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ZUSAMMENFASSUNG

Das Tumorsuppressorprotein p53 verhindert eine maligne Transformation der
Zellen, indem es die Integritidt des Genoms tiberwacht und bei Auftreten von
Schiden entweder einen Zellzyklusarrest oder den programmierten Zelltod
(Apoptose) einleitet. Diese Fahigkeit begriindete seinen Ruf als "Wéchter des

Genoms'".

Die tiberwiegende Zahl der Tumoren ist entweder durch Verlust oder durch
Inaktivierung von p53 gekennzeichnet. In den meisten Fallen ist p53 auf
genetischer Ebene durch Mutationen inaktiviert; in einigen Tumorarten findet
man jedoch strukturell intaktes wtp53 welches durch epigenetische Mechanismen,
wie dem Kernausschluss, ausser Funktion gesetzt ist. Zu solchen Tumorarten

gehoren z.B. Glioblastome, Neuroblastome, Brust- und Dickdarm-Karzinome.

Cytoplasmatisch lokalisiertes wtp53 ist jedoch auch in einer Reihe von Geweben
vorhanden, welche Differenzierungsprozesse durchlaufen. Vermutlich dient der
Kernausschluss wihrend der Differenzierung einer temporiren Inaktivierung

wachstumshemmender Eigenschaften von p53.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines experimentellen Zellsystems der
Mechanismus der cytoplasmatischen Sequestrierung von p53 untersucht. Die
Untersuchungen basieren auf C6 Rattengliomzellen, die mit einer

Val . .
1) stabil transfiziert worden waren.

temperatursensitiven Mutante von p53 (tsp53
In diesem System wird p53 durch Bindung an Vimentinfilamente cytoplasmatisch
verankert. Der Verlust der Verankerung bei permissiver Temperatur fithrt zur

Kernwanderung von p53 und induziert einen Wachstumsarrest.

Es wird gezeigt, dass die Verankerung von p53 an die Vimentinfilamente durch den
Glucocorticoidrezeptor vermittelt wird. Der Rezeptor ist mit Hitzeschockproteinen
und Immunophilinen assoziiert und daher in dem ,reifen aktivierbaren Status.
Jedoch wird die Aktivierung des Rezeptors blockiert, solange er p53 gebunden hat.
Lost sich p53 aus diesem Komplex, so kann der Rezeptor durch einen Liganden
aktiviert werden und transloziert in den Zellkern. Durch die Bindung blockieren
sich die beiden als Transkriptionsfaktoren wirksamen Molekiile p53 und

Glucocorticoidrezeptor also gegenseitig.

Die cytoplasmatische Verankerung des Glucocorticoidrezeptors an Vimentin

erfolgt unabhingig von p53 und ist so auch in p53-negativen Zelllinien
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anzutreffen. Die Anwesenheit von Vimentin reicht aber allein nicht aus. Es wird
gezeigt, dass nur solche Zellen den Glucocorticoidrezeptor im Cytoplasma
verankern konnen, die neben Vimentin auch das Intermediérfilamentprotein
Nestin exprimieren. Nestin ist ein Intermedidrfilamentprotein, das auf einer
niedrigen Differenzierungsstufe der Zellen exprimiert wird und in differenzierten
Zellen fehlt. Die Anwesenheit von Nestin allein ist nicht ausreichend, um den
Rezeptor zu verankern. D.h., die cytoplasmatische Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors ist nur moglich, wenn Nestin und Vimentin
kopolymerisiert vorliegen. Die Nestin/Vimentin abhidngige Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors findet sich auch in Primirzellen, die aus Mdusen oder

Ratten isoliert wurden, ist also kein tumorspezifisches Ereignis.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass mit der zytoplasmatischen Verankerung
des Glucocorticoidrezeptor-Komplexes an Vimentin/Nestin-Filamente ein
Mechanismus vorliegt, mit dem Stressanworten des Rezeptors in der
Differenzierung gesteuert werden konnen. Die Bindung von p53 an diesen
Komplex blockiert nicht nur die Funktion des Tumorsuppressors, sie blockiert
auch diese hormonabhingige Steuerung der Stressantwort und nimmt damit

moglicherweise auch Einfluss auf die Differenzierung.
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1. EINLEITUNG

Die Kontrolle der Zellteilung ist ein essentieller Prozess in allen Metazoa, um die
Integritit der Individuen aufrechtzuerhalten. Wahrend Mutationen in
freilebenden, einzelligen Organismen (z.B. Prokaryonten) den Zellen eine hohe
Flexibilitdt gegentiber duferen Faktoren gewidhrleisten, fithren Verinderungen im
Genom hoherer Organismen, sofern sie einzelnen Zellen Konkurrenzvorteile
bieten, zu unkontrollierter, autonomer Zellteilung innerhalb der somatischen
Zellpopulation. Dies bildet die Grundlage fiir die Entstehung von Tumoren und
gefihrdet damit die Existenz des gesamten Organismus (Alberts, 1995).

Die Gefahr einer den Organismus schidigenden somatischen Mutation besteht fiir
die Zellen unentwegt, da sie permanentem endo- und exogenen genotoxischen
Stress ausgesetzt sind. So finden endogen z.B. Depurinierungen oder Modifika-
tionen der DNS durch Hydroxylradikale statt (Lindahl und Nyberg, 1972; Cathcart
et al. 1984). Exogene Reize, wie ultraviolette oder ionisierende Strahlung,
induzieren gravierende aberrante Strukturverdnderungen in der DNS.
Kanzerogene Agenzien, wie z.B. polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe oder

Aflatoxine, tragen ebenfalls zur Modifikation des Genoms bei (Knippers, 1995).

Um das Genom vor der Implementierung von DNS-Schédden zu schiitzen, existiert
in der Zelle ein komplexes, regulatorisch wirkendes Netzwerk von Signalkaskaden,
das in der Lage ist, die Proliferation geschidigter Zellen zu unterbinden und die
Reparatur von DNS-Schiden einzuleiten, bevor diese sich als Mutationen
manifestieren konnen. Ist der Schaden zu grof3, wird die betroffene Zelle durch
den programmierten Zelltod (Apoptose) eliminiert. Dennoch betragt die mittlere
Haufigkeit, mit der Mutationen von diesem Schutzsystem unentdeckt bleiben, bei
ca. 1x107 Mutationen pro Zellgeneration (Elmore et al., 1983) oder 1,4<10™"
Mutationen pro Nukleotid pro Zellgeneration (Loeb, 1991). Fiir die Entstehung
von Tumorzellen miissen drei bis sieben solcher Zufallsereignisse pro Zelle

unabhingig voneinander auftreten (Vogelstein et al., 1988).

Mutationen in bestimmten Genen besitzen eine gewichtige Bedeutung fiir die
Tumorgenese; dazu gehoren die Proto-Onkogene und die Tumorsuppressorgene.
Zur Gruppe der Proto-Onkogene gehoren hochgradig konservierte Gene, deren
Produkte direkt oder indirekt die Zellproliferation begiinstigen. Sie kodieren z.B.

fir Transkriptionsfaktoren (wie c-myc), Wachstumsfaktor-Rezeptoren (wie sis)
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oder fiir Proteine der intrazelluldren Signaltibertragung (wie ras). Durch
Punktmutation, Deletion, Amplifikation oder chromosomales Rearrangement in
diesen Genen kann es zu Verdnderungen in der Struktur des entsprechenden
Proteins oder dessen intrazelluldrer Konzentration kommen. Fiihrt dies zur
erhohten Aktivitit, einer sog. "Hyperaktivierung" des entsprechenden Faktors,
wird die Zelle zu unkontrollierter Proliferation angeregt und kann sich zu einer

Tumorzelle entwickeln (Bishop, 1991).

Zur Gruppe der Tumorsuppressorgene gehoren Gene, deren Produkte eine
inhibitorische Wirkung auf die Zellproliferation haben. Dazu gehoren einige
DNA-Reparaturproteine (MSH1, MSH2), Zellzyklus-Regulatoren (Bax, pRb, p53),
Transkriptionsfaktoren (E2F1) oder Kinase-Inhibitoren (INK4A). Punktmuta-
tionen in diesen Genen, oder Verlust dieser Allele fithren zu einer drastisch

erhohten Wahrscheinlichkeit der Tumorentstehung.

1.1. Das Tumorsuppressorprotein p53

1.1.1. Relevanz fiir die Tumorgenese

Das Tumorsuppressorprotein p53 spielt eine zentrale Rolle in der Tumorgenese
(Anklesaria, 2000). Dies wird allein schon durch die sehr hohe Mutationshiu-
figkeit des p53-Gens in humanen Tumoren von tiber 50 % deutlich (Hollstein et
al., 1991). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Verlust von p53 Allelen
die Wahrscheinlichkeit einer Tumorbildung drastisch erhéht. In Abbildung 1 sind
Uberlebenskurven von Mzusen mit normalen p53 Wildtyp-Allelen (p53™"), mit
nur einem p53 Wildtypallel (p53™) und von Mausen mit Verlust beider p53-Allele
(p53™") dargestellt. Der Verlust von nur einem Allel fiihrt zu einer Erhohung der
Tumorhéufigkeit von 45 % auf 80 % und somit zu einer hoheren Sterberate. Der
Verlust von beiden Allelen fiithrt zu einer drastischen Verringerung der
Lebensdauer der Tiere durch eine Tumorwahrscheinlichkeit von nahezu 100 %

(Lewin, 2004).

Auch fiir den Menschen sind die Auswirkungen vererbbarer Gendefekte in p53
bekannt. So zeigen Patienten, welche an dem sog. Li-Fraumeni-Syndrom leiden
und nur eine funktionsfihige Kopie des p53-Gens in sich tragen, eine hohe

Anfilligkeit fiir Krebs. Solche Personen bekommen hiufig schon im jugendlichen
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p53™7" p53*" p53**  Genotyp
100% 80% 45% Tumoren
100

% Uberlebensrate

0 6 12 18 24 30 36

Monate

Abbildung 1:
P53-Allelverlust fuhrt zur Tumorakkumulation und dadurch zur verringerten
Uberlebensrate im Mausmodell (Grafik aus Lewin, 2004)

Alter mehrere, voneinander unabhingige Tumoren in unterschiedlichen Geweben.
In den Tumorzellen dieser Patienten ist dann auch das verbliebene p53-Allel
defekt. Dies ist hauptsichlich auf Klasse I Mutationen wie 248W und 273H, bzw.
Klasse I Mutationen wie 175H und 245D, welche alle die DNA-bindende Domine
des Proteins betreffen (s. 1.1.2), zuriickzufiihren (Malkin, 1993).

P53 wurde erstmals 1979 als Koprizipitat des groflen T-Antigens aus Lysaten von
SV40 transformierten Nagerzellen isoliert (Kress et al., 1979; Lane und Crawford,
1979; Linzer und Levine, 1979). Zunichst als Proto-Onkogen eingestuft (Crawford
et al., 1981; Eliyahu et al., 1984; Wolf et al., 1984), wurde es Ende der 80iger Jahre
als Tumorsuppressorprotein reklassifiziert, da sich herausstellte, dass seine
onkogenen Eigenschaften ausschlief}lich auf Mutationen in zurtickzufithren waren
(Hinds et al., 1989). In den folgenden Jahren konnte gezeigt werden, dass wtp53
die Proliferation von ras- und E1A transformierten Rattenfibroblasten (Finlay et
al., 1989) und anderer Tumorzelllinien (Baker et al., 1990; Casey et al., 1991; Chen
et al., 1990, 1991) unterdriicken kann. Das p53 Protein besitzt somit die
ungewohnliche Fahigkeit, sowohl als dominantes Onkogen als auch als

Tumorsuppressor aufzutreten.
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1.1.2. Struktur des p53 Proteins

Das humane p53 Gen, welches sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17p13
befindet, kodiert fiir ein 43,5 kDa grof3es, aus 393 Aminosduren bestehendes
Phosphoprotein. Das abberante Laufverhalten im SDS-Polyacrylamidgel bei 53

kDa fiihrte zur Namensgebung p53 (Oren, 1985). Funktionell und strukturell ldsst

sich p53 in drei Regionen unterteilen: die transkriptionell aktive aminoterminale
Region, die zentrale DNS-bindende Region und die regulatorisch wirkende

carboxyterminale Region.

0
S6, 9, 15, 20, 33, 37,46 S315,392 K386
T18, 55, 81
L] 1 —— I L]
Transaktivierung 3’-5" Exonuklease, p53 mMRNS-5-UTR Oligomeri- unsp. DNS-
Bindung, sequenspezifische DNS-Bindung sierung Bindung
[ ] R [ | [ ]
TFIID, TBP, TAF40, GroRes SV-40 Tumorantigen Rad51 TBP, TFIIH,
TAF60, TFIIH, p62, Glucocorticoidrezeptor XPB, XPD, CSB,
MDM2, RP-A, HSP70, BRCA1, 14-3-3c
AdE1B
Abbildung 2:

Struktur des p53 Tumorsuppressorproteins. Domanen sind durch blaue Balken

gekennzeichnet. Grine Balken stellen die Interaktionsbereiche mit Proteinen
dar. Modifikationen an den jeweiligen Aminosauren sind durch P
(Phosphorylierung), S (Sumoylierung) und A (Acetylierung) gekennzeichnet.
Stark konservierte Proteindoménen sind romisch von | bis V

durchnummeriert. Die Mutationshaufigkeit in den unterschiedlichen Bereichen

ist als Histogramm Uber dem Protein zu sehen. NLS steht fur Nukleédres
Lokalisationssignal.
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1.1.2.1. Aminoterminale Region.

Die aminoterminale Region erstreckt sich zwischen den Aminoséduren 1 bis 100
und ist durch einen hohen Anteil saurer Aminosduren gekennzeichnet. Die ersten
42 Aminosduren am N-Terminus stellen die Transaktivierungsdomine dar, welche
mit basalen Transkriptionsfaktoren interagiert und so die Transkription positiv
reguliert. Die Aminosiuren 13 bis 23 sind phylogenetisch hoch konserviert. Uber
die Aminosduren F19, L22 und W23 bindet p53 an die TAF-Untereinheiten von
TFIID (Lu et Levine, 1995; Thut et al., 1995). Die Transaktivierungsfunktion von
p53 kann durch die aminoterminale Bindung von MDM2, des Hepatitis-Virus-
proteins HBV-X, oder des adenoviralen E1B Proteins blockiert werden (Yew und
Berk, 1992; Oliner et al., 1993; Momand et al., 1992).

Zwischen den Aminosduren 61 und 94 der aminoterminalen Region liegt eine
prolinreiche Sequenz mit dem sich fiinfmal wiederholenden Motiv PXXP. Das
Sequenzmotiv vermittelt die Bindung von p53 an SH3-Dominen regulatorischer
Proteine, die an Vorgdngen der Signaltransduktion beteiligt sind (Alexandropoulos
et al., 1995). Dem Sequenzmotiv wird eine funktionelle Relevanz bei der
Regulation des Wachstums (Walker und Levine, 1996), der Induktion der
Apoptose (Sakamuro et al., 1997) und der Genrepression (Venot et al., 1998)

zugesprochen.

1.1.2.2. Zentrale Region

Die hydrophobe, proteolyse-resistente zentrale Region erstreckt sich zwischen den
Aminosdureresten 102 und 292 und vermittelt die spezifische Bindung an eine
DNS-Konsensussequenz in Zielgenen. Das Bindungsmotiv besteht aus einer
doppelten, in sich invertierten Dekanukleotidsequenz (El-Deiry et al., 1992).
Strukturell ist die DNS-Bindungsdomine als zwei grofe Loops und ein "Loop-
Sheet-Helix" Motiv gefaltet, welche aus zwei Schichten antiparalleler 3-Faltblitter
gebildet werden (Cho et al., 1994). Neben der sequenzspezifischen DNS-Bindung
wurde auch die Bindung an superhelikale DNS (Palecek et al., 2001) und, im
Zusammenspiel mit dem Carboxyterminus, auch die Bindung an interne
Sequenzen langer einzel- und doppelstrangiger DNS beschrieben (Bakalkin et al.,
1995; Yakovleva et al., 2001). Weiterhin besitzt die Kerndomaine eine 37-5

Exonukleaseaktivitit, welche durch den Carboxyterminus reguliert wird
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(Mummenbrauer et al., 1996; Janus et al., 1999). Das bevorzugte Auftreten von
Mutationen in den phylogenetisch konservierten Bereichen der zentralen Domine
(Soussi et al., 1990; Cho et al., 1994) verdeutlicht ihre Relevanz fiir die
Funktionalitit des Proteins. 90 % aller p53-Mutationen finden sich im DNS-
bindenden Bereich (Levine et al., 1994).

1.1.2.3. Carboxyterminale Region

Der Carboxyterminus von p53 erstreckt sich zwischen den Aminosdureresten 300
bis 393 und kann in funktionell unterschiedliche Bereiche unterteilt werden.
Zwischen den AS 300 und 318 befindet sich eine Linker-Region, welche die DNS-
bindende Domine flexibel mit der C-terminalen Region verbindet. Diese
Flexibilitit verleiht dem Protein vermutlich die Fahigkeit, an manche Trans-
kriptionsfaktoren sowohl mit dem Amino- als auch mit dem Carboxyterminus zu
binden (Mundt et al., 1997). Die Oligomerisierungsdomine ist den Amino-
sdureresten 323 bis 356 zugeordnet (Kraiss et al., 1988; Glore et al., 1994; Jeffrey et
al., 1995). Sie formt ein "Faltblatt-Loop-Helix" Motiv und besitzt einen hohen
Anteil an basischen Aminosduren. Die Dimerisierung tiber diese Struktur fithrt
anschlieBend durch hydrophobe Wechselwirkungen zur Bildung eines aktiven
p53-Tetramers (Stiirzbecher et al., 1992; Glore et al., 1994). Zwischen den
Aminosdureresten 363 bis 393 befindet sich die regulatorische Domine (Hupp et
al., 1992; Halazonetis et al., 1993). Ebenfalls im Carboxyterminus liegen drei
Kernlokalisationssignale NLS 1 bis 3, unter denen das NLS1 (AS 312 bis 318) das
dominante ist (Shaulsky et al., 1990, 1991). Das hydrophobe, Leucin-reiche
Kernexportsignal NES liegt zwischen den Aminosdureresten 340 bis 351, also
innerhalb der Tetramerisierungsdomine, und nimmt ebenfalls Einfluss auf die

subzellulidre Lokalisation des Proteins (Stommel et al., 1999).

1.1.3. Funktionen und Regulation von p53

Das Tumorsuppressorprotein p53 erfiillt in der Zelle ein breites Spektrum an
Funktionen. Zunichst ist p53 ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor welcher
als Tetramer an die DNA bindet und somit eine Reihe von Zielgenen zu aktivieren
vermag (El-Deiry, 1992). Neben der Transaktivierung wurde fiir p53 in

Verbindung mit Histon-Deacetylasen aber auch eine Repressor-Funktion
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beschrieben (Murphy et al., 1999). Dartiber hinaus zeigt p53 auch transkriptions-
unabhingige Aktivitdten, wie z.B. die Beteiligung an der Relokalisation von Fas
vom Golgi Apparat zur Zellmembran (Benett ef al., 1998) oder die direkte
Interaktion mit mitochondrialen Komponenten (Marchenko et al., 2000). Eine
Ubersicht tiber die wichtigsten Funktionen von p53 als Tumorsuppressor ist in

Abbildung 3 dargestellt.

Beteiligung an
DNS-Replikation
Rekombination

latentes p53

v

; | Fas
N AR ARG g @ A
lﬁﬂ”ﬂhl& > & —_— poptose

Bax

DNA-Schaden

Zellzyklusarrest

aktiviertes p53 (G1-Arrest
P » S-Phasen-Attenuation
G2-Arrest)
DNA-Reparatur
Auto-
regulation

d o
Abbildung 3:

Ubersicht der p53-Funktionen. Das latente p53 kontrolliert die Genauigkeit
von DNA-abhangigen Prozessen wie Replikation, Rekombination und
Reparatur. Das durch DNA-Schaden aktivierte p53 transaktiviert eine Reihe
von Genen, welche entweder den Zellzyklus beeinflussen oder, bei grél3eren
Schaden, die Apoptose einleiten. Uber die Transaktivierung von mdm2 kommt
eine autoregulatorische Schleife zustande.

Die Konzentration von p53 wird in der Zelle unter normalen Umstidnden durch
die relativ kurze Halbwertszeit von ca. 20 min niedrig gehalten. Dabei befindet sich
das Protein in seiner latenten Form und wird erst durch bestimmte Stress-Signale
aktiv. Zu diesen Signalen gehoren genotoxischer und metabolischer Stress oder das
Auftreten aktivierter Onkogene (Levine, 1994). Im Detail wird dieses z.B. fir DNS-
Schiden (Kastan et al., 1991), Schiden am mitotischen Spindelappatat (Cross et
al., 1995), Hypoxie (Graeber et. al., 1994), Hitzeschock (Ohnishi et al., 1996),
Ribonukleotiddepletion (Linke et al., 1996) oder Stickoxid-Einwirkung (Forrester
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et al., 1996) beschrieben. Nach der Aktivierung fiithrt p53 seine Suppressor-
funktion aus, indem es entweder einen Wachstumsarrest oder die Apoptose

induziert.

Die Induktion eines G,/S-Wachstumsarrestes durch p53 erfolgt tiber die
Transaktivierung des p21 "!_Gens (El-Deiry et al., 1993; Brugarolas et al., 1995).
P21 ist ein potenter Inhibitor von cyclin-abhidngigen Kinasen (CDK), welche als
CyclinD-CDK4/6 bzw. CyclinE/CDK2-Komplexe das Retinoblastomprotein pRb
phosphorylieren. Durch die Phosphorylierung von pRb werden Proteine der E2F-
Familie frei, welche Gene transaktivieren, deren Produkte die S-Phase einleiten.
Das von p53 transaktivierte p21 hilt das Retinoblastomprotein im hypophos-
phorylierten Zustand, was eine E2F-Sequestrierung und somit einen G,-Arrest
zufolge hat (Levine, 1997). Dartiber hinaus 16st p21 eine S-Phasen-Attenuation
aus, indem es an CyclinA-CDK2 (Ogryzko et al., 1997; Rohaly et al., 2004) und den
Replikationsfaktor PCNA (Waga et al., 1994) bindet.

