechanismus dieser ubiquitaren Expression nicht geklart ist. Eine solche ubi-
quitéare Transgen-Expression wurde auch bei SV40 T-Antigen transgenen WAP-T
Tieren beobachtet, wobei die Linie WAP-T3 ein Bellinigang-Karzinom der Niere so-
wie Osteosarkome im Felsenbein der Schéadelbasis und Gliadysplasien des Hirn-
stamms entwickelt (Lohler, nicht publizierte Daten).

Andererseits konnte die Transgen-DNS auch in nicht transkribierte Bereiche oder in
Bereiche, die unter dem Einfluss von gene-silencern stehen, integriert haben, so
dass mdoglicherweise jegliche Transkription unterdriickt wird.

Die immunhistologischen Analysen der generierten transgenen WAP-mutp53 Maus-
Linien zeigten groRe quantitative Unterschiede in der mutp53-Expression. Zwei der
WAP-mutp53~?*" und vier der WAP-mutp537?"°" transgenen Linien exprimieren in
nur wenigen Zellen mutp53, wahrend zwei der WAP-mutp5372*°" und eine der WAP-
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mutp537?"°" transgenen Linien in 30-60% und drei der WAP-mutp53~?*°" und zwei
der WAP-mutp53~?"%" transgenen Linien in Uber 90% der Mammaepithelzellen
mutp53-positiv sind.

Die Analysen der WAP-mutp53 exprimierenden transgenen Maus-Linien zeigten
aber auch, dass die mutp53-Expression grofdtenteils entsprechend der hormon-
abhangigen Aktivitdt des WAP-Promotor erfolgte.

3.2 Einfluss epigenetischer Faktoren auf die Transgen-Expression

Die unterschiedliche mutp53-Expression konnte auf eine epigenetische Regulation
zuruckzufiihren sein. Die lokale Chromatinstruktur kann entscheidenden Einfluss auf
die Transkription besitzen. Veranderungen in der Chromatinstruktur kbnnen entwe-
der durch Chromatin-Remodeling Faktoren hervorgerufen werden oder durch Chro-
matin-Auflockerung aufgrund der Integration grof3er Transgen-Konkatemere in die
DNS. Die durch Integration hervorgerufenen Chromatin-Veranderungen ermdglichen
eine Transgen-Expression, die von Chromatinstruktur beeinflussenden Faktoren
unabhangig ist. Dies kdnnte bei den hoch exprimierenden transgenen WAP-mutp53
Maus-Linien der Fall sein. Sie zeigen eine induktions-abhangige Transgen-
Expression spezifisch in mehr als 90% der Mammaepithelzellen.

Da aber die Transgen-Integration innerhalb einer Linie identisch ist, beeinflussen
wahrscheinlich unterschiedliche epigenetische Mechanismen in jeder einzelnen Zelle
die Transgen-Expression. Allgemein wird die Transkription oder Repression von
Genen wahrend des Zellzyklus und der Differenzierung durch die Aktivitat verschie-
dener Chromatin-Remodeling Faktoren, sowie durch Methylierungs- und Demethylie-
rungsereignisse kontrolliert. Diese verandern die lokale Chromatinstruktur und er-
maoglichen oder unterdriicken Uber Interaktion mit Transkriptions-Faktoren und/oder
Repressoren, die Transkription.

Im Genom von Saugetieren findet eine DNS-Methylierung nur an Cytosinen an so-
genannten CpG-Dinukleotiden statt (Bird 2002). Diese Dinukleotide sind statistisch
unterreprasentiert. Sie werden aber als sogenannte CpG-Inseln gehauft in proxima-
len Promotor-Regionen uber eine Lange von 0,5-4 Kb gefunden und liegen im allge-
meinen in Zellen nicht-methyliert vor (Takai and Jones 2002). Die Hypermethylierung
von Promotor-Regionen wird in vielen humanen Neoplasien gefunden und ist assozi-
iert mit einer transkriptionellen Inaktivierung bestimmter Gene (Baylin et al., 2000),
(Jones et al., 1999).

Diese Transkriptions-Inaktivierung wurde durch Zellkultur-Experimente mit mutp53
stabil transfizierten, murinen, p53-defizienten 10-1 Zellen bestétigt. Aufgrund der
Plasmid-Integration in die Chromatinstruktur unterlag mutp53 der epigenetischen
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Kontrolle der Genexpression. Erst Versuche, die zur Inhibierung der de novo DNS-
Methylierung durch 5°-Azacytidin-Behandlung fuhrten, resultierten in einer mutp53-
Expression, welche anscheinend zuvor durch Methylierung unterbunden wurde.
Diese Inhibierung der de novo DNS-Methylierung des Chromatins bewirkte eventuell
globale Chromatinstruktur-Verdnderungen, so dass eine regulierte Chromatin-
Modulation die mutp53-Expression nicht mehr "unterdriicken” konnte. Daher konnte
mutp53 von einem episomal vorliegenden Plasmid, das nicht ins Genom integriert
war und nicht einer epigenetischen Kontrolle unterlag, transient exprimiert werden,
wahrend seine Expression nach Integration des mutp53-Plasmids abgeschaltet wur-
de.

Die DNS-Methylierung scheint ein dominantes Ereignis zu sein, das die Transkription
verhindert. An methylierte CpG-Inseln binden Methyl-Cytosin-Bindungs-Proteine
(MBPs) in einem Komplex mit Histon-Deacetylasen (HDACSs). Aufgrund deacetylier-
ter Histone liegen die Nucleosomen in komprimierter Form vor, so dass Transkripti-
onsaktivator-Kkomplexe bestehend aus Transkriptions-Faktoren, Ko-Aktivator-
Proteinen und Histon-Acetyltransferasen keinen Zugang zur DNS haben (Jones
2002). Es wurde gezeigt, dass die Inhibierung der HDAC-AKktivitat durch potente und
spezifische Drogen wie Trichostatin (TSA) allein nicht ausreicht, um Gene zu transk-
ribieren. Erst nach Inhibitierung der de novo DNS-Methylierung durch 5°-Azacytidin-
Behandlung, kann eine Gen-Expression durch TSA reaktiviert werden (Cameron et
al., 1999). Vorlaufige Ergebnisse zeigen, dass mutp53 nach Trichostatin-Behandlung
in mit mutp53 stabil transfizierten murinen 10-1 Zellen ebenfalls nur in einem Teil der
Zellen exprimiert werden kann.

Durch Chromatin-Remodeling kann pRb als ein entscheidender Faktor die Transkrip-
tion wahrend des Zellzyklus und der Differenzierung beeinflussen (Zhang and Dean
2001). Die spezifische Rekrutierung von Histon-Acetylasen (HATs) und Histon-
Deacetylasen (HDACs), sowie der DNS-Methyltransferase | (DNMT1) wahrend des
Zellzyklus und der Differenzierung durch pRb und pRb-verwandte Pocketproteine ist
bekannt, ebenfalls deren Interaktion mit ATP-abhangigen SWI/SNF Chromatin-
Remodeling-Mechanismen. Vermutet wird, das pRb und seine Verwandten Uber
solche Interaktionen Kontrolle tGber die Progression von Zellen durch den Zellzyklus
und die Zelldifferenzierung ausubt (Ferreira et al., 2001).

Unabhangig vom mdglichen Mechanismus und einer méglichen Rolle des Reti-
noblastoma-Proteins, unterstiitzen diese Daten die Hypothese, dass die Expression
von mutp53 mit der Physiologie einer ,normalen” Zelle interferiert.

Neben der entscheidenden Rolle der Chromatinstruktur auf eine Genexpression
besitzt der verwendete Promotor wichtige regulatorische Elemente, die eine mutp53-
Expression beeinflussen kénnten.
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Der whey acidic protein (WAP)-Promotor wird nicht nur durch einen einzelnen
Transkriptions-Faktor reguliert, sondern durch kooperative Funktionen verschiedener
Faktoren. Die Bindung und Interaktion verschiedener Transkriptions-Faktoren resul-
tiert in Veranderungen der Chromatinstruktur und damit in einer Gen-Expression
(Rosen et al., 1996). Hormone konnen auch durch eine Veranderung der Chroma-
tinstruktur ebenfalls die Gen-Expression beeinflussen. Dabei besitzen Glucocorticoi-
de einen entscheidenden Einfluss auf die WAP Gen-Expression. Mehrere Glucocor-
ticoid-Rezeptor-Bindungsstellen befinden sich in der distalen Region des WAP-
Promotors und haben sich als entscheidend fiir die Gen-Expression in transgenen
Tieren gezeigt. Eine Bindung von Glucocorticoid-Rezeptoren an diese Elemente
resultiert in Steroidhormon abhangigen Veranderungen in der Chromatinstruktur (Li
and Rosen 1994).

Der negative Einfluss der Chromatinstruktur auf eine WAP-Transgen-Expression
kann vor allem durch Isolierung des Transgens und durch Verlangerung der regulato-
rischen Promotorsequenzen aufgehoben werden. Die Verwendung von matrix at-
tachment regions (MARS) des aviaren Lysozym-Gens flhrte zu einer mammaspezifi-
schen WAP-Transgen-Expression in sieben von neun getesteten Maus-Linien, wah-
rend dies ohne die MAR-Sequenzen in nur einer von 17 getesteten Linien der Fall
war (McKnight et al., 1996). MAR-Sequenzen isolieren aber nicht nur das Transgen
von einem Positionseffekt, sondern sind beispielsweise in der 5 -Region des WAP-
Gens vorhanden und enthalten zell-spezifische und nicht zell-spezifische HSSs (hy-
persensitive Stellen) (Razin et al., 1999). HSSs sind wichtige regulatorische Elemen-
te in DNS-Domaéanen, die hypersensitiv auf milde DNase-I-Behandlung reagieren
(Krnacik et al., 1995), (Whitelaw and Webster 1998). lhre Prasenz variiert wahrend
der Entwicklung und reflektiert die Zuganglichkeit fur Transkriptionsfaktoren (Montoliu
2002). Hormone binden in der Umgebung der HSS-Regionen und bewirken Ande-
rungen in der Chromatinstruktur, die zur Bindung von Transkriptions-Faktoren fiihren.
So ist beispielsweise HSS2 im WAP-Gen nach dem Absetzen der Nachkommen
nicht mehr detektierbar und korreliert somit mit dem Abschalten der WAP-
Genexpression (Millot et al., 2003).

GroRe genomische Sequenzen (z.B. BAC, PAC oder YAC) garantieren meist eine
starke positions-unabhangige Expression von heterologen Konstrukten in transgenen
Tieren (Giraldo and Montoliu 2001).

Zusammenfassend zeigen all diese Daten, das der WAP-Promotor sowie die WAP-
mutp53-Expression stark durch die Chromatinstruktur und durch die Chromatinstruk-
tur regulierenden Faktoren wie pRb, Methylasen, Demethylasen, Histon-Acetylasen
sowie Histon-Deacetylasen individuell in den einzelnen Zellen reguliert wird. Jede
Zelle eines Organismus ist zwar mit der gleichen genetischen Information ausgestat-
tet, kann aber durch epigentische Regulation aufgrund unterschiedlicher intra- und
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extra-zellularer Faktoren individuell die Gen-Expression beeinflussen. Dies kdnnte
eventuell die Ursache der niedrig-gradigen (1-2%) und der mittel-gradigen (30-60%)
mutp53-Expression sein.

Eine solche Regulation in einzelnen alveolaren Mammaepithelzellen zeigte sich in
einem asynchronen Expressionsmuster, welches von lokalen Modifizierungen wie
z.B. durch Wachstumsfaktoren, der extrazelluaren Matrix oder von Genprodukten der
einzelnen Zellen abhangt (Robinson et al., 1995). Dieses asynchrone Expressions-
muster spiegelt sich besonders in niedrig und mittelgradig exprimierenden WAP-
mutp53 Maus-Linien wider. Jede Mammaepithelzelle scheint die mutp53-Expression
trotz der gleichen Grundausstattung auf eine andere Art zu regulieren.

Auffallig erschien bei Zellkultur-Experimenten die Beobachtung, dass mutp53 nicht in
minimal transformierten Zellen, wohl aber in Tumorzellen (wtp53-/-, pRb-/-) oder in
T-Antigen transformierten Zellen (wtp53-/-, pRb-/-) exprimiert werden konnte. Die
mutp53-Expression scheint in normalen Zellen unterdriickt zu sein, so dass erst
funktionelle Veranderungen, wie beispielsweise das Ausschalten der Tumorsuppres-
soren p53 und pRb, eine mutp53-Expression erlauben. Diese Interpretation stimmt
mit der Beobachtung Uberein, dass Mutationen im p53-Gen kein initiales Ereignis in
der Entstehung eines Tumors sind, sondern eher im Verlauf einer Tumorprogression
auftreten. Der Expression von mutp53 missen demnach zellulare Veranderungen
vorausgehen, die diese Expression erst erméglichen.

3.3 Auswirkungen einer WAP-Promotor Aktivitat wahrend der Embryogenese

Einige Beobachtungen deuteten auf eine Selektion gegen eine mutp53-Expression
hin. Dies war beispielweise in Zellkultur-Experimenten stabil integrierter mutp53-
Plasmide, sowie in der relativ grof3en Zahl verstorbener Embryonen nach Mikroinjek-
tions-Experimenten und in der auffallig geringen Zahl transgener Weibchen in zwei
Linien der Fall. Bei Mikroinjektions-Experimenten ist allerdings ein Sterben aufgrund
der generellen Mikroinjektionsprozedur nicht auszuschlie3en. Microarrays wahrend
der murinen Gastrulation (personl. Mitteilung, Morkel, M.; MDC Berlin, Mai 2003)
zeigten, dass Milchproteine a-, B- und y-Casein, sowie das whey acidic protein fur
12 Stunden am Tag 6,5-7 der Embryogenese exprimiert werden. Aus diesem Grund
ist es sehr wahrscheinlich das auch Transgenkonstrukte unter der Kontrolle des
whey acidic protein (WAP)-Promotors exprimiert werden. Daher konnte es sein, dass
eventuell embryonal exprimiertes mutp53-Protein durch einen eventuell teratogenen
Effekt zu einem Absterben der Embryonen in manchen Linien fihrt.

Indirekt wurde auch bei SV40 T-Antigen transgenen BALB/c WAP-T Maus-Linien
eine Aktivitat des WAP-Promotors wahrend der Embryogenese beoachtet. Man
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konnte zwar Antikdrper gegen T-Antigen in WAP-T Tieren aber keine T-Zellen nach-
weisen, so dass T-Antigen wahrend der T-Zell Reifung im Thymus prasentiert wor-
den sein muss. Diese partielle Toleranz (split tolerance) fuhrte dazu, dass transplan-
tierte, intraperitoneal wachsende mKSA-Tumore nicht abgestol3en wurden (Lohler,
Deppert, nicht publizierte Daten). Demgegeniber induzierte eine Immunisierung
durch subkutane Injektion von SV40-Virus in BALB/c-Méausen eine schitzende Im-
munantwort gegen transplantierte, intraperitoneal wachsende mMKSA-Tumore
(Zerrahn et al., 1996). Die Aktivitat des WAP-Promotors wahrend der Embryogenese
konnte also zu einer mutp53-Expression filhren, welches eventuell negative Auswir-
kungen auf den Embryo hat.

3.4 Induktions-unabhangige mutp53-Expression

Auffallig war bei der niedrig exprimierenden Linie CB6-W4, dass fokal in vereinzelten
Alveoli die Zahl der exprimierenden Mammaepithelzellen mit jeder Schwangerschatft
ansteigt. Eventuell blieben im Verlauf der Involution préaferentiell epitheliale Vorlau-
ferzellen zurick, die die Fahigkeit, bzw. die entsprechenden regulatorischen Mecha-
nismen besitzen mutp53 zu exprimieren. Nach erneuter Schwangerschaft waren
fokal verstarkt mutp53 exprimierende Mammaepithelzellen in manchen terminal
ductulo lobulédren units (TDLU) nachzuweisen. Dieses Verhalten konnte bis jetzt noch
nicht bei anderen Linien beobachtet werden, zumal man bisher einen derartigen
Effekt nur in niedrig und mittelgradig exprimierenden Linien erkennen kann, da die
hoch exprimierenden Linien ohnehin in mehr als 95% der Mammaepithelzellen
mutp53 exprimieren.

