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ZUSAMMENFASSUNGEN 1

1 Zusammfeassungen

1.1 Zusammenfassung

Der Tumosuppressop53 fungiert als eine zellulare Drehschreibe, die eine Vielzahl
von Stresssignalen erkennt und weiterverarbeitet. Uber eine enge Kontrolle des Zellzyklus
und des Zustands des Genoms sichert p53 die genomiseghgét einer Zelle und
entscheidet durch seine Funktion als Transkriptionsfaktor als Antwort auf zellulare
Stressoren Uber das Zellschickgathangig von Art und Ausmald des Schadens, kann die
Antwort vontransientem Zellzyklusarrest mit EinleitungDN -Reparaturprogrammen
Uber einen irreversiblen Zellzyklusstopp durch Seneszenz oder Differenzierung bis hin zur
Entfernung der Zelle aus dem Organismus d&&liggmittelte Apoptose reichen.

Fur die Auswahl von Zielgenen und damit daspb&ngige Zsthicksal spielt die
p53 DNA Bindungskooperativitdt eine entscheidende Rolle. p53 bindet als Tetramer
kooperativ an diBNA. Die strukturelle Basis hierfur stellen intermolekulare Interktion
zwischen den beiden gegensatzlich geladenen Aminosaubéuesteat 180 und Arginin
181 an der Helix H1 der DNA Bindungsdomévmam jeweils zwei p53 Monomeuar.
Mutationen an dieser Stelle kbnnen die Kooperativitat und damit Bindungsaffinitat von p53
an die DNAverringernbzw. erhéhen. Dies beeinflusst diegéieselektion, denn hohe
Kooperativitat erweitert das Zielgenspektrum auch auf Gene mit von der p53
Konsensussequenz abweichenderrggg®nsiven Elementen. Wahrend Zielgene, die in
der Auslésung von Zellzyklusarrest involviert sind, meist kanonische pG8vBiEen
und daher sowohl von niedrigls auch hockooperativem p53 transaktiviert werden
konnen, finden sich in den Promotoren von Apogitosiernden Zielgenen weniger
perfekte, niedrigffine p53 Bindungsstellen, fur deren Bindung daher hohe Kivitaera
erforderlich ist.

Der Einfluss der Bindungskooperativitdt auf das langfristige Proliferationsverhalten
von Tumorzellen in vitro und in vivo konnte dabei bislang noch nicht vergleichend
untersucht werden. Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit waiegZellinien mit stabiler
Expression von §8Kooperativitdtsmutanten zu etablieren, welche den Einfluss von
Kooperativitat auf das Zellschicksal abbilden und untersuchbar machen.

Hierzu wurde ein induzierbares {pressionssystem mit den verschiedenen
Kooperativitdtsmutanten kient, die das ganze Spektrum der -Hdlix
Interaktionsstarked von aufgehoben bis Uber dem physistbgn Niveau liegerdl
abdecke. Das System wurde weiterhin mit einem Reporter versehen, um die p53
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Expression Uberwachbar machen. Die entstehenden Fusionsproteine wurden korrekt
exprimiert und Ubten ensachAktivierung p3-spezifische Effekte aus.

Um eine optimale Vergleichbarkeit des Einflusses von Kooperativitat auf das
Zellschicksal herzustellen, wurde drsuch untelommen, diep53 Konstruke
Endonukleaseermittelt zielgerichtet in den Ragl Genlokusnpgativer H1299 Zellen
zu integrieren. Dabei wird der =zellulare Reparaturmechanismus der homologen
Rekombination ausgenutzt, um isogene Zelllinen zu generiereigteEside eine sehr
geringe Rekombinationsrate; zudeiesendie positiv getesteten Klomaterschiedlich
hohe p53Proteinleveund weiterhinkeine induzierbare und effektive Aktivitdt von p53
auf Daher eigneten sie sich nicht zur weiteren UntersuchuBondiengskooperativitat.

Es lasst sich diskutieren, dass aufgrund verschiedener moglicher dGziBiddem
epigenetischen Status des Raflis oder Mutationen im DNReparatursysterd
Meganukleaseermittelte zielgerichtete Integration in H1299 Zelilemit sehr geringer
Effizienz mdglich ist.

Daraufhin wurden durch konventionelle Transfektion und Selektion Zatfihien
stabiler Expression der pb@sionsproteingeneriert. Diese zeigteime gute Expression
der Konstrukte und nach Aktivierung vor8 gbarke, p5und kmperativitatsabhéngige
Effekte So zeigte sich eb der Untersuchung der langfristigen Auswirkung der
Kooperativitat auf die Proliferation eine mit steigender Kooperativitat reduzierte
Proliferationskinetik. Da die Zellen nicht isogennander waren, zeigte sich in manchen
der verwendeten Klone ein Einfluss der unterschiedliemeteinlevel auf das
Zellschicksal, welche teilweise den Einfluss der Bindungskooperativitit maskierte.
Andererseits konnte aber auch verdeutlicht werdendidass Modk bei sorgsamer
Auswahl der Klone den Einfluss der p53 DNA Bindungskooperativitat sehr gut abbilden
kann. Daher eignet es sich sehr fur weitere Experim&i¢e Mechanismen p53
vermittelterZellschicksalsentscheidungen zu verstehen, istofter gedeutung, weshalb
die weitere Erforschung der Bindungskooperativitdals ein Modulator dieser
Entscheidunge® vorangetrieben werden sollte. Als eine der Mdglichkeiten flr weitere
Untersuchungen mit diesem Modell bieten sich Xen8gudfen an.

1.2 Summary

The tumor appressor p53 acts as a cellular hubhwtriocesses a multitude of
stress signals. By ensuring a tight control of the cell cycle and the state of the genome it
acts as a safeguard of genomic integrity of a celharah answer to cadlr stresses
decides the callfatemainlythrough its function as a transcription factor. Depending on
the type and extent of the damage, the answer can reach from transient cell cycle arrest
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with concurrent start of DNAepair programs$o an irrevelible cell cycle arrest by
senescence or differentiation updtaltimatelyd the removal of the cell from the
organism via p53ediated apoptosis.

p53 DNA binding cooperativity plays an important role for target gene selection and
thus for pS3dependentall fate. p53 binds DNA as a tetramer in a cooperative manner.
The structual basis for cooperativity is constitutechi®rmolecular interactions between
the two oppositely charged amino acid residues glutamate 180 and arginine 18% in the heli
H1 of theDNA binding domains of two p53 monomesitations of these residues can
lower or raise cooperatwand therefore DNA binding affinity of p53. This influences
target gene selection, because high cooperativity expands the target gene gge@sum to
with p53 response elemendeviating from the p53 consensus sequence. While target genes
involved in cell cycle arrest mostly display canonical response elements and can therefore
be transactivated by both lownd highcooperative p53promotersof apoptos
promoting target genes often show imperfectatbmity p53 binding sites which can only
be bound by highooperative p53

The influence of binding cooperativity on ftrgn proliferation behavior of tumor
cells in vitro and in vivo has not beensssegkcomparatively yet. A primary objective of
this work was therefore to estabtish lineswith stable expression of p&8operativity
mutantsby means of which the entire spectrurkibfHelix interactionstrengthand the
associated impact on celefaan be investigated.

For this purpose an inducible p53 expression system with the different cooperativity
mutants, which spaed the entire spectrum of cooperativdtyfrom abrogated up to
higher than physiologicdl was cloned. Furthermore, the systeaslabeled with a
reporter in orderto monitor b3 expression. The created fusion proteins were expressed
correctly and exerte@®specific effects only after activation.

For an optimal comparability of the influence of cooperativity on cell fate it wa
attempted to integrate the p53 construct into a given locus-mulp53299 cells by
means of gene targeting; this means endonuutledisg¢ed targeted integration into the
Ragl locus via homologous recombination to generate isogenic cell lines. The
recombination rate was very low; furthermdre positively tested cloneghibited
different pS3orotein leveland did not show inducible and effective activity of p53. Thus,
they were not suitable for further investigation of binding cooperativity. ktecan
presumed that because of a variety of redsngsthe epigenetic status of thelRays
or mutations in the DNA repair systéMeganucleaseediated targeted integration in
H1299cells is only possible with very low efficiency.

Thereupon additiat cell linesvith a stable expression of p53 fusion constructs
were generated through conventional transfection and sel€bggnexhibited good
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expressiomnf the constructs and strong p%aBd cooperativity dependent effectshmn

cell fate upon p5%awvation.For instance, cells showed reduced proliferation kinetics with
increasing cooperativity. Howewkre to the fact that cellgere not strictly isogenit,

could beobservedhatin some of thesed clones different protein legtiswed an efte

on the cellular outcome upon p53 activation which in part masked influence of binding
cooperativity. On the other hand, it could also be clarified that by means of careful
selection of clones this model can display the influence of p53 DNA bindimgtnatype

very well Hence, it is very suitable for additional experiments. Understanding the
mechanisms of p58ediatedcell fate decisions is of great importance, thus further
research on binding cooperativity as one modulator of these decisions should be
conducted. There is a variety of possibilities for further investigations with this model, of
which | suggest xenograft studies.
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2Einl eitung

21 Krebs und seine Entstehung

In einem gesunden Organismus sind verschiedenartig differenzierte Zellen in
Verbanderzu Geweben organisiert. An vielen Stellen im Korper ist es wichtig, dass diese
Gewebe sich physiologisch regenerieren, also alte und abgestorbene Zellen durch neue
ersetzt werden. Dies setzt eine gut kontrollierte Homoéostase zwischen Wachstum und
Sterben erausd es darf also weder zu viel Gewebe wachsen noch durfen dauerhaft mehr
Zellen sterben als ersetzt werden kdnnen. Doch nicht nur innerhalb der Gewebe existiert
dieses Gleichgewicht, auch innerhalb einer einzelnen Zelle werden standid pro
antiproiferative Signale integriert und mussen in feiner Balance gehalten werden. Krebs
entsteh® vereinfacht gesagtvenn dieses Gleichgewicht gestort wird, einzelne Zellen aus
dem organisierten Verband ausbrechen und unempfanglich werden fir die unzéhligen
Regulationsmechanismen, die sie normalerweise kontrollieren.

Die Transformation einer normalen hin zu einer hoch malignen Tumorzelle erfolgt
Uber einen oftmals jahrelangen Zeitraum und ist statistisch gesehen ein sehr seltenes
Ereignis. Angesichts der Zabhvi@® Zellen, die im Laufe eines Lebens entstehen und
einem Zellaustausch von bis zUZdllen pro Sekunde bleibt dennoch ein grof3es Risiko,

im Laufe eines Lebens an Krebs zu erkrafWeimberg, 2014Tumorprogression ist als
mehrstufiger Prozess zerstehen, in dem eine Zelle bestimmte Eigenschaften und
Fahigkeiten, die sie als Tumorzelle auszeichnen und ihr Selektionsvorteile verschaffen,
erwirbt. Dies geschieht durch eine Abfolge von mehreren Mutationen oder epigenetischen
Modifikationen in Genemlie zumeist in der Regulation von Proliferation und Uberleben
involviert sind. Hanahan und Weinberg (2000) definierten zunachst sechs dieser Krebs
kennzeichnenden  Fahigkeiten: Erstens die Unabhéangigkeit von externen
Wachstumssignalen, die normale Zellemtigeen, also die Fahigkeit zur autarken
Proliferation. Zweitens, die Unempfindlichkeit gegenlber antiproliferativen Signalen,
welche in normalen Zellen die externen Wachstumssignale ausbalancieren. Drittens missen
Tumorzellen den kontrollierten Zelltodpfdtose) umgehen kénnen, durch welchen
kranke und alte Zellen normalerweise aus dem Organismus entfernt werden. Humane
Zellen konnen sich physiologischerweise nur einer begrenzten Zahl von Teilungen
unterziehen und stellen dann das Wachstum ein (Hbyfligk Tumorzellen missen

daher viertens eine unendliche Teilungsfahigkeit erwerben und damit immortal werden.
Wie auchalleanderen Gewellgendtigen Tumoren Blutgefal3e, um mit Nahrstoffen und
Sauerstoff versorgt zu werden. Damit die Blutversorgung niit dpéteren Stadien oft
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schnellen Tumorwachstum mithalten kann, missen Tumorzellen daher flnftens die
Fahigkeit erwerben, das Wachstum von Gefal3en zu induzieren (Angidyéhesed.

benigne Wucherungen nur eine oder manche dieser Eigenschaften au®igesen
maligne Tumoren meist alle. Der entscheidende Unterschied, der nur maligne Zellen
auszeichnet, ist jedoch sechstens die Fahigkeit zur Invasion von Nachbargeweben und
Metastasierung.