Bei der Induktion des G2-Arrests durch p53 ist die Transaktivierung von 14-3-3c
der bedeutendste Schritt (Hermeking et al., 1997). 14-3-3c bindet an CyclinB-
CDK1-Komplexe und an die Phosphatase Cdc25¢ und sequestriert sie im
Cytoplasma (Chan et al., 1999). Sowohl CyclinB-CDK1 als auch Cdc25c¢ sind im
Zellkern fiir den Ubergang in die Mitose notwendig. Die cytoplasmatische

Sequestrierung beider Proteine fiihrt zur einem G,-Arrest.

Durch Zellzyklusarrest in G1 oder G2 ermoglicht p53 der Zelle, eine Reparatur
geschidigter DNS einzuleiten. Dabei fungiert p53 nicht nur als "Initiator" des
Reparaturgeschehens, sondern ist moglicherweise auch selbst aktiv an den
Reparaturprozessen beteiligt. So weisen humane p53“"” Fibroblasten aus Li-
Fraumeni-Patienten nach UV-Bestrahlung einen deutlichen Riickgang der
Nukleotid-Exzisionsreparatur und eine Verzogerung bei der Wiederaufnahme der
Nukleinsduresynthese auf (Ford et al., 1995). Analoge Beobachtungen werden fur
Zellen aus Patienten mit DNA-Reparaturstorungen, wie Xeroderma Pigmentosum

oder dem Cockayne's Syndrom beschrieben (Mirzayans et al., 1996).

Nach dem Eintreten schwerer, irreparabler Schiden bietet das Einleiten des
programmierten Zelltods (Apoptose) die wichtigste Moglichkeit, die Proliferation
von Zellen mit Gendefekten zu vermeiden und damit die Integritit des
Gesamtorganismus zu gewahrleisten (Shaw et al., 1992; Clarke et al., 1993; Lowe et

al., 1993). P53 kann die Apoptose iiber zwei Wege einleiten. Einerseits stimuliert
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p53 die sogenannte rezeptor-vermittelte Apoptose, indem es "Todesrezeptor"-Gene
wie das fas transaktiviert (Owen-Shaub et al., 1995) und den Fas-Rezeptor an die
Zellmembran transloziert (Benett ef al., 1998). Andererseits ist p53 direkt an der
durch Mitochondrien vermittelten Apoptose beteiligt, indem es Gene trans-
aktiviert, welche die Integritit der Mitochondrien beeinflussen. Uber das
quantitative Verhiltnis pro- (Bax bzw. Bak) und anti-apoptotischer (Bcl-2 bzw.
Bcl-xl) Proteine der Bcl-2 Familie wird hier tiber die Aktivierung des
"Apoptosoms" entschieden (Orrenius et al., 2003).

Fir eine schnelle Stress-Antwort ist die Erhohung der p53 Menge in der Zelle iiber
gesteigerte Transkription und Translation zu langsam. Die schnelle Stress-Antwort
wird tiber die Aktivierung bzw. Stabilisierung des Proteins durch posttransla-
tionale Modifikation ermoglicht (Brooks und Gu., 2003). So wird p53 durch eine
Reihe stress-abhidngiger Kinasen, wie ATM, ATR, Chk1 oder Chk2, am N-Terminus
phosphoryliert. Sowohl ATM als auch ATR erhohen die transkriptionelle Aktivitdt
von p53 durch Phosphorylierung des Proteins an den Aminosduren S15 und S37
(Sakaguchi et al., 1998; Dumaz et al., 1999). Dariiber hinaus aktiviert ATM die
Kinase Chk2, welche p53 innerhalb der MDM2-bindenden Domine phosphory-
liert und somit zur Stabilisierung beitrégt (Shieh et al., 2000; Chehab et al., 2000;
Hirao et al., 2000). In in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass viele
andere Kinasen, wie DNA-PK, JNK, p38, CK1 oder CAK ebenso den N-Terminus
von p53 phosphorylieren konnen (Ljungman, 2000). Solche durch Stress
induzierte oder vom Zellzyklus abhidngige Phosphorylierungen des N-Terminus
fithren zu Veranderungen in der Interaktion von p53 mit MDM2, JNK und
p300/CBP (Buschmann et al., 2000). Phosphorylierungen am Carboxyterminus
unterstiitzen die Aktivierung von p53. So erhoht die Phosphorylierung an Serin
392 durch Casein-Kinase II oder PKR (Hupp et al., 1992; Blaydes et al., 1998;
Cuddihy et al., 1999), bzw. an Serin 315 durch Cyclin abhingige Kinasen (Blaydes
et al., 2000) deutlich die DNS-Bindungsaffinitdt von p53 und verstdrkt seine

Transaktivierungseigenschaft.

Neben der posttranslationalen Modifikation durch Phosphorylierung spielt
Acetylierung am Carboxyterminus eine entscheidende Rolle fiir die Aktivitdt von
p53. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass die transkriptionelle Aktivitit von p53
herabgesetzt ist, wenn seine Acetylierung durch Histon-Deacetylasen blockiert

wird (Juan et al., 2000). Die Acetylierung wird durch Phosphorylierung begiinstigt.
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So erhoht die Phosphorylierung von p53 durch ATM bzw. ATR die
Bindungsaffinitit fiir P300/CBP und fithrt damit zur Acetylierung von Lysin 382.
Ein dhnlicher Effekt ist fiir die phosphorylierungs-abhingige Interaktion von p53
mit PCAF beschrieben (Sakaguchi et al., 1998; Liu et al., 1999). Dabei wird Lysin
320 acetyliert.

Eine weitere Form der posttranslationalen Modifikation von p53 ist die
Sumoylierung. SUMO ist ein kleines, mit Ubiquitin verwandtes Protein, welches
p53 am Lysinrest 386 kovalent modifiziert (Gostissa et al, 1999). Dieses beeinflusst
allerdings nicht die Stabilitdt von p53, sondern fiihrt zu einer verstarkten
transkriptionellen Aktivitit des Proteins (Rodriques et al., 1999; Muller et al.,
2004). Auch die Sumoylierung von p53 wird durch die Phosphorylierung
beeinflusst (Muller et al., 2004). Dies demonstriert erneut die Komplexitit des

Netzwerkes, mit dem posttranslationale Modifikationen von p53 gesteuert werden.

Die genomische Instabilitit und die erhohte Rate der Tumorbildung bei Li-
Fraumeni Patienten, sowie die aberrante Embryonalentwicklung in p53 Knockout-
Miusen sind durch den Verlust der transaktivierenden Eigenschaften von p53
allein nicht plausibel erkldrbar. Es wird deshalb vermutet, dass p53 auf3er tiber
seine Eigenschaft als Transaktivator auch in anderer Form die Funktionalitit des
Genoms beeinflussen kann (Malkin, 1993; Gordon, 1996). So wurde fiir p53 die
Beteiligung an Kontrollprozessen der DNS-Replikation und der Rekombination
beschrieben (Janus et al., 1999). Um die genomische Integritit der somatischen
Zellpopulation zu gewiéhrleisten, wird wihrend der Mitose im Gegensatz zur
Meiose die homologe Rekombination unterdriickt. Fehlt p53, so fiithrt dies zu einer
erhohten Rekombinationsrate (Bertrand et al., 1997; Mekeel et al., 1997). Dagegen
verringert eine Uberexpression von ektopem p53 die Rekombinationsrate um den
Faktor 100 (Wiesmiiller et al., 1996,)
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1.1.4. Inaktivierung von p53

Wie eingangs erwéhnt, ist p53 in ca. 50 % aller humanen Tumore durch missense-
Mutationen oder durch Deletionen in der DNS-bindenden Domine inaktiviert
(Hollstein et al., 1991). Die Inaktivierung trifft auch auf heterozygote Mutanten zu,
in denen nur ein Allel eine missense Mutation aufweist. Entweder wird wtp53
durch die Hetero-Oligomerisierung mit mtp53 inaktiv oder das Mutantenprotein

titriert p53-bindende Proteine aus (Deppert, 1994).

Mutation und Deletion sind jedoch nicht der einzige Weg, die Funktionalitdt von
p53 zu beeintrichtigen. In Tumoren, in welchen p53 ausschlie3lich in seiner
Wildtypform vorliegt, ist oft die Balance zwischen p53-stabilisierenden und
destabilisierenden Faktoren gestort. So kann z.B. die notwendige Stabilisierung
von p53 in Antwort auf die Aktivierung von Onkogenen dadurch unterlaufen sein,
dass das Alternative Reading Frame Gen (ARF) deletiert ist (Lindstrom et al., 2001).
ARF fungiert als Inhibitor der Ubiquitin Ligase MDM2, die den Kernexport und
die Ubiquitinilierung von p53 vermittelt und fiihrt so zur Stabilisierung von p53.
Durch den Verlust von ARF bleibt MDM?2 aktiv und induziert den Abbau von p53.
Ebenso fiihrt die in humanen Tumoren zu beobachtende Uberexpression von
MDM2 zur beschleunigten Degradation von p53 (Deb, 2002).

In verschiedenen Tumorarten, wie z.B. in undifferenzierten Neuroblastomen (Moll
et al., 1995), in Astrocytomen (Sembritzki et al., 2002), entztindlichen
Brustkarzinomen (Moll et al., 1992), Retinoblastomen (Schlamp et al., 1997),
Dickdarm-Adenocarcinomen (Bosari et al., 1995) und in Tumorvorstufen, wie

z. B. Leukoplakien (Kovesi und Szende, 2003), findet man wtp53, das nicht, wie in
den meisten malignen Zellen, durch Mutation oder Deletion, sondern durch
Kernausschluss inaktiviert wird. Die cytoplasmatische Sequestrierung von p53 ist
jedoch nicht ausschliellich auf Tumoren begrenzt. Auch in priméaren Zellen, wie
z.B. in Ratten-Oligodendrocyten, Neuronen, Balb/c 3T3 Zellen (Shaulsky et al.,
1990), in normalen embryonalen Maus-Stammzellen (Aladjem et al., 1998) oder in
Zelllinien wie den PC12 Pheochromocytom-Zellen (Eizenberg et al., 1996) und
den Neuroblastomzellen (Moll et al., 1996) wurde eine cytoplasmatische
Akkumulation von p53 beobachtet. Durch diesen Kernausschluss kann p53 seine

tumorsuppressiven Eigenschaften nicht entfalten.

Prinzipiell ist der Ausschluss von p53 aus dem Zellkern auf unterschiedlichen

Wegen denkbar, die in Abb. 4 zusammengefasst sind.
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Abbildung 4:

Regulation des Kern-Cytoplasma-Transports von p53 (nach Liang und Clarke,
2001). (A): Der p53/MDM2 Komplex wird durch Bindung an CRM1 aus dem
Kern transportiert. (B): Durch die MDM2-vermittelte Ubiquitinilierung wird das
NES von p53 demaskiert. Dies fuhrt zur CRM1-Bindung und dem Transport
aus dem Zellkern. (C): Die Tetramerisierung von p53, die durch
Phosphorylierung von Ser392 verstarkt wird, verdeckt das NES in der
Oligomerisierungsdoméne von p53 und verhindert somit den Kernexport. Die
Aufspaltung der Oligomere in Monomere macht das NES zuganglich,
ermdglicht die CRM1-Bindung und den Transport aus dem Kern. (D) Durch die
Bindung an cytoplasmatische "Ankerproteine" wird das NLS von p53 maskiert
und damit der Kernimport verhindert. (E): Die Phosphorylierung von Ser315
maskiert das NLS von p53 und verhindert die Bindung an Kernimportproteine
(F): Die Tetramerisierung von p53 im Cytoplasma maskiert das NLS,
verhindert die Bindung an Kernimportproteine und die Translokation in den
Kern.

So kann durch verstiarkte Aufspaltung des kernstindigen p53 in Monomere, durch
Bindung an MDM2, Ubiquitinilierung und Dephosphorylierung das nukleire
Exportsignal (NES) in p53 demaskiert werden. Dies ermdglicht die Bindung des
zur Importinfamilie gehorenden Kernexportfaktors CRM1 (chromosome region
maintenance 1) und bedingt einen beschleunigten Kernexport (Stommel et al.,
1999; Abb. 4A-C).

Eine Maskierung des Kernlokalisationssignals (NLS) durch Tetramerisierung oder

Phosphorylierung an Serin 315 verhindert die Bindung der Importine o/ an p53
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(Liang und Clarke, 1999). Auch eine Bindung an cytoplasmatische Proteine kann
p53 im Cytoplasma sequestrieren. Entweder wird dadurch das NLS von p53
maskiert (Sengupta et al., 2000), oder p53 wird durch Verankerung physisch an der
Kernwanderung gehindert (Klotzsche et al., 1999) (Abb. 4D-F).

Seit geraumer Zeit wird eine Beteiligung von Cytoskelettkomponenten als
potenzielle Ankerproteine fir p53 diskutiert (Rotter et al., 1983; Maxwell et al.,
1991; Knippschild et al., 1996). An einem Modellsystem konnte ein direkter
Zusammenhang zwischen cytoplasmatischer Akkumulation von p53 und der
Anwesenheit einer bestimmten Komponente des Cytoskeletts, des Klasse III
Intermediérfilamentproteins Vimentin, beobachtet werden (Klotzsche et al., 1998;
Klotzsche, 2000). In verschiedenen Subklonen der C6 Rattengliom Zelllinie, die
sich in der Expression von Vimentin unterscheiden, wurde die temperatur-

val13s

sensitive Mutante tsp53

tsp53""* im Cytoplasma am Cytoskelett sowohl bei nicht-permissiver als auch bei

exprimiert. Vimentin-positive Zellen verankerten

permissiver Temperatur. Zellen, welchen das Intermedidrfilamentprotein fehlte,
wiesen keinen Kernausschluss von p53 auf. Die Verankerung an Vimentin
beeinflusste entscheidend die wachstumskontrollierenden Eigenschaften von

tsp53

“* Vimentin-negative Zellen gingen nach Uberfiihren auf die permissive

Temperatur von 32 °C in einen stabilen Zellzyklusarrest und akkumulierten in G1.
Vimentin-positive C6 Zellen durchliefen nach der Aktivierung von tsp53™"* nur
einen transienten Zellzyklusarrest und proliferierten dann weiter, da sie imstande

waren, das Tumorsuppressorprotein im Cytoplasma zu verankern.

Eine eindeutige Korrelation zwischen der Vimentinexpression und der
cytoplasmatischen p53-Lokalisation konnte vor kurzem auch in in priméren

Glioblastomen des Menschen beobachtet werden (Sembritzki, et al., 2002).

Ein weiteres experimentelles System, an dem Mechanismen der Inaktivierung von
p53 durch Kernausschluss analysiert wurde, stellen Neuroblastom-Zelllinien dar
(Moll et al., 1992; 1995). In diesen Zellen wurde der Glucocorticoidrezeptor als
cytoplasmatischer Interaktionspartner von p53 identifiziert (Sengupta et al., 2000).
Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass p53 und der Glucocorticoid-
rezeptor in Neuroblastomzellen einen Komplex formen kénnen, welcher beide
Proteine im Cytoplasma sequestriert. In vitro GST-Bindungsstudien zeigten, dass
der Glucocorticoidrezeptor an die zentrale Doméne und das benachbarte

Kernlokalisationssignal (NLS) von p53 bindet und somit den Kernimport
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unterbindet (Sengupta et al., 2001).

Die Ergebnisse von Sengupta et al. stiitzen die seit lingerem propagierte
Hypothese, dass cytoplasmatisches p53 in Neuroblastomzellen in einem grof3en
Proteinkomplex vorliegt (Moll et al., 1996). Der genaue Mechanismus dieser
Verankerung und die daran beteiligten Komponenten sind jedoch bislang

weitgehend unbekannt.

1.2. Problemstellung

Untersuchungen an Neuroblastomzellen des Menschen, in denen wtp53
konstitutiv im Cytoplasma verankert wird, haben gezeigt, dass p53 mit dem
Glucocorticoidrezeptor interagiert und dies zur cytoplasmatischen Sequestrierung
des Tumorsuppressors beitrigt. Andererseits wurde an C6 Rattengliomzellen, die

Val-135

mit der temperatursensitiven Mutante p53™ " transfiziert worden waren, die

Interaktion von p53 mit dem Cytoskelett als Ursache fiir seine Sequestrierung
beschrieben. p53""'*ist eine temperatursensitive Mutante, die bei restriktiver
Temperatur (39 °C) Mutantenkonformation und bei permissiver Temperatur
(30 °C) Wildtypkonformation aufweist. Nicht nur die Mutanten- auch die
Wildtypkonformation wird im Cytoplasma verankert und damit in seinen
Kontrollfunktionen blockiert. Daraus stellte sich die Frage, ob in den beiden
Systemen, den wt exprimierenden Neuroblastomzellen und den tsp53™"*
exprimierenden Gliomzellen, zwei unterschiedliche und voneinander unabhingige
Kontrollmechanismen die cytoplasmatische Sequestrierung von p53 bedingen,
oder ob hier speziestibergreifend zwei verschiedene Aspekte des gleichen

Mechanismus angesprochen werden.

Wie in der Einleitung angesprochen, ist die cytoplasmatische Sequestrierung von
p53 auch in normalem, undifferenziertem Gewebe des Menschen anzutreffen, das
sich durch starke Proliferation auszeichnet, fehlt aber in differenzierten Zellen.
Dies lasst vermuten, dass die Sequestrierung einen Mechanismus darstellt, mit
dem wachstumssuppressive Funktionen des Tumorsuppressors im Verlauf der
Differenzierung moduliert werden konnen. D.h., die cytoplasmatische
Sequestrierung von p53 ist wahrscheinlich ein Prozess, der durch epigenetische
Ereignisse reguliert wird. In der Tumorgenese wird folglich auf Zellen hin

selektiert, in denen dieser Kernausschluss konstitutiv ist; d.h. in diesen Zellen wird
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entweder auf einen dominanten Verankerungsmechanismus oder alternativ auf
einen Verlust bzw. die Inaktivierung eines Mechanismus hin selektiert, mit dem die
subzelluldre Lokalisation des Tumorsuppressors dynamisch kontrolliert werden
kann. Insofern sind an solchen Tumorzelllinien die Moglichkeiten, die subzellulire

Lokalisation von p53 zu modulieren, stark eingeschrankt.

Die Untersuchungen gingen deshalb von den Subklonen der C6
Rattengliomzelllinie aus, die mit der temperatursensitiven Mutante p53™"*
transfiziert sind. Die C6 Subklone unterscheiden sich in der Expression des
Intermediérfilamentproteins Vimentin (Roser ef al., 1991; Bohn et al., 1993; Bohn
et al., 1996), einem Cytoskelettelement, das sich in diesen Zellen als essentiell fiir

Val-135

die cytoplasmatische Sequestrierung von p53™ " erwies (Klotzsche et al., 1998;
Klotzsche, 2000). In C6 Subklonen, welche endogenes Vimentin exprimieren, wird
das p53 im Cytoplasma sequestriert; Zellen mit fehlendem Vimentingertist
akkumulieren p53 im Zellkern. Nach Transfektion vimentin-negativer Zellen mit
murinem Vimentin lokalisiert p53 erneut im Cytoplasma. Dies trifft sowohl auf
die Mutanten- als auch auf die Wildtypkonformation von p53™"*zu. p53"™"* ist
an Vimentinfilamente gebunden und wird somit durch aktive Verankerung an
diese Cytoskelettkomponente zuriickgehalten.

Val-135

Es gab keine Hinweise, die die These einer direkten Bindung von p53 an das

Vimentinprotein unterstiitzten. Vielmehr sprach das Auftreten von p53""* in
Form grofierer Aggregate an den Filamenten dafiir, dass hier zusitzliche, bisher
nicht identifizierte Proteine beteiligt sein konnten. Da der Glucocorticoidrezeptor
auch in C6 Rattengliomzellen vorhanden ist (Vielkind et al., 1990), konnte eine

Beteiligung des Rezeptors durchaus in Betracht gezogen werden.

Ziel der Arbeit war es, in diesem System die Zusammensetzung des p53-
Ankerkomplexes genauer zu definieren, die Arbeitsweise des
Verankerungsmechanismus zu analysieren und anhand verschiedener Zellsysteme

seine generelle Giiltigkeit zu iberpriifen.
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2. MATERIALIEN

2.1. Eukaryotische Zelllinien

C6D8:

C6D10:

VimWT3B4:

C6D8-1:

C6D10 5:

VWT16:

10-1:

MEF:

Subklon der Rattengliomzellinie C6. Die Zellen exprimieren
Vimentin als einziges cytoplasmatisches Intermediérfilament-
protein (Roser et al., 1991).

Subklon der Rattengliomzellinie C6. Die Zellen exprimieren keine
cytoplasmatischen Intermediérfilamentproteine und stellen einen
Zustand der fortgeschrittenen Differenzierung dar (Roser et al.,
1991).

Fine auf dem vimentinfreien Subklon C6D10 basierende Zellinie, in
der durch Transfektion mit dem Expressionsvektor pMB-Vim2
(Bohn et al., 1992) ein Vimentingeriist rekonstituiert wurde. pMB-
Vim?2 kodiert fiir ein Vimentinprotein, das durch einen
Aminosdureaustausch ein Epitop ausprigt, welches von dem
monoklonalen Antikorper Vim3B4, nicht aber von V9 erkannt
wird.

tsp53"""* exprimierende Zellinie, die nach stabiler Transfektion von

C6D8 Zellen mit dem Vektor pLTRcG9 etabliert wurde (Klotzsche,
1996).

tsp53“'** exprimierende Zellinie, die nach stabiler Transfektion von

C6D10 Zellen mit dem Vektor pLTRcG9 etabliert wurde (Klotzsche,
1996).

tsp53 """ exprimierende Zellinie, die nach stabiler Transfektion von

VimWT3B4 Zellen (Etzrodt, 1996) mit dem Vektor pLTRcG9
etabliert wurde (Klotzsche, 1996).

Balb/c p53-defiziente Mausembryofibroblasten (Harvey und
Levine, 1991).

primdre Mausembryofibroblasten (Heinlein, 2004)

2.2. Prokaryotische Zellen

E.coli DH50. (Woodcock et al., 1989).
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2.3. Expressionsvektoren

- pNH64: eukaryotischer Expressionsvektor fiir das murine
Intermedidrfilament-protein Nestin. Die Nestin cDNA steht unter der
Kontrolle des viralen CMV-Promotors (Abb. 9, Yang et al., 2001) Das Plasmid
wurde freundlicherweise von Jing Yang, Institute of Biochemistry and Cell

Biology, Shanghai, zur Verftigung gestellt.
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Abbildung 5:
Genkarte des Nestin-Expressionsvektors pNH64 (Yang et al., 2001)

- pGFP: Expressionsvektor (5,5 kb) fiir GFP mit Amp-Resistenz (Tsien, 1998).
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2.4. Primire Antikorper
PAb248: IgG Maus anti p53; monoklonal, Hybridoma (Yewdell et al., 1986).