In einer Langzeitstudie (15 Monate) eines transgenen, niedrig exprimierenden Weib-
chens der Linie CB6-W4 konnten 10 Monate nach dem zweiten Wurf fokal verstarkt
mutp53 positive Mammaepithelzellen der TDLU’s immunmarkiert werden. Die
mutp53-Expression ist in diesem Fall anscheinend induktions-unabhangig geworden.
Eventuell beeinflusst mutp53 an dieser Stelle seine eigene Expression, indem es mit
MAR/SAR DNS-Elementen interagiert. Aufgrund ihrer Eigenschaft, zellulare Chroma-
tinschlaufen topologisch abzugrenzen, bilden S/IMAR-Elemente die strukturelle Basis
fur eine raumlich und zeitlich unabhangige Expression und Replikation dieser Chro-
matinschlaufen. Uber einen solchen Regulationsmechanismus hoherer Ordnung
konnte eine Kontrolle so komplizierter Prozesse wie Entwicklung und Differenzierung
ermdoglicht werden (Berezney 1991), (Boulikas 1995), (Gasser and Laemmli 1987),
(Herbomel 1990). Aufgrund der spezifischen Interaktion von mutp53 mit BUR-
Elementen (Base Unpairing Region), die Bestandteile von S/IMAR-Elementen sind,
konnte mutp53 an der ,Offnung“ von Chromatinschlaufen, und damit an deren



3. Diskussion 75

transkriptioneller bzw. replikativer Aktivierung beteiligt sein (Deppert 2000). Diese
Aktivitat konnte einer pRb-, DMNT- oder HAT-kontrollierten Regulation der Chroma-
tinstruktur entgegenwirken, so dass p53 eventuell autoregulatorisch seine eigene
Genexpression beeinflusst.

Eine induktions-unabhéangige Transgen-Expression nach mindestens einmaliger
Induktion wurde ebenfalls in WAP-T transgenen Tieren beobachtet (Schulze-Garg et
al., 2000). SV40 T-Antigen wird nach erfolgter Induktion kontinuierlich in Mammae-
pithelzellen und der sich daraus aufgrund der T-Antigen-Expression entwickelnden
Tumorzellen induktions-unabhangig exprimiert.

3.5 Morphologische Auffalligkeiten einer WAP-mutp53%2*% Linie

Die mittelgradig exprimierende Linie CB6-W1 zeigte bisher als einzige Linie morpho-
logische Veradnderungen mit einem irregularen Muster der laktierenden Acini. Das
sekretorisch aktive Drusenepithel war hyperplastisch, teilweise mehrschichtig oder
mikropapillar gestaltet. Nach erfolgter Involution zeigte das Drusenepithel keine mor-
phologischen Abweichungen von einer nicht-transgenen Maus, wahrend aber die
mutp53-Expression persistierte.

Die deutlichen morphologischen Verdnderungen im laktierenden Mammagewebe
und die persistierende mutp53-Expression nach erfolgter Involution lassen sich even-
tuell auf einen durch mutp53-Proteine hergerufenen Effekt zuriickzufihren. Eventu-
ell interferiert mutp53 mit der Regulation des epithelialen Wachstums, so dass ab-
norme Wachstumsmuster entstehen. Andererseits konnte aber auch ein entschei-
dendes Gen durch Insertions-Mutagenese aufgrund der Transgen-Insertion ausge-
schaltet worden sein.

Als zusatzlicher Effekt kbnnten sich auch Mutationen im Cdnk2a Gen-Lokus auf den
Phanotyp auswirken. Der genetische Hintergrund der WAP-mutp53 Tiere basiert auf
BALB/c-Mausen, die Punktmutationen im Cdnk2a Gen-Lokus im Exon la und im
Exon 2 tragen. Alternatives SpleiRen fuhrt zu den Gen-Produkten der Zyklin-
abhangigen Kinase-Inhibitoren p16™¢*? (Exon 1o Exon 2) und p19*fF (Exon 1und 2).
Daraus folgt, dass ein nicht effizientes oder nicht funktionelles p76 Allel in BALB/c
Mausen eine Hyperphosphorylierung von pRb durch Cdk4/Cdk6 nicht mehr inhibie-
ren kann. Dies konnte zu einer unkontrollierten Zell-Proliferation fihren. Diese
Punktmutationen in einem Cdnk2a-Allel wurden erstmals bei BALB/CAn Tieren be-
schrieben, die gehauft Plasmozytome entwickelten (Zhang et al., 1998).

In diesen Zellen treffen mehrere Ereignisse zusammen. P16 und p19 sind mutiert,
SV40 T-Antigen wird nach Induktion exprimiert. T-Antigen bindet und inaktiviert funk-
tionell die Tumorsuppressor-Funktionen von wtp53 und die Zell-Zyklus-Regulation
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sowie die Chromatin-Remodeling-Funktionen der pRb-Familie. Zuséatzlich zu diesen
Effekten wird mutp53 exprimiert und kdnnte seine potentiell onkogene Wirkung ent-
falten.

3.6 Bi-Transgene WAP-mutp53 x WAP-T

Zellulare Netzwerke kdonnen durch virale Proteine wie beispielsweise das SV40 Virus
grof3e T-Antigen ausgeschaltet werden, indem T-Antigen pRb und wtp53 komplexiert
und deren Aktivitat damit funktionell inaktiviert. Mutp53 wird demgegenuber nicht von
T-Antigen gebunden oder funktionell inaktiviert. Die Auswirkungen einer funktionellen
Eliminierung von wtp53 und pRb wurde in vivo in T-Antigen transgenen BALB/c
WAP-T Tieren untersucht. Sie tragen die frihe Gen-Region des SV40 Virus, kodie-
rend fur das grof3e T- und das kleine t-Antigen, unter der Kontrolle des whey acidic
protein (WAP)-Promotors. Nach Induktion durch laktotrophe Hormone wird das T-
Antigen spezifisch in Mammaepithelzellen exprimiert. Unterschiedliche WAP-T Maus-
Linien entwickeln nach charakteristischen Latenzzeiten ductale Karzinome in situ und
schlie3lich Mammakarzinome (Schulze-Garg et al., 2000).

Erste Verpaarungen einer nicht exprimierenden WAP-mutp53 Linie (CB6-22) mit
einer WAP-T transgenen Linie resultierten in bi-transgenen Weibchen. In diesen bi-
transgenen WAP-mutp53 x WAP-T Weibchen ermdglichte anscheinend das
T-Antigen eine mutp53-Expression, die in der entsprechenden parentalen mono-
transgenen Ursprungslinie nicht stattfand. Die mutp53-Expression korrelierte nach
der ersten Induktion quantitativ allerdings nicht mit der T-Antigen-Expression. 1-2%
der Mammaepithelzellen waren mutp53-positiv, wahrend 80% der Mammaepithelzel-
len T-Antigen-positiv waren. Dies Bild anderte sich grundlegend in T-Antigen indu-
zierten Mammakarzinomen dieser bi-transgenen Tiere. Sie zeigten einen deutlich
veranderten Phanotyp zu mono-transgenen parentalen Tieren mit einer bevorzugten
mutp53-Expression in invasiven Adenokarzinomen der Mamma. Intraepitheliale Ne-
oplasien sowie DCIS-Strukturen zeigten eine geringe mutp53-Expression von ca. 1-
2%, wahrend weit fortgeschrittene invasive Adenokarzinome der Brustdriise in 80%
und mehr der Tumorzellen mutp53-positiv waren. Die Expressions-Regulation war
anscheinend soweit beeinflusst, dass mutp53 induktions-unabhangig exprimiert wur-
de. Die durch T-Antigen hervorgerufene genomische Instabilitdt in einem weitfortge-
schrittenen Tumorstadium ermdglichten anscheinend eine mutp53-Expression, wah-
rend die Verdnderungen in frihen intraepithelialen Neoplasien nicht ausreichten, um
mutp53 zu exprimieren. T-Antigen kdnnte einerseits durch Bindung an pRb mit der
pRb-kontrollierten Zellzyklus-Regulation interferieren. Andererseits kbnnte T-Antigen
auch mit der pRb-kontrollierten Gen-Expressions-Regulation interferieren, wobei pRb
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an einer Interaktion mit Chromatin-Remodelling-Faktoren gehindert wirde. Eine
mutp53-Expression aufgrund einer T-Antigen-Koexpression konnte bereits in Zellku-
tur-Experimenten gezeigt werden. Im Gegensatz zum Mammagewebe und beispiel-
weise primaren Zellen haben sich in einer Zell-Linie aufgrund der Immortalisierung
mehrere genetische Veranderungen angehauft, die dort eine mutp53-Expression
erlaubten. Daher reichte wahrscheinlich der Einfluss von T-Antigen in frihen Neopla-
sien der bi-transgenen Tiere nicht aus, so dass erst eine Vielzahl von Veranderungen
zu einer mutp53-Expression fuhrte. T-Antigen induzierte Veranderungen ermaoglich-
ten anscheinend eine mutp53-Expression, die wiederum mutp53 positiven Tumorzel-
len eventuell einen Wachstumsvorteil gegeniiber mutp53 negativen Tumorzellen
verliehen. Dieser Wachstumsvorteil konnte eventuell ein erster in vivo Hinweis auf
das onkogene Potential von mutiertem p53 sein.

Die Beobachtungen in bi-transgenen Tieren spiegeln genau die humane Situation
wieder. Beim Menschen tritt eine Mutation im p53 erst wahrend der spaten Tumor-
progression nach Anhaufung genetischer Veranderungen auf. Also eher in Adeno-
karzinomen als frihen Neoplasien. Genau dieses Phdnomen mit einer spaten Muta-
tion im p53, bzw. mit einer spaten Expression von mutp53-Proteinen wurden in bi-
transgenen WAP-mutp53 x WAP-T Tieren gezeigt. Mono-transgene WAP-mutp53
Tiere entwickelten sich ohne pathologische Auffalligkeiten. Erst in bi-transgenen
WAP-mutpb53 x WAP-T Tieren exprimierten sehr wenige Mammaepithelzellen in
frihen Neoplasien mutp53. Demgegentber exprimierten beinah alle Tumorzellen der
Adenokarzinome mutp53. Durch die histopathologischen Ahnlichkeiten des murinen
und humanen Tumorgewebes und vor allem durch dieses beobachtete mutp53-
Expressionsmusters kommt dieses bi-transgene Maus-Modell der humanen Mamma-
Tumorprogression sehr nahe. Daher eignen sich diese bi-transgenen Linien hervor-
ragend den Einfluss von p53-Mutanten auf die Tumorprogression im murinen Mam-
magewebe molekular zu untersuchen. Neue daraus resultierende Erkenntnisse sol-
len in humanem Mammagewebe verifiziert werden, um sie fir die Prognose einset-
zen zu konnen.

3.7 FVB WAP-mutp53™7# transgene Maus-Linie

Untersuchungen einer FVB WAP-mutp53%'7?" Maus-Linie haben gezeigt, das diese
Linie ohne zuséatzlichen onkogene Stimuli kein Mammakarzinom entwickelt. Es ent-
stehen in mono-transgenen Tieren erst nach DMBA-Behandlung Mammakarzinome,
die schneller wachsen und aggressiver sind als bei FVB Kontroll-Tieren (Li et al.,
1998). Diese Linie wurde mit unterschiedlichen transgenen Tieren verpaart, MMTV-
neu (erb-B2) (Li et al., 1997), WAP-des-IGF-1 (Hadsell 1997) oder mit WAP-TGF«. In



3. Diskussion 78

bi-transgenen Tieren findet meist eine schnellere Tumorentwicklung statt, als in den
entsprechenden mono-transgenen Tieren. Darlber hinaus sind diese Tumore im
Gegensatz zu denen der mono-transgenen Tiere haufig aneuploid (Murphy and Ro-
sen 2000).

Moglicherweise entwickeln auch die BALB/c WAP-mutp53 Tiere spontan keine Tu-
more, ebenso wie die FVB WAP-mutp53~'7?" Linie. Das Auftreten und Manifestieren
von Mutationen im Tumorsuppressor p53 ist haufig ein eher spates Ereignis in hu-
manen Tumoren. Dies wird dadurch unterstitzt, dass anscheinend bisher noch un-
bekannte zellulare Mechanismen einer mutp53-Expression entgegen wirken. Diese
Problematik konnte sowohl in Zellkultur-Experimenten wie auch in einem heteroge-
nen Expressionsmuster der transgenen WAP-mutp53 Mause beobachtet werden.
Fur eine endgultige Aussage Uber die Tumorprogression in WAP-mutp53 Mausen ist
bislang der Beobachtungszeitraum zu kurz. Im Unterschied zu dem FVB-Stamm
zeichnet sich der BALB/c-Stamm durch eine Mutation im Cdnk2a Gen-Lokus und vor
allem durch eine Pradisposition fir die Entwicklung von Mammakarzinomen aus.
Diese zusatzlichen Punkte kénnten dann eventuell dazu fihren, dass sich Mamma-
karzinome in BALB/c WAP-mutp53 Tieren spontan nach einer mutp53-Expression
entwickeln.

3.8 Eliminierung der wtp53-Funktion durch SV40 T-Antigen

SV40 T-Antigen kann durch Bindung an pRb und wtp53, nicht aber mutp53, deren
Tumorsuppressor-Aktivitat inhibieren. Durch Kreuzung mit BALB/c WAP-T Tieren
werden in bi-transgenen WAP-mutp53 x WAP-T Tieren die Tumorsuppressoren pRb
und wtp53 funktionell inhibiert (siehe 3.6).

Neben der bereits durchgefiihrten Kreuzung mit nicht und niedrig exprimierenden
WAP-mutp53 Tieren (siehe 2.5.2) sollen bi-transgene Tiere mit mittelgradig exprimie-
renden WAP-mutp53~?*°" Linien wie CB6-W1, CB6-W15 und der WAP-mutp53~%"%"
Linie CB6-H12 generiert werden. Dabei soll untersucht werden, ob auch hier T-
Antigen zu einer gesteigerten (von bisher 20-50% auf >90%) mutp53-Expression in
Mammaepithelzellen fiihrt und wie sich eine mutp53-Expression auf eine T-Antigen
induzierte Tumorprogression in der Brustdrise auswirkt.
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3.9 Eliminierung der wtp53-Funktion in BALB/c p53+/- Tieren

Die Auswirkungen der Eliminierung der p53 wt-Funktionen in BALB/c WAP-mutp53
Tieren soll auf die Entstehung und Progression von Mammakarzinomen untersucht
werden. Zu diesem Zweck werden die BALB/c WAP-mutp53 Tiere mit BALB/c p53+/-
Tieren (Donehower et al., 1992) verpaart. Heterozygote BALB/c p53+/- Tiere entwi-
ckeln nach acht bis vierzehn Monaten zu ca. 40% Mammakarzinome, in denen sie
das zweite p53-Allel verlieren (Kuperwasser et al., 2000). Homozygote BALB/c p53-/-
Tiere sterben so schnell an Lymphomen und Sarkomen, dass sich ein Mammakarzi-
nom bis dahin nicht entwickeln kann. In heterozygoten BALB/c p53+/- x WAP-mutp53
Tieren kann der Einfluss von mutp53-Proteinen auf die Mammakarzinom-
Entwicklung analysiert werden. Fiur Verpaarungen mit BALB/c p53+/- eigenen sich
besonders die hoch-exprimierenden WAP-mutp537?*°" Linien CB6-W10, CB6-W12
und die WAP-mutp53~?"°" Linien CB6-H3, CB6-H8. Da fast jede Mammaepithelzelle
mutp53 exprimiert und wtp53 heterozygot ist.

3.10 Modellsystem zur Analyse einer Mammakarzinogenese

In dieser Arbeit sind WAP-mutp53 mammaspezifisch exprimierende transgene Maus-
Linien hergestellt worden, die eventuell erste Hinweise auf das onkogene Potential
von mutp53 in bi-transgenen (WAP-mutp53 x WAP-T) Tieren geben. Diese Linien
dienen als Basis, dass postulierte onkogene Potential von mutp53 in zukinftigen
Studien detailliert zu untersuchen, so dass die aus Tumordatenbanken statistisch
abgeleiteten Korrelationen zwischen einer bestimmten Hot-Spot-Punktmutationen
und der klinischen Prognose im Bezug auf die R245W und die R270H p53-
Mutationen verifiziert werden kénnen. Gemessen wird die ,,Aggressivitat” der einzel-
nen Mutation an phanotypischen Faktoren, wie Tumorinzidenz, Latenzzeit, Tumor-
grad, Invasivitat, Auftreten von Tumorzellen im Blut- und Lymphgefa3-System und
metastatisches  Potential. Auf molekularer Ebene kénnten durch Gen-
Expressionsanalysen Einflisse von mutp53 analysiert werden, um bestimmte Ex-
pressionsprofile unterschiedlichen Verlaufsformen zuzuordnen. Dies kdnnte gegebe-
nenfalls zu einer Definition molekularer Marker fiihren, die fir verschiedene Verlaufs-
formen des Mammakarzinoms in Abhangigkeit von der Expression bestimmter
mutp53-Proteine charakteristisch sind. Nach Verifizierung identifizierter Marker in
humanen Tumoren, kdnnten diese eventuell zu einer verbesserten Diagnose bei
humanen Mammakarzinomen fuhren.

Besonders wichtig fur neue Therapieformen zur Behandlung humaner Mammakarzi-
nome ist das testen neuer Praparate und Applikationen in in vivo Modellen, um nicht
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nur den Einfluss auf isolierte Tumorzellen, sondern auf den Gesamtorganismus und
damit die Vertraglichkeit zu testen.