Unabhangigkeit von
Autarke Proliferation antiproliferativen

Signalen

Veranderter Resistenz gegen
Zellstoffwechsel das Immunsystem

Umgehen von Unendliche

Apoptose Teilungsfahigkeit

Genomische Tumor-fordernde
Instabilitat Entziindung

Fahigkeit zur
Invasion und
Metastasierung g

Fahigkeit zur
Angiogenese

Abb. 2-1 Eigenschaften und F&higkeiten, die Krebgellen auszeichnen Sechs kennzeichnende
Fahigkeiten (kF), fiir deren Erwerb eine einzelne Zelle eine grofRe Zahl von Mutationen in einer Vielzahl von
Genen erfahren muss. Genomische Instabilitdt und “heglwitende Entziodg befahigen und
unterstitzen die Zellen bei dieser genetischen Evolution (befahigendes Merkmal, bM). In Tumorzellen
anzutreffender veranderter Energiestoffwechsel sowie die Fahigkeit dieser Zellen, einer Beseitigung durch das
Immunsystem zu entkommendsebenfalls kennzeichnende Fahigkeiten, deren abschlieRende Relevanz und
Eigenstéandigkeit aber noch Gegenstand aktueller Forschung sind (modifiziert nach: Hannahan und Weinberg,
2011 Hallmarks of Cancer: The Next Generation).

Fir den Erwerb all dieser Eigschaften ist eine sehr grof3e Anzahl an Mutationen in
zahlreichen Genen notwendig. Diese sind aber aufgrund effizienter Kontrollmechanismen
von Natur aus selten, weswegen es als wahrscheinlich angesehen wird, das genetische
Instabilitat in einem frihena®ium der Tumorigenese auftreten nitdsahan and
Weinberg, 2000, 2011; Schmitt et al., 20a®&&chlich hat die Sequenzierung von DNA
aus Tumorzellen ergeben, dass in den meisten humanen Krebsarten mehrere tausend
Mutationen anzutreffen sif@chmitt eal., 2012)Mutationen in Genenjein der DNA
Reparaturmaschinerie oder in der Uberwachung derselben involviert sind, spielen hier
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vermutlich eine zentrale Rdltanahan and Weinberg, 2011; Negrini et al., 2010; Schmitt
et al., 2012)

Die Gene, die vwo Mutationen betroffen sind und dann zu den erwéhnten
Fahigkeiten beitragen, kénnen in zwei Klassen eingeteilt werden: Zum einen die
Protoonkogene, deren Genprodukte physiologischerweise die Zellproliferation fordern
oder Apoptose unterdriicken. Durch Mota¢n kann es z.B. zur erhdhten Produktion
dieser Proteine oder zur dauerhaften Aktivierung selbiger kommen, so dass es zur
aberranten, deregulierten Funktion kortaimain, 2001; Bishop, 1981; Croce, 2008)
Zum anderen die grofl3e Gruppe der Twmopressgene: Diese teilen als gemeinsames
Merkmal, durch ihre normale Funktion die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
entarteten Zellen zu verringefWeinberg, 2014Dies geschieht beispielsweise durch
hemmende Einflisse auf die Zellproliferation, durckatirolle genomischer Integritat
0 z.B. durch DNAReparatur Gené und Einleitung von Apoptose, falls diese Integritat
schwer gestort ist. Kommt es hier zu inaktivierenden Mutationen in beiden Allelen, fallen
die entsprechenden Schutzmechanismen (&ger, 2004) Mutationen in
Protoonkogenen mussen daher auf dem Weg der Tumorigenese mit Mutationen in
Tumorsuppressgenen zusammentreffen, um ihren vollen Effekt entfalten zu kénnen
(FearorundVogelstein, 1990; Hanahard Weinberg, 2000)

Die therapeutthen Mdoglichkeiten von Krebs sind in den letzten Jahren stetig
gewachsen. Mittlerweile umfassen sie neben den klassischen MetOpaeation,
Bestrahlung oder chemotherapeutische Behandlung mit fur alle Kérperzellen schadlichen
Substanzed auch neue Mddamente, die gezielt Merkmale von Tumorzellen angreifen,
andere Zellen schonen und daher oft weniger Nebenwirkungen aufweisen. Auch Strategien
zur Modulation und Reaktivierung des Twonmoressar p53 sind in der Entwicklung.

Dies unterstreicht die Notwaigkeit des exakten Verstandnisses der zugrundeliegenden
Mechanismen der Krebsentstehung.

22 Der Tummressusgo8 p

Eines der bedeutendsten Mitglieder der Familie der Suppogssen ist das vom
Gen TP53 kodierte Protein p53. In 50 % aller sporadiscmeorefuist p53 durch
Mutation, in fast allen weiteren durch andere Mechanismen inaktiviert. Patientinnen und
Patienten mit EiFraumeni Syndrodbei dem eine erbliche Keimbahnmutation eines p53
Allels vorliegtd leiden an deutlich erhdhter Krebsinzidenz ps@inull Mause zeigen
einen stark tumorbelasteten Phan{®ypdyund Attardi, 2010; Olivier et al., 2Q1Djese
Umstande zeigen, dass p53 fir die Temppressioreine entscheidende Rolle spielt und
eine Zelle sich im Laufe ihrer Transformation seim@ermden Einflisse entledigen muss.



8 EINLEITUNG

Diese zentrale Bedeutung des als Transkriptionsfaktor fungierenden p53 liegt in
seiner Stellung als zellulare Drehscheibe, die eine Vielzahl von Stresssignalen erkennt und
weiterverarbeitet, begriundet. Zu diesen Steesstihlen beispielsweise akute und
chronische DNASchadigung, Onkogéktivierung oder Hypoxié also Umstéande, die
eine Transformation einer normalen zu einer malignen Zelle einleiten oder unterhalten
konnen (Ubersicht in Bieging et al., 2014). UbeemigeKontrolle des Zellzyklus und des
Zustands des Genoms sichert p53 die genomische Integritat einer Zelle. Die schadigenden
Stimuli fihren Uber Mediatorproteine zu einer Altigervon p53, welches dann
wiedeum Uber eine Induktion von Effektorproteineine zellulare Antwort einleitet
(Ubersicht in Riley et al., 2008). Diese reicht von einem transienten Zellzyklusarrest mit
Einleitung von DNAReparaturprogrammen uber einen irreversiblen Zellzyklusstopp
durch Seneszenz oder Differenzierung bis hin mtierBung der Zelle aus dem
Organismus durch p&@rmittelte ApoptoséBradyund Attardi, 2010; Riley et al., 2008;
Schlereth et al., 2010b; Stiewe, 20083e Balance zwischen Leben und Tod ist aul3erst
eng reguliert und wie p53 diese in die eine odereaRichtung verédndern kann, ist
Gegenstand aktueller Forschung. Zudem vergrofRert sich das bekannte Universum von
durch p53 hervorgerufenen Antworten auf diese Stressoren zunehmend: So stellen u.a.
auch Modulationen im zellularen EnergiemetabolismugirktersAutophagie oder
Differenzierung Mechanismen der-p&@nittelten Tumauppressiodar (Bieging et al.,

2014; VousdenndPrives, 2009; Vousdend Ryan, 2009)

2.2.1 Aufbau und Struktur des p53 Proteins

p53 Ubt seine Funktionen hauptséchlich als Tramsksipktor aus und weist in
seinem Aufbau die dafir typischen Strukturen auf: Zweiermihale
Transaktivierungsdomanen, eine zentrale-BiNdungsdomane, eine Tetramerisierungs
und eine @erminale Regulationsdom&itarmsund Chen, 2006; Joergend Fesht,
2008)

N TAD1/2 F'RR DBD TETICTD COOH

1 42 62 92102 292 326 364 393

Abb. 2-2: Schematischer Aufbau des p53 ProteinZwei N-terminale Transaktivierungsdoménen (TAD),

eine  zentrale DN#Bindungsdoméne (DBD), ein Kernlokalisierungssignal (KLS), eine
Tetramerisierusgomane (TET) sowie eineT€minale Regulationsdomane (CDT) bilden zusammen das

p53 Protein. Angegeben ist auRerdem die Anzahl der Aminoséauren sowie eine Prolinreiche Region (PRR), die
Teil der zweiten Transaktivierungsdoméne ist (modifiziert nach hhar@han2006 Joerger und Fersht,

2008.



EINLEITUNG 9

Die N-terminale Region mit den beiden Transaktivierungsdoménen (TAD) stellt sich
in der héheren Proteinstruktur ungefaltet dar, was die Bindung der zahlreichen mit dieser
Region interagierenden Proteine erleictBeswohl die negativen Regulatoren von p53,
Mdm2 und Mdm4 sowie transkriptionelle -Fa&toren und Teile des
Transkriptionsapparates binden hf{@oergerund Fersht, 2008) Die beiden TAD
unterscheiden sich hierbei in ihrer regulatorischen Funktion; wBAREhessentiell fur
die Transaktivierung von Zellzyklusai@=sten ist, zeigte sich TAD2 als notwendig fur
die Auslésung von Apopto@garmsund Chen, 2006; Johnson et al., 2005)

Die Bedeutung der zentralen, sequenzspezifischerBDN@ngsdoméane (DBD)
fur die Funktion von p53 wird durch den Umstand unterstrichen, dass 86 % aller
Mutationen in dieser Region anzutreffen itier et al., 2010pie ist al&Sandwich
aufgebaut, welches als Gerlst fur die daran angeschlossenbimd@Néden Regionen
dient. Diese kénnen unterteilt werden in ein an die groRe Furche bindendes (L:1)Schleife
Faltblatt(H2)Helix Motiv sowie zwei grof3e (L2 & L3) Schleifen, die an die kleine Furche
der DNA bindenCho et al., 1994; Joerged Fersht, 2008)

Die Transaktiviergnvon Zielgenen erfolgt Uber die sequenzspezifische Bindung der
p53 DBD an Erkennungssequenzen in den Promotoren dieser Gene. Die p53
Konsensussequenz lauteRRRCWWGYYY3' (wobei R=A oder G, Y=C oder T, W=A
oder T; G=Guanin, C=Cytosin, A=Adenin, T=ThyinjetDeiry et al., 1992; Funk et al.,
1992) Zumeist bilden zwei solcher dfsitedezeichneten Sequenzen, getrennt durch
einen @1 bp langerSpaceein p53responsives Element (p53 RE), auchfudlisite
bezeichnefRiley et al., 2008 owohl @ quartesiteginer jedehalfsiteals auch die beiden
halfsitesind in ihrer Sequenz palindromisch zueinander.

quarter-site

Spacer
0-21 bp
1 2 3 4 5|6 1 2 3
half-site half-site

Abb. 2-3: Struktur der p53 KonsensussequenZwei decamerkalfsitesind durchSpacesaiabler Léange
miteinander verbunden und bilden zusammerfudiaite Jedenalfsitekann nochmals in zwei quaitées

unterteilt werden. Besondere Bedeutung fur die Affinitdt von p53 an die Bindungsstelle kommt dem
zentralen CWWG Motiv Zmodifiziertnach Riley et al., 2008).

Diese Symmetrie der Erkennungssequenz auguaiesitespiegelt sich in der
Bindung an die DNA wieder. Diese wird nicht als Monomer, sondern kooperativ durch ein
aus vier p58/olekilen gebildetes Tetramer geburifabureund Lee, 1998; Weinberg
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et al., 2004) Die strukturelle Basis fir diese Oligomerisierung ist die
Tetramerisierungsdomane (TET) in deter@inalen Region des Proteins, welche aus
einem kurzeStrang und eingi-Helix aufgebaut ist. @mnslational bildet sich tber
intermolekulare Interaktien durch ein antiparallefeBaltblatt und eid-Helix-Biindel

aus zwei Monomeren ein symmetrisches Dimer. Zwei dieser Dimere binden
sequenzspezifisch jeweils eine decdrabsg#eder Erkennungssequenz und bilden so das
Tetramemd dieses kann also 8lsner aus zwei Dimeren beschrieben wefidiéayner et

al., 2006; Malecka et al., 2009; Rippin et al., 2002; Tidow et aDi@dDimeDimer
Bindung wird u.a. an der Tetramerisierungsdoméne Uber hydrophobe Wechselwirkungen
der Aminosaurereste Led3dnd Leu348 vermitte(fleffrey et al., 1995; Joerged

Fersht, 2008; Weinberg et al., 2088p. 2-4 zeigt die Struktuvon vier p53 DBD
gebunden an die DNA.