PAb246: IgG Maus anti Wildtyp p53; monoklonal, Hybridoma
(Yewdell et al., 1986).

PAb240: IgG Maus anti Mutanten p53; monoklonal, Hybridoma
(Gannon et al., 1990).

Vo: IgG Maus anti Vimentin; monoklonal (Boehringer, Mannheim).

Bu20a: IgG Maus anti BrdU; monoklonal
(DAKO, Glostrup, Danemark).

C-19: IgG Ziege anti HSP 56; polyklonal
(Santa Cruz, Heidelberg).

F-8: IgG Maus anti HSP 900./8; monoklonal
(Santa Cruz, Heidelberg).

W27: IgG Maus anti HSP70; monoklonal
(Santa Cruz, Heidelberg).

M-20: IgG Kaninchen anti GR, polyklonal
(Santa Cruz, Heidelberg).

Ab-1: IgG Maus anti-Tubulin; monoklonal
(Calbiochem, San Diego, USA).

IgG Maus anti Masern-Virus-Hamagglutinin; monoklonal, Aszitisfliissigkeit.

2.5. Briickenantikorper und Normalseren

Ziegen-Normalserum, polyklonales Praiimmunserum (DAKO, Glostrup,

Dinemark).
Esel-Normalserum, polyklonales Praiimmunserum (DAKO, Glostrup, Danemark).

IgG Kaninchen anti Maus IgG; polyklonal, affinititsgereinigt (DAKO, Glostrup,

Dinemark).

IgG Kaninchen anti Ziege IgG; polyklonal, affinititsgereinigt (Jackson Immuno
Research Laboratories, West Grove, USA).
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2.6. Gekoppelte, sekundire Antikorper

IgG Maus anti Peroxidase; monoklonal, in Losung mit Meerrettich-Peroxidase
(DAKO, Glostrup, Danemark).

IgG Kaninchen anti Peroxidase; polyklonal, affinititsgereinigt; in Losung mit

Meerrettich-Peroxidase (DAKO, Glostrup, Didnemark).

IgG Esel anti Maus IgG (H+L); affinititsgereinigt; konjugiert mit Alexa 633,
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande).

IgG Esel anti Kaninchen IgG (H+L); affinitéitsgereinigt; konjugiert mit Alexa 488,
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande).

IgG Esel anti Ziege IgG (H+L); affinitdtsgereinigt; konjugiert mit Alexa 568,
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande).

IgG Esel anti Maus IgG (H+L); affinitdtsgereinigt; konjugiert mit Alexa 555,
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande).

IgG Esel anti Ziege IgG (H+L); affinititsgereinigt; konjugiert mit Alexa 633,
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande).

2.7. Fluoreszenzverbindungen

Phalloidin, TRITC-konjugiert (Sigma, Deisenhofen).
Phalloidin, FITC-konjugiert (Sigma, Deisenhofen).

DAPI, 4,6-Diamidino-2-phenylidol (Sigma, Deisenhofen).
TO-PRO®-3 Iodid (Molecular Probes, Leiden, Niederlande).

DRAQ5™ (Biostatus Limited, Leicestershire, England).

2.8. Proteine und Enzyme

RNase A (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

GR (M-20) Blokierpeptid (Santa Cruz, Heidelberg)
BSA (New England Biolabs, USA)
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Proteinstandard 7B (Sigma, Deisenhofen):

o2-Makroglobulin:
B-Galaktosidase:
Fruktose-6-P-Kinase:
Rinderalbumin:
Pyruvatkinase:
Laktatdehydrogenase:
GAPDH:

2.9. Chemikalien

2-Propanol

193 kDa

112 kDa
86 kDa
70 kDa
57 kDa
39 kDa
36 kDa

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

4-Cumarsdure

Aceton

Ampicillin

APS

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextraxt
Bacto-Trypton
Bromphenolblau

DABCO
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM Pulver

DMSO

DTT

EDTA

Ethanol (p.a.)

FCS

Geneticin-Sulphat (G418)
Glycerol

Glycin

HEPES

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt

National Diagnostics, Atlanta, USA

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

USB, Cleveland, USA
Merck, Darmstadt

Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Gibco/BRL Life Technologies,
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Gibco/BRL Life Technologies,
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
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Kaliumdihydrogenphosphat
Leupeptin

Luminol

Magermilchpulver
Mercaptoethanol

Methanol

Natriumacetat

Natriumazid
Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Nonidet®P40 (NP-40)

Pefablock®SC
PMSF

SDS
Steriles Wasser

TEMED

Trasylol®
Triton X-100

Trypsin

Tween® 20
Wasserstoffperoxid

2.10. Verbrauchsmaterialien

Filterpapier Whatman 3 MM

Gewebekulturschalen

Immobilion™-P Membran

Kryoréhrchen

Membranfilter (0,2 um)
Parafilm “M”

Reaktionsgefifle (1,5 und 2 ml)
Rontgenfilm Super RX

Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
Neuform, Liineburg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
DeltaSelect, Pfullingen
Sigma, Deisenhofen
Bayer, Leverkusen
Fluka, Neu-Ulm
Biochrom, Berlin
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm

Schleicher und Schiill, Dassel

Nunclon™ Surface, Nunc Roskilde,

Dinemark

Millipore, Eschborn

Nunclon™ Surface, Nunc Roskilde,

Dinemark

Renner GmbH, Dannstadt

American National Can, Greenwich

Eppendorf, Hamburg
FUJL Diisseldorf
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2.11.Gerite

Analysenwaagen

Brutschrinke

Deckglaser

Fluoreszenzmikroskope

Heizblock

Horizontalschiittler

Konfokale Laser-Scanning Mikroskope

Minigel-Elektrophorese-Apparatur

Objekttriger

pH-Meter

Photometer

Schiittler

Spannungsquelle

Sterilwerkbank

Wasserbad

Zentrifugen

PE360; P1210 (Mettler, Giefien)

Heraeus, Hanau

@ 12 mm mm (Menzel-Gliser,
Braunschweig)

Axiovert 35 (Zeiss, Jena)
DMRA (Leica, Bensheim)
IX-70 (Olympus, Hamburg)
Dri-Block DB 2A (Techne Inc.,
Burlington, USA)

Heidolph, Schwabach

TCS-NT (Leica, Bensheim)
LSM 510 Meta (Zeiss, Jena)

Hoefer Mighty Small II (Hoefer, San
Francisco, USA)

(Menzel-Gliser, Braunschweig)

PHM 82 (Radiometer, Kopenhagen —
Dinemark)

BioSpec-1601 E (Shimadzu,
Duisburg)

Certomat BS-T (B. Braun Biotech,
Melsungen)

EPS 2A 200 (Hoefer, San Francisco —
USA)

Lamin Air® HA2448GS (Heraeus,
Hanau)

GFL (Haake, Karlsruhe)

Omnifuge 2.0 RS (Heraeus, Hanau)
Sorvall RC 5C Plus (Kendro, Hanau)
5415C (Eppendorf, Hamburg)
5415D (Eppendorf, Hamburg)
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2.12. Computer-Software

Text und Abbildungen:

Office 2002 SP3 (Microsoft, Redmond, USA)

Sigmaplot 8.0 (SSI, Richmond, USA)

Bildverarbeitung:

Photoshop 7.1 (Adobe, Unterschleif$heim)

Image]J 1.33 (NIH, public domain)
Image Browser 3.2 (Zeiss, Jena)
LCS Lite (Leica, Bensheim)

Kolokalisations-Analyse

FACS-Analyse

AIM 3.2 (Zeiss, Jena)

WinMDI 2.8 (Joseph Trotter)

Cylchred 1.0.2 (Cardift, England)

2.13.Puffer und Losungen

Agarose-Gellosung

1,0-2,0 % (w/v) Agarose

in 1 x TAE-Puffer

0,5 pg/ml Ethidiumbromid

APS (10 %)
0,1 g/ml Ammoniumperoxodisulfat
in H,0; Lagerung: -20 °C

4-Cumarsiure (227 x)

74 mgin 5 ml DMSO (90 mM)
Lagerung bei -20 °C

Ampicillin-Stocklosung (1000 x)

100 mg/ml in H,O
Lagerung: -20 °C

Block-Puffer

5 % Magermilchpulver
in TBS-Tween

DMEM

13,4 g/l DMEM-Pulver
3,7 g/l. NaHCO3

in HO,pH 7,3

sterilfiltriert
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ECL-Losung A

2,5 mM Luminol

400 pM  4-Cumarsdure
100 mM Tris-HCI pH 8,5

ElA-Lysepuffer

50 mM HEPES
150 mM  NaCl
0,1 % (v/v) NP-40
pH 7,0-7,5 mit KOH

sterilfiltriert

Laufpuffer

25 mM Tris, pH 8,3
200mM  Glycin

0,1 % (w/v) SDS

LB-Medium

1 % (w/v) Bacto-Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

pH 7,0 mit 10 mM NaOH

autoklaviert

Mounting Medium:

2,4 ¢ Polyvinylalkohol

6g Glycerol

6ml H20

12 ml 0,2 M PBS, pH 7,4

2,4 % DABCO

Zentrifugation: 5000 rpm, 15 min
Lagerung bei -20 °C

ECL-Liosung B
13,2 mM Wasserstoffperoxid
100 mM Tris-HCI pH 8,5

Einfriermedium

40 % DMEM
50 % FCS
10 % DMSO

LB-Agar

1 % (w/v) Bacto-Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % (w/v) NaCl

1,5 % (w/v) Bacto-Agar
pH 7,0 mit 10 mM NaOH

autoklaviert

Luminol (100 x)

443 mg in 10 ml DMSO (250 mM)
Lagerung bei -20 °C

10 x PBS

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO4
1,8 mM KH,PO4
pH 7,4 mit HCI

autoklaviert
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Pefablock (200 x)

25 mg/ml in 50 % (v/v) Glycerol
Lagerung bei -20 °C

6 x Sample-buffer

1M Tris-HCI pH 6,8
34 % (v/v)  Glycerol

1% (w/v) SDS

0,9 % (w/v) DTT

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Trenngel (13 %) ( fiir 5 Gele)

19,5ml Acrylamid/Bisacrylamid
11,25 ml 4 x Tris/SDS-Pufter pH 8,8
14,25 ml H,0

150 ul - 10 % (w/v) APS

30pl  TEMED

TBS-Tween

10 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM  NacCl
0,2 % (v/v) Tween-20

4 x Tris/SDS Puffer pH 6,8

0,5M Tris-HCI
0,4 % (w/v) SDS

Pepstatin A (200 x)

1 mg/ml in Methanol
Lagerung bei -20 °C

SDS-Sammelgel (fiir 5 Gele)

3,9 ml Acrylamid/Bisacrylamid
7,5 ml 4 x Tris/SDS-Puffer pH 6,8
18,3 ml H,O

150 ul 10 % (w/v) APS

30yl TEMED

TAE (50x)

2M  Tris

0,5M Essigsdure (100 %)
0,05 M EDTA

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

4 x Tris/SDS Puffer pH 8,8

1,5M Tris-HCl
0,4 % (w/v) SDS
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3. METHODEN

3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1. Zellkultur

Bei allen verwendeten eukaryotischen Zellinien, embryonalen Mausfibroblasten
und Ratten-Hippocampus-Explantaten handelt es sich um adhérent wachsende
Kulturen. C6D8, C6D10 und VIimWT3B4 Rattengliomzellen wurden bei 37 °C in
Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) mit 5 % FCS bei 5 % CO, und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Stabil mit murinem Vimentin
(VWT16, VimWT3B4) oder tsp53"'* (C6D8-1, C6D10-5 und VWT16)
transfizierten Zellen wurde in regelméfliigen Abstinden 80 g/ml Hygromycin B

bzw. 400 g/ml Neomycin (G418) ins Medium zugesetzt, um den Selektionsdruck

Val-135 Val-135

aufrechtzuerhalten. Tsp53™ " exprimierende Zellen wurden bei der fir tsp53
nicht-permissiven Temperatur von 39 °C gehalten und zu Versuchszwecken auf die

permissive Temperatur von 30 °C gebracht.

Die zu etwa 80 % konfluent gewachsenen Kulturen wurden alle zwei bis vier Tage
passagiert. Hierfiir wurden die adhdrenten Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml
vorgewdrmter Trypsin/EDTA Losung etwa drei Minuten bei 37 °C inkubiert, bis
sich die Zellen vom Boden der Kulturschale geldst hatten. Die Zellen wurden
anschlieflend 1:10 bis 1:5 verdiinnt und in 10 ml frischen, vorgewdrmten Medium

in einer neuen Kulturschale aufgenommen.

3.1.2. Auftauen und Einfrieren von Zellen

In flassigem Stickstoff oder bei -80° C gelagerten Zellen wurden im Wasserbad bei
37 °C oder in der Hand aufgetaut und in einer Kulturschale mit 15 ml
vorgewdarmten Medium aufgenommen. Am néchsten Tag wurde das Medium
gegen frisches gewechselt, um DMSO-Riickstinde aus dem Einfriermedium und

tote Zellen zu entfernen.

Zum Einfrieren adhirent wachsender Zellen, wurden sie zweimal mit je 2 ml
vorgewdrmter Trypsin/EDTA Losung gewaschen und anschlieflend etwa drei
Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen sofort in 2 ml

Einfriermedium aufgenommen, resuspendiert und bei -80 °C eingefroren. Fiir die
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Langzeit-lagerung wurden die Einfriergefifle mit den Zellen nach 24 Std. in

flissigen Stickstoft tiberfiihrt.

3.1.3. Behandlung mit chemischen Agenzien

Zur Behandlung der Zellen mit chemischen Agenzien (Tab.1) wurde das

Kulturmedium vollstindig entfernt und durch frisches Medium ersetzt, welches

das Agens enthielt. Als Negativkontrolle diente frisches Medium, das mit der

entsprechenden Menge Solvenz versetzt war. Nach erfolgter Behandlung wurden

die Zellen fixiert und mit Immunfluoreszenztechniken untersucht.

Tabelle 1: Konzentrationen und Inkubationszeiten

Agens Stammlosung Endkonzentration | Inkubationszeit
Cytochalasin B 5 mg/mlin DMSO | 5 pg/ml 15 Minuten
Nocodazol 10 mg/ml in DMSO | 10 pg/ml 30 Minuten
Dexamethason 1 mM in Ethanol 100 nM bis 1uM | 60 Minuten
Mephipreston 1 mM in Ethanol 100 nM bis 1uM | 60 Minuten

3.1.4. Cytoplasmatische Extraktion

Auf Deckgldschen (fir Immunofluoreszenzfirbungen) oder in 10 cm

Kulturschalen (fiir Western Blot oder Immunoprézipitazion) geziichtete Zellen

wurden kurz in PBS gewaschen und zwei Minuten im Extraktionspuffer lysiert.

Dadurch wurden alle Membransysteme und alle mit nicht ionischen Detergentien

loslichen cytoplasmatischen Anteile entfernt, das Cytoskelett mit assoziierten

Proteinen blieb aber erhalten (Hartwig, 1992; Bohn et al., 1993). Anschlieflend

wurden die Deckgldser bzw. die Kulturschalen zweimal fiir finf Minuten mit

physiologischem Waschpuffer gewaschen, um die Priparate von restlichen

loslichen Zellbestandteilen und dem Detergenz zu befreien.

Fiir Western Blot wurden die extrahierten Zellen in 500 pl SDS-Probenpuffer

aufgenommen, fiir fiinf Minuten bei 95 °C aufgekocht und gegebenenfalls bei

-20 °C gelagert.
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Fiir die Immunfluoreszenzfirbung wurden die extrahierten Zellen auf den
Deckgldsern mit 2 % Paraformaldehyd in physiologischem Waschpulffer fiir 20
Minuten fixiert. Vor einer Immunfluoreszenzmarkierung wurden die Deckgléser
zehn Minuten mit 50 mM Glycin in PBS inkubiert, um freie Aldehydgruppen des

Fixativs, die unspezifisch mit Antikorpern reagieren konnen, abzusittigen.

Alle Schritte inklusive Fixierung erfolgten bei 37 °C mit vorgewdrmten Losungen.

Extraktionspuffer: physiologischer Waschpuffer:
80 mM PIPES (pH6,8) 25 mM HEPES (pH 7,4)
130 mM NaOH 29 mM NaCl

4 % PEG 6000 100 mM KCl

1 mM MgCl, 0,96 mM NaH,PO,

0,5 % Triton X-100 5 mM MgCl,

4 mM EGTA 4 mM EGTA

1 % Trasylol

10 g/ml Leupeptin

3.1.5. Immunfluoreszenzmarkierung

Fiir die Immunfluoreszenzmarkierung (Weigele et al., 1973) wurden die Zellen auf
sterilen Deckgldschen mit 12 mm J angeziichtet. Nach dem Erreichen einer

50 %igen Konfluenz wurde das Medium aus den Kulturschalen abgesaugt und die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Deckgldser zur
Fixierung der Zellen entweder in -20 °C kaltes Aceton oder, um die Faltung der
Proteine fiir weitere Analysen aufrechtzuerhalten, in 1% Paraformaldehyd in PBS
fiir 20 Minuten tiberftihrt. Nach der Paraformaldehyd-Fixierung wurden die
Membranen mit 0,2 % Triton X-100 permeabilisiert und unspezifische Reaktionen
der Antikorper mit freien Aldehydgruppen durch zehnminiitige Inkubation der
fixierten Zellen in 50 mM Glycin in PBS blockiert.

Nach der Fixierung wurden die Zellen zehn Minuten in PBS gewaschen. Zur
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Unterdriickung unspezifischer Bindungen der sekundéiren Antikorper wurden die
Zellen vor der Markierung fiir 20 Minuten mit normalem unspezifischen Serum

aus der gleichen Spezies wie die sekundiren Antikorper vorinkubiert.

Die Markierung der untersuchten Antigene erfolgte fiir 30 Minuten mit
entsprechenden primiren Antikorpern. Anschlielend wurden die Proben 20
Minuten lang in PBS gewaschen. Die gebundenen primaren Antikérper wurden
mit speziesspezifischen, Fluorochrom-konjugierten Antikorpern detektiert. Dazu

wurden die Zellen 20 Minuten lang mit den sekundiren Antikorpern inkubiert.

Alle sekundiren Antikorper waren affinititsgereinigt und gegen andere Spezies

absorbiert, um Kreuzreaktionen bei einer Doppelmarkierung auszuschlieflen.

Alle Antikorperinkubationen wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer mit 100 pl Antikorperlosung durchgefiihrt. Fiir eine Doppelmarkierung
wurden die Zellen sukzessive mit beiden primiren und anschlieend mit den

entsprechenden sekunddren Antikorpern inkubiert.

Aktinfilamente wurden mit FITC bzw. TRITC gekoppeltem Phalloidin markiert.
Zellkerne lief}en sich mit dem in die DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen
TO-PRO3 bzw. DRAQ5 anfirben. Hierfiir wurden die Zellen nach den
Immunfluoreszenzmarkierungen mit 100 pl der entsprechenden Losung

tiberschichtet und 10 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschluf} an die Markierung wurden die Zellen einmal fiir 30 Minuten in PBS
gewaschen und in Einbettungsmedium auf Polyvinylalkohol-Basis auf einem
Objekttrager fixiert. Nach dem Trocknen des Einbettungsmediums wurden die

Proben in einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop analysiert.

3.1.6. Bildbearbeitung

Die Rohdaten von den Laser-Scan Mikroskopen wurden mit den Programmen
LCS Lite (Leica, Bensheim) bzw. Image Browser 3.2 (Zeiss, Jena) aufbereitet.
Weitere Bearbeitung erfolgte unter Photoshop v. 7.01 (Adobe, Unterschleif3heim)
bzw. Image]J 1.33 (NIH, public domain).

Es wurden, wenn notig, folgende Bildbearbeitungsschritte durchgefiihrt:

- Tonwertkorrektur inkl. Schwellenwertanpassung und Gammakorrektur
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- Filterung mit isotropen Faltungsfiltern:
a) Rauschunterdriickung mit Tiefpassfiltern (Sigma)
b) Schirfung durch Addition des hochpass- (Laplace) bzw.
bandpassgefilterten Originalbildes
- Uberlagerung mehrerer Kanile mittels Negativmultiplikation in Photoshop

zur Kolokalisationsdarstellung

3.1.7. Kolokalisations-Analyse

Zur quantitativen Kolokalisationsanalyse wurden die Rohdaten des Zeiss LSM 510
Meta-Mikroskops einer Auswertung mit der Software AIM 3.2 (Zeiss, Jena)

unterzogen. Die dabei erhaltenen Groflen sind im Folgenden einzeln beschrieben.

3.1.7.1. Kolokalisationskoeffizient

C = plerSChl,coIoc C. = plerSChZ,coloc
= ) = —
PIXelScyy ora PiXelScy, o

- relative Anzahl der kolokalisierenden Pixel der Kanile 1 und 2 verglichen mit
der Anzahl der Gesamtpixel tiber dem Schwellenwert

- Wertebereich von 0 bis 1 ( 0: keine Kolokalisation, 1: alle Pixel kolokalisieren)

- alle Pixel iiber dem Background werden berticksichtigt, unabhingig von deren

Intensitit

3.1.7.2. Gewichteter Kolokalisationskoeffizient

ZChli,COlOC ZChzi,coloc
Ml B ZChli,total M2 B ZChzi,total

- Summe der Intensititen der kolokalisierender Pixel in Kanal 1 und 2
verglichen mit der Gesamtsumme der Pixelintensitidten des jeweiligen Kanals
iiber dem Schwellenwert

- Wertebereich von 0 bis 1 (0: keine Kolokalisation, 1: alle Pixel kolokalisieren)

- helle Pixel tragen mehr bei als schwache Pixel
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3.1.7.3. Korrelationskoeffizient, Pearson’s Korrelationskoeffizient

> (Chy, -Chl,,,)-(Ch2; —Ch2

aver aver )

R = i
i \/Z(Chll _Chlaver)2 Z(Chzl _Chzaver)2

- gibt Information tiber die Intensitdtsverteilung innerhalb der
Kolokalisationsregion
- Wertebereich: -1 bis +1

- -1, +1: alle Pixel in dem Scatterdiagramm befinden sich auf einer Geraden

0: die Pixel im Scatterdiagramm bilden eine Wolke

3.1.8. BrdU Zellproliferations-Assay

Auf Deckgldsern gewachsene Zellen wurden 30 Minuten lang in 3 ml
Kulturmedium kultiviert, dem Bromodeoxyuridin (BrdU) in einer Konzentration

von 30 pug/ml zugesetzt worden war.