Diese mutp53-Modelle kdnnten so einen entscheidenden Beitrag leisten, um die
Prognose und Therapie humaner Mammakarzinome voranzutreiben.



4. Material 81

4. Material

4.1 Mammalia

Die Maus-Haltung und Maus-Zucht finden ausschlie3lich unter spezifisch pathogen
freien SPF-Bedingungen statt. Folgende Mausstdmme wurden verwendet:

BALB/c (Jackson SPF-Tierhaltung, USA)

C57BL/6 (Jackson SPF-Tierhaltung, USA)

CB6F1 die erste Generation aus einer BALB/c x C57BL/6 Verpaarung

BALB/c p53+/- (Jacks et al., 1994)

BALB/c WAP-T: transgene SV40 T Antigen exprimierende Tiere (Schulze-Garg et al.,
2000)

BALB/c J WAP-mutp537'7?" Stock 2026 (Li et al., 1998)

4.2 Eukaryotische Zellen

10-1 BALB/c p53 defiziente Maus-Embryofibroblasten-Zell-Linie [Har-
vey, 1991 #540]

Meth A Methylcholantren-transformierte BALB/c 3T3 Maus-Fibroblasten
(De Leo et al., 1977)

FR3 Amino-terminales SV40 T Antigen Fragment (Tz1-147) exprimieren-
de F111 Ratten-Zell-Linie (Zerrahn et al., 1993)

COS-1 CV-1 Zell-Linie, die mit einer Mutante von SV40 transformiert

wurde, deren SV40-Replikationsursprung eine 6 Bp Deletion
besitzt (Gulzman, 1981); CV-1 ist eine SV40 permissive Affennie-

renzell-Linie der Afrikanischen Grinen Meerkatze (Cercopithecus

aethiopis).

Saos-2 humane primare Osteosarkom-Zell-Linie; p53-/-; pRb-/-
(Fogh et al. , 1975)

Hela humane Zell-Linie aus einem Epithelkarzinom der Cervix

(Gey et al. , 1952)
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4.3 Prokaryotische Zellen

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNS wurden folgende Bakterien-Stdmme verwendet:

E.coli DH5a Genotyp: endA1 hsdR17 (r-my+) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nal")
relA1 (laclZYA-argF) U169 deoR (80dlac(lacZ)M15)
(Woodcock et al., 1989)

E.coli GM2163  Methylierungs-defizienter (Dam’, Dcm’) Bakterien-Stamm:
Genotyp: F ara-14 leuB6 thi-1 fhu A31 lacY1 tsx78 galK2 galT22
SUpE44 hisG4 rps L136(Str) xyl-5 mtl-1 dam13::Tn9(Cam’) decm-6
mcrB1 hsd R2 (ri-my+) mcrA
(Woodcock et al., 1989), (Palmer and Marinus 1994)

E.coli NM522 Reparatur-defizienter Bakterien-Stamm

mutS Genotyp: thi-1 supE A(hsdMS-mcrB)5 A(lac-proAB) (mutS::Tn10]

F'[proAB" lacl® lacZAM15), (Woodcock et al., 1989)

4.4 Molekularbiologisches Material

4.4.1 Plasmide

PLTRp53cGwt die chimaere, murine p53 DNS (4,03 Kb) steht unter der
Kontrolle des murinen Harvey Sarcoma Virus Promotors,
Enhancers und der cap sites (retroviraler 5°'LTR); kloniert in
pBR322, (Eliyahu et al., 1985)

pWAP-T die frihe Genregion des SV40 Virus steht unter der Kontrolle
des murinen whey acidic protein (WAP)-Promotors; kloniert in
pUC18 (Tzeng et al., 1993)

puUC18 Klonierungsvektor; Gl: 209210

pCMV-Neo-Bam eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor, Ampicil-
lin- und Neomycin-Resistenz zur Etablierung stabil exprimie-
render Zell-Linien (Baker et al., 1990)

pCI-Neo Eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV Promotor, Ampicil-
lin- und Neomycin-Resistenz zur Etablierung stabil exprimie-
render Zell-Linien (Fu et al., 1991)
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4.4.2 Enzyme

Die aufgelisteten Enzyme wurden jeweils mit dem dazugehorigen Puffer verwendet.

Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Shrimp alkalische Phosphatase Roche, Basel

Klenow Fragment MBI Fermentas

T4-Ligase Roche, Basel

Taq-DNS-Polymerase Eppendorf, Hamburg
Herkulase™-DNS-Polymerase Stratagene, La Jolla

RNase A Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DNase | RNase-frei Promega, Madison, USA
Proteinase K Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hyaluronidase, Embryonen getestet Sigma-Aldrich, Taufkirchen

4.4.3 Antikorper

Folgende Antikdrper wurden fir Western-Blot Analysen und immunhistologische
Methoden verwendet.

- anti-HA Polyklonal, Code-Nr.: 561, Kaninchen-Antiserum (Mo Bi Tec, Gottin-
gen)

- anti-p53 polyklonal, Kaninchen-Antiserum (Arbeitsgruppe Prof. Deppert, HPI,
Hamburg)

- anti-T-Ag  polyklonal, Meerschweinchen-Antiserum gegen denaturiertes SV40
T-Antigen (Arbeitsgruppe Prof. Deppert, HPI, Hamburg)

Zur Detektion der primaren Antikorper wurden folgende sekundére Antikdrper einge-
seftzt:

Ziege anti-Kannichen IgG (H+L) Peroxidase gekoppelt (Biomol, Hamburg)
Ziege anti-Meerschweinchen IgG (H+L) Peroxidase gekoppelt (Dianova, Hamburg)
Esel anti-Kannichen 1gG (H+L) Cy™2-gekoppelt (Dianova, Hamburg)
Esel anti-Meerschweinchen IgG (H+L)  Cy'“3-gekoppelt (Dianova, Hamburg)
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4.4.4 Primer

Die fur die Klonierungen, Mutagenesen, Sequenzierungen und die Genotypisierung
bendtigten Primer sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Primer

Primer | bp | Orien. | Tm | Mod. | GC | Org. |Beschreibung Einsatz in Sequenz 5°- 3°
%

FKR2 |20 = 68 - 70 | Maus | murines p53 Exon XI; Sequenzierung | ¢s7C CQC ggg cgt aaa
Pos.: 987-1006 cgc ttC ginos

FKR4 |21 & 72 - 71 HA- | letzten sechs Codons des HA- Transgen- ca ggc gta gtc ggg

Tag |Tag(AYDPVD) Identifizierung | cac gtc g

FKR6 |26 & 88 | 5-P | 69 | Maus | murines p53 Exon V; Pos.: Mutagenese | 5250 gtg ggg gca gTg
525-501; p53™*"*" Hot Spot tct cac gac Ctc Cso
Mutation: Pos. 515 G - A

FKR7 |26 = 88 | 5-P | 69 | Maus | murines p53 Exon V; Pos.: Mutagenese | s0:1g gag gtc gtg aga
501-525; p53°"?" Hot Spot cAc tgc CCC cac Csps
Mutation: Pos. 515G - A

FKR 10 | 37 = 70 | 5-P | 62 | Maus | Smal Restriktionsschnittstelle, Klonierung gct cag tag ccc” ggg
murines p53 Exon |I; a;tg act gcc atg gag
Pos. 1-23 gag tca Cy3

FKR 11 | 70 =] 70 | 5-P | 60 | Maus | EcoRlI, Bglll Restriktions- Mutagenese | g aattc agat'ct tca
schnittstellen, stop codon, ggc gta gtc ggg cac
HA-tag (AYDPVDYPY), linker gtc gta ggg gta gcc
(GG), murines p53 Exon XI; gcc 11700tC tga gtc
Pos.: 1170 — 1149 agg ccc cac ttt Ciaa0

FKR 12 | 24 = 72 | 5-P | 50 | Maus | murines p53 Exon VI; p53 57800 gtg gaa gga aat
Pos.: 578 — 601 Subklonierung | ttg tat ccc geor

FKR 13 | 23 <] 74 | 5-P | 61 | Maus | murines p53 Exon VI; p53 661C 990 tgg ctc ata
Pos.: 661 — 639 Subklonierung | agg tac cac Cezg

FKR 14 | 24 = 70 - 46 | Maus | murines p53 Exon IX; Transgen- ss10at gga gag tat ttc
Pos.: 961 — 984 Identifizierung | acc ctc aagoss

FKR 16 | 23 = 68 - 48 | Maus | murines p53 Exon VIII; Pos.: Mutagenese | 7970C ttt gag gtt cAt gtt
797 — 819; p53°¥"®™ Hot Spot tgt gCCa1s
Mutation: Pos. 809 G—» A

FKR 17 | 22 = 70 | 5-P | 59 | Maus | murines p53 Exon VII; Pos.: Mutagenese | 7249gc atg aac TgG
724 — 745; p53°***" Hot Spot cga Cct atc Crgs
Mutation:
Pos. 733CH» T,735C> G

FKR 18 | 28 <] 88 | 5-P | 57 | pUC18 | Selektionsprimer im pUC18 Mutagenese | g20ac ttg gtt g
Pos. 2192 — 2165 a’‘cgcgt ca cca gtc
Scal (agt’act) wird durch Mlul aca Qgoies
(a’cgcagt) ersetzt

p53- 33 @ 70 | 5P | 52 HA- | Bglll Restriktionsschnittstelle; Klonierung; gca cag ata ata gat’ct

Bgl Tag | Stop Codon; 4 Aminosauren Eliminierung | tca ggc gta gtc ggg ¢
des HA-Tags (AYDP) der EcoRl

Schnittstelle
aus FKR11
p53-12 | 20 <] 57 - 50 | Maus | murines p53 Intron 2 Sequenzierung | gaa tct cac tta tcc cag
Exon Il gc

WAP' | 23 = 72 - 55 | Maus | muriner WAP- Promoter, Start Transgen- cca gga gaa gtc acc
bei Pos. 1955 Identifizierung | ctc aga tg

P53EII | 24 ] 72 - 50 | Maus | murines p53 Exon lIl; Transgen- 103g gat atc ttc tgg agg
Pos.: 103-84 und 6 Nukleotide | Identifizierung | aag tss Ctgg
aus Intron 2

p5319 24 = 72 - 50 | Maus | murines p53 Intron 9 Transgen- gta agt gga gcc agc

Identifizierung | tta agt tgg

pS3EXI | 23 = 72 - 55 | Maus | murines p53 Exon XI; Pos.: Transgen- 116401C @gg ccc cac ttt
1164 — 1142 Identifizierung | ctt gac cajis

mp53- & - Maus | murines p53 Exon VIII; Pos. : Identifizierung | gcagttcagggcaaag-

Vil 889-867 stabiler Klone | gacttcc

oIMR 20 = 62 - 55 | Maus | Neo-Kassette; Pos.: Identifizierung | ctt ggg tgg aga ggc tat

013 3905-3924 p53+/+, +/-, -I- | tc

oIMR 20 & 60 - 50 | Maus | Neo-Kassette; Pos.: Identifizierung | agg tga gat gac agg

014 4185-4165 p53+/+, +/-, -/- | agatc

oIMR 17 ] 52 - 53 | Maus | murines p53 Exon VIl ; Pos. : Identifizierung | ata ggt cgg cgg ttc at

336 743-727 pP53+/+, +/-, -I-
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oIMR 20 = 62 55 | Maus | murines p53 Exon VI ; Pos. : Identifizierung | ccc gag tat ctg gaa
337 598-617 p53+/+, +/-, -- | gac ag
AC 28 = 46 | SV40 | Pos. 3666 — 3692 im SV40 Tra}r_ls_gen- seeetat gtc agc aga gcc
65 Genom, bzw. Pos. 1133 — Identifizierung: | tgt aga acc aaa Casgn
1160 in der SV40 early region WAP-T
im WAP-T Plasmid
DC 22 @ 50 | SV40 | Pos. 4431 —4410im SV40 Tra}r_ls_gen— 1310ag aaa ggt aga
60 Genom, bzw. Pos. 1898 — Identifizierung: | aga ccc caa gao
1877 in der SV40 early region WAP-T
im WAP-T Plasmid
LT-Stop | 22 = 70 59 | SV40 | Position 2695 — 2716 im SV40 fir RT-PCR 260501t tca ggt tca ggg
Genom gga ggt go716
LT-Start | 27 =] 72 33 | SV40 | Position 5161 — 5135 im SV40 fur RT-PCR s16100a taa agt ttt aaa
Genom cag aga gga atCsiss
Bp.: Anzahl der Basenpaare des aufgefiihrten Primers.
Orien.:  Orientierung des aufgefiihrten Primers, vorwartsgerichteter Primer (=), riickwartsgerichteter
Primer (<).
m: Schmelztemperatur des Primers.
Mod.: 5" Modifizierung des Primers.
GC %: prozentualer Anteil von Guanosin und Cytosin im Primer.
Org.: Organismus, aus dem die DNS-Sequenz des aufgefiihrten Primers stammt.
Pos.: Nukleotidposition im murinen p53 Gen (Eliyahu et al., 1985), bzw. im SV40 Genom.
WAP-T. Transgenkonstrukt: frihe SV40 Genregion, kodierend fir das grof3e T-Antigen und das

kleine t-Antigen unter der Kontrolle des whey acidic protein (WAP)-Promotors.

4.4.5 Molekulargewicht-Standards

Fur die GroRenzuordnung bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von DNS und
Proteinen wurden folgende Molekulargewicht-Standards benutzt:

1 Kb DNS-Standard
100 Bp DNS-Standard

Protein-Standard

4.5

Kits
Jetsorb DNS Gel Extraktionskit
Nucleobond AX

Mutagenese-Kit

ABI PRISM BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing
in vitro-Transkription-Kit

Kaninchen-Retikulozyten-Lysat System
Superfect Tranfections Kit

Genomic DNA from Tissue, NucleoSpin® Tissue
peqGOLD RNAPure™

ThermoScript™ RT-PCR-System

ECL Western Blotting Kit

1 Kilo Basen DNS-Marker, Gene Ruler; MBI Fermentas
100 Basen DNS-Marker, Gene Ruler; MBI Fermentas
SDS-7B Prestained Mixture Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Genomed, Bad Oeynhausen
Macherey-Nagel, Diren
Pharmacia, Freiburg

PE Biosystems, Weiterstadt

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
Macherey-Nagel, Duren
PEQLAB, Erlangen
Invitrogen, Paisley, GB

Amersham, Braunschweig
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4.6 Chemikalien

Die handelsiblichen Chemikalien wurden in Analysequalitat von den Firmen Biorad
(Munchen), Fluka (Neu-Ulm), Gibco BRL (Berlin), Lifetechnologies (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Roche
(Basel) bezogen. Dariiber hinaus wurden folgende Chemikalien eingesetzt:

Hormone, Lésungen, Geréte fir Mikroinjektionsexperimente

PMS: Gonadotropin from Pregnant Mares 50 U PMS/ml in 0,9% NacCl; Sigma-

Serum, Embryonen getestet

Aldrich, Taufkirchen

hCG: humanes Chorionic Gonadotropin, Em- 50 U hCG/ml in 0,9% NaCl; Sigma-

bryonen getestet
NaCl 0,9 % zur Injektion

Ketaminhydroxylchlorid, 1:10 in NaCl;

10 pl/g Korpergewicht

M2 Medium, Embryonen getestet
M16 Medium, Embryonen getestet
Mineral6l, Embryonen getestet
3-Aminopropyltriethoxysilan
Aspirator Tube Assembly
Einmalmikropipetten

Microloader

Femtotips I

Glass GC, Type Pronukleus
Halte-Kapillaren

Perma Hand Seide

Elutip D

Tierohrknipser

Dulbeccos Modified Eagles Medium
10 % Fotales Kalberserum
PVDF-Membran

Rontgenfilm

Aldrich, Taufkirchen
UKE Apotheke
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fluka Biochemika, Neu-Ulm
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Blaubrand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Bio Medical Instr.
Eppendorf, Hamburg
Ethicon, USA

Schleicher & Schiull, Dassel

Fischer Scientific, Schwerte

PAA Laboratories GmbH, Linz
Roche, Basel
Immobilon™-P, Millipore

Biomax, Kodak
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4.7 Medien, Puffer und Lésungen

Ampicillin-Stocklésung E1A + PI (Proteinase-Inhibitoren)
100 mg/ml in H,O (x1000) E1A
bei -20°C lagern + 5 pg/ml Aprotinin
+ 5 pg/ml Leupeptin
Aprotinin (100x) + 5 pg/ml Pepstatin A
5 mg/ml in 50 % Glyzerin + 125 pg/ml Pefabloc® SC

bei -20°C bis zu 6 Monate
ECL-L6sung 1

Blockpuffer 2,5 mM Luminol

5 % Magermilchpulver 400 puM p-Coumarinséure

geldst in Waschpuffer 100 mM Tris-HCI, pH 8,5
Chloroform/lsoamylalkohol ECL-LGsung 2