A-B Dimer

Dimer aus
zwei Dimeren

C-D Dimer

Abb. 2-4: Struktur eines tetrameren p53 DBEDNA Komplexes. Je zwei p53 Mononeebilden ein
symmetrisches Dimer (A&B&D) und binden eine decaméadfsiteder p53 Erkennungssequenz an der
DNA (rot). Zwei dieser Dimere bilden zusammen ein p53 TetramegtGstzeur die Struktur der DBD
(modifiziert nach Malecka et al., 2009)

2.2.2 Die kooperative Bindung von p53 an die DNA

Kooperative Bindung beschreibt, dass die Bindungsaffinitat eines p53 Dimers oder
Tetramers zur DNA groRRer ist als die Summe der einzelnembten Zwar wird die
Tetramerbildung Uber verschiedene Pr&mtein Interaktionen an dert€minalen
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Tetramerisierungsdomane vermittelt, jedoch konnte gezeigt werden, dass auch p53
Mutanten ohne diese Doméne als Tetramer an p53 RE bestehend acamesitlalf
sitedinden (Weinberg et al., 2004jielfaltige intedimerische als auch inthianerische
intermolekulare Interaktionen der DBD stabilisieren hierbei das TéKdamarer et al.,

2006) Als entscheidend fur die kooperative Bindung vorapS8e DNA erwies sich

jedoch die intr@imerische Interaktion zwischemwei gegensatzlich geladenen
Aminosaureresten (Glul80, Argl181; kurz E180, R181) an der HédperHdildet sich

eine doppelte Salzbricke aus, welche das Dimer zusatzlich stabillkiediese
Salzbricke durch an dieser Stelle eingefiihrte Mutationen weg, reduziert sich die
Bindungsaffinitdt von p53 an die DNA deutliElehner et al., 2005; Schlereth et al.,
2010a)

a) H1 Helix b)
{2 J\.} We"A
A O O - R181 R181¢
‘_“_%— = A :}"‘ \) b - -/ J
-\,‘A_"",\ L N ¥
< \ P | p » ¥ J - r
A “Q« & > . / %
- ) V3 - P -
i ) ™ E180 N
oDt &g M ~ DBD 2 —_
‘ ‘e
- W &L
DNA

Abb. 2-5: Intra-dimerische HZI-Helix Interaktionen. a) Struktur von zwei p53 DBD in einem
symmetrischen Dimer in Kontakt mit DN®ie Interaktion zwischen den beiden-Hédlices (blau)
vermittelt die kooperative Bindung an die DNA. b) Vergrol3erte Ansicht der Interakimmesflder HL1
Helix mit den beiden Aminoséureresten E180 und R181 def B&ipektive E180nd R18tder DBD 2
(Schlereth et al., 2010a)

In dieser Arbeitsgruppe wurde ein Spektrum von pS3ehid Mutanten genert,
welches von aufgehobendver reduzite bis zu Uber dem physiologischen Niveau
liegender Interaktion zwischen den Aminoséaureresten der beiddelicdlreicht.
Mutationen an der HHelix stdren dabei nicht die Tetramerisierung von p53 an sich,
sondern senken bzw. verstarken die BWAlungsinitat durch veranderte
Kooperativitat. Die Mutante R181E (im folgenden EE genannt) weist vier gleichsam
negativ geladene Aminoséaurereste auf, was die Interaktion anHidix HIhd die
Bindung an die DNA massierabsetzt. In der Mutante E183HRR) irteragieren vier
positiv geladene Aminosaurereste miteinander, was die Interaktion und Kooperativitat zwar
partiell reduziert, jedoch nicht so massiv wie bei der Mutante EE. Die Mutante R181L
(=EL) steht im Kooperativitatsspektrum durch den neutralen tesicin der Mitte,
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wahrend die E180R;R181E (=RE) eine hohere Bindungsaffinitat als der Wildtyp aufweist.
Wird in einer Zelle sowohl EE als auch RR exprimiert, wird der die Kooperativitat
mindernde Effekt durch Paarung dieser zwei gegensatzlich gelagidtaakibe wieder
aufgehoben. Das Resultat ist eine besonders starke kooperative Bindung an die DNA
(Schlereth et al., 2010&)b. 16 zeigt schematisch diedHelix Mutanten.

Die Interaktionen an der HHelix stellen die strukturelle Basis der koopenati
Bindung von p53 an die DNA dar und erméglichen die Binduagchrweniger perfekte
p53responsive Elemente. Diese Eigenschaft von p53 zeigte sich als wichtig fir die
Auswahl von Zielgenen als Antwort auf zellularen Stress. Die Starke der Kooperativita
spielt hierbei eine entschenkeiRolle (siehe unten uBeéno et al., 2011; Schlereth et al.,
2010a; Weinberg et al., 2005)

p53'1¥E=“EE"  p5318IL =“EL” ,R‘. E p53180R1SIE = “RE”
181 180 8 180 8. 180
AR |

= -
E—® O—E E —e D— 1_ £~ R R _@._ E|
180 181 181 Wild type 180 181
181 180 131 181 181 180
CO-F QY @ G
E)— R’ R—(g.— E

150_@ D_wa: 1:;0_[] 181 ‘E —.D_ 81 180 181

p53'80R = “RR”  p53'180L =“LR" p53wt="ER" p53181E +p53180R

="EE+RR"

—-—

p53 DNA Bindungskooperativitat

Abb. 2-6: Spektrum von p53 HiHelix Mutanten mit veranderter Kooperativitat.Die Mutante EE mit

vier gleichsam negativ geladenen Glutamatresten zeigt dabei kaum noch nachweis&8badenDNA
wahrend RE und die Kombination aus EE+RR eine Uber dem physiologischen Niveau des Wildtyps liegende
Kooperativitat und Bindung an die DNA ausee(Schlereth et al., 2010b)

2.2.3 Zellschicksalsentscheidungen durch p53

Um geschadigte Zellen der Proliferation zu entziehen, karthwiB3eingangs
beschriebed als Antwort auf zellulare Stressoren ein Spektrum an Programmen einleiten,
dass von transiemteZellzyklusarrest bis zu Apoptose reicht.

Zellzyklusarrest in der &hase wird Uber pZfM* vermittelt, welches
hauptséachlich als Inhibitor des Komplexes von Cltlidk2 die Progession von G1
nach S verhindelGartel et al., 199655ADD45 und Prote 14-3-3 Dsind ebenfalls
Zielgene von p53 und induzieren einen Zellzyklusarrest in G2, wobei GADDA45 zusatzlich
noch in der DNAReparatur involviert i@dermeking et al., 1997; Wang et al., 1008y
diese Mechanismen ermoglicht p53 einer Zelle aRepheatur von DNASchéaden und
das darauffolgendei&Uereintreten in die Proliferation.
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Ebenfalls ist es aber moglich, dass eine Zelle der Proliferation irreversibel entzogen
wird, was Uber drei Mechanismdgarminale Differenzierung, Seneszenz und Apepto
funktionieren kann.

Der intrinsische Weg der Apoptose wird Uber die Freisetzung von Cytochrom C
durch Kanale in der auReren Mitochondrienmembran eingeleitet. Verschiederi® anti
Bcl2, BeiX.) und preapoptotische (z.B. Bax und die BBy Proeinfamilie mit Puma
und Noxa) Haoren bilden ein den Cytochré&rAusstrom kontrollierendes
Gleichgewicht. Nach Aktivierung und Stabilisierung durch diverse Stresssignale verschiebt
p53 dieses Gleichgewicht durch Induktion dieser und weitesgpoptotisher sowie
durch Hemmung der aspoptotischen Proteine, so dass es zur Freisetzung von
Cytochrom C und Einleitung der Apoptose koif@hipukund Green, 2006; Nakanmd
Vousden, 2001; Oda et al., 2000a; Villunger et al., Rid@3jranskriptionsunabluige
Aktivierung von Bax und Bak durch eine kKomfationsdnderung durch p53 direkt am
Mitochondrium tragt ebenfalls zur faq@optotischen Funktion von p53 (@hipukund
Green, 2006; Chipuk et al.,, 2002ysatzlich beeinflusst p53 dber Induktion der
Todesrezeptoren DR5 und FABdathReceptor §RuizRuiz et al., 2003; Takimaiad
El-Deiry, 2000iind des DR5 Liganden TRAILumorNecrosig-actorRelatedApoptosis
InducingLigand (Kuribayashi et al., 20@)ch den extrinsischen Weg der Apoptose.

Uber de Induktion von PAIL (PlasminogerActivatorInhibitor 1) und pZP<hiA
kann p53 als Antwort auf Stressoren Zellen auch in die SeneszenXudibeer et al.,

2006) Seneszente Zellen befinden sich in einer Art Ruhezustand und sind der Proliferation
permanent entzogen. Zusatzlich kann das Immunsystem duicdyzt&te Sekretion

von prainflammatorischen Zytokinen diese Zellen erkennen und eliminieren, so-dass p53
vermittelte Seneszenz einen wichtigen Mechanismus dersuppressiondarstellt

(Collado undSerrano, 2010; Serrano, 2011; Xue et al., 2007)

Neben diesegklassisch@nMechanismen tragen aber auch weitere Funktionen von
p53 zur Tumauppressionbei. Unter diesen finden sich u.a. Modulationen des
Energiestoffwechsels, welche z.B. den VWpHffakt in Krebszellen durch Inhibition der
Glykolyse Uber das Protein TIGAR antagonisi¢Bemsaad et al., 200&dler fur
vermehrten Flux durch die oxidative Phosphorylierung UberNsatmba et al., 2006)
sorgensowie Unterdriickung der Umprogrammmgrdifferenzierter somatischer Zellen
in pluripotente StammzelléGhoi et al., 2011; Lin et al., 20B®p. 2-7 illustriert die
zentrale Stellung von p53 als Knotenpunkt, der zellulare Stresssignale intgriert un
verarbeitet.
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Abb. 2-7: Das p53 Netzwerk.Durch unterschiedliche Arten von Stress wird p53 Uber Mediatorproteine
aktiviert. Es kommt zu vermindertem Abbau durch seinen Gegenspieler Mdm2 und damit zwatidkkumul

von p53 in der Zelle, welches dénreguliert durch eine Vielzahl an Mechanigiridrer eine Induktion

oder Repression seiner Zielgene das zellulare Schicksal verandert. Alle so induzierten Prograneme haben ein
tumorsupressive Funktion gemeinsamdieeert nach Bieging et al., 2014)

Kommt es zu zellularem Stress laufen jedoch nicht alle diese Programme gleichzeitig
ab. Gerade fur den Erfolg von chemotherapeutischen Behandlungen ist es aber essenziell
das Zellschicksal so zu modulieren, dass emerzealle der Proliferation fir immer
entzogen wird. Das Verstandnis davon, wie p53 als Antwort auf diverse zellulare Stressoren
zwischen der immensen Anzahl seiner Zielgene und damit zwischen den verschiedenen
zellularen Schicksalen entscheidet, ist damerol3er Bedeutung.

2.2.4 Mechanismen der differentiellen Genregulation durch p53

Die Zielgenselektion durcthdwird dulRerst vielschichtig reguliert. Im Folgenden
sind die wichtigsten Regulationsebenen und exemplarische Beispiele genannt.