Die BrdU markierten Zellen wurden 20 Minuten in -20 °C kaltem Aceton fixiert.
Anschliefend wurden die Zellen 10 Minuten mit 4N HCI in PBS inkubiert,
wodurch die DNS denaturierte. Das nun fiir Antikorper zugdngliche BrdU konnte

durch Immunfluoreszenzmarkierung nachgewiesen werden.

Mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning Mikroskops wurden Ubersichts-
aufnahmen BrdU-positiver Zellen dokumentiert. Die Aufnahmen wurden
anschlieBend mit der Software Image]J analysiert und der prozentualer Anteil

proliferierender Zellen bestimmt.

3.1.9. Durchfluflcytometrie (FACS-Analyse)
Die Durchfluficytometrie wurde benutzt, um quantitative Aussagen iiber den

DNS-Gehalt der Zellen innerhalb einer Population zu machen und daraus die

prozentualen Anteile der distinkten Zellzyklusphasen zu bestimmen.

Hierfiir wurden ca. 5x10° Zellen trypsiniert, in 1 ml 10 % DMSO, 1 % BSA in
eiskaltem PBS aufgenommen und abzentrifugiert (10 min bei 2000 Upm, kalt).
Anschliefend wurde der Uberstand abgesaugt und die Pellets bei -80 °C gelagert.
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Fiir die Farbung der DNS wurden die Proben aufgetaut und je 1 ml Farbe-Puffer
(Tate et al., 1983) dazugegeben. Anschlieflend wurden die Proben gevortext,
30 min bei 37 °C inkubiert und in einem Coulter Epics XL-MCL-Gerit analysiert.

Die Rohdaten vom Epics XL (Beckmann-Coulter) wurden mit der Software
WinMDI 2.8 (]J. Trotter) in Single-Parameter Histogramme umgewandelt und als
FCS-Dateien gespeichert. Die quantitative Zellzyklusanalyse erfolgte anschlielend
mit dem Programm Cylchred 1.0.2 (Universitat Cardiff).

Hypotonischer Fiirbe-Puffer:

4 mM Natriumcitrat
30 U/ml RNase
0,1 % Triton X-100 (bzw. 0,6% NP40)

50 g/ml Propidiumiodid

3.2. Nukleinsdure-analytische Methoden

3.2.1. Gewinnung transformationskompetenter Bakterien

Zur Gewinnung kompetenter Bakterien wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml
Ubernachtkultur des DH5a E.coli-Stammes angeimpft und bei 37 °C bis zu einer
OD.,, von 0,6 als Schiittelkultur (180 Upm) angezogen. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (3000 Upm, 10 min, SS34-Rotor, Sorvall), das Pellet in 30 ml TfB I
resuspendiert und 30 bis 60 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen
erneut sedimentiert (s.0.) und in 5 ml TfB II resuspendiert. Nach einer Inkubation
von 15 min bei 37 °C erfolgte eine Aufteilung der Zellen in 150 pl Aliquote, die
sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren wurden. Zur weiteren Aufbewahrung

wurden die Zellen bei -70 °C gelagert.
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IfBI: I8 11

100 mM RbCl 10 mM MOPS

50 mM MnCl, 10 mM RbCl

10 mM CaCl, 75 mM CaCl,

30 mM KAc 15% (w/v) Glyzerin

15% (w/v) Glyzerin pH 7,0 eingestellt mit NaOH

pH 5,8 eingestellt mit 0,2 M HAc

3.2.2. Transformation kompetenter Bakterien

Die bei -70 °C gelagerten kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Danach
wurden zu 150 ul kompetenten Zellen mit TCM-Puffer auf 30 bis 40 pl verdiinnte
100 ng Plasmid-DNS gegeben und vorsichtig gemischt. Wahrend einer 45-
mintitigen Inkubationzeit auf Eis adsorbierte die DNS an die Bakterien. Im
Anschlufl daran wurden die Zellen fiir 60 Sekunden bei 42 °C inkubiert. Dieser
Hitzeschock sollte der Plasmid-DNS das Eindringen in die Zellen erleichtern. Den
Zellen wurde 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika zugefiigt und der Ansatz eine Std.
bei 37 °C inkubiert. In dieser Zeit pragten die transformierten Bakterien die
plasmidcodierte Antibiotikaresistenz aus, die ihnen ein Wachstum auf Antibiotika-
Nidhrboden ermoglichte. AnschlieBend wurden 150 ul der Zellen mit einem
sterilen Drygalski-Spatel auf einer LBA-Platte ausgestrichen. Nach einer
Inkubationszeit von rund 18 Std. bei 37 °C wurden einzelne Kolonien, die jeweils
einen Klon darstellen, mit einem sterilen Zahnstocher entnommen und in neues

Medium tiberfiihrt.

3.2.3. Pridparation von Plasmid-DNS aus E.coli-Zellen

Fiir die Maxiprédparation der Plasmid-DNS wurden zunichst 3 ml LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum in einem Glasrohrchen mit einer einzelnen
Bakterienkolonie inokuliert und ca. 6 h bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt. Von
dieser Startkultur wurden ca. 50 pl fiir das Animpfen einer 200 ml Kultur
verwendet, welche anschlieflend tiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert
wurde. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (Sorvall Methoden 58 RC-5B-
Zentrifuge, GSA-Rotor, 5000 rpm, 10 min, 4 °C), und die Plasmid-DNS mit Hilfe
eines NUCLEOBOND® AX Kits (Macherey-Nagel) gemifd den Angaben des

Herstellers prépariert. Abschlielend wurde sie mit 70 %igem Ethanol gewaschen



Methoden 41

und nach kurzem Trocknen in TE-Puffer aufgenommen.

3.2.4. Transiente Transfektion

Zur transienten Expression von Nestin bzw. GFP wurden RAT1 Zellen mit den
Plasmiden pNH64 resp. pGFP mit Hilfe des Nucleofector (Amaxa, Koln)
transfiziert. Dabei wurden das Nucleofector Kit V und das Programm U-30 gemif3
den Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wurden fiir die Transfektion von

ca. 1x10° Zellen 5pg Plasmid DNA eingesetzt.
3.3. Proteinanalytische Methoden

3.3.1. Zelllyse

Fiir die Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die Zellen einer subkonfluent
bewachsenen Gewebekulturschale vom Medium befreit und zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie von den Kulturschalen abgeschabt, in

200 pl SDS-Probenputffer aufgenommen und durch Ultraschall homogenisiert.

3.3.2. Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts in den Lysaten erfolgte nach der Methode von
Lowry (Lowry et al., 1951; Smith et al., 1985) mit dem BCA Protein Assay. Hierftr
wurden 5 pl der Lysate 1:10 mit H,O verdiinnt, mit 1 ml der frisch hergestellten
BCA-Arbeitslosung gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das BCA-
Reagenz bildet in Anwesenheit von Protein einen violetten Farbkomplex, dessen
Intensitdt proportional zum Proteingehalt der Probe ist. Die Intensitdt wurde
anhand der Extinktion bei 562 nm im Photometer bestimmt. Als Referenz diente
eine Eichreihe von Rinderserum-Albumin in Konzentrationen von

100 pg/ml bis 1 mg/ml. Die Gesamtzelllysate wurden mit doppelt konzentriertem

SDS-Probenpuffer auf eine Proteinkonzentration von 1 ug/pl eingestellt und mit

Bromphenolblau und B-Mercaptoethanol komplettiert.

BCA-Arbeitslosung: 2 %ige Losung B in Losung A

BCA Losung A: BCA und Natriumtatrat in basischem Carbonatpuffer
(Pierce, Rockford, USA)

BCA Losung B: 4% CuSO4 (Pierce, Rockford, USA)
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3.3.3. Immunprizipitation

100 pg natives Protein wurden mit IP-Lysispuffer auf 300 ul aufgefiillt. Das
verdiinnte Lysat wurde mit 100 ul einer 10 %igen Protein G-Sepharose Suspension
(PGS) und mit den Prézipitationsantikdrpern gemischt. Die Proben wurden zwei
Stunden bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Das an Sepharose gekoppelte Protein G
bindet spezifisch an den Fc-Teil der Antikorper, so dafl diese mit dem gebundenen
Antigen angereichert werden konnten. Als Prazipitationskontrolle diente entweder
ein monoklonaler Maus-Antikorper gegen Himagglutinin oder ein polyklonales
Serum gegen SV40 T-Antigen, das keine Proteine aus den Lysaten prézipitieren
sollte. Die beladene PGS wurde fiinfmal mit 1 ml kaltem IP-Lysispuffer gewaschen,
indem die Sepharose durch kurzes Anzentrifugieren sedimentiert und der
Uberstand verworfen wurde. Es folgten zwei Waschschritte mit IP-Lysispuffer ohne
NP40, um die Probe von dem Detergenz zu befreien. Nach dem Waschen wurde
die mit Antikorper und Antigen beladene PGS in 50 pl doppelt konzentriertem
SDS-Probenpuffer aufgekocht und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde unter
denaturierenden Bedingungen in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch

aufgetrennt und die prazipitierten Proteine im Westernblot analysiert.

3.3.4. SDS-PAGE

10 pl der in SDS-Puffer aufgenommenen Proben wurden unter denaturierenden
Bedingungen in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Laemmli, 1970). Die Acrylamidkonzentration des Trenngels richtete sich nach der
Grof3e der analysierten Proteine und lag zwischen 8 und 15 %. Der Gellauf erfolgte
bei konstanter Stromstirke von 20 mA, bis die Bromphenolblau-Bande das Ende
des Gels erreicht hatte. Neben den Proben wurden 10 pl des Proteinmarkers B7

aufgetragen, um die Grof8en der Proteine abzuschitzen.

Trenngel:

375 mM Tris / HCI (pH 8,8)

8-15 % Acrylamid-Stammldsung
0,1 % SDS

0,05 % TEMED

0,075 % Ammoniumpersulfat
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Sammelgel:

125 mM Tris / HCI (pH 6,8)

4 % Acrylamid-Stammlosung
0,1 % SDS

0,2 % TEMED

0,1 % Ammoniumpersulfat

Acrylamid-Stammlésung:

30 % Acrylamid / Bisacrylamid im Verhiltnis 37,5:1 (National Diagnostics,
Atlanta, USA)

Laufpuffer:

25 mM Tris/base
200 mM Glycin
1% SDS

3.3.5. Western Blot und Immundetektion

Nach dem Gellauf wurden die Proteine aus dem Gel elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran tibertragen. Das Gel und die Membran wurden hierfiir
zwischen je drei Lagen in Transfer Puffer getranktem Whatman 3MM Papier
eingespannt. Der Transfer erfolgte fiir 60 Minuten bei 60 V in einer mit Transfer

Puffer gefiillten Naf3blot Apparatur.

Eine anschlieflende Farbung der transferierten Proteine mit 500 pul Amidoschwarz-
Firbelosung in etwa 200 ml H,O erméglichte es, den Erfolg der Ubertragung zu

kontrollieren. Die Membran wurde bei Raumtemperatur getrocknet.

Vor der Immundetektion bestimmter Proteine auf der Membran (Burnette, 1981)
wurde diese dreimal fiir zehn Minuten in TBST-Puffer geschwenkt, um das
Amidoschwarz auszuwaschen. Um unspezifische Bindungsstellen der Membran
abzusittigen, wurde diese anschlief3end fiir 30 Minuten in TBST-Puffer mit

5 %iger Magermilch inkubiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit
monoklonalen bzw. affinitdtsgereinigten polyklonalen Antikérpern. Fiir die
Markierung wurden die Antikorper in 10 ml TBST-Puffer verdiinnt und die
Membran in den Antikorperlosungen geschwenkt. Die primdren Antikorper
wurden mit 5 %iger Magermilch tiber Nacht, die Peroxidase-gekoppelten

Sekunddrantikorper fiir 60 Minuten mit der Membran inkubiert. Nach jedem
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Markierungsschritt wurde die Membran dreimal fiir 10 Minuten in 20 ml

TBS/Tween gewaschen.

3.3.6. ECL-Reaktion

Die Detektion der Antikorperkomplexe erfolgte durch eine enzymatische Reaktion
der Peroxidase, bei der Chemolumineszenz freigesetzt wird. Die Membran wurde
eine Minute lang in frischem ECL-Reagenz inkubiert, kurz abgetropft und
zwischen zwei Folien gegen einen Rontgenfilm exponiert. Die Expositionszeiten

lagen je nach Intensitdt der Chemolumineszenz zwischen einer und fiinf Minuten.

ECL-Reagenz: 50 % Losung A; 50 % Losung B

ECL Losung A: ECL Losung B:
100 mM Tris/HCI (pH 8,5) 100 mM Tris/HCI (pH 8,5)
2,5 mM Luminol 10 mM H,0O,

400 uM p-Coumarsdure
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4. ERGEBNISSE

4.1. Die cytoplasmatische Verankerung von tsp53™"'* an Vimentin
erfolgt iiber den Glucocorticoidrezeptor

Um eine mogliche Interaktion der drei Komponenten p53, Glucocorticoid-
rezeptor und Zytoskelett aufzuzeigen, wurden zwei experimentelle Ziele verfolgt:
zum einen sollten Aussagen tiber die strukturelle Wechselwirkung der
verschiedenen Komponenten in situ erhalten werden, zum anderen sollte die
strukturelle Zusammensetzung isolierter Komplexe analysiert, und ihre

interagierende Doménen bestimmt werden.

4.1.1. p53 kolokalisiert mit dem Glucocorticoidrezeptor am Cytoskelett

Untersuchungen zur strukturellen Interaktion von p53 und Glucocorticoid-
rezeptor wurden an p53™"* transfizierten (C6D8-1) Zellen durchgefiihrt. Die
Zellen wurden dazu bei nicht-permissiver Temperatur kultiviert, einer Bedingung,

unter welcher p53™"*

im Cytoplasma sequestriert wird. Um die Beziehung zu
Cytoskelettstrukturen in situ aufzuzeigen, wurden die adhirenten Zellen mit
Triton X-100 unter physiologischen Salzkonzentrationen lysiert (Hartwig, 1992;
Bohn et al., 1993). Unter diesen Bedingungen werden die 16slichen
cytoplasmatischen Bestandteile sowie Lipide herausgelost, wihrend die in
Filamenten organisierten Cytoskelettproteine Tubulin, Aktin und Intermediar-
filamentproteine, in ihrer strukturellen Organisation erhalten bleiben. In C6D8-1
Zellen wurde bisher als einziges cytoplasmatisches Intermedidrfilamentprotein

Vimentin nachgewiesen (Roser et al., 1991).

Nach der Lyse wurden die erhaltenen Zytoskelette mit dem monoklonalen
Antikorper PAb240 gegen p53 und einem affinitéitsgereinigten Kaninchenserum
(M20) gegen den Glucocorticoidrezeptor fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie
markiert und im konfokalen Mikroskop analysiert (Abb. 6). Zur Lokalisation der
Zellkerne wurde die DNA mit dem Interkalatorfarbstoff DRAQ5 angefirbt.
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Abbildung 6:

p53 und der Glucocorticoidrezeptor kolokalisieren an Cytoskelettstrukturen.
(A) Ubersichtsaufnahme einer Immunfluoreszenzmarkierung von p53 (rot),
GR (grun); DNA (blau). (B) zeigt einen vergrofRerten Ausschnitt von (A). In
(C) und (D) sind jeweils p53 (rot) und GR (griin) einzeln dargestellt. Zur
besseren Visualisierung wurde in (B), (C) und (D) der Intensitatswert O
(absolutes Schwarz) gegen 50 % grau getauscht.

Wie die Ubersichtsaufnahme (Abb. 6 A) zeigt, tiberlagern sich die Signale der p53-
(rot) und der GR-Firbung (griin) und lassen eine Kolokalisation beider Proteine
vermuten. Um diese Kolokalisation abzusichern, wurden die Rohdaten mit dem
Kolokalisationsmodul der Zeiss-LSM Software einer statistischen Analyse
unterzogen (Abb. 7, Tab. 2). Fiir die Auswertung wurde eine Region im Bereich des

Cytoplasmas gewdhlt, die nicht durch residuale Kernstrukturen tiberlagert wird.
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Abbildung 7:
Streuungsdiagramm der Signalintensitaten des Glucocorticoidrezeptors
(Ch2-T1) und p53 (Ch3-T2) zu Abb. 6

Tabelle 2: statistische Auswertung der Signale zu Abb. 6

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,426
Kolokalisationskoeffizient des p53-Kanals (Ch3-T2) 0,435
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,560
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des p53-Kanals (Ch3-T2) 0,573
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,34

Die bei 50 % liegenden Kolokalisationskoeffizienten und der relativ hohe
Korrelationskoeffizient von 0,34 sprechen fiir eine partielle Kolokalisation beider

Proteine.

Val-135
% sondern auch der

Das Ergebnis machte deutlich, dass nicht nur p53
Glucocorticoidrezeptor in C6D8-1 Zellen am Cytoskelett gebunden ist, und dass

beide Proteine offensichtlich einem gemeinsamen Proteinkomplex angehoren.
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4.1.2. Die Verankerung des p53-Glucocorticoidrezeptor-Komplexes am

Cytoskelett erfordert die Anwesenheit von Vimentin

Val-135

In C6 Zellen ist die zytoplasmatische Lokalisation von p53™ ™ nur dann gegeben,
wenn das Intermedidrfilamentprotein Vimentin exprimiert wird (Klotzsche et al.,
1999; Klotzsche 2000). In vimentin-negativen C6 Zellen lokalisiert p53
tiberwiegend im Zellkern. Urspriinglich vimentin-negative, mit murinem
Vimentin retransfizierte Zellen zeigen wiederum eine cytoplasmatische
Lokalisation von p53""'* (Klotzsche, 2000).

Um zu tiberpriifen, ob auch die Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors in diesen
Zellen mit der Anwesenheit von Vimentin korreliert, wurden die 1353“‘1’135
transfizierten Zellen mit einem Kaninchenserum (M-20) gegen den
Glucocorticoidrezeptor und mit einem Ziegenserum gegen Vimentin fir die

Immunfluoreszenz doppelmarkiert und im konfokalen Mikroskop analysiert.

Abbildung 8:

Die subzellulare Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors (griin) in tsp53Y2-13°
transfizierten Subklonen der C6 Zelllinie wird durch die Anwesenheit von
Vimentin (rot) determiniert. In vimentin-negativen C6D10-5 Zellen (A und D)
ist der Glucocorticoidrezeptor im Kern lokalisiert, in vimentin-positiven
C6D8-1 (B und E) und mit murinem Vimentin retransfizierten VWT16

(C und F) uberwiegend cytoplasmatisch

Das Ergebnis (Abb. 8) zeigt, dass die Zellen, abhingig von der Anwesenheit von
Vimentin, deutliche Unterschiede in der subzelluldren Lokalisation des
Glucocorticoidrezeptors aufweisen: vimentin-negative Zellen (C6D10-5) zeigen

eine Kernlokalisation des Rezeptors (Abb.8A und D), vimentin-positive Zellen
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(C6D8-1) (Abb.8B und E) und die mit Vimentin retransfizierten Zellen (VWT16)
(Abb.8C und F) zeigen eine cytoplasmatische Lokalisation. Die subzellulire
Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors in C6 Subklonen folgt also exakt der von

Val-135

Vimentin und p53™ ™. Dieser Befund ldsst den Schluss zu, dass Vimentin auch fiir

den Glucocorticoidrezeptor als Ankerprotein fungieren kann.

4.1.3. p53, Glucocorticoidrezeptor, Hitzeschockproteine und Vimentin bilden

einen Proteinkomplex in vivo

Um zu tiberpriifen, ob der Glucocorticoidrezeptor, p53 und Vimentin einen
gemeinsamen Komplex bilden, wurde der Glucocorticoidrezeptor aus Zelllysaten
von C6D8-1 Zellen immunprizipitiert und die Immunkomplexe auf die
Koprizipitation von p53 und Vimentin hin untersucht. Wie Abb.9 deutlich macht,

konnten beide Proteine mit dem Glucocorticoidrezeptor koprizipitiert werden.

Der im Cytoplasma lokalisierte Glucorticoidrezeptor liegt normalerweise im
Komplex mit Chaperonen (Hsp70, Hsp90) vor, welche den Funktionsstatus des
Rezeptors definieren (Pratt et al., 1997). Es stellte sich deshalb die Frage, inwieweit

diese Proteine im p53-Glucocorticoidrezeptorkomplex enthalten sind.

NK

GR
Vim
p53

HSP90
HSP70

c9
A B A N
k 2?:

Abbildung 9:
Die cytoplasmatische Fraktion des Glucocorticoidrezeptors ist in C6D8-1 Zellen
mit Vimentin, p53 und Hitzeschockproteinen assoziiert.

Wie Abb. 9 zeigt, ergab die Uberpriifung der Inmunkomplexe, dass die
Hitzeschockproteine HSP70 und HSP90 koprizipitiert worden waren. Das

bedeutet, dass der mit Vimentin assoziierte p53-Ankerkomplex neben dem



Ergebnisse 50

Glucocorticoidrezeptor Komponenten des "reifen", aktivierbaren

Glucocorticoidrezeptor-Komplexes enthilt.

4.1.4. p53 und der Glucocorticoidrezeptor interagieren iiber die zentralen

Domainen

Mit Hilfe von GST-Konstrukten konnte in in vitro-Bindungsstudien gezeigt
werden, dass der Glucocorticoidrezeptor mit der zentralen Doméne und dem
NLS-Bereich von p53 interagiert (Sengupta und Wasylyk 2001). Um zu

. . o Val-13.
tiberpriifen, welche Dominen von p53™"”

an der Komplexbildung mit dem
Glucocorticoidrezeptor in C6D8-1 Zellen in vivo beteiligt sind, wurde p53 aus
Lysaten dieser Zellen mit Antikorpern prazipitiert, die unterschiedliche Epitope
des Proteins erkennen (Abb. 10A und B). Die verschiedenen Prizipitate wurden im
Westernblot auf die erfolgreiche Prazipitation von p53 und die Koprizipitation des
Rezeptors hin iiberpriift. Die Antikorper wurden so eingesetzt, dass sie im

Uberschuss vorlagen.