24 ml Chloroform 13 mM H;0,

1 ml Isoamylalkolhol 100 mM Tris-HCI, pH 8,5
DNS Probenpuffer 10x Einfriermedium

50 % Glyzerin (v/v) 50 % FCS

0,1 % Bromphenolblau 0,5 % NaHCO3

0,1 % Xylen-Cyanol (w/v) 10 % DMSO in DMEM

0,1 M EDTA

0,1 % SDS Einbettungsmedium

5 % Polyvinylalkohol (25/140)

dNTP-Mix (50x) 10 % Glycerin in PBS

0,5 mM dATP

0,5 mM dGTP EtBr-Farbeldsung

0,5 mM dCTP 1 mg/ml Ethidiumbromid

0,5 MM dTTP in H,O, lichtgeschutzt lagern
E1A-Puffer Formalin (saures)

50 mM HEPES 4 % Formaldehyd

150 mM NacCl 1 % Essigsaure

0,1%NP-40 ; pH 7-7,5 ; sterilfiltrieren
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Formalin
4 % Formaldehyd

2 x HEBS
274 mM NacCl
10 mM KCI
1,4 mM NaxHPO,4
12 mM Glukose
42 mM HEPES
pH 7,04 frisch angesetzt und sterilfiltriert

Hygromycin-Stammldsung

50 mg Hygromycin B in PBS

LB-Medium
10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Yeast-Extrakt
10 g NaCl ad 1000 ml H,O
pH 7,5; autoklaviert

LBA-Medium
0,01 % Ampicillin (w/v)
in LB-Medium

LBA-Kulturplatten
1,5 % Agar (w/v)
in LBA-Medium

Leupeptin (1000x)
5mg/mlin PBS und 50 % Glyzerin (v/v)
bei -20°C bis zu 6 Monate haltbar

Neomycin-(G418)-Stammlésung
40 mg G418-Sulfat in PBS

Mikroinjektions-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7,6
0,1 mM EDTA

PBS
140 mM NacCl
3 mM KCI
8 mM Na;HPO,
1,5 mM KH,PO4
pH-Wert einstellen auf pH 7,4

PBS-Tween
0,05 % (v/iv) Tween-20 in PBS

PCI-Mix
25 ml Phenol (Tris-gesattigt)
24 ml Chloroform

1 ml Isoamylalkohol

Pefabloc (200x)
25 mg/ml in 50 % Glyzerin (v/v)
bei -20°C bis zu 2 Monate haltbar

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

RNase A
10 mg/ml RNase A
in 20 mM Tris-HCI pH 7,5
15 mM NacCl
15 Min. Kochen
Lagerung bei —20°C
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SDS-Sammelgel

125 mM Tris/HCI pH 6,8

4 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5/1)
0,1 % SDS

0,75 % APS (10 % w/v)

0,075 % TEMED

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris
200 mM Glycin
0,1 % SDS

SDS-Probenpuffer (6x)
350 mM Tris/HCI, pH 6,8
10 % SDS (w/v)

0,6 MDTT

30 % Glycerol (v/v)
0,012 % BPB (w/v)

SDS-Probenpuffer (2x)
125 mM Tris/HCI pH 6,8
4 % SDS (w/v)
0,2MDTT

20 % Glycerol (v/v)
0,001 % BPB (w/v)

SDS-Trenngel

375 mM Tris/HCI pH 8,8

8-11,5 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5/1)
0,1 % SDS

0,75 % APS (10 % wl/v)

0,075 % TEMED

TAE (50x)
2 M Tris Base, pH 7,8
0,5 M NaAc
0,05 M EDTA

TBE-Puffer (1x)
89 mM Tris-HCI, pH 8,0
89 mM Borsaure
2 mM EDTA

TBS
20 mM Tris-HCI, pH 7,6
140 mM NacCl

TCM-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7,6
10 mM CacCl;
10 mM MgCl,

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

TfB-I
100 mM RbCI
50 mM MnCl;
10 mM CacCl,
30 mM KAc
15 % Glyzerin (v/v)
pH 5,8 eingestellt mit
0,2 M HAc sterilfiltriert
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TfB-lI
10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CaCl;
15 % Glyzerin (v/v)
pH 7,0 eingestellt mit NaOH,

sterilfiltriert

YLB-Medium
LB-Medium +
10 mM MgSO,
10 mM MgCl,
pH 7,6 mit KOH

Transferpuffer
50 mM Tris, pH 8,3
192 mM Glycin

Trypsin/EDTA-LOsung:
50 mM EDTA, pH 8,0
0,1 % Trypsin in PBS

TSC-Puffer (5x)
200 mM Tris/HCI, pH 7,5
30 mM MgCl,
50 mM NacCl
10 mM Spermidin

Waschpuffer
0,2 % Tween 20 gel6st in TBS
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5. Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Prokaryotische Zellen

Stammerhaltung von E.coli-Bakterien

Zur Langzeitlagerung von E.coli-Bakterienstimmen wurden Glyzerinkulturen ange-
legt. Dazu wurden 4 ml LB-Medium mit 100 pl einer UNK angeimpft und bei 37°C als
Schuttelkultur bis zu einer ODgpo von 0,3-0,5 angezogen. Dies entsprach der friihen
logarithmischen Wachstumsphase. 800 pl Aliquots dieser Kultur wurden dann mit
200 pl steril-filtriertem Glyzerin (83 % v/v) versetzt und bei -70°C gelagert.

Transformationskompetente Bakterienzellen

Kompetente Bakterienzellen zeichnen sich dadurch aus, dass ihre Zellwand durch-
lassig fur DNS-Molekule ist, die im Verlauf der Transformation in die Zellen einge-
schleust wurden. Dies kann durch eine Behandlung mit Rubidium-Chlorid erreicht
werden (Hanahan 1983).

100 ml WLB-Medium wurden mit 1 ml einer UNK in LB-Medium des jeweiligen Bakte-
rienstammes angeimpft und bei 37°C als Schittelkultur bis zu einer ODgyo von 0,6
angezogen. Die Zellen wurden sedimentiert (Sorvall/SS34, 3000 Upm, 10 Min., RT),
in 30 ml TfB | resuspendiert und 30 Min. bei 4°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifuga-
tion wurde das Sediment in 5 ml TfB Il resuspendiert. Die Suspension wurde 15 Min.
bei 4°C inkubiert. 100 pl Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung erfolgte bei -70°C.

Transformation kompetenter Bakterienzellen

Die bei -70°C gelagerten kompetenten Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut.
100 ng Plasmid-DNS (bzw. 10 - 20 pl eines Ligationsansatzes) wurden mit vorge-
kuhltem TCM-Puffer auf 40 pl verdinnt, zu 100 pl kompetenten Zellen gegeben und
vorsichtig gemischt. Wahrend einer Inkubationszeit von 45 Min. auf Eis adsorbierte
die DNS an die Bakterien. AnschlielBend wurden die Zellen fir 60 Sek. auf 42°C
erhitzt. Der Hitzeschock diente der erleichterten Aufnahme der DNS durch die Bakte-
rien. Dem Ansatz wurde anschlieBend 1 ml LB-Medium zugefiigt und dieser fur 1 h
bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit wurde die plasmidkodierte Antibiotikaresistenz
exprimiert, die den Bakterien ein Wachstum auf Antibiotikanahrbéden ermdglicht. Die
Zellen wurden sedimentiert (Mikrozentrifuge, 14000 Upm, 2 Sek.) und der Uberstand
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wurde bis auf 100 ul verworfen. In diesem Volumen wurden die Zellen resuspendiert
und mit einem sterilen Drygalski-Spaltel auf einer LB-Platte, mit entsprechendem
Antibiotikum, ausgestrichen. Kolonien transformierter Bakterien wurden nach einer
Inkubationszeit von ca. 15 h bei 37°C sichtbar (Kaiser und Hogness, 1960).

Einzelne Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher aufgenommen und zur
Vermehrung in neues Medium tberfuhrt.

5.1.2 Eukaryotische Zellen

5.1.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zell-Linien

Eukaryotische Zell-Linien wurden in Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) mit
10 % FCS unter 5% CO, bei 37°C kultiviert. Etwa alle zwei Tage wurden die sub-
konfluent gewachsenen Kulturen passagiert. Hierfir wurden die adharenten Zellen
mit PBS gewaschen und mit 2 ml vorgewarmter Trypsin/EDTA-LOsung etwa
drei Minuten bei 37°C inkubiert bis sich die Zellen vom Boden der Kulturschale ablds-
ten. Sie wurden in einer Zentrifuge 5 Min. bei RT sedimentiert und in frischem Medi-
um aufgenommen. Anschlie3end wurden die Zellen 1:10 verdinnt in frischem, vor-
gewarmtem Medium ausgesat.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum langfristigen Aufbewahren wurden Zellen, die sich in der exponentiellen Wachs-
tumsphase befanden, in fliissigem Stickstoff eingefroren. 1 .10° Zellen einer sub-
konfluent bewachsenen Kulturschale wurden abtrypsiniert und in 10 ml Kulturmedium
gewaschen und pelletiert (IEC-Zentrifuge, 2000 Upm, 2Min., RT). Das Zellprazipitat
wurde in 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert und in vorgekuhlte Kryoréhrchen auf
Eis gegeben, da das Frostschutzmittel DMSO toxisch wirkt. AnschlieRend wurden die
Einfrierréhrchen schrittweise in flissigen Stickstoff abgesenkt. Zum Auftauen wurden
die Proben schnell auf 37°C erwéarmt, die Zellen einmal in 10 ml warmem Medium
gewaschen und in frischem Medium in Kulturschalen ausgesat.

Ernte von eukaryotischen adhérenten Zellen

Nach Entfernen des Kulturmediums wurde der Zellrasen zweimal mit kaltem PBS
gewaschen, mit Hilfe eines Gummischabers abgekratzt und die Zellsuspension in ein
Eppendorfreaktionsgefald tberfuhrt. Die Zellen wurden 10 Min. bei 800 Upm in einer
Kuhlzentrifuge (Eppendorf) préazipitiert und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.
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5.1.2.2 Etablierung und Kultivierung von Primar-Zellkulturen

Primare Maus-Embryo-Fibroblasten wurden aus 13,5-15.5 Tage jungen Emrbyonen
etabliert. Schwangere Mause wurden durch zervikale Dislokalisation getétet und
dorsal mit 70 % Ethanol desinfiziert (5.2.3 Zygoten Praparation). Weitere Arbeiten
erfolgten unter einer sterilen Werkbank in der SPF-Tierhaltung. Entlang eines kleinen
lateralen Schnittes (gestrichelte Linie) wurde die Haut zurlckgezogen (Abb. 30 A).
Der Peritonealschnitt erfolgte entlang der gestrichelten Linie (Abb 30 B). Nach Frei-
legen des Uterus wurden die Embryonen préapariert. Dabei wurde darauf geachtet,
dass das Préaparationsbesteck frei von Ethanol war, da sich dieses negativ auf die
Embryonen auswirkt. Die Embryonen wurden 2-3 x in PBS gespult. Der Kopf und der
Schwanz wurden fur eine Genotypisierung abgetrennt. Leber, Milz, Niere, Herz,
Lunge wurden entfernt und verworfen. Der Embryo wurde in 300 ul 0,1 x TE in einer
Vertiefung einer 24 Loch-Platte resuspendiert. Um Kontaminierungen zu vermeiden,
wurde fir jeden einzelnen Embryo desinfiziertes Praparierbesteck sowie frisches
PBS verwendet. Diese Zell-Suspensionen wurden Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurde zu jeder Probe 200 pl 1x TE hinzugegeben und 30 Min. bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml DMEM und 10% FCS wurden sie nochmals
resuspendiert und je ein Embryo auf eine 9 cm Platte ausgesat. Die primaren MEFs
wurden fur weitere zwei bis drei Passagen in DMEM mit 10% FCS kultiviert. Die
Zellen einer Platte wurden dann in einem Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff auf-
bewabhrt.

Jeder Embryo wurde direkt nach Praparation genotypisiert und zur Verifizierung des
Genotyps vor dem Einfrieren nochmals genotypisiert. Die hier verwendeten Embryo-
nen stammten aus einer BALB/c p53+/- x BALB/c p53+/- Zucht.

Die PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 25 pl unter folgenden Bedingungen
durchgefuhrt: PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Primer Mix: 2 uM (0IMRO13,
0IMR014, o0IMR336, o0lMR337), Taqg DNS-Polymerase (0,02 U/ul). Das PCR-
Programm wurde fur die Reaktionen optimiert: Initiale Denaturierung (30 Sek., 94°C),
35 Zyklen: Denaturierung (40 Sek., 92°C), Annealing (30 Sek., 56 °C), Elongation
(50 Sek., 72°C), eine abschlieBende Elongation (5 Min., 72°C).

Der Genotyp p53+/+ zeigt sich im Auftreten einer 600 Bp Bande, p53+/- resultiert in
einer 600 Bp und einer 280 Bp Bande, wahrend p53-/- in einer 280 Bp resultiert.
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5.1.2.3 Transiente und stabile Transfektion eukaryotischer Zellen

Transiente Transfektion

1 .10° Zellen wurden in Zellkulturschalen (& 6 cm) ausgeséat und tber Nacht kulti-
viert, damit sie zum Zeitpunkt der Transfektion im logarithmischen Wachstum waren.
2 ng der zu transfizierenden zirkularen DNS wurden in 100 pl serumfreiem DMEM
aufgenommen und mit 20 ul Superfect Reagenz versetzt. Die Losung wurde gut
gemischt und funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich Komplexe zwi-
schen DNS und Superfect ausbilden konnten. Wahrenddessen wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Die DNS/Superfect Komplexe wurden in 600 ul Kul-
turmedium verdinnt und die Zellen damit tGberschichtet. Nach zwei Stunden Inkuba-
tion wurden die Komplexe entfernt und die Zellen in Kulturmedium fur 24 h kultiviert.
Anschlie3end kdnnten die Zellen geerntet und fur weitere Versuche verwendet wur-
den.

Transfektion mit Kalzium-Phosphat (Chen and Okayama 1988)

10 ug Vektor DNS wurden mit 2,5 Vol. EtOH und 0,1 Vol. 3 M NaAc, pH 5,5 bei
-20°C durch Zentrifugation (14000 Upm, 30 Min., 4°C) prazipitiert, mit 70% EtOH
gewaschen, 30 Min. unter der Sterilwerkbank getrocknet, in 438 ul 10 mM Tris-HCI,
pH 7,6 geldst und mit 62 ul 2 M CaClz versetzt. Zu dieser Losung wurden langsam
500 ul 2xHEBS zugetropft. Diese Losung wurde 30 Min. bei RT inkubiert, um die
Ausformung von CasPOs4-DNS Prazipitaten zu erlauben, die anschlieBend in den
Zellkulturtiberstand gegeben wurden. Nach 6-12 stindiger Inkubationszeit wurde das
Medium erneuert.

Diese Methode erwies sich bei der stabilen Transfektion der 10-1 Zellen als die effi-
zienteste.

Etablierung stabil-transfizierter Zell-Linien

Zwei Tage nach Kalzium-Phosphat-Transfektion wurden die Zellen 1:10 auf 10 cm-
Gewebekulturschalen ausgesat. Einen weiteren Tag spater wurde die Selektion der
transfizierten Zellen begonnen, indem dem Kulturmedium G418, ein Antibiotikum
vom Kanamycin-Typ oder G418 und Hygromycin zugesetzt wurde. Die Konzentration
richtete sich nach der jeweils transfizierten Zell-Linie. Alle zwei Tage wurde das
Selektionsmedium erneuert. Wenn auf den untransfizierten Kontrollschalen alle
Zellen gestorben waren, konnte mit einer Einzel-Zell-Selektion zur Etablierung stabil
transfizierter Zell-Linien begonnen wurden.

Stabil transfizierte Zell-Linien wurden durch PCR-Amplifizierung von exogenen DNS-
Fragmenten in den zuvor p53-defizienten Zell-Linien charakterisiert.

Die Reaktion fand in einem Volumen von 20 ul unter folgenden Bedingungen statt:
PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Primer 1 (0,5 uM) (FKR7), Primer 2 (0,5 puM)
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(mp53-VIIl), Tag DNS-Polymerase (0,02 U/ul). Das PCR-Programm wurde fur die
Reaktionen optimiert: Initiale Denaturierung (2 Min, 92°C), 30 Zyklen: Denaturierung
(30 Sek., 92°C), Annealing (30 Sek., 66 °C), Elongation (1 Min., 10 Sek., 72°C),
abschlieBende Elongation (5 Min., 72°C).

5.1.2.4 5-Azacytidin-Behandlung eukaryotischer Zell-Linien

5'-Azacytidin leitet sich von dem Nukleotid Cytidin ab. 5"-Azacytdin kann allerdings
am N-5 nicht von einer Methyltransferase methyliert wurden. Der Einbau in die neu-
synthetisierte DNS hat eine Anderung des Methylierungsmusters zu Folge, bzw. fiihrt
schlie3lich zu einer nicht methylierten DNS. Stabil transfizierte Klone wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von 5'-Azacytidin (0,5 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM und
10 uM) behandelt.