2.2.4.1 Post-Translationale Modifikationen

p53selber ist Gegenstand zahlreicherfpasslationaler Modifikationen (PTM), die
Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinierung, Neddylierung und
Sumoylierung umfassen.
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In der ungestressten Zelle werden die p53 Proggjekpuf einem niedrigen Niveau
gehalten, in dem die E3 Ubiquitin Ligase Mdm2 im Zusammenspiel mit dem verwandten
Protein MdmX p53 durch Ubiquitinierung amte@ninalen Ende der proteasomalen
Degradation freigifHonda et al., 1997Judem bindet Mdm2 ater TAD von p53 und
hemmt auf diese Weise die transkriptionelle Aktivitat. Nach dem Prinzip der negativen
Ruckkopplung induziert p53 selber die Expression von Mfm2t al., 1993Purch
zellularen Stress, beispielsweise einer&kadigung, kommt esrzeinen durch dafur
sensible Kinasen (ATM/CHK2) zur Phosphorylierung von p53 an den Serinen S15 und
S200 dies blockiert die Bindung von Mdm2und zum anderen zur-Terminalen
Acetylierung durch p300, was die Ubiquitinierung und damit die Degradatnoierzerh
(Craig et al.,, 1999; Ito et al., 20®9 steigen die pSpiegel nach akut&®NA-
Schadigung sehr schnelluad das p3-Level alleine beeinflusst bereits das Zellschicksal
(s.U)

Andere PTM fungieren hingegen als eine Art binarer Schalter, dasdche
Zellschicksal selektiv beeinflus&ua und Zhu, 2012) Phosphorylierung an Ser46 durch
HIPK2, p38 oder DYRK2 nach schwerem genotoxischem Schaden flhrt zu einer selektiv
verstarkten Induktion von papoptotischen (wie p53AlRM)cht aber préArrestGenen
durch p53D'Orazi et al., 2002; Oda et al., 2000b; Taira et al.,2d@7Acetylierung an
K120 durch Tip60 erhoht ebenfalls die Bindung aagwptotische Zielgeri€ang et al.,

2006) wahrend eine Acetylierung/Ubiquitinierung an K320 durch 860/GBR
assozierten Faktor (PCAF) bzw. E4F1 wichtig fur die Induktion VB2 Inicht aber
pro-apoptotischen Genen ifnights et al., 2006; Le Cam et al., 200épen den
genannten existieren noch weitere PTM, welche die Promotorselektivithisdmeinf
(Ubersicht irCarvajalind Manfredi, 2013; Schlereth et al., 2010b)

2.2.4.2 p53 Protein Level und Kinetik

Hohe Level an p53 lenken das Zellschicksal in Richtung Apoptose, weil dann eher
das Gleichgewicht zugunsten dergpoptotischen Proteine kippt, weiid niedrige Level
eher Zellzyklusarrest induzier@@hen et al., 1996; Kracikova et al., 2048yere
Erkenntnisse weisen zudem darauf hin, dass die Kinetik der p53 Spiegel rach DNA
Schadigung das zelluldre Schicksal steuert: Mildeg&hgden fuhrt Zkurzen, niedrigen
Pulsen an p53 und induziert Zellzyklusarrest und Reparatur, wahrend dauerhaft erhdohte
p53 Spiegel zu Apoptose und Seneszenz filituans et al., 2012; Zhang et al., 2009)

2.2.4.3 Protein -Protein Interaktionen

Es existieren zahlreiche gB8denden Proteine, die das Zellschicksal beeinflussen.
Ein gut erforschtes Beispiel ist die ASHItosis Stimulating of p53 Projdtamilie.
ASPP 1 und 2 binden in der DBD von p53 und erhéhen die-BdhNAing und
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Transaktivierung von p53 an jamoptotishe Promotoren (v.A. Bax), wahrend iASPP
(Inhibitor of ASPP) durch seine Bindung das Gegenteil b@®@rgamaschi et al., 2003;
Samuelsev et al.,, 2001Ein Beispiel fur einen caktor, der das Gleichgewicht in
Richtung Uberleben lenkt, ist dasnatopetischeZinkfinger Protein (HZF). In einer
autoregulatorischen Rickkopplungsschleife bewirkt das durch p53 selbst induzierte Protein
durch Bindung an die p53 DBD gigiferentiell@ransaktivierung von CDKN1A urid-

3-3 2as et al., 20Q7)

2.2.5 Die Rolle der p53 DNA Bindungskooperativitat und der p53 -responsiven
Elemente fur die Zielgenselektion

Fur die kooperative Bindung von p53 an die DNA sind didais Interaktionen
essentiells(ehe2.2.2. Untersuchungen aus dieser Arbeitsgr(fiddereth et al., 2010a)
mit Mutanten verdnderter DNA Bindungskooperativitdt zeigten, daserpiBelte
Apoptose starke HHelix Interaktionen erfordertyahrend fir Zellzyklusarrest auch
schwache Interaktionen ausreichend sind. Fallt die Interaktion arH#ixhddoch ganz
weg, ist p53 beinahe transkriptionell inaktiv-NEEante) So zeigten beispielsweise
Zellzyklusprofile von mit verschiedenen-f88noviren infizierten Sadsund H1299
Zellen, dass Mutanten niedriger Kooperativitat (EE,RR, EL) allenfalls eiAerestl
induzieren konnten, wahrend hdcloperative Mutanten (RE, EE+RR) Apoptose
auslosten. In Genexpressionsprofilen mit der niesbperativen Mutante EL und seinem
Gegenspieler RE konnten zwei Klassen von Genen unterschieden werden: Klasse 1 wurde
hauptsachlich von EL aktiviert und umfasste Gene fir Zellzyklusarrest®fé p2dd
Mdm2 wahrend Klasse zwei selektiv von RE aktiviende und proapoptotische Gene
wie Noxa und Cagmumfasste.

Auch andere, teils frihere Untersuchungen konnten anhand bestimmter Merkmale
zwei Klassen von p53 Zielgenen unterscheiden. So konnte gezeigt werden, dass p53 mit
hoherer Affinitat an Zellzyklusast als an prapoptotische Gene bind®Veinberg et al.,

2005) Dafir scheint das zentrale CWAM@GLIv in den p53 RE entscheidend zu sein:
Damit p53 binden kann, musan vorherrschenden Mod8ltie DNA gebogen werden;

und die Flexibilitat der DNA istoch, wenn das zentrale MAaATG lautet, wahrend
andere mdgliche Sequenzen deutlich unflexibler(Bat@gurumoorthy et al., 2002;
Balagurumoorthy et al., 199BF, die nur aus einbalisitebestehen, ein niclIATG

Motiv und Spacdnsertionen aufween, konnten also weniger perfekte p53
Bindungsstellen mit niedriger Affinitat darstellen, fir deren Bindung hohe Kooperativitat
der p53Moleklle notwendig i¢Beno et al., 2011; Jordan et al., 2008; Riley et al., 2008;
Schlereth et al., 2010a; Weinlstrgl., 2005)Tab. 1 fasst die Charakteristika der zwei
Zielgenklassen zusammen.
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Tab. 1 Charakteristikader p53 RE der zwei Klassemon p53Zielgenen.

Klassel Klasse2
Funktion Zellzykuskontrolle Apoptose
Beispiel p2ICDKN1A Noxa
Zentrales CWWGMotiv CATG CAAG, CTTG, CTAG
Full-site/half -site FullSite Half-site
Spacer Nein Ja
p53-Bindungsaffinitat Hoch Niedrig
Kooperative Bindung notwendig Nein Ja

ChiP-seq Analysen dieser Arbgitgppe zeigten, dass hohe Kooperativitat das
Zielgenspektrum von p53 deutlich erhéht. So fanden sich 1667 Bindungsstellen-flr niedrig
kooperatives p53, wobei von diesen lediglich 88 von der transkriptionell beinahe inaktiven
Mutante EE besetzt wurden. Ine@ensatz dazu fanden sich 3520 Bindungsstellen fur
hochkooperatives p53, wobei von diesen @¥schliel3lickion der Gbephysiologisch
kooperativen Kombination aus EE und RR besetzt wiifddn 2-8). Untersuchugen
der Eigenschaften dieser Bindungsstellen bestétigten die in Tab.1 genannten Charakteristika
und dass fur die Bindung an die nkarionische p53 Bindungsstellen Kooperativitat
essentiell ig6chlereth et al., 2013)

EE+RR+wWt+EE/RR  Wt+EE/RR]
(88) (3145)

RR+wt+EE/RR EE/RR
(1579) (375) |

Niedrig-kooperatives p53
(1667 BS)
|
1
(s9 0zse)
¢Gd saAneladooy-yooH

Abb. 2-8: Kooperativitat erweitert das Zielgenspektrum von p5353Bindungsstellen wurdenSaos2-
Zellen per Childeq identifiziert und nach fur die Bindung notwendiger Kooperativitat klassifiziert.
BS=Bindungsstelle (aus Schlereth,Cdl3)

Neben dieser zeigten auch noch andere Studien, daStaedardRepertoiré o
Zellzyklusarrest und Reperaturgérads Antwort auf Stressstimuli immer aktiviert wird
(Kracikova et al., 2013; Nikulenkov et al., 20h?)Gegensatz dazu erfordeit d
Auslosung von Apoptose eine Bindung an die -kaéctinischen RE und kann so
vielschichtig reguliert werden. Dies erfolgt z.B. durch einige der oben genannten PTM oder
auch durch die ASStamilie, welche die Affinitdt zu diesen RE erhéhen. Unklar ist, ob



18 EINLEITUNG

diese erhohte Affinitdt durch die Modifikation der Bindungskooperativitat selber bedingt
wird, jedoch gibt es indirekte Hinweise darauf: ASPP2 konnte zwar die Rate an p53
vermittelter Apoptose durch niedkmpperatives p53 bis hin zum Wildtyp steigeen, d
ApoptoseRate von hockooperativem p53RE jedoch nicht mehr. Dies kdnnte darauf
hindeuten, dass der apoptosefordernde Effekt von ASPP2 in der Steigerung der
Kooperativitat des Wildtyps in vivo bes{8thlereth et al., 2010a)

2.2.6 Die Rolle der p53 DNA Bin dungskooperativitat fir die Tumor  suppression

Studien dieser Arbeitsgruppe mitf{f58 Mausen(Timofeev et al., 2013)elche
homozygot fur ein p53 mit reduzierter Kooperativitat sind, zeigten die Relevanz der
kooperativen DNA Bindung fir die Tureoppressn in vivo. Die Mause zeigten im
Vergleich zum p53 Wildtyp eine erhdhte Rate an spontanen Tumoren und eine signifikant
verringerteUberlebensdauer. Wahrend die apoptotische Funktion von p53 durch die
verminderteKooperativitat komplett verloren ging, wié Mutante in diesem Kontext
noch in der Lage Zellzykluskontrolle, Seneszenz sowie metabolische und antioxidative
Funktionen auszuiben. Im Vergleich zu-m8B Mausen zeigten sich eine erhohte
Lebensdauer und eine deuthiddrigerdkate an frihen-Zel-Lymphomen, di®0% der
p53null Mause entwickelten. Diese residuale Bumoressaiktivitat lasst sich auf die
genannten Restfunktionen vaBB8RR zurickfiihren, welche jedoch nicht ausreichten, um
onkogerdnduzierte Tumoren zu unterdriicken.

Weitere Hinwise auf die Relevanz der kooperativen Bindung von p53 an die DNA
fur die Tumosuppressionn vivo geben Patientinnen und Patienten mrdumeni
Syndrom, welche Keimbahnmutationen fir p53 tragen und eine erhdhte Suszeptibilitat fur
Krebs aufweisen. Umtdiesen finden sich auch kooperativitatslimitierende Mutationen an
der HEHelix, fur die experimentell ebenfalls ein selektiver Apoptosedefekt nachgewiesen
werden konnte. Die damit verbundene erhdhte Krebsinzidenz zeigt, dass dieser Defekt die
Tumorsuppresofunktion von p53 vermindef®chlereth et al., 2010a; Zeitlinger, 2013)

Weiterhin zeigte eine Analyse der Genexpressionsprofile von Brustkrebspatientinnen
und der damit verbundenen Uberlebenswahrscheinlichkeit, dass die verstéarkte Expression
von Genenderen Transaktivierung durch p53 hohe Kooperativitat erfordert, mit einem
besseren Uberleben einherg@rds lieR sich jedoclicht fiir dniedrigkooperativé Gene
nachweisen, was weiterhin die Wichtigkeit kooperativer Bindung fir diguppnession
unterstreich{Schlereth et al., 2013)

2.2.7 Tumor suppression durch p53 i welche Programme sind wichtig?

p53 induziert also als Antwort auf Stress vielfaltige Programme, deren Auslésung
zudem vielschichtig reguliert ist. Fir diese Regulierung spielt auch die
Bindungskooperativitat eine Rolle, und p53 Mutanten mit verminderter Kooperativitat und
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selektivem Apoptosedefekt zeigen eine reduzierte sShppogssaiktivitat. Andere

Studien zeigen jedoch auch zun&chst widersprichlich erscheinende Ergebnisse. In einer
die®r Studien wurden Mutationen an drei Acetylierungsstellen in der p53 DBD eingefuhrt
und damit die pS8$¥KR KnockIn Maus generiert, welcher die Fahigkeit zu p53
vermittelter Apoptose, Zellzyklusarrest und Seneszenz fehlt. Trotzdem wiesen diese Mause
keire erhohte Rate an frihen Tumoren auf, was von den Autoren auf die residualen p53
vermittelte antioxidativen und metabolischen Funktionen zurtickgefuhri{lwwedal.,

2012) In einer weiteren Studie wurden Purhibxa’- p21'- Triple Knockout Mause

generiert, denen damit drei der wichtigsten Effektorervgrbd@ttelter Apoptose und
Zellzyklusarrest fehlen. Auch in Abwesenheit dieser Proteine konnte p53 effektiv
tumorsupressive Funktionen ausulfgalente et al., 2013fkine in der p53 TAD
eingefihrte Mtation, welche p53 der Fahigkeit zur Transaktivierung fast aller klassischen
p53 Zielgene beraubt, konnte ebenfalls Tumorwachstum in verschiedenen Mausmodellen
verhindern, vermutlich Gber die erhaltene Fahigkeit zur Induktion von SeiBrazgnet

al.,2011,; Jiang et al., 2011)

Vermehrte Evidenz durch diese und viele weitere Studien deutet daher darauf hin,
dass die verschiedenen Programme und ihr Beitrag zusdppnessionm jeweiligen
Zell- und Gewebekontext betrachtet werddissan(Bieging et al.2014; Mellertind
Espinosa, 2013pie oben genannten Studien deuten darauf hin, dass die antioxidativen
und metabolischen Funktionen von p53 aul3erst wichtig fur diestippressiomsind.