A 1 2 3 4 5 B 1 2 3 4 5
S —
P53 | m— CR—> -
— - —
Abbildung 10:

Immunprézipitation (IP) von p53Y3-13 aus einem Zelllysat von C6D8-1 Zellen

mit monoklonalen Antikdrpern gegen unterschiedliche Epitope von p53 und
Uberprifung des Immunkomplexes im Western Blot (A) auf p53 und (B) auf
den Glucocorticoidrezeptor

1. Zelllysat (positive Kontrolle)

. IP mit PAb240 (Epitop: mtp53, zentrale Domane)
. IP mit PAb248 (Epitop: p53-Aminoterminus)

. IP mit PAb421 (Epitop: p53-Carboxyterminus)

a A W N

. negative Kontrolle

Wie in Abb. 10 zu sehen ist, konnte p53 mit allen drei Antikorpern gefillt werden.
Die p53 Menge, die mit PAb240 prizipitiert wurde (Abb.10A, Spur2), war deutlich
niedriger als diejenige, die mit dem aminoterminalen Antikorper PAb248 (Abb.10,
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Spur 3) oder dem carboxyterminalen Antikérper PAb421 (Abb.10, Spur 4)
erhalten wurde. Das PAb240 Prizipitat enthielt auch deutlich weniger an
koprizipitiertem Glucocorticoidrezeptor (Abb. 10 B, Spur 2). Die Ergebnisse
lieen vermuten, dass der Glucocorticoidrezeptor an die zentrale Domine von p53
gebunden sein konnte und daher den Zugang des Antikorpers PAb240 zu diesem
Epitop blockierte. Diese Vermutung deckt sich mit den Daten aus in vitro-

Bindungsexperimenten mit p53-GST-Konstrukten (Sengupta et al., 2001).

A 1 2 3 4 5 B 1 2 3 4 5
-
e

Abbildung 11:

Immunprézipitation des Glucocorticoidrezeptors aus einem Zelllysat von
C6D8-1 Zellen mit Antikérpern gegen unterschiedliche GR-Epitope;
Uberprifung der Immunpréazipitate im Western Blot auf Prazipitation von
Rezeptor (A) und p53 (B).

1. Zelllysat (positive Kontrolle)

. IP mit H-300 (Epitop: GR, zentrale Doméane)
. IP mit P-20 (Epitop: GR-Carboxyterminus)

. IP mit M-20 (Epitop: GR-Aminoterminus)

a A~ W N

. Kontroll-IP mit monoklonalem Antikérper gegen ein virales Glykoprotein
Hamagglutinin des Masernvirus)

~

Alternativ zu dem obigen Ansatz wurde die Immunprizipitation mit Antikdrpern
durchgefiihrt, die unterschiedliche Epitope des Glucocorticoidrezeptors erkennen.
In allen Fillen konnte der Glucocorticoidrezeptor erfolgreich prazipitiert werden
(Abb. 11 A). In dem mit dem Antikorper H-300 erhaltenen Prazipitat konnte
allerdings nur sehr wenig koprazipitiertes p53 nachgewiesen werden (Abb. 11 B).
Die grofite Menge an koprizipitiertem p53 wurde mit dem Antikorper P20
erhalten, welcher gegen den Carboxyterminus des Glucocorticoidrezeptors
gerichtet ist. Das Immunprézipitat des M20 Antikorpers enthielt ebenso eine

signifikante, wenn auch deutlich geringere Menge an p53.
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Die Ergebnisse aus den Immunprizipitationsexperimenten legen die Vermutung
nahe, dass p53 und der Glucocorticoidrezeptor miteinander tiber ihre zentralen

Domainen interagieren.

4.1.5. Die Aktivierbarkeit des Glucocorticoidrezeptors wird durch den p53-Status

determiniert

Um ihre Funktion als Transaktivator austiben zu kdnnen, miissen sowohl p53 als
auch der Glucocorticoidrezeptor aus dem Zytoplasma in den Kern wandern. Da
p53 und der Glucocorticoidrezeptor im Cytoplasma als gemeinsamer Komplex
vorliegen und mit Vimentin assoziiert sind, stellte sich die Frage, ob dieser
Komplex bei der Aktivierung eines der beiden Proteine erhalten bleibt und beide
Proteine gemeinsam in den Zellkern wandern, oder ob die Kernwanderung eine
Spaltung des Komplexes voraussetzt.

Val-135

Die Kernwanderung von tsp53™ ~ kann durch Temperatur-Veranderungen

ausgelost werden. Bei der nicht-permissivenTemperatur von 39 °C ist tsp53™ ' in
den Vimentin-positiven C6D8-1 Zellen iiberwiegend im Cytoplasma lokalisiert.
Werden diese Zellen auf die permissive Temperatur von 32 °C gebracht, so
transloziert p53 nach ca. sechs Stunden fast vollstindig in den Zellkern (Klotsche,

2000).

Die Kernwanderung des Glucocorticoidrezeptors kann seinerseits durch
Hormonstimulation initiiert werden. Dexamethason (Abb. 12), ein synthetisches,
fluoriertes Glucocorticoid (Rompp, 1995), gilt als potenter Agonist des
Glucocorticoidrezeptors (Pratt, 1994).

Abbildung 12:

Strukturformel von Dexamethason (R6mpp, 1995)

Waurden vimentin-positive, mit tsp53""'* stabil transfizierte (C6D8-1) Zellen bei

nicht permissiver Temperatur von 39 °C tiber 60 Minuten mit 100 nM
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Dexamethason inkubiert, so blieben sowohl p53 (Abb. 13A) als auch der

Glucocorticoidrezeptor (Abb. 13B) weiterhin im Cytoplasma lokalisiert. In

Val-135

Kontrollzellen, den nicht mit tsp53™ ™ transfizierten Parentalzellen C6D8, war

dagegen eine komplette Verlagerung des Glucocorticoidrezeptors in den Kern zu
beobachten (Abb. 13 E). Das Ergebnis liefd den Schluss zu, dass der im Komplex

mit p53 vorliegende cytoplasmatische Glucocorticoidrezeptor nicht aktivierbar ist.
.
.

Abbildung 13:
Dexamethasonbehandlung von C6D8-1 und C6D8 Zellen bei nicht permissiver
Temperatur von 39 °C

Dreifachfarbung mit Antikérpern gegen p53 (A, D), GR (B, E) und Vimentin
(C, F). Mit tsp53¥@13° transfizierte Zellen (A-C) zeigen bei nicht-permissiver
Temperatur unter Dexamethasonzugabe keine Verlagerung des GR (B) in den
Kern. In p53-negativen Zellen (D-F) lokalisiert der GR nach der
Dexamethasonbehandlung im Kern (E).

In einem zweiten Experiment wurden die Zellen vor der Inkubation mit
Dexamethason fiir 6 Stunden auf die permissive Temperatur von 32 °C gebracht
(Abb. 14). Der Wechsel auf die permissive Temperatur fiihrte zu einer Verlagerung
von p53 in den Zellkern (Abb. 14A). Der Glucocorticoidrezeptor hingegen
lokalisierte weiterhin im Cytoplasma (Abb. 14B). Wurden die Zellen anschliefSend
mit Dexamethason inkubiert, so erfolgte nun auch eine Verlagerung des Rezeptors

in den Zellkern (Abb.14 E). In allen Fillen blieb das Vimentinfilamentgertist
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erhalten. Die Ergebnisse zeigen, dass die Verdnderung der p53 Konformation von
der Mutantenform zur Wildtypform ausreicht, um p53 aus dem Komplex mit dem
Rezeptor herauszulosen und eine Kernwanderung zu induzieren. Der
Glucocorticoidrezeptor bleibt dabei weiterhin am Zytoskelett gebunden. Durch
den Verlust von p53 aus dem Komplex ist der Rezeptor nun durch den Agonisten

aktivierbar und kann in den Zellkern wandern.

.
.
Abbildung 14:

Dexamethasonbehandlung von C6D8-1 Zellen bei permissiver Temperatur
(32 °C)

Dreifachfarbung mit Antikdrpern gegen p53 (A, D), GR (B, C) und Vimentin
(C, F). Nach 6 Stunden Inkubation bei 32 °C, in Abwesenheit von
Dexamethason, lokalisiert tsp35'#"* vollstandig im Zellkern (A, D) (vergl.
mit Abb.13A); der Glucocorticoidrezeptor verbleibt im Zytoplasma (B). Nach
anschlieRender Zugabe von Dexamethason wandert auch der
Glucocorticoidrezeptor in den Zellkern (E). Die Lage von Vimentin bleibt
unverandert (C, F).
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4.2. Die cytoplasmatische Verankerung des Glucocorticoidrezeptors
an Vimentinfilamenten ist ein p53-unabhingiges Phinomen

Die Ergebnisse der Experimente aus 1.1.4 und 1.1.5. zeigen, dass p53 vermutlich
tiber seine zentrale Doméne an den Glucocorticoidrezeptor bindet, welcher

Val-135 .
von diesem

seinerseits am Cytoskelett verankert ist. Lost man das tsp53
Komplex durch Wechsel auf die permissive Temperatur ab, so bleibt der
Glucocorticoidrezeptor weiterhin am Cytoskelett gebunden. Somit war zu
vermuten, dass der Glucocorticoidrezeptor im Zusammenspiel mit zusdtzlichen
Proteinen als Mittler der Verankerung zwischen p53 und Vimentin fungiert.
p53""* induziert also nicht die cytoskeletale Verankerung des Rezeptors, es nutzt
diesen bereits bestehenden Komplex fiir die cytoplasmatische Lokalisation.

Zur genaueren Charakterisierung des Glucocorticoidrezeptor-Komplexes am
Val-135

transfizierten Parentalzellen C6DS,

C6D10 und VIimWT3B4 herangezogen (Roser et al., 1991; Etzrod, 1996).

Cytoskelett wurden die nicht mit tsp53

4.2.1. Die cytoplasmatische Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors in C6 Zellen

ist von der Anwesenheit von Vimentin abhingig

Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation
des Glucocorticoidrezeptors an aceton-fixierten Zellen zeigten eine
cytoplasmatische Lokalisation des Rezeptors in den vimentin-haltigen C6D8
Zellen (Abb. 15A), eine iiberwiegende Kernlokalisation in den vimentin-negativen
C6D10-Zellen (Abb. 15B) und wiederum eine cytoplasmatische Lokalisation in
den mit Vimentin retransfizierten VimWT3B4 Zellen (Abb. 15C).
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Abbildung 15:
Weitfeld-Fluoreszenzaufnahmen GR-markierter C6 Zellen

(A): Vimentin-positive C6D8 Zellen; (B): Vimentin-negative C6D10 Zellen;
(C): VImWT3B4, mit murinem Vimentin stabil transfizierte C6D10 Zellen.

Val-135

Auch die Parentalzellen der tsp53™ “-transfizierten Linien zeigen somit eine
vimentin-abhdngige subzelluldre Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors.
Demzufolge ist die vimentin-abhidngige cytoplasmatische Lokalisation des

Glucocorticoidrezeptors ein Ereignis, welches von p53 unabhingig ist.

4.2.2. Der Glucocorticoidrezeptor bindet an Vimentinfilamente

Bei der Untersuchung der p53-Glucocorticoidrezeptor-Interaktionen konnte
gezeigt werden, dass nach Lysis der vimentin-positiven Zellen mit Triton X-100 in
der verbleibenden Cytoskelettfraktion neben p53 ein grof3er Anteil des
Glucocorticoidrezeptors gebunden bleibt (vgl. 4.1.1). Um zu tiberpriifen, ob dieses
Phinomen auch in p53-negativen Zellen auftritt, wurden C6D8 Zellen mit Triton
X-100 extrahiert, mit Paraformaldehyd fixiert und anschlief}end mit Ziegenserum
gegen Vimentin und dem Kaninchenantiserum M-20 gegen den Glucocorticoid-
rezeptor doppelmarkiert. Die immunfluoreszenzmikroskopische Analyse zeigte

eine deutliche Kolokalisation beider Proteine (Abb. 16).
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Abbildung 16:

Der Glucocorticoidrezeptor kolokalisiert mit Vimentin an Cytoskeletten von
C6D8 Zellen. Konfokale Aufnahme von (A): Vimentin; (B):
Glucocorticoidrezeptor; (C): Uberlagerung. Zur besseren Visualisierung wurde
der Wert aller Signale unter dem Schwellenwert auf 50 % grau gesetzt.

Um die visuell eindeutig erkennbare Kolokalisation von Vimentin und
Glucocorticoidrezeptor zu verifizieren, wurde eine statistische Analyse der
Rohdaten mit Hilfe des Kolokalisationsmoduls der Zeiss-LSM Software
durchgefiihrt (Abb. 17; Tab. 3)
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Abbildung 17:
Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von Vimentin (Ch2-T1) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch3-T2) zu Abb. 16

Tabelle 3: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 16

Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch2-T1) 0,656
Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch3-T2) 0,543
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch2-T1) 0,841
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch3-T2) 0,693
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,57

Die Kolokalisationskoeffizienten und der Korrelationskoeffizient zeigen, dass beide
Proteine zu 50 bis 80 % kolokalisieren.

Westernblots von SDS-Lysaten dieser Zellen (Abb.18) machten deutlich, dass
Vimentin-positive Zellen (C6D8 und C6D8-1) im Gesamtzelllysat deutlich hohere
Mengen an GR enthalten als Vimentin-negative Zellen (C6D10 und C6D10-5).
Dieser Unterschied blieb auch nach Lyse der Zellen mit Triton X-100 erhalten und
zeigte damit, dass er auf die unterschiedliche Menge cytoskelettgebundenen
Rezeptors zuriickzufiithren ist. Die Glucocorticoidrezeptor-Menge der vimentin-

negativen Zellen stellt, wie Immunfluoreszenzmarkierungen zeigen (1.1.2 und
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1.2.1), die kerngebundene Fraktion dar. Daraus kann geschlossen werden, dass die
Verankerung an Vimentin nicht nur die subzelluldre Lokalisation des
Glucocorticoidrezeptors bestimmt, sondern auch Einfluss auf die GR-

Proteinmenge in der Zelle hat.

D8 8-1 D10 10-5

Gesamt- — —
Zelllysat -_— -

Cytoskelett-

Fraktion D —— e

Abbildung 18:
Nachweis des Glucocorticoidrezeptors im Western Blot von Gesamt-Zelllysaten
bzw. der cytoskeletalen Fraktion (extrahiert).

4.2.3. Aktin ist an der Verankerung des Glucocorticoidrezeptors nicht beteiligt

Die Hauptkomponenten des Cytoskeletts: Mikrofilamente, Intermediérfilamente
und Mikrotubuli sind sehr eng miteinander verkniipft (Bohn et al. 1996;
Herrmann und Aebi, 2000). Um eine Interaktion zwischen dem
Glucocorticoidrezeptor und Mikrofilamenten auszuschlieflen, wurden
Immunfluoreszenzmarkierungen von Vimentin und dem Glucocorticoidrezeptor
in Kombination mit einer Markierung des Aktins durchgefiihrt. Hierzu wurden
C6D8 Zellen in situ lysiert und mit 1 % Paraformaldehyd fixiert. Anschlieflend
wurden die Priparate mit polyklonalem Ziegenserum gegen Vimentin,
polyklonalem Kaninchenantiserum gegen den Glucocorticoidrezeptor und mit
Phalloidin-TRITC, zum Nachweis des Aktins markiert. (Abb. 19).
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Abbildung 19:

Die subzellulédre Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors zeigt keine
Ubereinstimmung mit der der Aktinfilamente

Konfokaler Schnitt extrahierter C6D8 Zellen nach Dreifachfarbung mit
Antikérpern gegen Aktin (A), Glucocorticoidrezeptor (B) und Vimentin (C).
(D): Uberlagerung von Aktin und GR; (E): Uberlagerung von Vimentin und
GR. Der Intensitatswert O fur das absolute Schwarz wurde auf 50 % grau
gesetzt.

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Laser-Raster-Mikroskops
zeigen deutlich die unterschiedliche Organisation der Netzwerke von Aktin

(Abb. 19A) und Vimentin (Abb. 19C). In der Uberlagerung der Netzwerke mit der
Glucocorticoidrezeptor-Firbung wird eine Ubereinstimmung in der Lokalisation
zwischen GR und Vimentin deutlich (Abb. 19E) wiahrend praktisch keine
Kolokalisation von Aktin und GR (Abb. 19D) erkennbar ist. Dieses Ergebnis wurde
wiederum statistisch verifiziert. Das breit gestreute Scatter-Diagramm der Aktin-
GR-Uberlagerung und die sehr niedrigen Kolokalisationskoeffizienten bzw. der
Pearson-Korrelationskoeffizient (Abb. 20, Tab. 4) stehen in deutlichem Kontrast zu
den hohen Korrelationswerten aus der Vimentin-GR Uberlagerung (Abb. 21,

Tab 5).
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Abbildung 20:
Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von GR (Ch2-T1) und Aktin (Ch3-
T2) zu Abb. 19D

Tabelle 4: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 19D

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,041
Kolokalisationskoeffizient des Aktin-Kanals (Ch3-T2) 0,048
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,100
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Aktin-Kanals (Ch3-T2) 0,188
Pearson’s Korrelationskoeffizient -0,08
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Abbildung 21:

Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von GR (Ch2-T1) und Vimentin

(ChS1-T3) zu Abb. 19E

Tabelle 5: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 19E

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,642
Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (ChS1-T3) 0,582
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,812
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (ChS1-T3) 0,748
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,36
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4.2.3.1. Depolymerisation des Aktingeriistes mit Cytochalasin B

Um zu untermauern, dass Aktin an der cytoplasmatischen Verankerung des GR
nicht beteiligt ist, wurden die C6D8 Zellen mit Cytochalasin B behandelt.
Cytochalasin B (Abb. 22) ist ein giftiges Stoffwechselprodukt einiger
Schimmelpilze, wie z.B. Helminthosporium dematioideum, welches die
Polymerisation des Aktins unterbindet (Rémpp, 1995). Dies kann auf zwei Wegen
geschehen. Einerseits bindet Cytochalasin mit hoher Affinitit an das Plus-Ende
von Aktinfilamenten und unterbindet somit die Assoziation bzw. die Dissoziation
von Aktin-Untereinheiten. Andererseits fiihrt die Bindung mit geringer Affinitat
an Aktin-Monomere zu deren Dimerisierung bei gleichzeitigen Hydrolyse eines
ATP’s. Auf diesem Weg katalysiert Cytochalasin die Umwandlung von ATP-Aktin
zu ADP-Aktin (Pollard, 2002).

R'= OH,R?= H: Cytochalasin B
R, R2= O: Cytochalasin A

Abbildung 22:
Strukturformel von Cytochalasin (Rompp, 1995)

Nach einer zehnminiitigen Inkubation mit Cytochalasin B wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd fixiert, mit Triton X-100 permeabilisiert und mit Antikérpern
gegen Vimentin, GR und Aktin einer Dreifachmarkierung unterzogen. Die
markierten Zellen wurden im konfokalen Mikroskop untersucht. Die visuelle
Beurteilung wurde mit Hilfe der statistischen Auswertung der Rohdaten mittels

Zeiss-Kolokalisationssoftware verifiziert.
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Abbildung 23:

Der Glucocorticoidrezeptor bleibt nach einer Cytochalasinbehandlung mit dem
Vimentin-Geruist assoziiert. (A): Aktinaggregate nach Inkubation mit
Cytochalasin; die Kolokalisation des Glucocorticoidrezeptors (B) mit Vimentin
(C) bleibt erhalten; (D): Uberlagerung von Aktin und GR; (E): Uberlagerung
von GR und Vimentin

Wie die Abb. 23 zeigt, fiihrte die Behandlung der Zellen mit Cytochalasin B zu
einer Depolymerisation des Aktin-Geriists. Das fluoreszenzmarkierte Protein war
in Aggregaten gleichmiflig innerhalb des Cytoplasmas verteilt. Dabei konnte
weder visuell noch statistisch eine signifikante Uberlagerung von Aktin und dem
Glucocorticoidrezeptor nachgewiesen werden (Abb. 24 u. Tab. 6). Der hohe
Kolokalisationsgrad der GR-Vimentin Uberlagerung wurde durch die
Cytochalasinbehandlung nicht gestort (Abb. 35 u. Tab. 7).
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Abbildung 24:

Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von Aktin (Ch3-T2) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T1) in Cytochalasin behandelten C6D8 Zellen (zu

Abb. 23D).

Tabelle 6: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 23D

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,264
Kolokalisationskoeffizient des Aktin-Kanals (Ch3-T2) 0,292
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,540
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Aktin-Kanals (Ch3-T2) 0,580
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,02
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Abbildung 25:
Streuungsdiagramm der Signalintensitdten von Vimentin (ChS1-T3) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T1) in Abb. 23E

Tabelle 7: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 28E

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,692
Kolokalisationskoeffizient des Aktin-Kanals (Ch3-T2) 0,657
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,848
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Aktin-Kanals (Ch3-T2) 0,806
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,53

4.2.4. Tubulin ist an der Verankerung des Glucocorticoidrezeptors nicht beteiligt

Das Cytoskelett enthilt neben den Intermedidr- und Mikrofilamenten die
Mikrotubuli als dritte Hauptkomponente. Von einigen Autoren wird eine
Assoziation des Glucocorticoidrezeptors mit den Mikrotubuli diskutiert (Akner et
al., 1995; Pratt, 1989). Die Bindung des Rezeptors soll hierbei tiber Dynein an die
Mikrotubuli erfolgen (Giannakakou et al., 2000; Galigniana et al., 2004).
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Um zu tiberpriifen, welche Rolle Tubulin bei der Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett spielt, wurden mit Triton X-100
extrahierte C6D8 Zellen mit dem monoklonalen Antikorper Abl gegen Tubulin,
dem polyklonalen Kaninchenserum M-20 gegen den GR und einem polyklonalen
Ziegenserum gegen Vimentin fiir die immunfluorezenzmikroskopische Analyse

dreifach markiert und im konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 26).

Abbildung 26:

Die Kolokalisation des Glucocorticoidrezeptors mit Vimentin ist eindeutiger, als
die Kolokalisation mit Tubulin. Dreifachmarkierung extrahierter C6D8 Zellen
mit Antikérpern gegen Tubulin (A), GR (B) und Vimentin (C). Die
Uberlagerung von Tubulin und GR ist in (D), die von GR und Vimentin in (E)
dargestellt. Der Hintergrund wurde bei allen Bildern auf 50 % grau gesetzt

Die Einzeldarstellung der Filamentsysteme verdeutlicht den unterschiedlichen
Verlauf der Mikrotubuli (Abb. 26A) und der Vimentinfilamente (Abb. 26C). Zum
Teil wird ein gleichartiger Verlauf erkennbar, der die enge Assoziation dieser
Filamentsysteme widerspiegelt (Bohn et al. 1996; Herrmann und Aebi, 2000). Die
Verteilung des markierten Glucocorticoidrezeptors (Abb. 26B) im Cytoplasma
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dhnelt eher dem Fiarbungsmuster des Vimentins. Die Uberlagerung der Bilder
macht diesen Unterschied deutlicher. Hier zeigt sich, dass die Verteilung des
Glucocorticoidrezeptors der des Vimentins folgt und weniger dem Mikrotubuli-
Muster dhnelt (Abb. 26D und E). Diese visuelle Beurteilung wird durch die
statistische Auswertung der Rohdaten bestitigt.
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Abbildung 27:
Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von Tubulin (ChS1-T3) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T3) zu Abb. 26D

In dem Streuungsdiagramm fiir die Tubulin-Glucocorticoidrezeptor
Signalkorrelation (Abb. 27) ist eine breite Verteilung der Signale tiber eine grofie
Flache zu erkennen. Nur ein geringer Teil der Gesamtpixel befindet sich im Bereich

der kolokalisierenden Signale 3.