Die Zellen wurden einen Tag vor der Behandlung auf Deckglaschen ausgesat und
Uber Nacht unter Standard-Bedingungen in Kultur gehalten. Am néchsten Tag wurde
dem Medium die entsprechende Menge 5 Azacytidin zugesetzt. Die Zellen wurden
fur 24, bzw. 48 Stunden kultiviert und anschliel3end Uber Immunfluoreszenzmarkie-
rung analysiert.

5.1.2.5 Indirekte Immunfluoreszenz eukaryotischer Zellen

Um die Transfektions-Effizienz, die Proteinexpression von Zellen und die Lokalisation
von Proteinen innerhalb der Zelle zu bestimmen, ist die indirekte Immunfluoreszenz
(Weigele et al., 1973; Weigele et al., 1973) eine geeignete Methode.

Die zu untersuchenden Zellen wurden in Kulturschalen, die sterile Deckglaschen
enthielten, ausgesat. 24 - 48 h nach Transfektion oder anderer Zellbehandlung wur-
den die Zellen mit PBS gewaschen und die Deckglaschen entnommen. Die Deckgla-
schen wurden nochmals mit PBS abgespiilt und fir mindestens 30 Min. in eiskaltem
Aceton bei - 20 °C fixiert und permeabilisiert. Die Zellen kénnen bis zu einer Woche
in Aceton gelagert wurden. Falls es entscheidend war, die Faltung der Proteine fir
weitere Analysen aufrechtzuerhalten, wurden die Zellen 10 Minuten mit 2 % Para-
formaldehyd in PBS fixiert und die Membranen anschliel3end mit 0,2 % Triton X100
permeabilisiert. Unspezifische Reaktionen der Antikorper mit freien Aldehydgruppen
wurden unterdriickt, indem die fixierten Zellen zehn Minuten mit 50 mM Glycin in
PBS inkubiert wurden. Alle Antikérperinkubationen erfolgten bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer mit 60 ul Antikorperldsung, mit der die Deckglaschen tber-
schichtet wurden.

Die Deckglaschen wurden dann fur 30 Min. in PBS gewaschen und anschliel3end auf
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Parafilm bei RT mit dem entsprechenden ersten Antigen-spezifischen Antikorper
(60 ul, in PBS verdinnt) fur 45 Min. inkubiert. AnschlieRend wurde dreimal mit PBS
gewaschen. Die gebundenen primaren Antikbrper wurden mit spezies-spezifischen
Antikérpern, die mit einem Fluorochrom konjugiert sind, detektiert. Zur Unterdri-
ckung unspezifischer Bindungen der sekundaren Antikérper wurden die Zellen vor
der Markierung fur 20 Min. mit normalem unspezifischen Serum aus der gleichen
Spezies, aus der die sekundaren Antikorper stammten, vorinkubiert.

Die sekundaren Antikdrper sind affinitdtsgereinigt und gegen andere Spezies absor-
biert, um Kreuzreaktionen bei einer Doppelmarkierung auszuschlief3en.

Die nun folgenden Schritte wurden im Dunkeln durchgefihrt, um die Signalverstar-
kung durch den zweiten Antikérper nicht abzuschwachen. Der an FITC oder TR
gekoppelte zweite Antikorper (60 ul, in PBS verdiunnt) wurde fir 45 Min. bei RT auf
die Zellen gegeben.

Im Anschluss an die Markierung wurden die Zellen zweimal fur 20 Minuten in PBS
gewaschen und in Einbettungsmedium auf einem Objekttrager fixiert. Nach dem
Trocknen des Einbettungsmediums wurden die Proben in einem Konfokalen-
Laser-Scanning-Mikroskop analysiert.

5.1.3 Praparation, Analyse und Klonierung von DNS

5.1.3.1 Pr&paration von Plasmid-DNS aus E.coli Bakterienzellen

Die Plasmidpraparation aus Bakterienzellen basiert auf einer alkalischen SDS-Lyse
der Zellen und der anschlieBenden Aufreinigung der Plasmid-DNS Uber einen Anio-
nenaustauscher. Die chromosomale DNS wurde dabei zuvor durch Kaliumacetat
préazipitiert (Birnboim and Doly 1979). Die Ausbeute bei high copy Plasmiden (z.B.
pPpGEM, pUC) betragt 100-500 pg bei einem eingesetzten Kulturvolumen von 250 ml.
Diese Mengen Plasmid-DNS wurden mit dem Kit Nucleobond® AX 500 isoliert. Die
Préaparation wurde nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll durchgefuhrt.
Plasmidpraparationen im kleinen Mal3stab (bis 5 ml) dienten dazu, Ligationen und
Transformationen Uber Restriktionscharakterisierung zu analysieren. Einzelne Kolo-
nien wurden von einer Agarplatte mit einem sterilen Zahnstocher aufgenommen und
in bis zu 5 ml neuem Medium und entsprechendem Antibiotikum tber Nacht ver-
mehrt. Die Bakterien wurden pelletiert (Mikrozentrifuge, 14000 Upm, 5 Min., RT), in
300 pl ASL-L6sung 1 lysiert und fur 10 Min. bei RT inkubiert. Anschlie3end wurden
450 ul ASL-Losung 2 zugegeben, invertiert und 10 Min. bei RT inkubiert. Nach Zuga-
be von 350 ul Lésung ASL-L6sung 3 wurde der Ansatz fir 15 Min. auf Eis inkubiert
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und anschliel3end abzentrifugiert (Mikrozentrifuge, 14000 Upm, 5 Min., 4°C). Zur
Inaktivierung verbleibender Enzyme wurde der Uberstand fir 2 Min. bei 95 °C inku-
biert. Dieser Ansatz wurde mit 400 pl ASL-LAsung 4 vermischt und 30 Min. bei —20°C
prazipitiert. Die Plasmid-DNS wurde pelletiert und zweimal mit 70%-igem Ethanol (-
20 °C) gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 30 pl 10 mM Tris, pH 8,0 oder in
sterilem Wasser resuspendiert. Von dieser Plasmid-DNS kdnnen 2 pl fir eine Re-
striktionscharakterisierung eingesetzt werden.

5.1.3.2 Fotometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Quantifizierung der Nukleinsaurekonzentration erfolgte fotometrisch. DNS und
RNS zeigen ein charakteristisches Absorptionsspektrum im UV-Bereich mit einem
Maximum bei 260 nm, das zur Konzentrationsbestimmung herangezogen wurde. Um
Aussagen zur Qualitat und Reinheit einer Probe zu machen, wurde das Spektrum
von 220-320 nm aufgenommen.

Die Probe wurde in einer Quarzkivette (Volumen 100 ul) mit dH,O verdiinnt gemes-
sen. Eine ODyg von 1 entsprach einer Konzentration von 50 pg/ml dsDNS, bzw. 40
pg/ml ssDNS/RNS. Aus der OD,go kann dann die Konzentration bestimmt werden:
Crns [Mg/mI] = OD2gp « 40 « Verdiinnungsfaktor

Cons [Mg/mI] = OD2gp « 50 « Verdiinnungsfaktor

Die Aufnahme eines Spektrums von 220-320 nm erfolgte nach Null-Abgleich bei 320
nm, da die Nukleinsdureabsorption an dieser Stelle null ist. Der charakteristische
Kurvenverlauf wurde beispielsweise durch hohe Salzkonzentrationen oder Protein-
verunreinigungen verandert. Zur Abschéatzung der Reinheit wurde das sog. 260/280-
Verhaltnis berechnet (= ODyso / OD2gp). Fur reine RNS-Proben resultiert ein Wert von
2,0 £0,1; reine DNS-Proben ergeben 1,8 £ 0,1.

5.1.3.3 Restriktionsspaltung von Nukleinsauren

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, doppelstrangige DNS an fir sie spezifi-
schen, meist palindromen Sequenzen zu schneiden. Diese Restriktion dient u.a. der
analytischen Charaktierisierung unbekannter DNS-Sequenzen oder der Vorbereitung
und Analyse von Klonierungen.

Eine Einheit (1 U) eines Restriktionsenzyms katalysiert die Spaltung von 1 ug DNS in
einer Stunde. Ein spezieller Puffer, je nach Restriktionsenzym, garantiert eine opti-
male lonenstarke und einen optimalen pH-Wert. Die Reaktion erfolgte in einem Vo-
lumen von 20-100 pl, mindestens aber im 10-fachen Volumen der eingesetzten En-



5. Methoden 98

zymmenge, da das Glyzerin in dem die Restriktionsenzyme aufbewahrt wurden, die
enzymatische Aktivitat beeintrachtigen konnte. Der Restriktionsansatz wurde flr eine
bis hin zu 16 Stunden bei der fir das Restriktionsenzym optimalen Temperatur inku-
biert.

5.1.3.4 Gelelektrophoretische Auftrennung und Extraktion von DNS-Fragmenten

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der analytischen und praparativen Auftren-
nung, Reinigung und Ildentifizierung von DNS-Fragmenten. Lineare DNS-Fragmente
wandern im Agarosegel umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekular-
gewichts (Elder, 1983). Die Wanderungsgeschwindigkeit war dabei abhangig von der
Fragmentlange, der Potentialdifferenz im Gel, der Agarose-Konzentration und der
angelegten Spannung. Je nach Fragmentgrof3e wurden Agarosegele von 0,8-1,5 %
verwendet.

Die Agarose wurde durch Erhitzen in TAE-Puffer geldst und nach Abkihlen auf 50°C
in die Gelkammer gegossen. Die Proben wurden mit 1/10 Volumen DNS-
Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Der DNS-Probenpuffer enthalt zwei ver-
schiedene Farbstoffe, Bromphenolblau und Xylen-Cyanol. In einem 1%igen Gel lauft
die Bromphenolblau-Bande auf der Hohe eines linearisierten DNS-Fragmentes von
etwa 500 Bp und die Xylen-Cyanol-Bande auf der Hohe eines 2000 Bp-Fragmentes.
Parallel zu den Proben wurde ein standardisierter DNS-L&ngenmarker aufgetragen,
der eine Abschatzung der DNS-Fragment-Lange in der Probe erlaubt. Die Elek-
trophorese wurde in TAE-Puffer bei 100 V (konstant) durchgefiihrt. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurde das Gel in einer EtBr-Lésung (40 pg/l) gefarbt und die
Banden durch UV-Illumination sichtbar gemacht (Fluoreszenz bei Anregung im UV-
Bereich, 312 nm).

Gelextraktion

DNS-Fragmente kdnnen mit Hilfe des Jetquick-Gel-Extraktionskits aus Agarosegelen
extrahiert werden. Die DNS wurde hierbei nach Erwarmung auf 50 °C aus der Aga-
rose eluiert, an Siliziumdioxid gebunden, pelletiert und mit 10 mM Tris-HCI pH 8,5
eluiert. Die bendétigten Losungen wurden gebrauchsfertig mitgeliefert. Die Aufreini-
gung richtet sich nach den Angaben des Herstellers.

Um im letzten Schritt das Siliziumdioxid-Ruckstande vollstandig zu entfernen, wurde
der Ansatz zweimal fur 1 Minute bei 14000 x g zentrifugiert und der DNS-haltige
Uberstand jeweils in ein neues Eppendorf-Gefal uberfuhrt. Siliziumdoxid-
Ruckstande kdénnten enzymatische Reaktionen inhibieren.
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5.1.3.5 Klenow Fragment der DNS Polymerase |

Das grol3e Fragment der DNS-Polymerase |, das Klenow Fragment, besitzt sowohl
eine 5> 3" Polymerase- als auch eine 3"> 5° Exonuklease-Aktivitat. Diese Polyme-
rase wurde dazu verwendet, den rezessiven 3" Terminus von doppelstrangiger DNS
entlang einzelstrangiger 5° DNS-Uberhéange aufzufiillen. 0,1 — 4 pg gespaltene DNS
mit 3" rezessiven Enden wurde bei 37°C fir 15 Min. in 1x Klenow-Reaktionspuffer mit
0,05 mM dNTP’s und 1 — 5 Einheiten des Klenow Fragmentes inkubiert. Anschlie-
Rend wurde das Enzym durch Hitze fur 10 Min. bei 75°C inaktiviert.

5.1.3.6 Shrimp alkalische Phosphatase

Die Shrimp alkalische Phosphatase (SAP), aus arktischen Garnelen (P.borealis)
isoliert, ist eine Phosphohydrolase, die das 5 -Orthophosphat von RNS und von 5°-
Uberhangenden, 5°-rezessiven sowie glatten DNS-Enden dephosphoryliert. Bis zu
1 pmol 5°-terminal phosphorylierte DNS-Fragmente wurden 10 Min. bei 37°C mit
einer Einheit SAP in 1x SAP-Reaktionspuffer inkubiert. 0,2 pmol von DNS-
Fragmenten mit glatten Enden, sowie bis zu 1 pmol von RNS-Fragmenten wurden fir
60 Min. mit einer Einheit SAP bei 37°C inkubiert wurden. Eine vollstandige und irre-
versible Inaktivierung fand bei 65°C fur 15 Min. statt.

5.1.3.7 Ligation

Ziel der Ligation war es DNS-Fragmente mit Hilfe der T4 DNS-Ligase kovalent tber
die endstandige 5 -Phosphatgruppe mit der freien 3"-OH Gruppe zu verkniupfen. In
einen Ligationsansatz wurden 5 fmol geschnittene Vektor-DNS und die 5-10 fache
Menge geschnittener Insert-DNS eingesetzt. Die Ligation erfolgte in einem Reakti-
onsvolumen von 20 ul mit 1 U T4 DNS-Ligase in 1x Ligasepuffer. Der Ansatz wurde
14 h bei 16°C inkubiert und danach ohne weitere Aufarbeitung zur Transformation
kompetenter Bakterien eingesetzt.
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5.1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ermdglicht die Amplifizierung von spezifi-
schen DNS-Sequenzen in vitro (Saiki et al., 1985). Das Prinzip dieser Reaktion be-
ruht auf der komplementaren Bindung und der Verlangerung zweier Oligonukleo-
tidprimer, die die zu amplifizierende DNS flankieren. Die Verwendung einer thermo-
stabilen Polymerase ermdglicht die zyklische Denatuierung von DNS und die an-
schlieBende Verlangerung der Oligonukleotidprimer.

Diese Ketten-Reaktion laf3t sich in drei Schritte unterteilen, die 25-40 mal wiederholt
wurden.

Im ersten Schritt wurde der zu amplifizierende DNS-Doppelstrang bei hohen Tempe-
raturen von ca. 92°C bis 94°C denaturiert, so dal3 zwei Einzelstrange vorliegen.
Anschliel3endes Abkuhlen auf 40-70°C ermdglicht die Hybridisierung (,annealing®)
der Oligonukleotidprimer mit der komplementdren DNS-Sequenz. Die Oligonukleo-
tidprimer wurden im groRen UberschuR (um den Faktor 10° gegeniiber der Zielse-
guenz) eingesetzt. Die daflir verwendete Temperatur und Zeit war u.a. von der Se-
quenz der Oligonukleotidprimer abh&ngig. Im dritten Schritt, der sogenannten Elon-
gationsphase, synthetisiert eine thermostabile DNS-Polymerase ausgehend von dem
3" terminalen Ende dieser Oligonukleotidprimer bei ca. 72°C in 5— 3’- Richtung den
komplementaren DNS-Gegenstrang (Chien et al., 1976).

Die Zahl der PCR-Amplifikate wachst exponentiell mit der Zykluszahl, da sich ihre
Konzentration in jedem Zyklus verdoppelt. Nach 20 PCR-Zyklen ergibt sich eine
theoretische Anreicherung um den Faktor 10°. Es wurde allerdings meist nur eine
Ausbeute von ca. 85 % erreicht, da die Ausbeuten von Zyklus zu Zyklus variieren, so
dal man eine durchschnittliche Amplifikationsrate von ungefahr 10° erhélt (Linz et
al., 1990), (White et al., 1989), (Saiki et al., 1988), (Saiki et al., 1985).

PCR- Oligonukleotidprimer

Die Oligonukleotidprimer wurden synthetisch hergestellt. Sie leiten sich aus den
flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden Sequenz ab. Die Oligonukleotidpri-
mer haben eine mittlere Lange von 20 bis 30 Nukleotiden und sollten mit mindestens
20 Nukleotiden komplementar zu der zu amplifizierenden DNS sein. Bei der Festle-
gung der Oligonukleotidprimer wurde darauf geachtet, dass zwei parallel verwendete
Primer eine &hnliche Hybridisierungstemperatur besitzen. Die Schmelztemperatur
eines DNS-Doppelstranges, und damit auch die optimale Hybridisierungstemperatur
der Oligonukleotidprimer, lasst sich in erster Naherung aus der Anzahl der Guanin
(G) und Cytosin (C) sowie der Adenin (A) und Thymin (T) Nukleotide vorhersagen.
Die Hybridisierungstemperatur eines Primers kann nach folgender Formel berechnet
werden (Suggs et al., 1981):
(G+C) .4 + (A+T) . 2) - 10
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Restriktionsschnittstellen am 5° Terminus von Oligonukleotidprimern, die nicht kom-
plementar zu der zu amplifizierenden DNS sind, erlauben nach einem Restriktions-
verdau die ortsgerichtete Klonierung der PCR-Produkte in ein Plasmid.