Die Beigabe des AntioxidansAidetylcystein in der Nahrung vor8yhill Mausen konnte

die Rate der sonst vorherrschend@ellTLymphome verringe(Sablina et al., 2008)as

diese Theorie unterstitzt. Zellen sind physiologischerweise chronisch milden Stressoren
ausgesetzt, auf die p53 vermutlich mit seinen antieadatind DNA
Reparaturprogrammen reagiert, anstatt Apoptose und Seneszenz a(Sattlissmd
Vousden, 2010; Vousdend Lane, 2007)Kommt es allerdings durch Mutationen zur
Onkogengetriebenen Tumorigenese, ist die Auslésung verepBitelter Apose und
Seneszenz essenziell fir die TeoppressiofChristophorou et al., 2006; Efeyan et al.,
2006; Timofeev et al., 201Bp Menschen vielen Umwelteinflissen ausgesetzt sind und
eine sehr lange Lebensspanne haben, dirfte die durch Onkogene eausgeltst
Transbrmation deutlich haufiger sais bei Laborméausé@vellertund Espinosa, 2013)

Auch in einem anderen Kontext bleiben Apoptose und Seneszenz von Uberragender
Bedeutung: Als Antwort auf chemotherapeutische Behandlung. Insofern ist das
Verstandnigler Regulation von Zellschicksalsentscheidungen diféhbgispielsweise
Uber die DNA Bindungskooperativitdtund der daraus folgende Einfluss auf eine
Behandlung von grol3er Bedeutung.
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23 Genomeditierung mit maCgeschnei der

Um die Funktioreines Ges bzw. seines zugehodrigen Genproduktes zu untersuchen,
gibt es prinzipiell zwei Mdglichkeiten. Zum einen Uberexpressionsstudien, bei denen das
zu untersuchende Gémmeist unter der Kontrolle eines artifiziellen Prom@ansdas
Genom eingebrat wird und die daraus folgenden Effekte beobachtet werden. Zum
anderen Knocbown Studien, bei denen das zu untersuchende Gen etwa Uber RNA
Interferenzastillgeledi wird. Das Problem besonders der ersten Methode ist, dass das zu
untersuchende Gen ungézie das Genom eingebracht wird. Dadurch ist zum einen nicht
klar ist, wie viele Kopien in das Genom integrieren und zum anderen nicht an welchen
Stellen, ob also beobachtete Effekte eventuell auch auf den Genlokus zurtickzufiihren sind
(McMahon et al., 20}

Das gezielte Verandern des Genoms in Saugetierzellen stellt daher eine interessante
Mdoglichkeit fir funktionale Studien von biologischen Prozessen dar und ist bereits seit
langem Gegenstand der Forschhimgnologagse targetiregeichnet das Veramnd einer
bestimmten DNASequenz durch homologe Rekombination mit einer in die Zelle
eingebrachten Matrize, welche die gewlnschte neue Sequenz umgeben von zur Zielregion
homologen Abschnitte enth@§@apecchi, 1982nd wurde in Saugetierzellen Ende der
8Cer Jahre die ersten Male erfolgreich angewBoadtschman et al., 1987; Smithies et al.,
1985) Diese Methode war jedoch sehr ineffizient, weil spontane homologe Rekombination
nur aufllerst selten vorkommt. Einen grof3en Fortschritt stellte daher dikuBgtdec
sequenzspezifischer EndonukleasenlsBeeldar (Jacquiemund Dujon, 1985) welche
Erkennungssequenzen >12 bp haben und daher an genau einer Stelle im Genom einen
Doppelstrangbruch (DSB) induzieren. Dieser DSB erhoht die Frequenz homologer
Rekombinadn (HR) um das tber 1000fa¢hasin, 1996INeben HR lauft in einer Zelle
nach Erkennen eines DSB aber weitaus haufiger ein anderer Reparaturmechanismus ab, das
nonhomologoupemugNHEJ). Hier werden die beiden offenen Enden direkt miteinander
ligiert, was ein schneller und effizienter, jedochrhotdgener Prozess {ao et al.,

2008; Mooreund Haber, 1996; van den Bosch et al., 20@) der Entwicklung
maf3geschneiderter Endonukleasen entsteht so die Mdglichkeit, durch einen induzierten
DSB an einer gewunschten Stelle im Genom die zellularen Reparaturmechanismen
auszunutzen: Durch NHEJ kommt es zur zielgerichteten Mutagenese und so beispielsweise
zur Ausschaltung eines Genes; durch gleichzeitige Transfektion eines Matritzenplasmids
mit homol@en Bereichen kann HR getriggert werden und so beliebig&dapNAnzen
zielgerichtet inseriert werden.
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Nuklease-induzierter DSB

NHEJ HR
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Insertion

+ Reparaturmatrize
Mutagenese =
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Abb. 2-9: Genomeditierung durch Nukleaseinduzierte Doppelstrangbriiche (DSB).Mittels einer
sequenzspdirichen Nuklease kann an einer bestimmten Stelle im Genom ein Doppelstrangbruch eingeftihrt
werden. Daraufhin kénnen zwei zelluldare Reparaturprogramme ablaofermologougoemdg NHEJ)

fuhrt Uber Deletionen oder kleine Insertionen zur Mutagendseann genutzt werden, ein Gen gezielt
auszuschalten. Durch Zugabe einer Reparaturmatrize mit einem gewlnschtéonddikt (blau)

flankiert von zur Zielregion homologen Bereichen (schwarz) kann homologe Rekombination getriggert und
so DNA zielgerichtentegriert werden (gezeichnet nach Sander und Joung, 2014)

2.3.1 Ubersicht tiber Endonukleasen zur Genomeditierung
Meganukleasen

Diese naturlich vorkommenden Enzyme sind urspringlich mobile genetische
Elemente, die im Wirtsgenom in Introns codiert werden undwsidh Induktion eines
Doppelstrangbruches im verwandten Allel verbré@evalierund Stoddard, 2001;

Grizot et al., 2009pieser DSB triggert dann eine Reparatur durch HR und die Insertion
der fir das Enzym codierenden Seqéatuieund Dujon, 198). Meganukleasen sind

durch ihre sehr lange Erkennungssequenz vd@® bp hockspezifisch und weisen
dadurch gleichzeitig eine sehr geringe Toxizita{Ghévalierund Stoddard, 2001)
weswegen sie sich sehr gut zur Genomeditierung digmeam besterrforschteste
Vertreter dieser Gruppe isBcels.9 und ebnete den Weg fir zahlreigene targeting
Studien, in denen erstmals hohe Raten an zielgerichteter Integration auch in
immortalisierten Saugetierzellen erreicht werden kq@iteunlika et al1995; Rouet et

al., 1994)Zwar konnten mittlerweile tber 250 naturliche Meganukleasen entdeckt werden
(Chevalierund Stoddard, 2001)jedoch ist es fir gezielte Editierung notwendig,
mafgeschneiderte Nukleasen zu entwickeln und anzuwenden. Da Nuktaasaek
DNA-Erkennung von derselben Doméne vermittelt werden, ist dies jedoch technisch
anspruchsvo(Paquesind Duchateau, 2007; Silva et al., 2&enntnisse der Struktur der

am besten erforschten Untergruppe, der LAGLIDADG Familie, ermdglienierct die
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Konstruktion kinstlicher Meganuklea@mould et al., 2006; Rosen et al., 2006; Seligman
et al., 2002; Smith et al., 2006)

Die MeganukleaséScelgilt wegen ihrer sehr hohen Spezifitdt, der damit
verbundenen kaum vorhandenen Toxizitat (kefitergeEffekte) und der erreichten
Raten an zielgerichtetentdgration von bis zu 10 % a#&Goldstandardl der
GenomeditierungPaquesund Duchateau, 2007; Silva et al., 20Ei)e kunstlich
konstruierte Variante vdrCre] die eine 24 bp lange Erkengssequenz im humanen
Ragl Gen aufweist, zeigte bei ahnlich niedriger Zytotoxizitat eine Rate an zielgerichteter
Integration von bis zu 6 fArnould et al., 2011; Grizot et al., 2009)

Zink -Finger Nukleasen (ZFN)

Die Nukleasedoméne des Restriktionsesizifokl und eine aus Zukknger
Proteinen abgewandelten Digfdungsdomane (DBD), welche wiederrum aus drei bis
sechs Zinkfingerdomanen zusammengesetzt ist, bilden diese sequenzspezifische Nuklease.
Jede Einzeldoméne bindet ein Trinukleotid; zwei solfMr binden dann als
Heterodimer an die DNA und induzieren die Spaltung an der gewinschtéirStetle
al., 1996)Geringere Spezifitat und damit einhergehende Toxizitét stellt ein Hauptproblem
der ZFN dar. Im Vergleich miSceteigt sich daher einéhere ZytotoxizitafMussolino
et al., 2011; Zhang et al., 2014)

Transcription activatordlike effector nucleases

Transcriptiorectivatélike dfector nuclease$TALENS) nutzen ebenfalls die
Nukleasedoméne von Fokl, allerdings an die DBD vorEfi&ktor Proteinen aus dem
ProtobakteriunXxhantomongsbunderiBoch, 2011; Jounmd Sander, 2013piese DBD
besteht aus hoch konservierten TarRepeats, welche sich jeweils nur in zwei
hochvariablen Aminosauren unterscheiden. Jedes Repeat bindet ein BasirdabA
und die beiden variablen Aminosauren bestimmen welche digsclstet al., 2009;
Moscouund Bogdanove, 20Q9%0 kdonnen sehr leicht TALENs mit einer individuellen
DNA-Erkennungssequenz generiert we(Membitzer et al., 201@urch den modalen
Aufbau und der damit groRen moglicBekennungssequenzen zeigen sich wenige DSB
an unerwunschten Stellen und eine geringe Toxizitat, auabfteegdEffekte trotzdem
vorkommen(Mussolino et al., 2011; Zhang et al., 2014)

CRISPR/Cas-System

Dieses System basiert auf einem Abwehrmechanismus fiurBAndekannt aus
Bakterien, CRISPRI§steredregularlyinterspacedshort palindromicrepeat) (Ubersicht
in Sander und Joung, 2014). Erster Bestandteil des Systems iStRBRISEIRNA),
welche zu sem Teil aus konservierten CRISEpeats und zu einem anderen Teil aus
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einer sogenannt@&rotospaSaquenz besteht. Letztere ist dabei komplementar zu-der Ziel
DNA-Sequenz, die geschnitten werden soll. Nachster Bestandteil ist tracrRNA
(transactivatin@RISPR RNA), welche komplementar zu dem CRR&PRat ist. Sie ist
notwendig, um den dritten Bestandteil des Systems, diukies®e (CRISP&Ssociated

9) zu binden; crRNA und tracrRNA bilden dabei zusammen die gRNA (guiding RNA).
Durch dieProtospa&aquenz in der gRNA wird die Nuklease zur Zielsequenz geleitet und
induziert dort einen DSB. Vorteil ist der einfache Aufbau und die damit enorme Variabilitat
der Zielsequenz. Allerdings treten auch hier noch Limitationen in Forofftaoget
Effekten urnd von hohen Raten an NHEle neben HR ablaufesuf.