Tabelle 8: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 26D

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T3) 0,153
Kolokalisationskoeffizient des Tub-Kanals (ChS1-T3) 0,126
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T3) 0,336
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Tub-Kanals (ChS1-T3) 0,246
Pearson’s Korrelationskoeffizient -0,10
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Die niedrigen Werte der gewichteten und nicht gewichteten
Kolokalisationskoeffizienten unterstiitzen den visuellen Eindruck einer geringen
Kolokalisation zwischen Tubulin und Glucocorticoidrezeptor. Der sehr geringe
Korrelationskoeffizient entspricht der breit geficherten Verteilung der Werte im
Scatterdiagramm (Abb. 27).
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Abbildung 28:
Streuungsdiagramm der Signalintensitdten von Vimentin (Ch3-T3) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T3) zu Abb. 26E

Tabelle 9: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 26E

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T3) 0,506
Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T3) 0,640
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T3) 0,597
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T3) 0,737
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,65

Im Unterschied dazu zeigt das Streuungsdiagramm der Signalintensititen von GR
und Vimentin (Abb. 28) eine Verteilung der Signalwolke entlang einer Linie.

Entsprechend hoch ist der Pearson’s Korrelationskoeffizient. Die hohen, um 50 bis
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70 % liegenden Kolokalisationskoeffizienten sprechen fiir einen hohen Grad der

Kolokalisation zwischen GR und Vimentin.

4.2.4.1. Depolymerisation des Mikrotubuli-Netzwerkes mit Nocodazol

Durch die Behandlung der Zellen mit Nocodazol sollten die Befunde des
Abschnittes 1.2.4.0 unterstiitzt werden. Nocodazol (Abb. 29) ist ein als
Cytostatikum einsetzbares synthetisches Zellgift, dessen Wirkung auf der
Depolymerisation von Mikrotubuli beruht (Rompp, 1995). Dabei bindet
Nocodazol an Tubulindimere und verhindert somit den Zusammentritt der
Untereinheiten am Mikrotubuli-Ende (Pollard, 2002).

H
7 N
N/>— NH—COOCH,

—

O

Abbildung 29:
Strukturformel von Nocodazol (R6mpp, 1995)

Fiir den Versuch wurden proliferierende C6D8 Zellen fiir 30 Minuten mit 10 pg/ml
Nocodazol behandelt. Anschlieend wurden die Zellen mit Paraformaldehyd
fixiert, mit Triton permeabilisiert und mit Antikorpern gegen den
Glucocorticoidrezeptor, Vimentin und Tubulin analog zu 1.2.4.0 dreifach markiert.
Die markierten Proben wurden im konfokalen Mikroskop analysiert. Ergebnisse

dieser Untersuchung sind in Abb. 30 dargestellt.
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Abbildung 30:

In Nocodazol-behandelten C6D8 Zellen ist eine deutlichere Kolokalisation
zwischen dem Glucocorticoidrezeptor und Vimentin als zwischen GR und
Tubulin feststellbar. (A) depolymerisiertes Tubulin; (B): Glucocorticoid-
rezeptor; (C): Vimentin; (D): Uberlagerung von A und B; (E): Uberlagerung
von B und C. Bei D und E wurden Signale unterhalb des Schwellenwertes auf
50 % grau gesetzt.

Die Nocodazolbehandlung fithrte zur vollstindigen Depolymerisation des
Mikrotubuli-Netzwerkes (Abb. 30A, vgl. mit Abb. 26A). Sie bedingte auSerdem
eine partielle Umstrukturierung des Vimentingertistes (Abb. 30C). Das Tubulin lag
nach der Behandlung mit Nocodazol in cytoplasmatischen Aggregaten vor, deren
Konzentration zum Zellkern hin zunahm. Im Gegensatz dazu war in der
Organisation des Vimentins trotz Umverteilung immer noch eine filamentose
Struktur erkennbar. Das Vimentingertist bildete wenige, stark verdickte Filamente
und lag zum Teil eng der Kernmembran bzw. der Kernlamina an. Die Verteilung
des markierten Glucocorticoidrezeptors folgte weitestgehend der residualen
filamentosen Organisation des Vimentins. Teilweise konnte man auch eine,
verglichen mit unbehandelten Zellen, deutlichere Lokalisation des Glucocorticoid-

rezeptors im Zellkern feststellen.
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Fur die statistische Auswertung der Daten wurde eine Region ausgewihlt, welche
das komplette Cytoplasma, nicht jedoch den Kern umfasste. Die
Streuungsdiagramme und Zahlenwerte der Analyse sind in Abb. 31, 32 und
Tabellen 10 und 11 dargestellt.
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Abbildung 31:
Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von Tubulin (ChS1-T3) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T1) zu Abb. 30D

Tabelle 10: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 30D

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,166
Kolokalisationskoeffizient des Tub-Kanals (ChS1-T3) 0,141
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,401
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Tub-Kanals (ChS1-T3) 0,240
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,06
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Abbildung 32:
Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von Vimentin (Ch3-T2) und
Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T1) zu Abb. 30E

Tabelle 11: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 30E

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T3) 0,349
Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T2) 0,407
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T3) 0,441
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T2) 0,518
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,15

Die statistische Auswertung der Signalintensitdten zeigte, analog zu den Werten der
nicht mit Nocodazol behandelten Zellen, keine signifikante Korrelation der Signale
von Tubulin und Glucocorticoidrezeptor, aber eine deutliche Ubereinstimmung

der Signale von Glucocorticoidrezeptor und Vimentin.
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4.2.5. Das Hitzeschockprotein HSP70 kolokalisiert mit dem

Glucocorticoidrezeptor

Wie eingangs dargestellt, liegt der Glucocorticoidrezeptor im Cytoplasma nicht in
seiner monomolekularen Form vor, sondern ist mit verschiedenen regulatorisch
wirkenden Proteinen komplexiert. Die wichtigsten Interaktionspartner des
Glucocorticoidrezeptors innerhalb eines solchen Komplexes stellen die
Hitzeschockproteine HSP70 und HSP90 dar. Sie erfiillen dabei ihre klassische
"Chaperon"-Rolle, indem sie zusammen mit dem Adapterprotein p60 ein
"Foldosom" bilden, den Glucocorticoidrezeptor unter ATP-Verbrauch "entfalten"

und somit fur den Steroid-Liganden zugianglich machen (Pratt et al., 1997).

Es stellte sich die Frage, ob der Glucocorticoidrezeptor, welcher nach der Lyse der
Zellen mit Detergentien am Cytoskelett assoziiert bleibt, ebenso diese
Hitzeschockproteine enthilt. Zur Kliarung dieser Fragestellung wurden
Cytoskelette von C6D8 Zellen mit Antikorpern gegen den Glucocorticoidrezeptor
und gegen die Hitzeschockproteine HSP 70 bzw. HSP90 in Parallelansitzen
markiert. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit dem konfokalen Mikroskop
sind in Abb. 33 dargestellt.

A

Abbildung 33:

HSP70 verbleibt nach Lyse der Zellen in der cytoskelettalen Fraktion und
kolokalisiert mit dem Glucocorticoidrezeptor. (A): Gluco-corticoidrezeptor;
(B): HSP70; (C): Uberlagerung von A und B. Der Hintergrund wurde auf 50 %
grau gesetzt.
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Die Markierung der extrahierten Zellen mit HSP70-Antikorpern ergab eine

deutliche cytoplasmatische Farbung. Dabei zeigten die Signale von HSP70 und
dem Glucocorticoidrezeptor eine visuell deutlich erkennbare Kolokalisation, die

sich in der statistischen Auswertung bestétigen lief3 (Abb. 34; Tab. 12).
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Abbildung 34:

Streuungsdiagramm der Signalintensitaten vom Glucocorticoidrezeptor

(Ch2-T1) und HSP70 (Ch3-T2) zu Abb. 33C

Tabelle 12: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 33C

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,549
Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T2) 0,527
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,648
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T2) 0,624
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,39

Die Wolke der Signalintensititen beider Kanile liegt relativ dicht um eine Linie

verteilt. Das spricht fiir eine signifikante Korrelation der Signale von HSP70 und

denen des Glucocorticoidrezeptors, welches auch durch den Pearson’s

Korrelationskoeffizienten von 0,39 zum Ausdruck kommt (Tab.12). Die




Ergebnisse 76

Kolokalisationskoeffizienten sprechen fiir eine Kolokalisation der beiden Proteine
von 50-70 %.

Die Markierung von HSP90 mit dem monoklonalen Antikorper F-8 fithrte in
diesem Experiment zu keinem befriedigenden Ergebnis. Die Kontrolle des
Antikorpers mit Markierungen an nicht extrahierten, paraformaldehyd- oder

aceton-fixierten Zellen zeigte dagegen eine deutliche cytoplasmatische Farbung.

4.2.6. Das Immunophilin HSP56 kolokalisiert mit dem Glucocorticoidrezeptor

Der cytoplasmatische Proteinkomplex aus Glucocorticoidrezeptor und
Hitzeschockproteinen durchlduft verschiedene "Reifungsstadien" bevor es zur
Aktivierung des Rezeptors durch Steroidhormone kommen kann (Pratt, 1997). Im
Laufe dieser "Reifung" assoziieren oder dissoziieren diverse Proteine (vgl. Abb. 51).
Das finale Reifungsstadium des Komplexes ist u.a. durch die Anwesenheit von

Immunophilinen gekennzeichnet.

Immunophiline gehoren mit den Zyklophilinen und Parvulinen zu der Familie der
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Rotamasen, welche die cis-trans-Konformation von
Peptidyl-Prolyl-Bindungen katalysieren. Immunophiline lassen sich in zahlreichen
Organen, in besonders hoher Konzentration aber in Gehirnzellen, nachweisen.
Zurzeit sind 7 unterschiedliche Immunophiline bekannt, welche bei der
Komplexierung von Steroidrezeptoren, Gentranskription, Freisetzung von
Neurotransmittern, intraneuronalen Kalzium-Freisetzung, Kalzineurin-Aktivitit
oder TGF{3-Signaltransduktion eine Rolle spielen (Brecht und Herrdegen, 1999).
Immunophiline der FKBP-Klasse (FK506-bindende Proteine, FKBPs) tragen ihre
Bezeichnung wegen der hohen Affinitit zu dem immunosuppressiven Agenz
Tacrolimus oder FK-506. Das auch unter dem Namen HSP56 bekannte Protein
FKBP52 ist eine in der Literatur oft erwidhnte Komponente des reifen

Glucocorticoidrezeptor-Komplexes (Pratt et al., 1997).

Der Nachweis eines solchen Immunophilins zusammen mit Hitzeschockproteinen
in einem Komplex mit dem am Cytoskelett verankerten Glucocorticoidrezeptor
wiirde die Vermutung bestitigen, dass der Glucocorticoidrezeptor sich dort in
seiner funktional aktiven Form befindet. Zur Bestitigung dieser These wurde eine
Doppelfirbung von HSP56 (oder FKBP52) und dem Glucocorticoidrezeptor an
extrahierten C6D8 Zellen durchgefithrt (Abb. 35).
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Abbildung 35:

Der Glucocorticoidrezeptor und das Immunophilin FKBP52 kolokalisieren am
Cytoskelett extrahierter C6D8 Zellen. (A): FKBP52; (B): Glucocorticoid-
rezeptor; (C): Uberlagerung von A und B. Der Hintergrund der Bilder wurde
zur besseren Visualisierung auf 50 % grau gesetzt.

Die sehr hohe Ubereinstimmung der FKBP52- und der Glucocorticoidrezeptor-
Markierungen im Bereich des Cytoplasmas (Abb. 35C) wurde mit der
Kolokalisationsanalyse-Software verifiziert. Fiir die statistische Auswertung wurde
eine Region ausgewihlt, welche das Cytoplasma ohne Zellkern umfasste. Die

Ergebnisse der Kolokalisationsanalyse sind in Abb. 36 und Tabelle 13 dargestellt.
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Abbildung 36:

Streuungsdiagramm der Signalintensitaten von FKBP52 (Ch3-T2) und

Glucocorticoidrezeptor (Ch2-T1) zu Abb. 35C

Das Streuungsdiagramm (Abb. 36) zeigt eine recht eng verteilte, entlang einer

Linie ausgerichtete Signalwolke. Daraus resultiert ein relativ hoher

Korrelationskoeffizient von 0,57. Auch die sehr hohen Kolokalisationskoeffizienten

sprechen fiir eine 70-80 prozentige Uberlagerung der Signale von FKBP52 und des

Glucocorticoidrezeptors im Cytoplasma von extrahierten C6D8 Zellen (Tab. 13).

Tabelle 13: statistische Auswertung der Signale zur Abb. 35C

Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,749
Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T2) 0,704
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des GR-Kanals (Ch2-T1) 0,817
gewichteter Kolokalisationskoeffizient des Vim-Kanals (Ch3-T2) 0,785
Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,57

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der Glucocorticoidrezeptor

im Komplex mit Hitzeschockproteinen und dem Immunophilin FKBP52 am

Cytoskelett verankert ist und somit in seiner aktivierbaren Form vorliegt.
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4.2.7. Der am Cytoskelett verankerte Glucocorticoidrezeptor ist aktivierbar

Um zu tiberpriifen, ob der an Vimentin verankerte Glucocorticoidrezeptor in
C6D8 Zellen aktivierbar ist, wurden die Zellen fiir 30 Minuten mit 100 nM
Dexamethason (siehe 1.1.5) behandelt. Die acetonfixierten Proben wurden
anschlief}end mit Antikorpern gegen den Glucocorticoidrezeptor und gegen
Vimentin doppelmarkiert. Die Zellkerne wurden mit dem Interkalatorfarbstoft
DRAQ5 angefirbt.

Abbildung 37:

Der im Cytoplasma vorliegende und an Vimentin verankerte
Glucocorticoidrezeptor kann mit Dexamethason aktiviert werden und wandert
in den Zellkernern. C6D8 Zellen vor (A) und nach Inkubation mit
Dexamethason (B). Grin: GR; rot: Vimentin, blau: Zellkerne

Aus Abb. 37 wird ersichtlich, dass die Ligandbindung den Glucocorticoidrezeptor
aus dem Cytoplasma (Abb. 37A) in den Zellkern (Abb. 37B) verlagert.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Verankerung an Vimentin kein Mechanismus ist,

mit dem die Aktivierung des Rezeptors durch Ligandbindung verhindert wird.
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4.2.8. Uber die Verankerung werden Kontrollfunktionen des

Glucocorticoidrezeptors moduliert

Glucocorticoide induzieren einen Zellzyklus-Arrest in Zelllinien, allerdings sind
die von der Zugabe des Hormons bis zum Arrest fiihrenden Ereignisse weitgehend
unbekannt. In humanen GR-negativen Osteosarkomzelllinien (SAOS2) fiithrt die
ektope Expression des Glucocorticoidrezeptors zu einem Zellzyklus-Arrest in G1.
Die Aktivierung des Glucocorticoidrezeptors in U20S Zellen reprimiert die
Expression der Zyklin-abhingigen Kinasen CDK4 und CDKG6 ebenso wie die von
Zyklin D3 und fithrt zur Unterphosphorylierung des Retinoblastomproteins
(pRB). Steroide reduzieren auch die Menge der am G1-S Ubergang beteiligten
Transkriptionsfaktoren E2F-1 und c-Myc (Rogatzky et al., 1997).

Es stellte sich die Frage, ob die hier beobachtete Verankerung des Glucocorticoid-
rezeptors am Vimentin die proliferationssuppressiven Eigenschaften des Rezeptors
beeinflusst.

Zur Kldrung dieser Frage wurde das Medium proliferierender vimentin-positiver
C6D8, vimentin-negativer C6D10 und der VimWT3B2 Zellen (mit murinem
Vimentin stabil transfizierte C6D10 Zellen) iiber einen Zeitraum von 48 Stunden
mit 100 nM Dexamethason versetzt. 4, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach der
Dexamethasonzugabe wurden die Zellen fiir jeweils 30 Minuten mit BrdU
inkubiert und in -20 °C kaltem Aceton fixiert. Nach einer sauren DNS-
Denaturierung wurde das eingebaute BrdU mit einem monoklonalen Antikorper
fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie markiert und die DNS mit dem
Interkalatorfarbstoff TO-PRO3 gegengefirbt. An digitalen Aufnahmen der
Priparate wurde der prozentuale Anteil der BrdU-positiven Zellen mit Hilfe der
Image] Software bestimmt. Fiir jeden Zeitpunkt wurden pro Zelllinie ca. 1000

Zellen ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Auszdhlungen sind in Abb. 38 dargestellt.
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Abbildung 38:

Dexamethason unterdrickt die S-Phase Aktivitat in vimentin-negativen Zellen
(C6D10). In vimentin-positiven Zellen (C6D8, VImWT3B2) bleibt die S-Phase-
Aktivitat auf einem hohen Niveau.

Abb. 38 veranschaulicht, dass die Zahl der BrdU inkorporierenden Zellen in den
vimentin-negativen C6D10 Kulturen in Anwesenheit von Dexamethason
innerhalb von 12 h auf einen Wert von unter 10% fiel (Abnahme von ca. 30%).
Sowohl in den vimentin-positiven C6D8 als auch in den mit murinem Vimentin
retransfizierten VimWT3B2 Kulturen fiel die Zahl der BrdU inkorporierenden
Zellen nur auf etwa 25% (Abnahme um 15%). In C6D8 Kulturen war im
Anschluss an die Proliferations-Stagnation sogar ein leichter Anstieg in der Zahl

BrdU positiver Zellen zu beobachten.

Die Ergebnisse zeigen, dass vimentin-negative Zellen sehr viel deutlicher mit einer

Suppression der Proliferation reagieren als die vimentinhaltigen Zellen.

Die mikroskopische Analyse wurde mit durchflusscytometrischen Untersuchungen
(FACS) erginzt, um zu iiberpriifen, ob die Reduktion der S-Phase Aktivitidt mit
einer Arretierung der Zellen in einer bestimmten Zellzyklusphase einhergeht.
Hierfiir wurden normal proliferierende Zellen mit 100 nM Dexamethason
behandelt und die Proben nach jeweils 6, 12, 24 und 48 Stunden in 10% DMSO
bei -80 °C gesammelt. Die DNS der aufgetauten Zellen wurde mit Tween20-
haltigem hypotonischem Propidiumiodid-Farbepuffer angefirbt (Vendelov, 1983)
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und die Proben in einem Durchflusscytometer analysiert.
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Abbildung 39:

Vimentin-positive Zellen (C6D8) proliferieren weiter nach einer kurzen
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Abbildung 40:

Vimentin-negative Zellen (C6D10) gehen nach Dexamethason-Behandlung in

einen G1 Zellzyklus-Arrest.

Die durchflusscytometrische Analyse bestitigt, dass unter Dexamethason-

Behandlung die Zahl der S-Phase Zellen reduziert wird. Parallel zur Reduktion der

Zahl der S-Phase Zellen stieg der Anteil an G1 Zellen und erreichte in beiden

Zellarten bei 24h ein Maximum. Sowohl die Reduktion der S-Phase Zellen als auch

die anschlieflende Annidherung an das urspriingliche Zellzyklusprofil findet in den
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C6D8 Zellen sehr viel schneller statt als in den C6D10 Zellen. Im Gegensatz zu den
vimentin-negativen Zellen blieb der Anteil der S-Phase Zellen in den vimentin-
positiven Kulturen nach weiteren 24h auf einem niedrigen Niveau. Die FACS-
Analyse zeigt, dass Dexamethason die Zellen in einen G1/S Wachstumsarrest treibt,
der aber transient ist. Sie verdeutlicht die Beobachtung, dass vimentin-positive
Zellen diesen Wachstumsarrest sehr viel schneller iiberkommen kénnen als der
vimentin-negative C6 Subklon. Daraus kann vermutet werden, dass die
Verankerung des Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett ein Mechanismus sein
konnte, mit dem wachstumssuppressive Eigenschaften des Rezeptors eingeschrinkt

werden.

4.3. Die Anwesenheit von Vimentin ist fiir die cytoplasmatische

Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors allein nicht ausreichend

Beobachtungen aus den vorangegangenen Experimenten legten nahe, dass die
cytoplasmatische Verankerung des Glucocorticoidrezeptors in C6 Zellen iiber die
Interaktion mit Vimentin zustande kommt. Eine Uberpriifung weiterer Zelllinien
zeigte aber, dass die Anwesenheit von Vimentin in permanenten Zelllinien nicht
zwangsldufig eine cytoplasmatische Verankerung und Akkumulation des
Glucocorticoidrezeptors nach sich zieht. In vielen Zellen lokalisierte der

Glucocorticoidrezeptor trotz Vimentinexpression im Zellkern.

Somit ist das Vorhandensein von Vimentin fiir die Verankerung allein nicht
ausreichend. Es mussten zusitzliche Ereignisse, wie z. B. posttranslationale
Modifikationen des Vimentins stattfinden, welche die Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors beeinflussen. Andererseits wire es moglich, dass die
Verankerung tiber Briickenproteine vermittelt wird, die mit Vimentin und dem

Glucocorticoidrezeptor interagieren.
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4.3.1. Die Verankerung des Glucocorticoidrezeptor-Komplexes erfolgt nicht tiber

den Carboxyterminus von Vimentin

In vivo und in vitro Experimente haben gezeigt, dass Intermedidrfilamente
"biirstenartige" Polymere darstellen, in denen die Carboxytermini weit aus dem
Filamentstrang herausragen und somit Interaktionsflidchen fiir andere Molekiile
bilden (Steinert, 1993; Cary, 1994; Aebi und Herrmann, 2000).