5.1.4.1 PCR-Amplifizierung und Sub-Klonierung der Transgen-Konstrukte

Die PCR-Amplifizierungen zur Herstellung des Transgen-Konstruktes wurden mit der
Herkulase™ Enhanced DNS-Polymerase durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um
eine Kombination aus vornehmlich Pfu DNS-Polymerase, einem PfuTurbo® PCR-
,enhancing factor“ und einer kleinen Menge an Tag2000™ DNS-Polymerase. Die Pfu
DNS-Polymerase hat eine der niedrigsten Fehlerraten thermostabiler DNS-
Polymerasen. Sie besitzt mit 1,3 x 10° eine wesentlich geringere Fehlerrate als die
Tag DNS-Polymerase mit 8 x 10°. Zusétzlich haben alle anderen thermostabilen
Polymerasen, aul3er der Pfu DNS-Polymerase, eine terminale Deoxynukleotid-
Transferase-Aktivitat (TdT). Diese Aktivitat ist durch die Addition von Nukleotiden am
3'Terminus von PCR generierten Fragmenten charakterisiert, die unabhangig von
einem komplementéaren DNS-Strang sind. Die Pfu DNS-Polymerase gerneriert exklu-
siv PCR-Produkte mit glatten Enden, ohne jeglichen Uberhang.

Der PfuTurbo® PCR-,enhancing factor* ist ein optimierter Puffer, der eine hohe Aus-
beute und Spezifitat fur die Amplifizierung von sehr langen Ziel-Sequnezen ermdg-
licht.

Eine terminale PCR-Mutagenese diente beispielsweise zur Einfihrung von Restrikti-
onsschnittstellen oder zur Markierung mit einem Tag an einem oder an beiden Ter-
mini. Bei einem kurzen bis zu acht Nukleotiden langen nicht zur Ziel-Sequenz kom-
plementaren Nukleotidbereich weicht das PCR-Programm nicht von dem ublichen
Protokoll ab. Bei langeren Sequenzen wie z.B. bei der Einfihrung eines HA-Tags mit
zusatzlichen Sequenzen fur einen flexiblen Linker und zwei Restriktionsschnittstellen,
sind 48 von 70 Nukleotiden nicht komplementar zur Ziel-Sequenz (Primer: FKR11,
Primerliste). In den ersten Zyklen hybridisieren z.B. bei Oligonukleotidprimer FKR11
nur 22 Nukleotide mit der DNS-Ziel-Sequenz, wahrend 48 Nukleotide keine komple-
mentare Sequenz zur Verfigung haben. Nach erfolgreicher Amplifizierung entstehen
ab der dritten Runde DNS-Fragmente, zu denen der Primer vollstandig komplemen-
tar ist. Diese ersten Runden der Amplifizierung sind sehr kritisch, dementsprechend
wurde die Hybridisierungszeit verlangert.

Ausgehend von dem Vektor pLTRp53cGwt wurden die p53-Abschnitte A (mit Primer:
FKR10, FKR13) und B (mit Primer: FKR12, FKR11) von der Herkulase™ Enhanced
DNS-Polymerase folgendermalen hergestellt.
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Die Reaktion fand in einem Volumen von 50 ul unter folgenden Bedingungen statt:
PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Primer 1 (0,5 pM) (FKR10, bzw. FKR12), Pri-
mer 2 (0,5 uM) (FKR13, bzw. FKR11), Herkulase DNS Polymerase (0,05 U/ul). Als
Ausgangs-DNS wurden ca. 100 ng Plasmid-DNS (pLTRp53cGwt) eingesetzt. Das
PCR-Programm wurde fur die Reaktionen optimiert: Initiale Denaturierung (3 Min,
92°C), 35 Zyklen: Denaturierung (30 Sek., 92°C), Annealing (1 Min. 30 Sek., 60 °C),
Elongation (3 Min., 72°C), abschliel3ende Elongation (5 Min., 72°C).

Im Anschluf3 an die PCR wurden die amplifizierten PCR-Produkte in einem Agarose-
gel analysiert und extrahiert. Ein Aligout des extrahierten PCR-Produktes wurde
zusatzlich durch Smal (fur p53-Abschnitt A) bzw. Hindlll (fiur p53-Abschnitt B) Re-
striktion charakterisiert. Anschlieend wurden die extrahierten PCR-Produkte in die
Aval Restriktionsschnittstelle von pUC18 kloniert. Vor der Ligation wurde pUC18 mit
dem Klenow Fragment und anschlieRend mit der Shrimp Alkalischen Phosphatase
inkubiert, um die Enden zu glatten und den Vektor zu dephosphorylieren.

Eliminierung einer EcoRl Restriktionsschnittstelle im mutiertem Transgen-Konstrukt

Fur die Eliminierung der EcoRI Restriktionsschnittstelle wurde ebenfalls die Herkula-
se™ Enhanced DNS-Polymerase verwendet, weil es fiir die Herstellung des Trans-
gen-Konstruktes von entscheidener Bedeutung war, die Fehlerrate der Polymerase
auf ein Minimum zu beschranken. Das Transgen-Konstrukt musste bis auf die gezielt
eingefuhrten Mutationen Wildtyp Sequenzen enthalten. Fir diese PCR wurden die
Vektoren pUC-mutp537**" und pUC-mutp537?"°" eingesetzt. Die EcoRI Restriti-
onsschnittstelle hinter der Bglll Restriktionsschnittstelle wurde durch die Herkulase™
Enhanced DNS-Polymerase folgendermalien entfernt.

Die Reaktion fand in einem Volumen von 50 pl unter folgenden Bedingungen statt:
PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Primer 1 (FKR10) (0,5 uM), Primer 2 (p53Bglll)
(0,5 uM), Herkulase DNS-Polymerase (0,02 U/ul). Das PCR-Programm wurde flr die
Reaktionen optimiert: Initiale Denaturierung (3 Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturierung
(30 Sek., 92°C), Annealing (30 Sek., 62 °C), Elongation (4 Min., 15 Sek., 72°C),
abschlie3ende Elongation (5 Min., 72°C).

5.1.4.2 Unique site elimination (U.S.E.) Mutagenese

Die unique site elimination (U.S.E.) Mutagenese ermdglicht eine schnelle und effi-
ziente positionsspezifsche Mutagenese (Deng and Nickoloff 1992). Die U.S.E. Muta-
genese basiert auf dem Prinzip zusatzlich zu der gewunschten, oft nicht selektionier-
baren Mutation eine zweite selektionierbare Mutation auf einem DNS-Strang einzu-
fuhren. Die zweite Mutation eliminiert eine singulare nicht-essentielle Restriktions-
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schnittstelle in dem Plasmid (unique site elimination); hier wurde die Scal Restrikti-
onsschnittstelle in pUC18 durch eine Mlul Restriktionsschnittstelle ersetzt.

Da beide Primer zur Einfuhrung der Mutation an den gleichen Strang der denaturier-
ten Plasmid-DNS banden, war es durch die Verwendung einer T4 DNS-Polymerase
maoglich einen neuen DNS-Strang zu synthetisieren, der beide Mutationen enthielt.
Eine Voraussetzung dafur ist die fehlende 5 >3 Exonuklease-Aktivitat der T4 DNS-
Polymerase, so dass sie die Primer wéhrend der Polymerisation nicht ersetzen (oder
verdrangen) kann.

In einer anschlieBenden Selektion wurde mit dem Restriktionsenzym, dessen
Schnittstelle eliminiert wurde, geschnitten. In dem Restritkionsansatz aus mutierten
und nicht-mutierten Plasmiden wurden dadurch nicht-mutierte Plasmide linearisiert.
Lineare DNS Fragmente wurden mit einer 100 — 1000 fach geringeren Effizienz als
die zirkularen mutierten Plasmide in Reparatur-defiziente E.coli NM522 mutS Bakte-
rien transfomiert. Eine weitere Scal Restriktion, der aus diesen Bakterien wieder
isolierten Plasmide, fiihrte nach nochmaliger Transformation zu einer hohen Ausbeu-
te an mutierten Plasmiden.

Die praktische Durchfihrung dieser Mutagenese richtete sich nach den Angaben des
Herstellers (Pharmacia Biotech).

Die Muatgenese-Primer FKR17 (72499cC atg aac TgG cga cct atc c745im p53 Exon VII)
zur Erzeugung der mutp537**" Mutation und FKR16 (7e7gcC ttt gag gtt cAt gtt tgt
gCCso iM p53 Exon VIII) zur Erzeugung der mutp537?"°" Mutation wurden jeweils mit
dem Selektionsprimer FKR18 (2192gac ttg gtt g a’cgcgt ca cca gtc aca goigs im
pUC18) kombiniert, um die Mutationen in pUC-wtp53-B einzufthren. Der Selektions-
primer FKR18 eliminierte die Scal Restriktionsschnittstelle in pUC18 und ersetzt sie
durch eine Mlul Restriktionsschnittstelle. FKR16 musste zuvor fur eine mogliche
Ligation in E. coli kinasiert wurden. FKR 17 und FKR18 sind am 5 Terminus
phosphoryliert.

Nach der zweiten Transformation wurde zur ldentifizierung mutierter Plasmide die
Plasmid DNS verschiedener Klone mit Mlul und EcoRI geschnitten. EcoRIl schneidet
das 2,2 kb p53 Fragment (Abschnitt B) heraus. War das Plasmid mutiert, teilt Mlul
das 2,6 kb pUC18 Fragment in ein 900 Bp und ein 1700 Bp Fragment.
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5.1.4.3 Overlap extension PCR Mutagenese

Das Prinzip der Overlap-Extension-PCR-Mutagenese besteht darin, im ersten Schritt
zwei PCR-Produkte in unabhangigen Reaktionen zu erzeugen (Abb. 29). Uber die
verwendeten Primer wurden die gewinschten Mutationen eingefihrt. Jeweils ein
Ende der erzeugten PCR-Produkte mul3 hierbei tberlappen (Rychlik 1995), (Ge and
Rudolph 1997).

Diese PCR-Produkte wurden (Uber das JetSorb-Kit der Firma Genomed) isoliert.
Anschliel3end wurden die isolierten Fragmente zusammen mit dNTP’s, der Herkula-
se™ Enhanced DNS Polymerase und Herkulase PCR-Puffer ohne die Zugabe von
Primern inkubiert. Nach Denaturierung hybridisieren die Uberlappenden Enden der
PCR-Produkte. Anhand der iiberhdangenden 5 -Termini verlangert die Herkulase™
Enhanced DNS Polymerase die 3’-Termini zu einem komplementaren DNS-
Doppelstrang. Nach 5 PCR-Zyklen wurden die aul3en liegenden Primer des ge-
winschten Fusionsproduktes zugegeben und eine PCR durchgefihrt.

> Y
1. Standard PCR
*- <+
B D
2. %
Aufreinigung der
0 beiden PCR-Ansatze
3. V2
- tberlappende PCR
A
4. = Primer Zugabe
§
N Standard PCR
<
D

Abb. 29: Overlap-Extension-PCR-Mutagenese

1. Durchflihrung zweier unabhangiger PCR-Mutagenesen mit den Primerpaaren A, B und C, D. Die
Primer B und C enthalten jeweils die einzufiihrende Mutation. 2. Gelextraktion der PCR-Amplifikate. 3.
Durchfuhrung der Overlap-Extension-PCR. 4. Zugabe der auf3eren Primer A und D. Amplifizierung
des Fragmentes in gesamter Lange.
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Aufgrund der proofreading-Aktivitat der Pfu-Polymerase wurden fir den Mutagenese-
Primer sowohl auf der 5°- als auch auf der 3"-Seite mindestens zehn korrekt gepaar-
te Basen empfohlen.

Zur Erzeugung der Mutation mutp5 wurde in der Overlap-Extension-PCR pUC-
wtp53-HA als Matrize eingesetzt. In den ersten zwei getrennten PCR Ansétzen wur-
den Uberlappende PCR-Produkte erzeugt. Die Mutation im murinen p53 an Nukleo-
tidposition 515 wurde dabei durch die Primer FKR7 (5010 gag gtc gtg aga cAc tgc ccc
cac Csps, p53 Exon V) in Kombination mit FKR10 (gct cag tag ccc” gaq aitg act gcc
atg gag gag tca cp3, p53 Exon Il), bzw. durch Primer FKR6 (5259 gtg ggg gca gTg tct
cac gac ctc cso1, p53 Exon V) in Kombination mit p53-Bglll (gca cag ata ata gat'ct tca
ggc gta gtc ggg c) eingefuhrt.

Der erste Schritt fand in einem Volumen von 50 pl unter folgenden Bedingungen
statt: PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Herkulase DNS Polymerase (0,02 U/ul),
Primer A (0,5 uM), Primer B (0,5 pM), bzw. Primern C und D. Als Ausgangs-DNS
wurden ca. 100 ng Plasmid-DNS (pUC-witp53-HA) eingesetzt. PCR-Programm: Initia-
le Denaturierung (3 Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturierung (30 Sek., 92°C), Annealing
(20 Sek., 66 °C), Elongation (2 Min. 10 Sek., 72°C), abschlieBende Elongation (5
Min., 72°C).

Nach der anschliessenden Agarosegelelektrophorese (1 % Gel), wurden die beiden
PCR-Banden aus dem Gel extrahiert.

3R 172H

Der zweite Schritt fand in einem Volumen von 50 pl unter folgenden Bedingungen
statt: PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), DMSO 5%, Herkulase DNS Polymerase
(0,02 U/ul), 20 ng des PCR-Isolates (A-B), 20 ng des PCR-Isolates (C-D). PCR-
Programm: Initiale Denaturierung (2 Min, 92°C), 5 Zyklen: Denaturierung (30 Sek.,
92°C), Annealing (60 Sek., 50°C), Elongation (3 Min., 72°C), Pause fur ca. 5 Min.,
4°C).

Zugabe der auf3enliegenden Primer in diesen PCR-Ansatz. 0,5ul Primer A (50 uM)
und 0,5ul Primer B (50 uM)

PCR-Programm flr dritten Schritt: Initiale Denaturierung (2 Min, 92°C), 35 Zyklen:
Denaturierung (30 Sek., 92°C), Annealing (40 Sek., 62°C), Elongation (4 Min. 15
Sek., 72°C), abschlie3ende Elongation (5 Min., 72°C).

Der PCR-Ansatz wurde in einer Agarosegelelektrophorese analysiert und das Ampli-
fikat aufgereinigt.
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5.1.5 Nukleinsdure-Sequenzierung

Die Didesoxy-Sequenzierung (Sanger et al., 1977) basiert auf dem statistischen
Kettenabbruch einer Polymerase-Reaktion durch Zusatz von Didesoxynukleotiden
(ddNTPs) zu den Desoxynukleotiden (ANTPs). Eine Variante dieser Methode stellt
das cycle sequencing (Sears et al., 1992) dar, das PCR-basiert mit einer Mutante der
Tag-Polymerase ablauft. Die Reaktion wurde mit dem ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit (PE Biosystems) durchgefuhrt. In diesem System dienen Fluo-
reszenz markierte ddNTPs als Reaktionsterminatoren. Der Ansatz enthielt in einem
Volumen von 20 pul folgende Komponenten: 400 ng Plasmid-DNS, 10 pmol Primer, 3
pl BigDye (Kit). Die Reaktion erfolgte mit folgendem Zyklusprogramm (25 Zyklen):
Initiale Denaturierung (1 Min., 96°C), Denaturierung (10 Sek., 96°C), Annealing (5
Sek., 50°C), Elongation (4 Min., 60°C). AnschlieRend wurde die DNS mit 3 M Natri-
umacetat, pH 5,4 und Ethanol (ohne Waschschritt) gefallt und getrocknet. Die Gela-
nalyse erfolgte in einem ABI-Sequenator 377 (PE Biosystems). Die Ergebnisse kon-
nen als Text-Datei mit Hilfe von Blast 2 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/) analy-
siert werden. Die dazugehdrige Graphik kann mit Hilfe des Programms ,Chromas*
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) analysiert wurden.

Die zur Sequenzierung eingesetzten Primer kdnnen der Tabelle 8 entnommen wer-
den.