2.3.2 Auswahl einer geeigneten Nuklease

Von besonderem Interesse fur diese Arbeit war die Moglichkeit, durch
Endonukleaseermittelte zielgerichtete Integration von DR#astrukten isogene
Zelllinien zu gemren. Jede dieser Zelllinien hat dann theoretisch das zu untersuchende
Gen oder seine Variantear einmal im Genom integrieirid dies am gleichen Genlokus
unter der Kontrolle der gleichen regulatorischen Elemente. Dies erméglicht es, auch kleine
Effekte herauszuarbeiten und so eine optimale Vergleichbarkeit der Zelllinien
untereinanderd und damit des zu untersuchenden Gens und seiner Prd@dukte
herzustellefDeKelver et al., 2010; McMahon et al., 2012; Soldner et al., 2011)

Da der Ort der Integratiofir diesen Ansatz nicht das entscheidemigerim ist,
wurde entschiedengine das humane Ragl Gen schneidende Meganuclease zur
Generierung isogener Zelllinien zu verwenden (siehe auch 4.1.11). Die hohe Spezifitat bei
geringer Toxizitat im Vergleichden anderen Systemen war dabei besonders wichtig. Das
CRISPR/Cassystem war zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht publiziert.

24 Problemstellung und Ziele dieser

Vielfaltige Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die p53 DNA
Bindungkooperativitat essentiell fir die Selektion voragwptotischen Zielgenen ist
sowie maf3geblich zur tumorsupressiven Funktion von p53 l§Sittdgteth et al., 2010a;
Schlereth et al., 2013; Timofeev et al., 2013; Zeitlinger, 2013)

Der Einfluss der Bdungskooperativitat auf das langfristige Proliferationsverhalten
von Tumorzellen in vitro und in vivo konnte dabei bislang noch nicht vergleichend
untersucht werden. Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Modell zu
etablieren, welches das zgaspektrum der Kooperativitat und der damit verbundenen
Auswirkungen auf das Zellschicksal abdeckt und untersuchbar macht. Der Einfluss von
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chemotherapeutischer und/oder pbB8dulierender Substanzen auf das Zellschicksal in
Abhangigkeit der Kooperativisitlite dabei ebenfalls untersuchbar sein.

Vorherige Versuche der Etablierung eines solchen Zellkulturmodells mit dem ganzen
Spektrum an Kooperativitatsmutanten in“p2&lllinien wiesen zwei Probleme auf: Zum
einen zeigte sich sofort nach Restitutenzellen mit p53 eine starke, pBBmittelte
Reaktion (je nach FHelix Mutation z.B. massive Apoptos®)m anderen verloren die
Zellen die Expression der als viraler Vektor restituierterK@d&rukte. Ein daraus
abgeleitetes, spezifischeres Ziekdidsbeit war daher, ein phB3pressionssystem zu
generieren, was a) induzierbar und b) Uberwachbar sein sollte.

Es konnten bisher noch keine Untersuchungen des Einflusses der
Bindungskooperativitat auf das Zellschicksal mithilfe isogener, d.h. fijpressi&x von
p53 identischer Zelllinien durchgefuhrt werden. Die p53 Proteinlevel selber haben
allerdings auch einen Einfluss auf das ZellschicksaR(2idli Daher sollten mogliche
Einflisse unterschiedlich starker Eggign fur optimale Vergleichbarkeit derHdlix
Mutanten ausgeschlossen werden. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher, die
zielgerichtete Integration von DMNnstrukten durch Meganucleastuzierte
homologe Rekombination im Ragl Gen in der Arhagiisgrzu etablieren und so isogene
Zelllinien fur die Untersuchung der Bindungskooperativitat zu generieren.
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3 Materi al

31 Organi smen

3.1.1 Bakterienstamme

Name Genotyp

E.Coli TOP1(GF6  Flaclg Tn10(tetR)] mcrA irr-hsdRMSmcrBC)G 8aeZ2 M15! lacX74
deoR nupG rekl araD139 éraleu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1l

E.Coli DH 1B FrendAl

recAl

gal E15

gal K16 nupG

l (ara, | eu) 7-Bs8RMSmccrrBAC)! (kmr r

E.Coli TOP10 F-mcrA! (mrrhsdRMSncrBC)u 80lacZ M15! lacX74recAl ara139! (ara
ccdB Survival leu)697galU galK rpsL (StrR) entlAupG fhuA::I2

3.1.2 Zelllinien

Name Beschreibung

Referenz

H1299 Humane Zelllinie aus einer Lymphknotenmetastase eines | (Phelps et al., 26)

kleinzelligen Bronchialkarzinom, in der AG Stiewe vorhand

2931 Humane embryonale Nierenzellen mB-EdA und SMO

Large TAG transformierte Zellen

(Graham et al., 1977

32 Pl asmi de

Bezeichnung Insert Herkunft

pCMVneep53WT p53WT In der AG Stiewe vorhandel
pCMVneep5EE p53R18E [EE] In der AG Stiewe vorhden
pCMVneep53RR pP53E18R [RR] In der AG Stiewe vorhandel
pCMVneep53EL p53R181 [EL] In der AG Stiewe vorhandel
pCMVneep53RE p53E18R-R18IE [RE] In der AG Stiewe vorhandel
pBabepurop53EEERTAM p53EEER™AM In der AG Stiewe vorhander
pCMMEGLuc GLuc Targeting Systems
PENTRA4-T2A T2A-Sequenz In der AG Stiewe vorhander
PENTR4-T2A-GLuc GLuc Im R. d. A. hergestelit
PENTR4ER™M-T2A ERTAM Im R. d. A. hergestellt
PENTR4ER™M-T2A-GLuc ERTAM Im R. d. A. hergestellt
PENTR4p53EEER™M-T2A-GLuc  p53EE Im R. d. A. hergestellt
PENTR4p53RRER™M-T2A-GLuc  p53RR Im R. d. A. hergestellt
PENTR4p53ELER™M-T2A-GLuc  p53EL Im R. d. A. hergestellt
PENTR4p53WTER™M-T2A-GLuc  p53WT Im R. d. A. hergestellt
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PENTR4p53REER™M-T2A-GLuc  p53RE Im R. d. A. hegestellt
pIM.Rad.CMV.Neo Cellectis Bioresearch
pIM.Rad.CMV.NeoattRfB Gatewa§-RfB Im R. d. A. hergestellt
pIM.Rag.CMV.NeaT2A-GLuc T2A-GLuc Im R. d. A. hergestellt

pIM.Ragl.CMV.Nep53EEERTAM-
T2A-GLuc

pP53EE.ERAM-T2A-GLuc

Im R. d. A. hergestellt

pIM.Ragl.CMV.Nep53RRERTAM-
T2A-GLuc
pIM.Ragl.CMV.Nep53ELERTAM-
T2A-GLuc
pIM.Rag1l.CMV.Nep53WTERTAM-
T2A-GLuc
pIM.Ragl.CMV.Nep53REERTAM-
T2A-GLuc

pCMVneeBamattRfA

P53RR.ERM-T2A-GLuc

P5S3EL.ERAM-T2A-GLuc

pPS3WT.ERAM-T2A-GLuc

P53RE.ERAM-T2A-GLuc

attRfA

Im R. d. A. hergestellt

Im R. d. A. hergestellt

Im R. d. A. hergestellt

Im R. d. A. hergestellt

In der AG Stiewe vorhander

pCMVnecER™M-T2A-GLuc

pCMVneep53EEER™M-T2A-GLuc
pCMVneep53RRER™M-T2A-GLuc
pCMVneep53ELER™M-T2A-GLuc
pCMVneep53WTER™M-T2A-GLuc

ERTAM-T2A-GLuc

P53EE.ERAM-T2A-GLuc
P53RR.ERM-T2A-GLuc
P5S3EL.ERAM-T2A-GLuc
PS3WT.ERAM-T2A-GLuc

Im R. d. A. hergestellt
Im R. d A. hergestellt
Im R. d. A. hergestellt
Im R. d. A. hergestellt
Im R. d. A. hergestellt

pCMVneep53REERT™M-T2A-GLuc
p53AIP1-Luc

P53RE.ERAM-T2A-GLuc

Im R. d. A. hergestellt
In der AG Stiewe vorhandet

p53onsLuc In der AG Stiewe vorhandel
pCMMEGFPS GFP-Spektrin In der AG Stiewe vorhandel
pCR 2.1 TOP® Life Technologies
pCR Bluntll TOP® Life Tetinologies
pCLuclPZnsh CLuc In der AG Stiewe vorhandel

*Im R. d. A. hergestellt = Im Rahmen dieser Arbeit hergestellt

33 Oligonukl eoti de

Bezeichnung

Verwendung

Sequenzs6—» 36

M13 for

M13 rev
ER_seq_rev
p53ZEE_attll for
ERR

Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung

gtaaaacgacggccag
caggaacagctatgac
ggcagccctcatgtctce
cttaagctcgggcecccaaataatg
gcacacaaactcttcaccctge

p53eqcDNA-for
p53egcDNA-rev
PENTR-Notl-Gluc_S
PENTR-Notl-Gluc_AS

Sequenzierung
Sequenzierung
Klonierung
Klonierung

ggccaagacctgecctgtge
gccaacctcaggogeat
gcggccgcaatgggagtcaaagttctg
gggtctagattagtcaccaccggeccc
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ERTAM-Kpnl-S Klonierung cgtggtacccctctatgac
ERTAM-EcoRFAS Klonierung gggaattcgatcgtgttggggaagccctctge
p53BamHL-for Klonierung ccgggatccatggaggagccgcagtcagat
hp53_ohneSTOP_BamHI_rev  Klonierung gtggatccccgtctgagtcaggce

Rad. for PCR ggaggattgggaagacaatagc

Rad. rev PCR ctttcacagtcctgtacatcttgt
cGPS_control_RAagfor PCR gggaaagggctctggcectgce
cGPS_control_RAagrev PCR agcctctgcctctcctcgg
RTGAPDH_for g-PCR aatggaaatcccatcaccatct
RTGAPDH_rev g-PCR cgccccacttgattttgg

RTp21 for g-PCR tggagactctcagggtcgaaa

RTp21 rev g-PCR ccggcgtttggagtggta

Mdm2_for g-PCR gggacgccatcgaatcc

Mdm2_rev g-PCR atccaaccaatcacctgaatgtt
gqRT-NOXA-for g-PCR cacgaggaacaagtgcaagt
gqRT-NOXA-rev g-PCR cagtcaggttcctgagcaga

34 L°sungen, Puffer und Medi en

Al éngei ne L°sungen
LB-Medium

59/l NaCl

5 g/l Hefeextrakt
109/l Baktotrypton
pH 7,5

LB-Agar
1,5% AgarAgar in LBMedium
50x TAE

2M Tris-Acetat
50mM EDTA, pH 8,0



28 MATERIAL

PBND -Puffer

50 mM KCI

10 mM Tris-Cl, pH 8.3
2,5mM MgG:-6H0
0,45% (v/v) Nonidet P40
0,45% (v/v) Tween 20
ddH20

Antibiotika

Ampicillin 100mg/ml
Kanamycin 50mg/ml

Chloramphenicol  50mg/ml

Puffer fir DNA -Praparation imMini -Mal3steb

Puffer P 1
50mM Tris HCI, pH 8,0
10mM EDTA, pH 8,0

100pg/ml RNase A

Puffer P 2
200mM NaOH
1% (wiv) SDS

Puffer P 3
3M Kaliumacetat
pH 5,5mit Essigséaure einstellen

L°sungen fg¢r die Proteinbiochemie

RIPA-Lysepuffer

150mM NacCl

50mM TrissHCI, pH8,0

0,1% (w/v) SDS

1% (v/v) Triton X-100

1% (v/v) NatriumDesoxycholat

1mM EGTA
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Zusammensetzung Trenngell0%

2,5ml 40% AcrylamidMix

2,5ml 1,5M TrisHCI-L6sung, pHB,8
4,9ml ddH20

17 30 % APS

6ul TEMED

Zusammenstzung Sammelge# %

0,5ml 40% AcrylamidMix
1,25ml TrisHCI-L6sung, pHb,8
3,2mi ddH20

12,75l 30% APS

8 ul TEMED

5x SDSLaufpuffer

125mM Tris
1,25mM Glycin
0,5% (w/v) SDS

5 x Blotpuffer

970mM Glycin
125mM TrissHCI, pH 8,3
15% Methanol

10x TBS

1,5M NacCl
500mM TrisHCI, pH7,5

TBS-TO,1
1x TBS mit0,1(v/v) Tween

Coelenterazin Stocklésung

10mM Coelenterazin angesauerteb®0%EtOH (p.a.)