Zur Kldrung der Frage, ob der C-Terminus von Vimentin an der
Glucocorticoidrezeptor-Verankerung beteiligt ist, wurden B2mut (Etzrodt et al.,
1996) Zellen mit C-terminal trunkiertem Vimentin herangezogen. Diese Zellen
bilden kein Vimentin-Netzwerk im Cytoplasma aus, sondern zeigen in der
Immunfluoreszenzfirbung cytoplasmatisch verteilte, kurze, verdickte Vimentin-
filament-Bruchstiicke, deren Konzentration zum Zellkern hin zunimmt (Abb.
42).

Die Doppelmarkierung von Vimentin und Glucocorticoidrezeptor in Zellen mit
diesem C-terminal trunkiertem Vimentin zeigte iberraschenderweise eine
Kolokalisation der beiden Signale analog zu den C6 Zellen mit Wildtyp-Vimentin.
Die Konsequenz aus diesem Ergebnis ist, dass die Verankerung des
Glucocorticoidrezeptor-Komplexes nicht tiber den Carboxyterminus von
Vimentin erfolgt, und die Interaktion zwischen GR und Vimentin moglicherweise

iiber ein zusitzliches Ankerprotein zustande kommt.
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Abbildung 41:

Der Glucocorticoidrezeptor kolokalisiert mit carboxyterminal-trunkiertem
Vimentin in B2mut Zellen

(A): carboxyterminal trunkiertes Vimentin; (B): Glucocorticoidrezeptor;
(C): Uberlagerung von A und B. Der Hintergrund wurde auf 50 % grau gesetzt
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4.3.2. Die Verankerung des Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett erfordert die

Anwesenheit des Intermedidrfilamentproteins Nestin

Die Ergebnisse der Firbungen an B2mut Zellen mit C-Terminal trunkiertem
Vimentin und die Beobachtungen der Glucocorticoidrezeptor/Vimentin-
Korrelation in anderen Zelllinien sprechen dafiir, dass Vimentin allein nicht fiir die
Verankerung verantwortlich sein kann. So zeigen z.B. Glucocorticoidrezeptor-
Markierungen in transformierten Embryonalfibroblasten der Ratte (Clone 6) oder
Maus (10-1) tiberwiegend eine Kernlokalisation des Proteins (Abb. 42A), obwohl
alle Zellen beider Linien ein ausgeprigtes Vimentinfilament-Netzwerk aufweisen
(Abb.42B). In einigen wenigen Zellen ist jedoch eine deutliche Kolokalisation des
Glucocorticoidrezeptors mit Vimentin sichtbar (Abb. 43A).

Abbildung 42:
Clone 6 Zellen zeigen bei der Markierung des Glucocorticoidrezeptors (A) eine
Kernlokalisation des Proteins obwohl alle Zellen vimentin-positiv (B) sind

Abbildung 43:

Die Nestin-exprimierende Subpopulation der Clone 6 Zellen zeigt eine
deutliche Verlagerung des Glucocorticoidrezeptors in das Cytoplasma.
Weitfeldimmunfluoreszenz-Aufnahmen von GR (A) und Nestin (B)

Aufgrund dieser Befunde stellte sich die Frage nach einer weiteren Komponente,



Ergebnisse 87

welche eng mit Vimentin assoziiert sein muss. Da aus embryonalen Zellen
herausgegangene Linien wie Clone 6 oder 10-1 eine ungleichmif3ige
Glucocorticoidrezeptor-Verteilung aufwiesen, wurde nach Proteinen gesucht, die
bei der Differenzierung eine Rolle spielen konnten und mit Intermediérfilamenten
assoziiert sind. Ein solcher Differenzierungsmarker ist das Intermedidrfilament-
Protein Nestin. Nestin ist nicht imstande, ein eigenes Intermedidrfilament-
Netzwerk auszubilden, kopolymerisiert aber bevorzugt mit Vimentin (Aebi und
Herrmann, 2000). Die Immunfluoreszenzmarkierung von Nestin und
Glucocorticoidrezeptor in Clone 6 Zellen bestitigte die Vermutung, dass die
cytoplasmatische Lokalisation des GR durch Nestin determiniert wird (Abb. 43).
Alle Zellen, welche Nestin exprimierten, wiesen auch eine cytoplasmatisch

lokalisierte, filament6s aussehende Glucocorticoidrezeptor-Markierung auf.

4.3.3. Die cytoplasmatische Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors erfordert

die Kopolymerisation von Nestin mit Vimentin

Die Ergebnisse aus dem vorangegangenen Teil veranlassten, alle C6 Subklone auf
Nestinexpression zu untersuchen. Sowohl die vimentin-positiven C6D8 Zellen als
auch die urspriinglich vimentin-negativen, aber stabil mit murinem Vimentin
retransfizierten VimWT3B4 Zellen zeigten eine Kolokalisation zwischen Nestin
und Glucocorticoidrezeptor. Die Firbungen von Nestin und Vimentin waren in
diesen Zellen nicht zu unterscheiden (nicht gezeigt). Eine Ausnahme stellten die
Vimentin-negativen C6D10 Zellen dar: das exprimierte Nestin ist in diesen Zellen
mangels Vimentin-Geriist diffus im Cytoplasma verteilt (Abb. 44A). Der
Glucocorticoidrezeptor ist aber, wie bereits in 1.2.1 beschrieben, im Zellkern
lokalisiert (Abb. 44B).
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Abbildung 44:

In Vimentin-negativen C6D10 Zellen hat die Nestin-Expression keinen Einfluss
auf die Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors. Weitfeldimmunfluoreszenz-
Aufnahmen von (A): Nestin; (B): Glucocorticoidrezeptor; (C): Uberlagerung
von A und B.

Die Ergebnisse dieser Immunfluoreszenzmarkierungen zeigen einen klaren
Zusammenhang zwischen der Koexpression von Vimentin und Nestin und der
cytoplasmatischen Verankerung des Glucocorticoidrezeptors. Das ausschliefliche
Vorhandensein von Vimentin oder Nestin fiihrt in den Zellen nicht zur einer

Verankerung des Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett.

4.3.4. In nestin-negativen RAT1 Zellen lokalisiert der Glucocorticoidrezeptor im
Zellkern

Die Abhingigkeit der cytoplasmatischen Verankerung des Glucocorticoidrezeptors
konnte anhand von Untersuchungen an den 3T3 dhnlichen, von Fischer-Ratten
abstammenden Fibroblasten Ratlund Rat2 manifestiert werden. Beide Zelllinien
Haben denselben Klon Rat1 als Ursprung. Rat2 Zellen zeichnen sich, auf3er dass
ihnen die nukleidre Thymidin-Kinase fehlt (Topp, 1981), durch die Expression von
Nestin aus. Da beide Zelllinien Glucocorticoidrezeptor- und Vimentin-positiv
sind, schien es von Interesse, die intrazellulidre Lokalisation des
Glucocorticoidrezeptors zu tiberpriifen. Hierfiir wurden acetonfixierte Ratl und
Rat2 Zellen mit Antikérpern gegen Glucocorticoidrezeptor, Nestin und Vimentin

dreifachmarkiert und im konfokalen Mikroskop analysiert (Abb. 45).
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Abbildung 45:

Die cytoplasmatische Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors wird in Ratl
bzw. Rat2 Zellen durch die Expression des mit Vimentin kopolymerisierenden
Nestins determiniert. (A bis C): Nestin-negative Ratl Zellen; (D bis F) Nestin-
exprimierende Rat2 Zellen. Grin: GR; Rot: Vimentin; Blau: Nestin

Die Nestin-negativen Ratl Zellen wiesen, wie erwartet, eine Kernlokalisation des
Glucocorticoidrezeptors auf (Abb 45A). Nestin-positive Rat2 Zellen dagegen
zeigten eine deutlich filamentdse cytoplasmatische GR-Farbung (Abb. 45D). Die
Markierung von Vimentin, Nestin und Glucocorticoidrezeptor in diesen Zelllinien
verdeutlichte die Abhidngigkeit der cytoplasmatischen Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors von der Expression und Kopolymerisation beider

Intermediérfilamentproteine.

4.3.5. Die ektope Expression von Nestin in Ratl Zellen fiihrt zur Verankerung des

Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett

Da Ratl und Rat2 Zellen monoklonalen Ursprungs und demzufolge sehr dhnlich
sind, bot sich an, die Nestin-Expression in den Nestin-negativen Ratl Zellen zu
rekonstituieren, um die Beobachtungen aus den vorhergegangenen Abschnitten zu
manifestieren. Ein geeigneter Nestin-Expressionsvektor wurde freundlicherweise
von Jing Yang (Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai) zur

Verfligung gestellt. Fiir das Experiment wurden Nestin-negative Ratl Zellen
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mittels Amaxa Nucleofector mit dem Vector pNH64 transfiziert, nach 16 Stunden
Inkubation mit aceton fixiert und mit Antikorpern gegen Nestin und Gluco-

corticoidrezeptor markiert (Abb.46).

Abbildung 46:

Der Glucocorticoidrezeptor zeigt in Ratl Zellen eine deutliche Kolokalisation
mit ektopem Nestin. (A): Glucocorticoidrezeptor; (B): Nestin; (C)
Uberlagerung von A und B. Konfokalmikroskopische Aufnahmen mit DIC-
Uberlagerung.

Die konfokalmikroskopische Untersuchung der markierten Zellen fithrte zu dem
Ergebnis, dass das ektope Nestin zu 100% mit der Lokalisation des endogenen
Vimentins tibereinstimmte (nicht gezeigt). Dartiber hinaus zeigten alle Nestin-
exprimierenden Zellen eine eindeutige Verlagerung des Glucocorticoidrezeptors
aus dem Zellkern in das Cytoplasma und ebenso eine Kolokalisation des Rezeptors
mit Nestin (Abb. 46). Es ist somit gelungen, einen eindeutigen Zusammenhang der
Verankerung des Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett mit der Koexpression

und Kopolymerisation von Vimentin und Nestin zu manifestieren.

4.4. Die nestin-abhingige Verankerung des Glucocorticoidrezeptors
an Vimentin findet sich auch in Primédrzellen

Zellen mit einem an Nestin/Vimentin Filamenten verankertem
Glucocorticoidrezeptor reagieren anders auf hormonellen Stress als Zellen, denen
dieses Filamentsystem fehlt (Abschnitt 1.2.8). Durch die Nestin-Beteiligung zeigt
dieses Regulationssystem einen engen Bezug zur Differenzierung. Allerdings wurde
dieser, hier erstmals dargestellte, Zusammenhang an transformierten Zelllinien
beobachtet. Daraus stellte sich die Frage, ob dies nur ein fiir permanente Zelllinien

charakteristisches Phdnomen ist. Es bestand somit die Notwendigkeit zu
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untersuchen, inwieweit dieser Verankerungsmechanismus des
Glucocorticoidrezeptors in primiren, differenzierungsfihigen Zellen zu finden ist.

Hierfiir wurden primdre embryonale Mausfibroblasten herangezogen.

4.4.1. Fibroblasten aus Mausembryonen zeigen eine Glucocorticoidrezeptor-

Verankerung am Cytoskelett

Primire Fibroblasten aus Mausembryonen lief3en sich bis zu siebenmal
passagieren. Jede Passage wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenztechniken (s. o.)
auf die Expression von Vimentin, Nestin und Glucocorticoidrezeptor untersucht
(Abb. 47). Parallel dazu erfolgten Doppelfirbungen der Seneszenz-assoziierten
B-Galaktosidase in Kombination mit einer Immunfluoreszenzmarkierung des

Glucocorticoid-rezeptors (Abb.48).

A

Abbildung 47:

Embryonale Fibroblasten der Maus zeigen eine, mit der Passage-Zahl
stagnierende Anzahl an Zellen mit cytoplasmatischem Glucocorticoidrezeptor.
(A): GR; (B) DIC; (C): Vimentin; (D): Uberlagerung von A und C.
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Nach sieben Passagen stellten die Zellen die Proliferation ein, dann gingen sie in
die Krise und entwickelten Merkmale der Seneszenz. Entsprechend ihrer Herkunft
aus mesenchymalem Gewebe exprimierten diese Fibroblasten Vimentin. In frithen
Passagen zeigten diese Zellen auflerdem die Expression von Nestin. Sobald die
Zellen das Seneszenzstadium erreichten, wurde die Nestin-Expression schwécher
und in den Zellen mit dem typisch seneszenten Phanotyp war schliefllich kein
Nestin mehr nachzuweisen, jedoch immer noch Vimentin. Untersuchungen zur
Verteilung des Glucocorticoidrezeptors zeigten in frithen Passagen dieser Zellen
eine cytoplasmatische Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors, die an das
Cytoskelett gebunden war und mit der Lokalisation von Nestin und Vimentin
iibereinstimmte. In seneszenten Zellen, die Vimentin aber kein Nestin mehr

auspragten, lokalisierte der Glucocorticoidrezeptor im Zellkern.

Abbildung 48:

Fibroblasten aus Mausembryonen weisen nach ca. sechs Passagen
Seneszenzmerkmale auf (A). Eine Subpopulation der Zellen mit
cytoplasmatischem Glucocorticoidrezeptor zeigt diese Merkmale nicht (B). Die
Blaufarbung in Bild (A) zeigt die Umsetzung des Farbstoffs X-Gal durch die
Seneszenz-assoziierte p-Galaktosidase. In (B) sind der GR griin und die
Zellkerne hellblau dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen einen engen Zusammenhang zwischen der cytoplasmati-
schen Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors und der Anwesenheit von Nestin.
Sie machen deutlich, dass die Nestin/Vimentin abhédngige subzelluldre Lokalisation
des Rezeptors kein Phinomen ist, das auf permanente Zelllinien beschrankt ist,

sondern offensichtlich auf primére Zellen tibertragen werden kann.
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5. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den Mechanismus der cytoplasmatischen

Sequestrierung einer temperatursensitiven Mutante von p53 (tsp53™"*) in

Rattengliomzellen zu definieren. Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass die

al- . . .
Y% von funktioneller Relevanz ist, weil

cytoplasmatische Sequestrierung von tsp53
dadurch die wachstumssuppressiven Eigenschaften von p53 bei permissiver
Temperatur ausschaltet werden. In dieser Hinsicht weist das System eine deutliche
Analogie zur Situation in Neuroblastomzellen auf, die wtp53 im Cytoplasma
sequestrieren. Der Befund, dass cytoplasmatisch sequestriertes tsp53 in den
Rattengliomzellen dem wtp53 in den Neuroblastomzellen entsprechend mit dem
Glucocorticoidrezeptor interagiert, erhirtet die Vermutung, analoger
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Sequestrierungsmechanismen. Demzufolge sind die an tsp53™ “-transfizierten C6

Zellen gemachten Beobachtungen nicht isoliert zu sehen, sondern mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf natiirlich vorkommende Systeme iibertragbar. Tsp53"""*-
transfizierte Rattengliomzellen konnten somit ein Modellsystem fiir die Analyse

der cytoplasmatischen Sequestrierung von p53 darstellen.

Neuroblastomzellen sind Tumorzellen. Retrospektiv ldsst sich schwer abschitzen,
inwieweit die p53 Sequestrierung in der Zelle der entscheidende Ausloser fiir ihre
Transformation war; zumindest kann angenommen werden, dass die Inaktivierung
von p53 durch Sequestrierung die Tumorbildung begiinstigt hat. Der Kernaus-
schluss von p53 ist jedoch kein auf Tumoren beschranktes Phanomen. So akkumu-
liert z.B. wtp53 in primiren Oligodendrocyten aus Ratten bis zum Differenzie-
rungsende dieser Zellen im Cytoplasma. Fehldifferenzierte Zellen werden nach
einer Translokaton von p53 aus dem Cytoplasma in den Zellkern durch Apoptose
eliminiert (Eizenberg et al., 1995; 1996). Normales Mammagewebe, das wihrend
der Laktationsphase starken Differenzierungsprozessen unterliegt, enthilt Zellen
mit cytoplasmatisch lokalisiertem wtp53 (Moll et al., 1992). D.h., die cytoplasma-
tische Sequestrierung von p53 ist ein Merkmal, das in undifferenzierten Zellen
auftritt und moglicherweise dazu benutzt wird, die Transaktivierungsfunktion von
p53 zu steuern (Shaulsky et al., 1991; Moll et al., 1996).

Durch die Akkumulation im Cytoplasma wird in den Zellen eine hohe Menge an
p53 bereitgehalten, mit welcher in Stresssituationen, die im Zusammenhang mit

Differenzierungsprozessen auftreten konnen, umgehend Zielgene aktiviert werden
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konnen. Als Folge kann entweder ein Zellzyklusarrest oder die Apoptose eingeleitet
werden (Aladjem et al., 1998). Dies erweitert die Bedeutung der cytoplasmatischen
Sequestrierung von p53 von einem die Tumorgenese unterstiitzenden Mecha-
nismus hin zu einem generellen Steuerungsmechanismus der p53-Aktivitit in der

Proliferation und Differenzierung von Zellen.

In vorangegangenen Arbeiten war beobachtet worden, dass tsp53 in den
Rattengliomzellen an Vimentinfilamenten verankert wird (Klotzsche et al., 1999;
Klotzsche 2000). Eine entscheidende Frage ist deshalb, inwieweit die an
Neuroblastomzellen beobachtete Interaktion zwischen wtp53 und dem Gluco-
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corticoidrezeptor mit der cytoskeletalen Verankerung von tsp53
Rattengliomzellen korreliert werden kann. Moglicherweise stellen beide Systeme
voneinander unabhingige Mechanismen der cytoplasmatischen Verankerung von
p53 dar. Mit den hier erarbeiteten Ergebnissen, die zeigen, dass die
p53/Glucocorticoidrezeptor-Komplexe in den Rattengliomzellen an Vimentin

verankert werden, wird Bezug zwischen diesen beiden Systemen hergestellt.

Vimentin ist ein Intermedidrfilamentprotein der Klasse III und reprisentiert das
charakteristische IF-Protein in Zellen mesenchymalen Ursprungs. Auflerdem tritt
es in undifferenzierten Zellen als IF-Vorlduferprotein auf und wird im Laufe der
Differenzierung durch gewebespezifische Pendants wie Desmin, GFAP oder
Neurofilamente ersetzt (Franke et al., 1982). In Tumoren dient der Nachweis von
Vimentin als Kontrollmarker zur Abklarung der Histiogenese des Tumorgewebes
(Osborn und Weber, 1983). Nestin ist ebenso ein differenzierungsspezifisches
Intermediérfilamentprotein, das in Vorlduferzellen des zentralen Nervensystems
exprimiert wird (Matsuda et al., 1996; Frojdman et al., 1997). Die hier
beschriebene Beteiligung von Vimentin und Nestin an der Verankerung des
tsp53""*/Glucocorticoidrezeptor-Komplexes stellt somit eine Verbindung zu

Differenzierungsprozessen her.

5.1. Bindung zwischen Glucocorticoidrezeptor und p53

Der Glucocorticoidrezeptor ist selbst ein Transkriptionsfaktor, dem eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Homeostase als Reaktion auf internen und externen

Stress und in Entwicklung und Wachstum zukommt (Yudt und Cidlowski, 2002).



Diskussion 95

Er gehort zur Familie der Steroidrezeptoren, welche in die Superfamilie der
Kernrezeptoren eingeordnet wird. Zu dieser Familie gehoren aufler den
Steroidrezeptoren, die Retinsdure-, Thyroxin- und Vitamin D,-Rezeptoren. Sie alle
vereint ein analoger Aufbau des Proteins aus einer variablen aminoterminalen
Domiine, einer hoch konservierten DNS-bindenden Domine und einer C-
terminal gelegenen Ligand-Bindungsdomine (Abb. 49). Der konservierte Autbau
der Proteine konnte erkldren, warum p53 nicht nur mit dem

Glucocorticoidrezeptor (Sengupta et al., 2000), sondern auch mit dem
Thyroidrezeptor B-1 (Yap et al., 1996), dem Orphanrezeptor TR-2 (Lin et al., 1996)

und dem Ostrogenrezeptor (Yu et al., 1997) interagiert.

A/B CD E

Ostrogenrezeptor
Progesteronrezeptor
Glucocorticoidrezeptor
Vitamin-D;-Rezeptor

Retinsaure-Rezeptor

Thyroxin-Rezeptor

Abbildung 49:

Strukturelle Gemeinsamkeiten der Kernrezeptorsuperfamilie (Stryer, 1995).
Die aminoterminal gelegene, sehr variable Aktivierungsdomane ist grin
dargestellt, die hochkonservierte DNS-bindende Domane blau und die C-
Terminale hormonbindende Doméne ist orange dargestelit.

Die Struktur des Glucocorticoidrezeptors und seiner funktionellen Doménen ist in
Abb. 50 dargestellt. Der aminoterminale Bereich des Proteins besitzt eine Ligand-
unabhingige Transaktivierungsfunktion (Hollenberg et al., 1988; Bocquel et al.,
1989). Im Aminoterminus liegen Serin/Threonin-Phosphorylierungsstellen, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Zellzyklus aktiviert werden konnen und so die

Stabilitdt des Glucocorticoidezeptors, seine Transaktivierungsfunktion und die
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Abbildung 50:

Struktureller Aufbau des Glucocorticoidrezeptors der Ratte, Rattus norvegicus
(nach Hache, 1999). Die Farbgebung ist analog zur Abb. 49 gewahlt, ebenso
wie die fur Kernrezeptoren typische Domanenorganisation von A bis E. Die
Lokalisation funktioneller Motive und HSP90-Bindungsstellen ist unterhalb des
Proteins zusammengefasst.

subzellulidre Lokalisation beeinflussen (Munck et al., 1984; Hsu et al., 1992; Hsu et
al., 1995; Hu et al., 1997; Webster et al., 1997; Bodwell et al., 1998). Innerhalb der
C-terminalen, ligand-bindenden Doméne des Proteins befindet sich eine zweite
steroid-abhingige Transaktivierungsdomine (Hollenberg et al., 1988; Bocquel et
al., 1989; Danielian et al., 1992). Die C-terminale Domine (E) enthilt auch die
Bindungsstellen fiir das regulatorisch wirkende Hitzeschockprotein HSP90
(Howard et al., 1990; Dahlman-Wright et al., 1991; Giannoukos et al., 1999).

In den hier durchgefithrten Immunprézipitationsversuchen konnten aus
Zelllysaten vimentin-positiver C6D8-1 Zellen, die bei restriktiver Temperatur
gehalten worden waren, p53/Glucocorticoidrezeptor-Komplexe isoliert werden.
Mit Antikorpern gegen terminale Doménen von p53 und Glucocorticoidrezeptor
lief3en sich beide Proteine koprizipitieren. Weniger erfolgreich war dies mit
Antikorpern, die gegen die zentrale Domine des jeweiligen Proteins gerichtet sind.
Dies ldsst vermuten, dass die Interaktion beider Proteine tiber ihre zentralen
Dominen erfolgt und diese Doménen deshalb fiir Antikorper weniger gut
zuganglich sind.

Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen anderer Autoren aus in vitro-

Bindungsstudien zwischen p53 und dem Glucocorticoidrezeptor (Sengupta et al.
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2002). In diesen Studien konnten im Glucocorticoidrezeptor die DNS-bindende
Domine und in p53 der Bereich des Kernlokalisationssignals (NLS), der direkt an
die DNS-bindende Domine anschlief3t, als interagierende Dominen identifiziert
werden. Die Maskierung des NLS konnte entscheidend dazu beitragen, dass die
Kernwanderung von p53, bzw. die des p53/Glucocorticoidrezeptor-Komplexes

unterbleibt.

Unberticksichtigt in den in vitro-Bindungsstudien von Sengupta et al. (2001)
blieben die Hitzeschockproteine, welche in vivo an den Rezeptor binden und seine
Struktur und Funktion kontrollieren. Die gleichen Hitzeschockproteine
interagieren auch mit p53 (Milner et al., 1991; Muller et al., 2004). In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die isolierten p53/Glucocorticoidrezeptor-
Komplexe die Hitzeschockproteine HSP70 und HSP90 enthalten. Eine Interaktion
von p53 und Glucocorticoidrezeptor iiber diese Proteine ist somit nicht

auszuschlieflen.

5.2. "Reifungszustand" des Glucocorticoidrezeptors und Bindung von
p53

Steroidrezeptoren unterscheiden sich von den anderen Mitgliedern der
Kernrezeptor-Familie durch ihre Wechselwirkung mit Chaperonen,
Immunophilinen und anderen Hitzeschockproteinen, die den Rezeptor in einen
fiir die Bindung des Liganden bereiten Zustand bringen. Aufbau und "Reifung" des
Rezeptorkomplexes unterliegen einem streng geordneten Schema (Kanelakis et al.,
2003). Ein aktuelles Modell dieser Vorginge ist in Abb. 51 dargestellt. Inwieweit
Hsp70 im reifen, finalen Heterokomplex noch vorhanden ist, ist umstritten. Ein
sicheres Indiz fiir den reifen, aktivierbaren Zustand des Komplexes ist die

Anwesenheit der Immunophiline.

In den aus C6D8-1 Zellen isolierten p53/Glucocorticoidrezeptor-Komplexen
konnten die Hitzeschockproteine HSP70 und HSP90 nachgewiesen werden.
Zudem konnten der Glucocorticoidrezeptor, p53 und das Immunophilin FKBP52
am Cytoskelett kolokalisiert werden. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass die
mit p53 komplexierte Glucocorticoidrezeptor-Fraktion im physiologisch "reifen",

d.h. durch den Liganden aktivierbaren Zustand vorliegt.
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Abbildung 51:

Schema der Glucocorticoidrezeptor-Heterokomplex "Reifung" (Kanelakis et al.,
2003). Zwei HSP90 Molekile formen zusammen mit HSP70 und dem
Adapterprotein p60 das "Foldosom". Dieser Komplex bindet unter ATP-
Verbrauch an ein GR-Molekul und entfaltet es so, dass die Ligand-
Bindungsstelle frei wird. Nach Dissoziation von p60 und evtl. auch HSP70 wird
der finale Heterokomplex durch Bindung eines Immunophilins und des Co-
Chaperons p23 fertiggestellt.

5.3. Bindung von p53 und Aktivierbarkeit des "reifen" Rezeptors

Die Aktivierung des "reifen" Glucocorticoidrezeptors durch Steroidhormone folgt
einem bestimmten, grofitenteils aufgeklarten Schema. Nach diesem Schema
befindet sich der naive Glucocorticoidrezeptor im Cytoplasma als Heterokomplex
mit Hitzeschockproteinen und Immunophilinen (Picard et al., 1987; Sackey et al.,
1996). Die Konformation des Rezeptors wird durch die gebundenen
Hitzeschockproteine so stabilisiert, dass die Ligandbindungsstelle geoffnet ist.
Nach Bindung des Liganden dissoziiert der Rezeptor vom Heterokomplex ab und
wandert als Homodimer in den Zellkern (Wikstrom et al., 1987; Picard et al., 1987;
Cidlowski et al., 1990; Sackey et al., 1996). Dort bindet er an spezifische
Erkennungssequenzen auf der DNS (Glucocorticoid Response Elements, GRE)
und agiert als Transaktivator in Verbindung mit Kofaktoren der basalen

Transkriptionsmaschinerie (Beato et al., 1996; Wolffe et al., 1997). Nach dem
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Steroidverlust dissoziiert der Glucocorticoidrezeptor in Monomere, wandert in das
Cytoplasma und bildet erneut einen Heterokomplex mit Hitzeschockproteinen

und Immunophilinen (Sackey et al., 1996; Hache et al., 1999).

In C6D8 Zellen, in denen kein tsp53"""* exprimiert wurde, beinhaltet der
cytoplasmatische Glucocorticoidrezeptor-Heterokomplex die Hitzeschockproteine
HSP70 und HSP90 als auch das Immunophilin FKBP52. Gleiches triftt auch auf
C6D8-1 Zellen zu, in welchen der Rezeptor im Komplex mit p53 vorliegt. In
beiden Fillen sind die Proteinkomplexe an das Cytoskelett gebunden. Wurde zu
den p53-negativen C6D8 Zellen der Ligand Dexamethason zugegeben, so wurde
der Glucocorticoidrezeptor innerhalb kurzer Zeit (ca. 30 min) fast vollstindig aus
dem Cytoplasma in den Zellkern verlagert. D.h., der im Cytoplasma dieser Zellen
akkumulierte und an das Cytoskelett gebundene Rezeptor war aktivierbar. Dieser
Effekt blieb in den tsp53""'*-positiven, bei nichtpermissiver Temperatur von 39 °C
gehaltenen C6D8-1 Zellen aus. Offensichtlich war der Glucocorticoidrezeptor im
Komplex mit p53 nicht aktivierbar, bzw. die Bindung von p53 blockierte
vermutlich die des Liganden. Sollte dies zutreffen, so miisste die Dissoziation von
p53 aus dem Komplex die Aktivierbarkeit wiederherstellen. Die Temperatur-
erniedrigung auf 32 °C und damit zusammenhdngende Konformationsinderung

"% fithrte zu einer Kernwanderung von p53. Danach konnte der

von tsp53
Glucocorticoidrezeptor auch in diesen Zellen durch Dexamethason aktiviert
werden - ein Befund, der die oben aufgestellte Hypothese verifiziert.
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Der Zusammenhang zwischen der Konformationsinderung von tsp53™ "~ und der

Bindung an den Glucocorticoidrezeptor ist noch unklar. Es konnte zum einen

al- . . . .
% spezifisch in seiner Mutantenkonformation an den

bedeuten, dass p53
Rezeptor bindet. Dem widerspricht aber die Tatsache, dass in Neuroblastomzellen
nur Wildtyp p53 vorliegt. Auflerdem finden sich p53/Glucocorticoidrezeptor-
Komplexe auch in C6D8-1 Zellen, die bei permissiver Temperatur progressieren

und in denen p53""'*im Cytoplasma in seiner Wildtypkonformation akkumuliert.

Die Beobachtungen implizieren, dass p53 iiber den Glucocorticoidrezeptor am
Cytoskelett verankert sein muss, und dass die Verankerung des Rezeptors am
Cytoskelett (Vimentin) in den C6D8-1 Zellen nicht erst durch p53 induziert wird,
sondern im Gegenteil, die Grundlage fiir die cytoplasmatische Sequestrierung von

Val-135

p53 liefert. Beobachtungen, dass der Rezeptor-Antagonist RU486 p53™ " aus dem

cytoplasmatischen Komplex verdringen kann (Daten hier nicht gezeigt), erhdrten
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diese Schlussfolgerung.

Die hier gemachte Beobachtung zur Aktivierbarkeit des Glucocorticoidrezeptors
entsprecht derjeniger in Neuroblastomzellen: auch dort inhibiert die Bindung von
p53 an den Glucocorticoidrezeptor die Aktivierbarkeit des Rezeptors durch
Dexamethason. Die Zugabe des Antagonisten RU486 fiihrt dagegen zu einer
Translokation von p53 in den Zellkern, ohne dass die cytoplasmatische

Lokalisation des Rezeptors beeinflusst wird (Sengupta et al., 2000).

5.4. Die Rolle von Cytoskelettkomponenten fiir die cytoplasmatische
Verankerung des Glucocorticoidrezeptors

Eine Assoziation des Glucocorticoidrezeptors mit dem Cytoskelett wird bereits seit
lingerem in Erwigung gezogen. So wurde z.B. beobachtet, dass eine Uberexpres-
sion des Glucocorticoidrezeptors die Menge seiner naiven, chaperonassoziierten
Form im Zellkern erhoht. Diese Tatsache impliziert die Existenz eines unbekann-
ten Sequestrierungsmechanismus, dessen Kapazitit durch GR-Uberexpression
gesdttigt werden kann (Sanchez, 1990; Martins et al., 1991). Aus dem Cytosol
intestinaler L-Zellen isolierte Gluco-corticoidrezeptor-Heterokomplexe beinhalten
grofle Mengen der Cytoskelett-proteine Aktin, Tubulin und Vimentin (Scherrer
und Pratt, 1992). In vitro Bindungsstudien mit aufgereinigten Proteinen zeigten
Interaktionen zwischen dem Glucocorticoidrezeptor und Aktin bzw. Tubulin
(Akner et al., 1990, 1991; Miyata, 1991). All diese Daten sprechen fiir eine Affinitit

des Glucocorticoidrezep-tors fiir Komponenten des Cytoskeletts.

Das Immunophilin FKBP52, welches Teil des "reifen" Glucocorticoidrezeptor-
Heterokomplexes ist, ist imstande an das mit Mikrotubuli assoziierte Motorprotein
Dynein zu binden (Czar et al., 1995). Aufgrund dieser Tatsache wurde fiir den
aktivierten Glucocorticoidrezeptor ein von Dynein getriebener Transport in den
Zellkern entlang der Mikrotubuli vorgeschlagen (Galigniana et al.,1998).
Allerdings konnte weder eine Depolymerisation der Mikrotubuli, noch die
Zerstorung der Mikrofilamente eine Verlagerung des Glucocorticoidrezeptors aus

dem Cytoplasma in den Zellkern induzieren (Szapary et al., 1994; Vorgias, 1988).

Die Schwierigkeit, eindeutige Relationen zwischen dem Glucocorticoidrezeptor
und Proteinen des Cytoskeletts herzustellen, beruht im wesentlich darauf, dass die

einzelnen Cytoskelettkomponenten stark miteinander vernetzt sind. (Abb. 52).
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Intermediirfilamente, Mikrotubuli und das Aktin-Netzwerk sind sowohl indirekt
tiber Proteine, wie Plektin und Kinesin, als auch direkt eng miteinander verkniipft

(Bohn et al., 1993; Hermann et Aebi, 2000).

7 Kinasen

Plektin
N-Termini

Vimentin-Nestin
- Heterodimer

Mz

Nestin

C-Terminus Vimentin

/‘\C-Terminus

Kinesin .

Aktinfilament Mikrotubulus Intermediarfilament

Abbildung 52:

Modell fur direkte bzw. indirekte Interaktionen zwischen verschiedenen
Cytoskelettproteinen. Danach kénnen Intermediarfilamente Uber Kinesin und
Plektin mit den Mikrotubuli verkntpft sein. Plektin besitzt in den
ausgedehnten N-Termini auRer der an Mikrotubuli bindenden Doméane (MBD)
eine an Aktin bindende Doméane (ABD) und kann damit an Mikrofilamente
binden. Analog dazu werden MBD und ABD in dem langen C-terminalen
Nestin-Schweif vermutet. Nestin bildet selbst keine Filamente, kopolymerisiert
aber mit Vimentin (Herrmann und Aebi, 2000)

In den hier dargestellten Untersuchungen konnte keine Beziehung zwischen dem
Glucocorticoidrezeptor und den Mikrofilamenten nachgewiesen werden. Sowohl
die normal proliferierenden Zellen als auch die mit Cytochalasin behandelten
Zellen, in denen das Aktin-Netzwerk zerstort war, wiesen in der Immunfluoreszenz
keinerlei Kolokalisation von Glucocorticoidrezeptor und Aktin auf. Eine
Interaktion mit den Mikrotubuli kann dagegen nicht ginzlich ausgeschlossen
werden. Obwohl die Immunfluoreszenz-Untersuchungen auch hier praktisch
keine Kolokalisation zwischen Tubulin und Glucocorticoidrezeptor aufwiesen,
findet man in der Literatur immer wieder Hinweise auf Wechselwirkungen
zwischen GR und Tubulin. Moglicherweise ist dies durch die sehr enge Verbindung

zwischen Intermediirfilamenten und Mikrotubuli erklirbar.

Dartiber hinausgehend konnte hier erstmals gezeigt werden, dass die Verankerung
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des Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett unter Beteiligung des Intermediér-
filamentproteins Nestin stattfindet. Dies konnte nicht nur an den C6 Zellen,
sondern auch an anderen Zelllinien und an Primirzellen gezeigt werden, und liefd
sich durch ektope Expression des Proteins in nestin-negativen Zellen verifizieren.
Nestin wird als cytoplasmatischer Anker fiir den Glucocorticoidrezeptor allerdings
erst funktionell, wenn Vimentinfilamente vorhanden sind. Vimentin-negative
C6D10 Zellen zeigten trotz der Tatsache, dass im Cytoplasma Nestin vorhanden
war, ausschlieSlich eine Kernlokalisation des Glucocorticoidrezeptors. Nestin kann
selbst keine Filamente bilden und nur mit Vimentin bzw. Internexin
kopolymerisieren (Herrmann und Aebi, 2000). Daher ist fiir die Rezeptor-

Verankerung wahrscheinlich ein intaktes Intermedidrfilament-Netzwerk notig.

5.5. Relevanz der cytoplasmatischen Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors fiir die Zellproliferation

Eine zentrale Frage ist, inwieweit die cytoplasmatische Verankerung des
Glucocorticoidrezeptors tiber Vimentin-Nestin-Filamente eine physiologische
Bedeutung besitzt. Erste Antworten darauf geben die Beobachtungen an C6 Zellen

und an Primirkulturen von Mausfibroblasten.

In Cé6-Rattengliomzellen 16ste die Inkubation mit dem Glucocorticoidrezeptor-
Liganden Dexamethason einen G1-Zellzyklusarrest aus. Sowohl die vimentin-
positiven C6D8 Zellen, als auch die urspriinglich negativen, mit murinem
Vimentin retransfizierten Zellen VimWT3B4 zeigten nach einem transienten G1-
Arrest, der ungefiahr einen Zyklus anhielt, erneute Proliferationsaktivitt.
Vimentin-negative Zellen (C6D10), in denen der Rezeptor im Zellkern lokalisierte,
arretierten tiber einen lingeren Zeitraum. Eine Erkldrung fiir dieses Verhalten
wire, dass durch die Verankerung des Glucocorticoidrezeptors am Cytoskelett ein
Proteinpool entsteht, der nach Bindung des Liganden Dexamethason "geleert" und
nach Dissoziation des Liganden wieder gefiillt werden kann. Dies wiirde den
vimentin-positiven Zellen einen zeitlichen Vorsprung gegeniiber den vimentin-

negativen Zellen in der Inaktivierung des Rezeptors verschaffen.

In den priméren Mausfibroblasten war nur in frithen Passagen, die sich durch
schnelle Proliferation der Zellen auszeichneten, eine cytoplasmatische,

cytoskelettgebundene Lokalisation des Rezeptors zu beobachten. In spéteren
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Passagen, wenn die Zellen begannen einen seneszenten Phinotyp anzunehmen,
lokalisierte der Rezeptor im Zellkern. Entsprechend zeigten diese Zellen keine
Expression von Nestin mehr, aber immer noch die von Vimentin. Dies kann als
Hinweis gewertet werden, dass die cytoplasmatische Verankerung des Glucocorti-
coidrezeptors ein differenzierungsspezifisches Regulativ sein konnte, welches die
Proliferation der Zellen in Abhédngigkeit von ihrem Differenzierungszustand

kontrolliert.

Wie p53, ist auch der Glucocorticoidrezeptor ein Transkriptionsfaktor, der unter
bestimmten Umstidnden die Expression von p21(Cipl) bzw. p27(Kip1) und die
Repression von bcl2 auslosen kann, und somit die Zellen in einen G1-Zellzyklus-
arrest und in die Apoptose treiben kann (Rogatsky et al., 1999). Dieser Effekt
scheint aber zelltypspezifisch zu sein (Naumann et al., 1998), was vielleicht durch
die grofie Vielfalt an GR-kontrollierten Genen erkldrbar ist. Die aktuelle Zahl der
bekannten, durch den Glucocorticoidrezeptor regulierten Gene belduft sich auf ca.
70 (Merkulova et al., 2003). Darunter fallen auch Gene der am Zellzyklus

beteiligten Serin- bzw. Threonin-Kinasen oder das Protoonkogens c-myzc.

5.6. Modell des Verankerungsmechanismus

Aufbauend auf den aktuellen Modellen fiir die "Reifung" (Kanelakis, 2003) des
Glucocorticoidrezeptors und seinen nukleo-cytoplasmatischen Transport (Hache
et al., 1999), wurde anhand der Ergebnisse dieser Arbeit ein Modell fiir die
cytoplasmatische Sequestrierung von p53 entwickelt (Abb. 53).

Voraussetzung fiir die Verankerung von p53 am Cytoskelett ist ein Zusammen-
spiel mehrerer Faktoren. Zunichst miissen die Zellen sich in einem Stadium der
Differenzierung befinden, in dem die Intermediérfilamentproteine Vimentin und
Nestin exprimiert werden. Diese Situation tritt nicht nur in naiven Zellen
mesenchymalen Ursprungs auf, sondern ist auch in vielen dedifferenzierten
Tumoren zu beobachten. Durch die Kopolymerisation von Nestin mit Vimentin
bieten die so entstehenden Filamente tiber die weit herausschweifende Nestin C-
Termini Interaktionsflachen fiir andere Proteine (vgl. Abb. 52). Vermutlich konnen
dartiber nicht nur Interaktionen zu anderen Cytoskelettkomponenten, wie
Mikrotubuli bzw. Aktinfilamenten, entstehen, sondern auch Bindungen mit

anderen cytoplasmatischen Proteinen zustande kommen. Wie hier gezeigt, bindet
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auch der Glucocorticoidrezeptor an kopolymerisierte Intermediérfilamente aus
Nestin und Vimentin. Ob der Rezeptor selbst oder andere Komponenten des
Heterokomplexes wie Hitzeschockproteine direkt mit Nestin/Vimentin Polymeren
interagieren, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgekldrt werden. Tatsache
ist, dass der Glucocorticoidrezeptor durch die Cytoskelettverankerung allein nicht

inaktiviert wird. In tsp53"a“35

-negativen C6D8 Zellen ist nach einer Dexamethason-
Behandlung sowohl eine Translokation des Glucocorticoidrezeptors aus dem
Cytoplasma in den Zellkern, als auch eine physiologische Antwort zu beobachten.
Durch das Auftreten von p53 im Cytoplasma, wie z.B. in C6D8-1 Zellen, wird der
Glucocorticoidrezeptor blockiert. Dies wird durch die nach Hormongabe
ausbleibende Translokation des Rezeptors in den Zellkern sichtbar. Diese
Ergebnisse implizieren eine direkte Bindung von p53 an den Glucocorticoid-
rezeptor, bei welcher die Ligandbindung an den Rezeptor entweder erschwert oder
ganzlich verhindert wird. Somit wird durch die Entstehung eines am Cytoskelett

verankerten p53/Glucocorticoidrezeptor-Heterokomplexes die Funktionalitét

beider Proteine beeintrichtigt.

Durch die differenzierungsabhingige Regulation der Expression von Nestin,
welches durch seine ausschweifende C-Termini Interaktionsflichen fiir andere
Proteine bietet, konnte eine Art dynamischer Pool fiir Stressregulatoren, wie den
Glucocorticoidrezeptor oder auch p53, geschaffen werden. Durch die rdaumliche
Trennung der Transkriptionsfaktoren von den Zielgenen werden sie epigenetisch
inaktiviert, sind aber im Notfall in ausreichender Menge vorhanden und kénnen

schnell mobilisiert werden.
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‘ e V/imentin
‘4\ Nestin
- Glucocorticoidrezeptor
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’ p53
- HSP90
. HSP70
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Abbildung 53:

Modell fur die Verankerung des Glucocorticoiderzeptors und p53 am
Cytoskelett. (A): In tsp53¥31%5_negativen C6D8 Zellen ist der Heterokomplex
aus Hitzeschockproteinen, Glucocorticoidrezeptor und Immunophilin am C-
terminalen Schweif des Nestins gebunden. Die Funktionalitdt des Rezeptors
wird dadurch nicht beeintrachtigt: nach der Bindung des Liganden transloziert
der Glucocorticoidrezeptor in den Zellkern. (B): In tsp53'3%%_positiven
C6D8-1 Zellen ist die Ligandbindungsstelle sterisch durch p53 blockiert. Eine
Aktivierung des Glucocorticoidrezeptors durch Dexamethason kann nicht
erfolgen.



Diskussion 106

5.7. Ausblick

Noch ist offen, ob der an das Cytoskelett gebundene p53/Glucocorticoidrezeptor
Heterokomplex noch zusitzliche Komponenten, aufler den hier erwihnten,
beinhaltet. In diesem Zusammenhang muss tiberpriift werden, inwieweit der sehr
grofle (~1MDa) Proteinkomplex Parc (Nikolajev et al., 2002) oder das mit
Mikrotubuli assoziierte Dynein (Galigniana et al., 2004) an dieser Verankerung
teilnehmen. Um die Funktion von Nestin in der Verankerung genauer zu erfassen,
sollte die Beteiligung des Nestin C-Terminus an der cytoskelettalen Verankerung

des Glucocorticoidrezeptors tiberpriift werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist das funktionelle Zusammenspiel zwischen p53
und Glucocorticoidrezeptor. Beide Transkriptionsfaktoren konnten synergistisch

wirken oder aber sich gegenseitig in ihrer Wirkung auftheben.

Die hier vorliegenden Zellsysteme und aufgezeigten Zusammenhinge bieten eine
Grundlage fiir funktionelle Studien tiber die Wechselwirkung zwischen p53,
Glucocorticoidrezeptor und dem Cytoskelett in Verbindung mit

Differenzierungsprozessen.
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