5.1.6 In vitro Transkription

Die in vitro-Transkription wurde entsprechend der Beschreibung des Kit-Herstellers
(Promega) mit den mitgelieferten Polymerasen und Puffern durchgefiihrt. Die DNS-
Fragmente sind ausnahmslos in den Vektor (pCl) kloniert, so dass eine Transkription
mittels der T7-RNS-Polymerase die gewiinschte mRNS ergibt. Dazu wurden 2,5 -
10 ng linearisierte Plasmid-DNS in 100 yul Gesamtvolumen mit 1x TSC-Puffer (5x),
5mM DTT (100 mM), 0,1 mM rNTP-Mix (je 2,5 mM), 3 pl CAP-Analogon als Initiati-
onsstelle, 2,5U/ul RNasin Ribonuklease Inhibitor (100 U) und 0,8 U/ul ul T7-RNA-
Polymerase (40 U) fur 90 Min. bei 37 °C inkubiert.

Zur Analyse wurden 2 pl der Probe auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Die
CAP-mRNS wurde anschlie3end durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt.

5.1.7 In vitro Translation

Die in vitro Translation wurde in einem Kaninchen-Retikulozyten-Lysat System (Pro-
mega) durchgefiihrt. In Anwesenheit von radioaktiv-markiertem 3°S-Methionin kon-
nen anschlielend neu synthetisierte Proteine autoradiographisch detektiert wurden.
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Ein Translations-Ansatz enthielt 10 ng der gewiinschten CAP-mRNS mit 16,5 pl
Kaninchen-Retikulozyten-Lysat, 20 uCi **S-TransLabel, 1 pl Aminosaure-Mix ohne
Methionin und 1U RNasin Ribonuklease Inhibitor in 25 ul H20 und wurde fur 30 Min.
bei 30 °C inkubiert. 5 ul der Proben wurden in einem 11,5 %igen SDS-Gel aufge-
trennt und die synthetisierten, radioaktiv-markierten Proteine Uber Autoradiographie
analysiert.

5.2 Herstellung transgener Tiere

5.2.1 Vorbereitung der Transgen-DNS

Zur Trennung der Transgenkonstrukte von Vektorsequenzen wurden ca. vier mal
10 pg Plasmid-DNS tber Nacht mit je 50 Einheiten EcoRI und Sall Restriktionsen-
zymen geschnitten. Die vollstdndige Restriktion wurde in einem Kontroll-Gel Uber-
pruft, da Reste unverdauter DNS schwer abtrennbar sind und das Praparat kontami-
nieren konnten. Ein 1% TAE-Agarose Gel ohne Ethidiumbromid wurde fur die Ge-
lextraktion verwendet. Trotz intensiver DNS Reinigung konnten kleinste Reste von
Ethidiumbromid in der Transgen-DNS verbleiben und eventuell unerwiinschte Muta-
tionen im Transgen verursachen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung
von 60 V fur ca. 3,5 Stunden durchgefiihrt. Ein 1 Kb DNS-L&ngenstandard, der
rechts und links der Probe aufgetragen wurde, wurde abgeschnitten und mit Ethidi-
umbromid gefarbt. Durch zusétzliches Abschneiden von 2 mm der Probenspur, konn-
te exakt die zu isolierende Bande markiert werden. Nach Wiederanlegen dieser
Gelstiuicke, konnte die Position der zu isolierenden Bande im praparativen Gel mar-
kiert und ausgeschnitten werden.

Die Transgen-DNS wurde Uber eine Elektroelution aus dem Gelstiick isoliert. Dazu
wurde das Transgen-DNS enthaltene Gelstick in TAE in einem Dialyseschlauch
platziert. Dieser Dialyseschlauch wurde in einer Gelelektrophorese-Laufkammer
parallel zur Laufrichtung befestigt. Die DNS wurde Uber Nacht bei 16 V eluiert. Da-
nach wurde die Polarisierung fir 30 Sekunden bei 80 V umgekehrt, um die eluierte
DNS von der Wand des Dialyseschlauches in die freie Losung zu lenken. Dieses
Eluat wurde mit Hilfe von Elutip D Saulen nach dem entsprechenden Protokoll des
Herstellers aufgereinigt. Weil die DNS flr eine Mikroinjektion in Zygoten sehr rein
sein muss, wurde bei der Pufferherstellung darauf geachtet, jegliche Substanzen zur
DNS-Verunreinigung zu vermeiden! Aus diesem Grund sollten keine Glasgefalle
oder Pipetten verwendet werden, da diese oft noch Spulmittelriickstande enthalten.
Zur Herstellung der Puffer wurden deshalb sterile 50 ml Polypropylen-
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ReaktionsgefalRe, Zellkultur-Plastikflaschen und Einmalpipetten sowie Zellkultur-
Wasser verwendet. Das Pellet der préazipitierten DNS wurde in 30-50 ul Mikroinjekti-
ons-Puffer gelést. Die Konzentration sollte fir die Mikroinjektion auf 2,5-
3 ng DNS / ul Mikroinjektionspuffer eingestellt werden.

5.2.2 Vorbereitung der Tiere

Funf bis zehn ca. 4-5 Wochen alte CB6F1 Weibchen (aus einer BALB/c J x C57BL/6
J Zucht) wurden superovuliert. Optimal sind dafur 3-4 Wochen alte Mause, da nur
prapubertdre Mause superovuliert werden kénnen. Die Hormoninjektion leitet die
erste Ovulation ein, so dass alle Oozyten zum Heranreifen stimuliert wurden. Reife
Mause, alter als 5-6 Wochen, hatten bereits einige Zyklen und kénnen durch die
Hormongabe nur noch synchronisiert wurden. Die transgenen Tiere sollen in einem
genetischen BALB/c Hintergrund untersucht wurden. Versuche in unserem Labor
zeigten allerdings, dass sich BALB/c Weibchen als Zygotenspender nicht eignen. Die
Zygoten lysierten sehr schnell, der mannliche Pronukleus, in den mikroinjiziert wurde,
war sehr klein und schlecht zu sehen. Die CB6F1 Hybride aus einer BALB/c J x
C57BL/6 J Zucht stellten sich als wesentlich stabiler heraus.

Zum Einleiten der Superovulation wurden 5 internationale Einheiten (IU), Embryonen
getestetes Gonadotropin aus Serum von schwangeren Stuten (PMS 50 IU PMS/ml in
0,9 % NaCl) pro Maus intraperitoneal injiziert. Zwischen 42 bis max. 48 Stunden post
PMS-Injektion wurden 5 IU Embryonen getestetes humanes Chorionicgonadotropin
(hCG 50 IU hCG/ml in 0,9 % NaCl) pro Maus intraperitoneal injiziert. Die Einhaltung
des Abstandes zwischen PMS- und hCG-Injektionen war wichtig, weil die Verpaa-
rungszeiten vom hell-dunkel Rhythmus der Tiere abhangen. In der SPF-Tierhaltung
ist mit 6 — 18 Uhr ein 12 Stundenzyklus vorhanden. Zwei bis drei Stunden post hCG-
Injektion wurden diese superovulierten Weibchen mit CB6F1 Mannchen (ab 6 Wo-
chen bis max. 1 Jahr alt) im Verhdltnis 1:1 oder 2:1 verpaart. Aufgrund des Lichtzyk-
lus wurde mit einer Superovulation und Befruchtung in der Mitte der Nacht gerech-
net. Am darauffolgenden Tag wurde eine erfolgreiche Verpaarung mit Hilfe einer
vaginalen Plaquekontrolle festgestellt. Der nach einer Befruchtung zu erkennende
Plaque besteht aus koaggulierten Proteinen der Spermienfliissigkeit.
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5.2.3 Zygoten Praparation

Befruchtete CB6F1 Weibchen wurden duch zervikale Dislokalisation getdtet und
dorsal mit 70 % Ethanol desinfiziert. Entlang eines kleinen lateralen Schnittes (gestri-
chelte Linie) wurde die Haut zurtickgezogen (Abb. 30 A). Der Peritonealschnitt erfolg-
te entlang der gestrichelten Linie (Abb. 30 B). Nach zur Seite legen des Darms, sind
Uterus, Ovidukt, Ovar, Fettpolster und Niere zu sehen (Abb. 30 C).
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Abb. 30: Ovidukt-Préaparation

(verandert nach Hogan et al., 1986)

A. Entlang eines kleinen lateralen Schnittes (gestrichelte Linie) wurde die Haut zuriickgezogen
B. Der Peritonealschnitt erfolgte entlang der gestrichelten Linie

C. Nach zur Seitelegen des Darms, sind Uterus, Ovidukt, Ovar, Fettpolster und Niere zu sehen

Das Ovar, Ovidukt und das Uterusende wurden vorsichtig mit feinen Pinzetten von
dem Mesometrium getrennt (Abb.31). Der erste Schnitt erfolgte mit einer feinen Pin-
zette zwischen Ovar und Ovidukt, der zweite zwischen Ovidukt und Uterus, méglichst
in der Nahe des Ovidukts ohne dieses zu zerstdoren. AnschlieRend wurde das Ovi-
dukt in M2 Medium in 3 cm Zellkultur-Petrischalen transferiert (Hogan et al., 1986).
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Abb. 31: Praparation der Zygoten aus dem Ovidukt

(verandert nach Hogan et al., 1986)

A. Das Ovar, Ovidukt und das Uterusende mussten von dem Mesometrium getrennt werden.

B. Der erste Schnitt erfolgte zwischen Ovar und Ovidukt, der zweite zwischen Ovidukt und Uterus.
Das Ovidukt wurde in M2 Medium transferiert.

C. Die Zygoten befinden sich mit den Cumuluszellen in der geschwollenen, durchsichtigen und glan-
zenden Ampulla, die vorsichtig gedffnet wurde.

Die Zygoten befinden sich zusammen mit den Cumuluszellen in der geschwollenen,
durchsichtigen und glanzenden Ampulla. Wéhrend der Praparation mehrerer Mause
war darauf zu achten, dass das Préparierbesteck nach Ethanol-Desinfektion voll-
standig trocken und ethanol-frei ist, da Zygoten sehr empfindlich sind und durch
Ethanol moglicherweise lysieren konnten.

Unter dem Stereomikroskop wurde vorsichtig die deutlich geschwollene Ampulla mit
sehr feinen Pinzetten geotffnet. Die von Cumuluszellen umgebenen Zygoten quollen
aus der Ampulla heraus, so dass das Ovidukt entsorgt werden konnte. Um die Zygo-
ten von den Cumuluszellen zu trennen, wurden diese mit einer Hyaluronidase, inku-
biert. Diese Hyaluronglucosaminidase spaltet -N-acetylhexosamine-1— 4 glykosidi-
sche Verbindungen in Hyaluronsauren, Chondroitin und Chondroitinsulfate. Die Cu-
muluszellen und Zygoten wurden in eine neue 3 cm Zellkultur-Petrischale mit 2 ml
M2 Medium und 60 pl Hyaluronidase (10 mg/ml) transferiert.

Unter stereomikroskopischer Kontrolle, nach maximaler Inkubation von 1-2 Minuten,
wurden die Zygoten mit Hilfe einer mit M2 Medium gefullten Kapillare in eine neue
3 cm Zellkultur-Petrischale mit 2 ml M2 Medium uberfuhrt. Die Zygoten sollten so
kurz wie maoglich im M2 verweilen, so dass die Ernte moglichst zligig abgeschlossen
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werden kann. In drei anschlieRenden Waschschritten in M2 Medium wurden nur die
Zygoten gesammelt, nicht die Oozyten, welche keine Polkdrper hatten und bei denen
der Vorkern nicht sichtbar war. Der Spalt zwischen Zona Pellucida und der Zell-
membran war weiter als bei Zygoten, die Polkorper besassen und bei denen der
mannliche und weibliche Vorkern sichtbar waren. Tote Oozyten sehen kérnig und
trib aus, haben keine Polkdrper und fullten die Zona Pellucida ganz aus, so dass
kein Spalt zu sehen war.

Anschlie3end wurden die Zygoten in M16 pH7,0 gewaschen, welches zuvor im Brut-
schrank auf eine Temperatur von 37°C aquilibriert wurde. In einer 10 cm Zellkultur-
schale wurden 80 pl M16-Medium pipettiert, das anschlieend mit Mineral6l Uber-
schichtet wurden. In jeden Tropfen wurden ca. 10-15 Zygoten platziert. Die Zygoten
wurden bis zur Pronukleus-Mikroinjektion im Brutschrank bei 37°C und einem CO,
Partialdruck von 5 % inkubiert. Da M16 sehr schnell alkalisch wurde, sollte es nur
kurz bei atmospharischen CO; Partialdruck stehen gelassen werden.

Die eigentliche Mikroinjektion und der Re-Transfer in pseudotréachtige Ammen wurde
in Kooperation mit Dr. Michael B6sl und Tina Mordhorst am Zentrum fir Molekulare
Neurobiologie Hamburg (ZMNH) in einem standardisierten Verfahren durchgefihrt.
Die Ammen wurden nach dem Re-Transfer im ZMNH in einer SPF-Tierhaltung gehal-
ten und schwanger in der darauffolgenden Woche in den SPF-Tierstall des HPI ge-
bracht.

5.3 Identifizierung transgener WAP-mutp53 Tiere

5.3.1 Aufreinigung muriner genomischer DNS aus Schwanzbiopsien

Zur Unterscheidung der einzelnen Tiere wurden diese, unter kurzer Ethernarkose,
am Ohr (Hogan et al., 1986) markiert. Zusatzlich wurde mit einem sterilem Skalpell
eine etwa 3 mm lange Schwanzbiopsie genommen und die Wunde verddet.

Die Schwanzbiopsien wurden bei —20°C bis zur Aufreinigung gelagert. Die genomi-
sche DNS wurde mit Hilfe des NucleoSpin® Tissue Kit gemaR der Herstellerangaben
isoliert. 100 ng der eluierten DNS wurden fir die nachfolgenden PCR-Analysen zur
Identifizierung transgener Tiere eingesetzt.
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5.3.2 Identifizierung transgener Tiere

Transgene mutp53 Tiere wurden mit Hilfe von drei Primerkombinationen nach fol-
gendem Schema identifiziert.

Die PCR zur Identifizierung des p53 und WAP-Promotors fand in einem Volumen von
50 ul unter folgenden Bedingungen statt: PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Pri-
mer WAP'® (0,5 uM), Primer p53EIll (0,5 pM), Taq DNS Polymerase (0,02 U/pl).
Als Ausgangs-DNS wurden ca. 100 ng genomische DNS aus Schwanzbiopsien ein-
gesetzt. PCR-Programm: Initiale Denaturierung (3 Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturie-
rung (30 Sek., 92°C), Annealing (30 Sek., 62 °C), Elongation (1 Min., 72°C), ab-
schlieRende Elongation (5 Min., 72°C).

Das theoretische PCR-Amplifikat von der transgenen mutp53 DNS nach Verwen-
dung der WAP'® und p53EIIl Primer war 840 Bp groR.

Die PCR zur Identifizierung des p53 und HA-Tags fand in einem Volumen von 50 pl
unter folgenden Bedingungen statt: PCR-Puffer (1x), ANTPMix (0,2 mM), Primer FKR
14 (0,5 uM), Primer FKR 4 (0,5 puM), Taq DNS Polymerase (0,02 U/ul). Als Aus-
gangs-DNS wurden ca. 100 ng genomische DNS aus Schwanzbiopsien eingesetzt.
PCR-Programm: Initiale Denaturierung (3 Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturierung (30
Sek., 92°C), Annealing (45 Sek., 62 °C), Elongation (1 Min. 10 Sek., 72°C), abschlie-
Rende Elongation (5 Min., 72°C).

Das theoretische PCR-Amplifikat von der transgenen mutp53 DNS nach Verwen-
dung der FKR14 und FKR4 Primer war 1075 Bp grof3.

Die PCR zur Identifizierung des endogenen wip53 und gleichzeitig des transgenen
mutp53 fand in einem Volumen von 50 pl unter folgenden Bedingungen statt: PCR-
Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), Primer p5319 (0,5 puM), Primer p53EXI (0,5 puM), Taq
DNS Polymerase (0,02 U/ul). Als Ausgangs-DNS wurden ca 100 ng genomische
DNS aus Schwanzbiopsien eingesetzt. PCR-Programm: Initiale Denaturierung (3
Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturierung (30 Sek., 92°C), Annealing (30 Sek., 62 °C),
Elongation (1 Min., 72°C), abschliel3ende Elongation (5 Min., 72°C).

Das theoretische PCR-Amplifikat von der transgenen mutp53-DNS war nach Ver-
wendung der p5319 und p53EXI Primer 280 Bp, das der endogenen wip53-DNS war
980 Bp grof3,

Die Primerkombination p5319 — p53EXI hatte den Vorteil, eine interne Kontrolle zu
liefern. Unabhéngig vom Genotyp des Tieres wurde in dieser PCR stets ein 980 Bp
grol3es p53 DNS-Fragment amplifiziert. Im Falle eines transgenen Tieres wurde eine
zusatzliche 280 Bp grol3e Bande amplifiziert. Das Transgen befand sich, im Gegen-
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satz zum endogenen wtp53, meist in einer Kopienzahl von mehr als zwei Kopien im
Genom, so dass sich die Anzahl an Matrizen in der PCR erhdhte. Dadurch, dass das
Intron 10 mit 700 Bp im Transgen-Konstrukt fehlte, konnte die wtp53 PCR-Bande
(980 Bp) von der transgenen mutp53 PCR-Bande (280 Bp) unterschieden werden.
Bei transgenen Tieren befanden sich daher eine schwache 980 Bp wtp53 Bande und
eine deutliche 280 Bp mutp53 Bande im Gel.