(10 ml 100% EtOH 200 pl 6M HC).
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MATERIAL

L°sungen und Medi

DMEM (Dulbeco& Modified Eag& Medium)

Amphotericin B solutioB50ug/ml

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Fetales Kalberserum (FBS)
PenicillinStreptomycki.6sung
10x TrypsiREDTA
Lipofectamin€000

Geneticin (@18Sulfat)
4-Hydrotamoxifen
Ganciclovir

Nutlin-3, InSolution, Racemic

35 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

GoTaq DNA Polymerase

PfuUltra HotStart DNA Polymerase
HotStar Taq Plus DNA Polymerase
RNase A

Proteinase K

Gateway LR Clonase Il EnzyMe

36 Anti k°®rper

Primare Antikorper

di e Zel

Life Technologies
SigmaAldrich

Life Technologies

PAA

Life Technologies
SigmaAldrich

Life Technologies
Life Technologies
SigmaAldrich
Apotheke UKGM
Merck Millipore

Fermentas, NEB
Promega

Agilent

Qiagen
Applichem
SigmaAldrich

Life Technologies

Name Verdinnung Herkunft

aAAktin (AG1H 1:10000 Maus Abcam(al6276
&-p53(DO-1) 1:10000 Maus Santa Cruz (sk26
&ERA4 (HC-20 1:200 Kaninchen Santa Cruz (€43
acPARP 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (G542

5p21(C-19 1:200

Kaninchen Santa Cruz (297

k ul

t L
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SekundareAntikorper

Name Verdinnung Herkunft Hersteller

a-Mouse IgG (HRP)  1:5000 Schaf GE LifescienceNXA-93)
a-rabbit IgG (HRP) 1:5000 Esel GE LifescienceNA-939

37 Kaufliche Kits

BioLux Cypridina Luciferase Assay Kit NEB

Bradford Protein Assay Bio-Rad
CaspGLOW Fluorescein Active Casf@aSeining Kit  BioVision
CellTiterGlo® Luminescent Cell Viability Assay Promega

cGPS Custom Full Kit Cellectis Bioresearch
Coelenterazine PJIK

Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche

Gateway VectaConversion System Life Technologies
GeneRulér DNA Ladder Mix Fermentas
NucleoBond Xtra Midi Kit Macherey Nagel
NucleoSpin Plasmid MachereyNagel
PageRulérPrestained Protein Ladder Fermentas
PeqGOLD Tissue DNA Mini Kit Peglab
RNeasyMini Kit Qiagen
SuperScrifitVilo® cDNA Synthesis Kit Life Technologies
SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate Pierce

SYBR Green JumpStériTaq ReadyMix SigmaAldrich
TOPO® TA Cloning Kit Life Technologies
Wizard SV Gel and PCR Cle&lp System Promega
ZeroBlunf TOPO® PCR Cloning Kit Life Technologies

38 Gr°Cenmarker

Zur Bestimmung der GrolRe von DMgequenzen im Agarosegel wurde der
GeneRuldgt DNA Ladder Mix von ThermoFisher Scientific verwendet.

Zur Bestimmungdes Molekulargewichts von Proteinen wurde die PageRuler
Prestained Protein Ladder von ThermoFisher Scigatifrendet
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GeneRuler™ DNA Ladder Mix kDa
0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 170
ready-to-use TN
bpng/OSpg % i 130 =
R
80 36 -~100 -
80 36
. .
00 120 _—
i 55
- B, ¥ E— -
. 60 332
3 60 32
A 000 60.0 120 — ~40 -
& 900 170 34
o 800 170 34
g 00 170 34 — ~35 —| -
8 ” 60 70 34
00 600 120
g — 400 200 40 - ~25 -
] M0 200 40
L — 200 200 40
£ 100 200 40 — — ~15 —| -
5
® ==
0.5 pg/lane, & cm kngth gel, Gel i Blot
1XTAE, 7 Wem, 45 min

Abb. 3-1: Nukleinsauremarker (links) und Proteinmarker (rechts)

39 Ver br auchs md&thermi &klailare,n und Ger 2t e

Alle Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt,
von den folgenden Firmen bezogen: Amersham, Applichem, BD Pharmingen, BioRad,
Fermentas, Greiner, Heraeus, Life Technologies, Macherey NagelEnblewd
Biolabs, PJK, Promega, Qiagen, Roche, Roth, Sarstedt, Sigma, Stratagene, Thermo
Scientific.

Die Hersteller der benutzten Laborgerate waren, soweit nicht anders vermerkt:
Affymetrix Amersham, Applied Biosystel8® Biosciences, Beckman [@=y Bertold
Detection SystemsBiometra, BiRad, Eppendorf, Gilson, Heraeusfors, Intas,
Invitrogen, LICOR BiosciencedlettlerToledo, Millipore, MVE Cryosystems, Nalgene,
Olympus, Peglab, Qiagen, Schott, Scientific InduSteisrin, SiemengaigeneSystec,
Thermo Scientific, Vacuubrand, Zeiss
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4 Met hoden

41 Zel |l bi ol ogi sche Met hoden

4.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Adhérente Zelllinien wurden in Zellkulturschalen in einem Inkubator bei 37°C, 95%
relativer Luftfeuchtigkeit und 5% €0 Gehalt kultivert. Als Kulturmedium wurde
Dulbecc@ Modified Eagles Medium (DMEM) verwendet, welches mit 10 % (v/v) fetalem
Kalberserum (FCS), 1% (v/v) Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin (10mg/ml) und 0,4
% (v/iv) Amphotericin B versetzt wurde. Alle Arbeiten wurdeter einer sterilen
Werkbank mit steril verpackten Einmalartikeln oder autoklavierten Materialien
durchgefuhrt.

4.1.2 Passagieren, Einfrieren, Auftauen

Die verwendeten Zelllinien wachsen einschichtig als Monoschicht. Das Erreichen der
maximal mdglichen Dichten Zellen an der Oberflache einer Zellkulturschale bezeichnet
man als Konfluenz. In diesem Falle wird das Wachstum durch Kontaktinhibition gehemmt,
weshalb alle Zellen nach Méglichkeit bereits bei Erreichen von Subkonfluet@d(2g. 80
passagiert wurdeDazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und dann eine je nach GréRe der Kulturschale geeignete Merg® TA/psin
zugegeben. Trypsin ist dabei eine Protease, die Zellwandproteine der Zellen abbaut, die fur
den ZeHzell bzw. ZeHOberflachen Kontakt wichtig sind, EDTA komplexiert Calcium
und Magnesiufonen, welche ebenfalls eine wichtige Rolle fir diese Kontakte spielen. Es
erfolgte eine Inkubation bei 37°C bis sich alle Zellen gelést hatten, dies wurde
lichtmikroskopsch kontrolliert. Daraufhin wurden die Zellen in einer geeigneten Menge
DMEM, mindestens dagehriache des Volumens an Trypsin, zur Inaktivierung
desselbigen, einige Male zur weiteren Vereinzelung resuspendiert und eine geeignete Menge
der Zellsuspensicauf einer neuen Zellkulturschale ausgesat. Diese wurde dann mit der
entsprechenden Menge DMEM aufgefullt.

Zum Einfrieren wurden die Zellen auf eib@em oder 1&m Schale bei ca-98%
Konfluenz wie beschrieben abtrypsiniert,0iml DMEM resuspendieund in ein 15 ml
FalconRohrchen Uberfuhrt. Es folgte die Zentrifugation BE dnd 300g furflnf
Minuten. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in Einfriermedium (90%
FCS, 10% DMSO) aufgenommen und jew#ilsl in ein Kryordhrchen tberfihRiese
wurden dann in einem speziellen Einfrierbehalter8B&C eingefroren, wobei der
Behélter durch einen Mantel auBr@danol eine lineare Temperaturreduktion von
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1°C/Minute gewahrleiseetAm nachsten Tag wurden die Zellen in flissigen Stickstoff
uberfihrt.

Zum Auftauen wurden die Kryor6hrchen zunachst auf Eis dberfihrt und dann bei
37°C im Wasserbad aufgetaut. Umgehend danach wurde die Suspension in ein 50 ml
Falcon mit 20 ml frischem DMEM uberfihrt um das zytotoxische DMSO zu verdinnen,
mehrmalsnivertiert und danfunf Minuten bei 4°C, 3009 zentrifugiert. Die Zellen wurden
dann wiederum ihOml frischem DMEM resuspendiert, auf einer neuen Zellkulturschale
ausgesat und unter den beschriebenen Bedingungen kultiviert.

4.1.3 Zellzahlbestimmung

Um exakte Zllzahlen fur bestimmte Experimente ausséen zu kdnnen, war oft eine
Bestimmung der Zellzahl in einer definierten Menge Zellsuspension ngtig. Dafir wurden
10 yl einer Suspension in eine Neubauer imprév&dhlkammer mit Deckglaschen
pipettiert und die gesden Zellen unter einem Mikroskop B@ifacher VergrolRerung
ausgezahlt. Es wurden mindest20@ Zellen gezahlt und die Zellzahl dann wie folgt
berechnet:

Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der GroRquadratd)f x mi*

4.1.4 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen (H1299)

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von f8iAdn eukaryotische
Zellen. Dafur gibt es mehrere Verfahren, im Rahmen dieser Arbeit wurde die Lipofektion
mittels Lipofectamin2000(Life Technologies) verwendet.

Die Funktionsweise von Lipofectamine 2000 basiert auf den kationischen Lipiden in
diesem Reagenz. Diese bindemtsypodas negativ geladene DRidckgat und bilden so
DNA -Lipid-Komplexe, die positiv geladen sind und so mit der negativ geladenen Zellwand
interagieren kdonnen. Dort werden sie vermutlich Uber Endocytose aufgerfbmmmen
2003)

Am Vortag eines Versuches wurden Zellen so ausgesat, dass sie am Folgetag ca. 90%
konfluent waren, je nach Versuch in unterschiedlichen Formaten. Vor der Transfektion
wurde das Medium in den Zellkulturschalen auf Antibiogless DMEM gewechselt. Fur
die Transfektion wurden zunachst PlaghiNé (0,2 ug) und Lipofectamine 2000 (0,5 ul)
in separaten Reagiergefal3en jeweils in 25 yl DMEM ohne Zusatze gemischt und 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden beide Mischungen vereinigt und nochmals
fur 25 Minuten zur Komplexbildung inkubiert. Die Angaben gelten fur Transfektionen im
96well Format. Fur andere Formate wurden die Mengen entsprechend skaliert. Nach 6
Stunéén wurde das Transfektionsmedium wieder auf DMEM mit allen Zusatzen
gewechselt.
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4.1.5 Stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen (H1299)

Zur Herstellung von Zelllinien, die eingebrachte DNA dauerhaft, also stabil ins
Genom integrieren, wurden Vektoren nmemi Antibiotikaresistenzgen verwendet. Das
Protokoll war das gleiche wie bei einer transienten Transfektion, jedoch wurden die Zellen
48 Stunden spater passagiert und in DMEM mit einem Selektionsantibiotikum, hier mit
dem Aminoglykosid Geneticin (Life Aieclogies, G418) (800 pg/ml) kultiviert. Nur
Zellen, welche das Plasmid und damit auch das ebenfalls auf dem Plasmid vorhandene
Neomycin (Genetici¥Resistenzgen integriert haben, kdnnen lberleben. Das Gen codiert
fur die Aminoglykosi8 -Bhosphotransferas welche Aminoglykoside wie Geneticin
(G418), Neomycin, Kanamycin etc. phosphoryliert und damit unwirksanjHadgketd
et al.,, 1990)Fur Zdlen ohne Resistenzgést G418 zytotoxisch, da es die &S
Untereinheit der Ribosomen und damit die Protasyitioese inhibiert.

4.1.6 Isolation von Einzelzellklonen

Um monoklonale Zelllinien zu generieren, wurden zwei verschiedene Methoden
angewendet. Zum einen wurden728 Stunden nach der Transfektion mit dem
gewlnschten Plasmid Zellen passagiert, sehr dinn9{B00&ellen/15cm Schale)
ausgesat und in Gegenwart von Geneticin kultiviert. Namtedd/ochen waren einzelne
Zellkolonien gewachsen, die unter einem Lichtmikroskop mit einer 200 pl Pipette geldst, in
Medium aufgenommen und dann in eineod@&r 96wellPlatte kultiviert wurden.