Alle drei Primerkombinationen wurden am Anfang zur Identifizierung der ersten
transgenen Tiere benutzt. Als Standard-ldentifizierung transgener WAP-mutp53
Tiere wurde die Primerkombination p53I9 — p53EXI eingesetzt.

5.3.3 Nachweis einer Keimbahnintegration des Transgenkonstruktes

Potentielle Ursprungstiere wurden im Alter von mindestens 10 Wochen verpaart. Die
Nachkommen wurden im Alter von vier Wochen markiert. Aus einer Schwanzbiopsie
wurde die genomische DNS aufgereinigt. Das Transgen wurde in einer PCR mit den
Primern p5319 und p53EXI nachgewiesen.
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5.4 Charakterisierung transgener Tiere

Die Expression von mutp53 wurde in transgenen Weibchen im Alter von mindestens
10 Wochen durch Verpaarung und anschlielBende Laktation induziert. Am Tag vier
der Laktation wurden diese Weibchen von ihren Jungen getrennt, die von Ammentie-
ren aufgezogen wurden.

Das induzierte transgene Weibchen wurde unter Ethernarkose eingeschlafert.

Die zervikalen, thorakalen, abdominalen und inguinalen Mammae wurden dazu vor-
sichtig ohne Beschadigung des zu analysierenden Gewebes prapariert (zur Lage der
Mammae siehe Einleitung Abb. 5).

Die gesamte linke Seite der Mammae wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei — 80°C fur spatere RNS und Protein-Analysen gelagert. Die rechte Seite der
Mammae wurde in saurem Formalin (4% Formalin, 1% Essigsaure) Uber Nacht fixiert
und bei 4°C in 4% Formalin fir spatere histologische und morphologische Untersu-
chungen gelagert. Zusatzlich wurden jeweils ein Teil der Leber, der Milz, der Niere,
der Lunge und des Herzens in Stickstoff, bzw. Formalin fir weitere Analyse aufbe-
wabhrt.

5.4.1 Transgen-Transkription

5.4.1.1 RNS-Praparation

Die Hydrolyse von RNS Molekiilen durch Ribonukleasen (RNasen) ist ein kritischer
Faktor wahrend der RNS-Préparation. Ribonukleasen sind sehr stabile Enzyme, die
keine Kofaktoren benétigen. Der erste Schritt der Préparation bestand in einer Zellly-
se unter Bedingungen, die zur weitgehenden Denaturierung der RNasen fuhrten. Die
RNS wurde dann durch eine saure Phenolextraktion von anderen zellularen Makro-
molekilen abgetrennt.

Guanidinthiocyanat ist eine effektive Protein-denaturierende Substanz. Die verwen-
dete Methode zur RNS Préaparation basiert auf der Eigenschaft von RNS Molekilen,
in einer wassrigen Phase mit 4 M Guanidinthiocyanat bei einem pH-Wert von 4,0 in
Gegenwart einer organischen Phenol/Chloroform-Phase zu verbleiben (Chomczynski
and Sacchi 1987). Unter diesen sauren Bedingungen reichern sich DNS Fragmente
(bis 10 kb) und Proteine in der organischen Phase an. Daher war die Fragmentierung
der DNS im Zuge der Zelllyse notwendig (Homogenisation). Die RNS wurde nach der
Extraktion aus der wassrigen Phase mit Isopropanol gefallt. Das RNS-Pellet wurde
mit Ethanol (70% v/v) gewaschen, getrocknet und in 50 ul H,O resuspendiert. Die
RNS wurde bei -70°C gelagert.
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Alle verwendeten Materialien wurden vor Gebrauch mindestens 2 Stunden autokla-
viert. Um sicherzustellen, dass auch alle verwendeten Losungen und Puffer RNase-
frei sind, wurden diese mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandelt. DEPC reagiert
mit den Histidin-Resten von Proteinen und inaktiviert auf diese Weise RNasen; da
DEPC jedoch auch mit RNS interagieren kann, muss es durch Autoklavieren wieder
entfernt wurden, dabei zerféllt DEPC zu CO, und Ethanol. Alle Losungen und Puffer
wurden mit 0,05 bis 0,1% DEPC versetzt, fur einige Stunden bei 37°C geschuttelt
und anschliel3end autoklaviert.

Aus 50 mg Gewebe wurde Gesamt-RNS aufgereingt. Das Gewebe wurde in 1 ml
einer einphasigen Phenol und Guanidinisothiocyanat Losung mit einem Polytron-
Homogenisator lysiert. Nach Zugabe von Chloroform und anschlieBender Zentrifuga-
tion trennt sich das Homogenat in drei Phasen. In der oberen wélrigen Phase be-
fand sich die nicht-degradierte RNS frei von DNS und Proteinen. Die Aufreinigung
wurde mit Hilfe von peqGOLD RNSPure™ nach den Angaben des Herstellers durch-
gefuhrt. Das RNS-Pellet wurde in 50 pl DEPC-dH,O resuspendiert.

5.4.1.2 Reverse Transkription

In der reversen Transkription wurde RNS in cDNS transkribiert. Die Reaktion kann
mit viralen Polymerasen z.B. der ThermoScript RT erfolgen, die Oligo (dT) in 5’ - 3’
Richtung komplementar zur RNS verlangern .

Der erste Schritt der reversen Transkription fand in einem Volumen von 11 pl unter
folgenden Bedingungen statt: DEPC behandeltes dH,O, Oligo (dT)z (5 uM), 1 ug
RNS; Inkubation fir 10 Min. bei 72°C; Pause bei 4°C; Zugabe zu einem Endvolumen
von 20 ul: cDNS Synthese-Puffer (1x), dNTPMix (1 mM), DTT (5 mM), RNase
OUT™ (2 U/ul), ThermoScript RT (0,75 U/ul), Inkubation fir 50 Min. bei 52°C, 15
Min. bei 75°C, Zugabe von 0,1 U/ul E.coli RNase H, Inkubation fir 30 Min. bei 37°C.
Diese Praparation und reverse Transkription wurden in einer Kontroll-PCR mit Exon-
p53 spezifischen, intron-tberlappenden, Primern Gberprift.

Die Kontroll-PCR wurde in einem Volumen von 20 ul unter folgenden Bedingungen
analysiert: PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), DTT (2 mM) Primer FKR12 (0,5 uM),
Primer p53EXI (0,5 uM), 2 pl cDNS, Tag DNS Polymerase (0,05 U/ul). PCR-
Programm: Initiale Denaturierung (3 Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturierung (30 Sek.,
92°C), Annealing (30 Sek., 62 °C), Elongation (40 Sek., 72°C), abschlieBende Elon-
gation (5 Min., 72°C).

Die Expression von mutp53 wurde durch Verwendung transgenspezifischer Primer
untersucht. Dies wurde in einem Volumen von 20 ul unter folgenden Bedingungen
analysiert: PCR-Puffer (1x), dNTPMix (0,2 mM), DTT (2 mM) Primer FKR12 (0,5 uM),
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Primer FKR4 (0,5 puM), 2 pl cDNS, Tag DNS Polymerase (0,05 U/ul). PCR-
Programm: Initiale Denaturierung (3 Min, 92°C), 35 Zyklen: Denaturierung (30 Sek.,
92°C), Annealing (20 Sek., 66 °C), Elongation (35 Sek., 72°C), abschlieBende Elon-
gation (5 Min., 72°C).

5.4.2 Transgen-Expression

Die Expression, bzw. Translation des WAP-mutp53 Transgens wurde einerseits in
Protein-Gesamtzell-Lysaten, andererseits in Gewebeschnitten auf zellularer Ebene in
der Immunhistologie untersucht. Fur diese Analysen wurden die in Kapitel 5.4 be-
schrieben in Stickstoff gefrorenen Gewebe und die in Formalin eingebetteten Gewe-
be verwendet.

5.4.2.1 Proteinbiochemische Methoden

5.4.2.1.1 Gesamtzell-Extrakt

50 mg Gewebe wurden in 300 pl E1A-Puffer mit Proteinase-Inhibitoren (PI) versetzt.
Die Probe wurde auf Eis mit Hilfe eines Homogenisators lysiert, durch Zentrifugation
(14000 Upm, 20 Min., 4 °C) pelletiert und der Uberstand in vorgekiihlte Eppendorfge-
falRe Uberfuhrt.

5.4.2.1.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

In einer Einmalklvette wurden zu 2 pl Probenvolumen 200 ul Bradford-Reagenz und
800 pl H,O gegeben, zehn Min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end die
Extinktion bei 595 nm gegen eine Referenz, die kein Zell-Extrakt enthélt, gemessen.
Die Proteinkonzentration wurde aus einer Eichkurve, die mit BSA-Konentrationen
zuvor angefertigt wurde, im linearen Bereich definiert (Bradford 1976).

5.4.2.1.3 Herstellung von Antikérpersaulen

Zur Aquilibrierung einer Protein G-Sepharose (PGS) wurde das zehnfache Volumen
an sterilem H,O (4 °C) zugegeben. Die Suspension wurde bis zum Absetzen der
PGS auf Eis inkubiert. Dieser Vorgang wurde 4-5 mal mit jeweils frischem H,O und
anschlielend mit zweimal mit E1A-Puffer wiederholt. Zur Herstellung einer 10%igen
Suspension wurde der Uberstand abgesaugt und ein entsprechendes Volumen E1A
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zugefigt. Fur die nicht-kovalente Bindung von Immunglobulinen an die Tragermatix
wurden je 100 pl der 10%igen PGS-Suspension mit 500 ul E1A-Puffer und Proteina-
se-Inhibitoren (PI) gewaschen. Die PGS wurde mit 300 ul des entsprechenden
Hybridomauberstandes bzw. 1-2 ug Immunglobulin in 300 ul E1A + PI fir 1 Stunde
auf einem Horizontalschittler bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundene Antikérper wurden
durch dreimaliges Waschen mit je 500 pl E1A entfernt. Die an PGS gebundenen
Antikdrper wurden anschliel3end in der Immunprazipitation eingesetzt.

5.4.2.1.4 Immunpraziptation von Proteinen aus Gesamtzell-Extrakten

Entsprechende Antikérper wurden eine Protein G-Sepharose (PGS) gekoppelt. 0,5-
1,5 mg Zell-Lysat wurden in 300 pl E1A + Pl auf die PGS mit gebundenen Antikoér-
pern gegeben. 1-2 Stunden wurde diese Suspension auf einem Horizontal-Schittler
bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundenes Antigen wurde durch dreimaliges Waschen mit
500 pl E1A entfernt. Die Immunprazipitate wurden in einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt.

5.4.2.1.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine aus Gesamtzell-Lysaten, bzw. aus Immunprazipitaten wurden in denaturie-
renden SDS-Polyacrylamidgelen in einer diskontinuierlichen Elektrophorese aufge-
trennt (Laemmli 1970). Das Gel setzte sich aus einem 4%igen Sammelgel (4% Acry-
lamid; 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 0,1% SDS, 0,75% APS (10%), 0,075% TEMED),
das die Proteine fokussierte und je nach Proteingréf3e einem 8-11,5%igen Trenngel
(8-11,5% Acrylamid, 375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS, 0,75% APS (10%),
0,075% TEMED) zusammen, das die Proteine in der Reihenfolge ihrer molaren Mas-
sen trennte.

Gesamtzell-Extrakte wurden mit dem 0,2fachen Volumen an 6 x SB versetzt und
5 Min. bei 95 °C denaturiert. Die aus Gesamtzell-Extrakten immunprazipitierten Anti-
gen-Antikdrperkomplexe wurden durch Zugabe des doppelten Volumens von 2xSB
von der PGS-Matrix eluiert und fur 5 Min. bei 95 °C denaturiert. Durch Zentrifugation
(10000 Upm, RT, 20 Sek.) wurde die PGS abgetrennt. AnschlieBend wurden die
Proben direkt in der SDS-PAGE eingesetzt oder bei —20°C gelagert.

Als GroRRenmarker wurde ein 7b prestained marker (Sigma) verwendet. Die Elek-
trophorese erfolgte bei 25 mA pro Gel fir 1-2 Stunden.
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5.4.2.1.6 Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran

Die Proteine wurden im SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran im Nassblot-Verfahren transferiert (Towbin et al., 1979).

Die PVDF-Membran wurde 2 Min. in Methanol inkubiert, finfmal mit H,O gewaschen
und anschlieend in Transferpuffer aquilibriert. Die angefeuchtete Membran mit dem
darauf liegenden Gel wurde beiderseits von drei Lagen ebenfalls feuchten Whatman-
Papieres bedeckt. Der Transfer erfolgte in einer mit Transferpuffer gefillten E-
lektroblot-Apparatur fir 1 Stunde bei 100 V unter Kiihlung.

5.4.2.1.7 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Elektrophoretisch aufgetrennte und auf eine Membran transferierte Proteine wurden
mittels Antikbrpernachweis detektiert.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurden diese fir eine Stunde bei
RT in einer PBS-Tween (0,1%)-L6sung mit 5% Milchpulver unter leichtem Schwen-
ken inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusattigen. AnschlieRend wurde die
Membran mit PBS-Tween gewaschen (3%, je 15 Min.) und der spezifische Erst-
Antikorper in einer entsprechenden Verdinnung in PBS-Tween mit 5% Milchpulver
auf die Membran gegeben. Nach einer Stunde bei RT, bzw. Uber Nacht bei 4 °C
wurde die Membran erneut gewaschen, um nicht gebundene Antikérper zu entfer-
nen. Danach wurde ein Peroxidase gekoppleter Zweit-Antikbrper zugegeben, der
spezifisch gegen das Fc.-Fragment des ersten Antikdrpers gerichtet war. Dieses En-
zym war in der Lage, den Farbstoff Luminol zu spalten, so dass tber eine Chemilu-
mineszenz-Reaktion Photonen frei wurden, die zur Schwéarzung eines auf die Memb-
ran aufgelegten Rontgenfilmes fihrten und damit die Protein-Banden sichtbar wur-
den liessen.

Nach einstlindiger Inkubation wurde die Membran erneut gewaschen. Die Zugabe
von gleichen Teilen luminolhaltigem ECL-Entwicklungsreagenz | und Il |6ste die
Chemilumineszenz-Reaktion aus. Die Membran wurde zwischen Klarsicht-Folien
platziert und nach einer Minute wurden die Protein-Banden mittels eines Rontgenfil-
mes (Biomax, Kodak) sichtbar.

5.4.2.2 Immunhistologische Methoden

Die immunhistologischen Arbeiten und die Beurteilung wurden in der Arbeitsgruppe
von Herrn Dr. Lohler (HPI) durchgefihrt.

Das zu analysierende Gewebe wurde wie in Kapitel 5.4 beschrieben prapariert und in
Formalin fixiert.
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Die weitere Behandlung des fixierten Gewebes wurde von Frau Heigl (HPI) nach
etablierten Protokollen durchgefihrt.

Das in Formalin fixierte Gewebe wurde in Paraffin eingebettet. Deparaffinierte Ge-
webeschnitte wurden mit Hematoxylin und Eosin gefarbt und morphologisch von
Herrn Dr. Lohler beurteilt.

Um das Transgen auf zellularer Ebene immunhistochemisch zu detektieren, wurden
die Gewebeschnitte mit Antikdrpern gegen murines p53 (polyklonaler Kaninchen a-
p53 Antikdrper, SAPU), gegen den transgenspezifischen HA-Tag (polyklonaler Ka-
ninchen o-HA Antikdrper, MoBiTec) und gegen SV40 TAg (polyklonaler Meer-
schweinchen a-SDS-TAg Antikorper, Deppert 1982) inkubiert. Die immunhistochemi-
sche Detektion wurde mit Hilfe eines Peroxidase-gekoppelten markierten Ziege a-
Kaninchen Antikérpers, bzw. Ziege a-Meerschweinchen Antikdrper durchgefihrt.

Um eine Kolokalisierung untersuchen zu kdénnen, wurden die primaren transgenspe-
zifischen HA-Tag Antikdrper (polyklonaler Kaninchen a-HA Antikérper, MoBiTec) und
die SV40 TAg Antikoérper (polyklonaler Meerschweinchen a-SDS-TAg Antikorper,
Deppert 1982) eingesetzt. Als sekundare fluoreszenz-markierte Antikorper wurden
Esel a-Kaninchen Cy2 (Jackson-Dianova) und Esel a-Meerschweinchen Cy3 (Jack-
son-Dianova) verwendet.
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