Zum anderen wurden die ZellgebenTage lang in einer 10 cm Schale selektiert,
und danach mit deimiting dilutidviethode in eine 96ell Platte ausgesat. Dabei wurde
eine Zellsuspension so verdunnt, dass rechnerisch ndr2deien provell vorhanden
waren. Nach zwei Wochen waren die Zellen in den einzelnen Vertiefungen so dicht
gewachsen, dass sie weiter passagiert werden konnten.

4.1.7 Herstellung stabiler Zelllinien durch lentivirale Transduktion

Fur die Herstellung eindabilen Zelllinie wurde bereits hergestellter Virus aus der
Arbeitsgruppe Ubernommen. Einen Tag vor der Infektion wurden die Zellen diinn in einer
6-wellPlatte ausgesat (2,510 Zellen/well). Am Tag der Transduktion wurde frisches
Polybrenénaltiges (8 g/iml) Medium und eine entsprechende Menge Virus zugegeben.
AnschlieRend erfolgte eine Spiiektion, bei der die Zellen eine Sturme 37°C,
1500rpm zentrifugiert wurden. 4 Stunden spater erfolgte ein Medienwe&isahety
spater wurde die Selektrarthilfe von Puromycin (1 pg/mdegonnen
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4.1.8 Zellviabilitatsassay

Um die Zellviabilitat von gesunden im Vergleich zu mit bestimmten Substanzen
behandelten Zellen zu quantifizieren, wurde der Ce@liferAssay (Promega)
eingesetzt. Dies ist ein Lumineszmasierter Assay, der die Anzahl der lebenden Zellen
anhand des AdenosintriphospBahalts (ATP) in einer Probe bestimmt. Eine
rekombinante Luziferase, die im CellTiteP @Glaffer enthalten ist, katalysiert unter ATP
Verbrauch eine photochemische Realtiioter Freisetzung von Licht. Da die Zellzahl
direkt proportional zum Lichtsignal {fetty et al., 1995kann anhand dessen eine
Aussage Uber die metabolisch aktiven (nur diese produzieren noch ATP) und damit
gesunden Zellen in der Probe getroffenaverd

Die Durchfuhrung erfolgte in wei3em@8| Platten mit durchsichtigem Boden, um
die Behandlung und Messung im selben Kulturgefal3 durchfilhren zu kénnen. Nachdem
Reagenz und KulturgefaB@ Minuten auf Raumtemperagetagert wurden, erfolgte mit
einer Mehrkanalpipette die Zugabe d&ellTiter GI6 Puffers direkt zum
Zellkulturmedium. AnschlieBend wurden die Platten fir 10 Minuten schittelnd inkubiert.
Zur Messung wurde das Luminometer Orion Il (Berthold Detection Systems) eingesetzt,
die Lichtmessungfelgte fur eine Sekunde.

4.1.9 Durchflusszytometrie

Diese Methode eignet sich, um Zellsuspensionen auf Einzelzellebene auf
verschiedene Eigenschaften hin zu untersuchen. Grundprinzip ist hierbei, dass einzelne
Zellen einen Laserstrahl passieren und dabehj&iganschaft das Licht unterschiedlich
streuen. Man unterscheidet das Vorwartsstreulicht (FSC), welches als Malf? fir die Zellgroe
herangezogen wird, sowie das Seitwartsstreulicht (SSC) dils daGrianularitat einer
Zelle; beide werden uber jeweilig@sen gesammelt und dann in elektrische Impulse
umgewandelt. Des Weiteren wird durch vier Filter Licht unterschiedelkatange
gemessen. So ist es moglich, durch Floureszenzfarbstoffe gefarbte Zellen zu erkennen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zellauf aktivierte Caspade einem
Schlisselenzym im Signaltransduktionsweg der Apoptose, untersucht. Als Effektorcaspase
fuhrt ihre Aktivierung zur Spaltung zellularer Proteine. Die Anzahl an Zellen mit aktivierter
Capas® korreliert daher mit der Anzainl Zellen in Apoptose. Mittels d@aspGLOW
Fluorescein Active Casp&seStaining Kit (Biovision) wurden Zellen durch das
Flourchrom FITC, welches an den selektiv an Ce&pasgenden Inhibitor DEVEFMK
gekoppelt ist, markiert. Zur Detektion von FITC Acturi C6 Flow Cytometer (BD
Bioscience) wurde der Filter FL1 angewandt. Mittels FSC/SSC wurde Zelldebris aus der
Analyse ausgeschlossen.
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4.1.10 Tamoxifen -induzierbares ER ™M1 System

Im Rahmen dieser Arbeit wurdeR™V-Fusionsproteine verwendet, bei denen das
zu untersuchende Protein an einen OstrBgeeptor gekoppelt wurde. Dieser Rezeptor
ist aufgrund einer Punktmutation (G525R) transkriptionell inaktiv, kann aber durch das
synthetische-BlydroxyTamoxifen (4OHT) aktiviert werden (Littlewood et. al 198%).
inaktiven Zustand verbleibt das Fusionsprotein im Zytoplasma, durch Zugats#ion 4
wird der Rezeptor aktiviert und in den Nucleus transloziert, wo das Protein seine
biologische Funktion austiben kann. Zur Aktivierung wurde eine Konzentration von 100
nM 4-OHT eingesetztPutzer et al., 2000)

4.1.11 Zielgerichtete Integration mit dem cellular Genome Positioning System
(cGPS®)

41.11.1 Funktionsweise

Mithilfe dieses kommerziellen Systems soll es mdoglich sein, eine gewilnsehte DNA
Sequenz an einen bestimmen Genlokus,ifseRagdsen humaner Zelllinien, durch
homologe Rekombination zielgerichtet zu integrieren. Das System besteht dabei aus zwei
Hauptkomponenten: Zum einen der hsRdg@anuklease, einer kinstlich designten
sequenzspezifischen Endonuclease, welche einda2gydBequenz im humanen Ragl

Gen (Rekombinatieaktivierendes Gen 1) erkennt und an exakt dieser
Erkennungssequenz einen Doppelstrangbruch ind@iezdt et al., 2009Yum anderen

der hsRagl Integrationsmatrix, einem Plasmid, in welchem eine dispess®tte von

zwei zum RagGen homologen DNAAbschnitten flankiert ist. Wenn es in der Zelle zu
einem Doppelstrangbruch (DSB) kommt, gibt es prinzipiell zwei Reparaturmdglichkeiten:
Nicht-homologes Emgbining (NHEJ), bei dem die beiden Enden direkéimaihder

ligiert werden, sowie die Reparatur durch homologe RekombinatiguafH&n Bosch

et al., 2002)-Ur letztere dienen die beiden homologen Bereiche im Integrationsplasmid als
Matrize; durch das gezielte Setzen von DSB (durch die-NsR@giliklase) und dem
gleichzeitigen Einschleusen einer Reparaturmatrix soll die Frequenz der sonst selteneren
HR deutlich erhoht werdéRaguesind Duchateau, 20Q7h der Expressionskassette liegt
erstens ein NeomyeResistenzgen unter der Kontrolle eines -@Mhotors und
zweitens einklultiple ©hing Sjtm die die gewiinschten Gene hinter einen weiteren CMV
Promotor kloniert werden kénnen. Downstream der homologen Regionen liegt ein fir die
HerpesSimplexXVirus Thymidinkinase (HSNK) kodierendes GenAlgb. 4-1). Das
Genprodukt phosphoryliert das fir humane Zellen untoX®soldeuGanciclovir (GCV)

in GancicloviTriphosphat, welches in die DNA sich teilender Zellen inkorporiert wird
und letztendlich zum Zelltod fiil{Barese et al., 2012)
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Nach gleichzeitiger Transfektion der beiden Plasmide wurde zunéchst mit G418 auf
das NeomychHResistenzgen selektioniert, d.h. nur Zellen die die Integrationsmatrix
integriert haben,okintentiberleben. In einem zweiten Schritt wwrthe Gegenselektion
mit Ganciclovir durchgefuhrt. Zellen, die das gewinschte Gen ausschliel3lich durch
homologe Rekombination ins Genom integriert haben, exprimieren nicht dak HSV
Genprodukt, da es im Integrationsmatrix Plasmid auf3erhalb der horRelgigaen liegt
(Abb. 4-1a) und Uberleben somit die Selektion. In allen anderen Zellen wandelt-die HSV
Tk Ganciclovir in das toxische GTNphosphat um und fuhrt somit zum Absterben der
Zellen. In der Theorie s@htt so nach Abschluss der Selektion nur Klone tberlebt haben,
die genau eine Kopie des gewinschten Gens irh 6tag tragen.

hsRag1 Meganuclease
Erkennungssequenz(24 bp)

i

hsRag1
Integrationsmatrix

——Eg nsvik [}

b)

SRS 5 ponvilSpARCIV Gon I -
Gen'* n— Rag1-Gen

Abb. 4-1: Schematische Darstellung der Funktionsweise des cellular Genome Posiiity Systems

(cGP®). a) Die erste Hauptkomponente, die hsReganuklease, induziert an ihrer spezifischen
Erkennungssequenz im R#&gn einen Doppelstrangbruch. In die zweite Hauptkomponente, das hsRagl
Integrationsmatrifflasmid kann das gewunschte deniert werden und ist dann flankiert von zwei zum
RagiGen homologen Bereichen. Diese Bereiche konnen bei derREdatur durch homologe
Rekombination als Vorlage dienen (gekreuzte Linien), dadurch werden die zwischen den Bereichen liegenden
Sequenzenins Genom integriert (in b) dargestellt: NeoBert) NeoR=NeomycifResistenzgen;
pA=Polyadenylierungssignal; pCMV=Cytomegaliévinmotor, pEFla=Elongationfactor 1a Promotor;
HSV=TK Herpes Simplex Virus Thymidinkin@en (Modifiziert nach: cGPS CustoBuidelines
(Bioresearch, 20}0)



METHODEN 39

4.1.11.2 PCR zu ldentifikation von HR+ Klonen

Fur das Auffinden von Zellklonen, die die die klonierten Konstrukte inrbétagl
durch homologe Rekombination (im Folgenden als HR+ bezeichnet) integriert hatten,
wurde eine PCR durchgeft. Die PCR, welche schematisctAbb. 4-2 dargestellt ist,
kann nur erfolgreich einen ca. 1,5 kb gro3en -BbBchnitt amplifizieren, wenn es
tatsachlich zur Integration durch homologe Rekombination gekomnaendstforward
Primer innerhalb des integrierten Konstruktes bindet.

5 |pCMV |p53-ER™-GLuc Rag1 (gDNA)

~1,5kb PCR Produkt

Abb. 4-2. Schema der PCR zur Identifizierung von HR+ Klonenwelche das pS8onstrukt per
homologer Rekombination integriert haben. fagrardPrimer bindet hierbei in der Sequenz fir das
Polyadenylierungiignal (pA) innerhalb des integrierten PAb&chnittes, dereverderimer aulRerhalb im
Rag1Gen.(gDNA=genomische DNA).

Um die generelle Qualitat der gDNA zu testen, wurde aul3erdétoreind-PCR
mit Primern, welche iBdRichtung aullerhalb der Stelle der homologen Rekombination
liegen, etabliert.

Tab. 2: PCR-Reaktionsansatze zur ldentifikation von HR+ Klonen

cGPSPCR Kontroll-PCR

Komponente V (@) | Komponente V(Q)

Template gDNA 2,00|] Template gDNA 1,00
1Qx Coral Load Puffer 5,00| 5x GoTaq Green Puffer 5,00
dNTP& 10mM 1,00] ANTP&10mM 0,50
Primer forward, 1gM 2,00 Primer forward, 1gM 1,25
Primer reversd, OM Q 2,00| Primer reversd, OM Q 1,25
HotStarTaqg Plus 0,50| GoTag Polymerase 0,25
H20, steril Ad 50| H20, steril Ad 25

Tab. 3: PCR-Parameter zur ldentifikation von HR+ Klonen

cGPSPCR Kontroll-PCR
Schritt T(°C) Dauer Zyklen | T (°C) Dauer Zyklen
Initiale De naturierung 95 5 Min. 1 95 5 Min. 1
Denaturierung 95 1 Min. 95  30%k.
Primerhybridisierung 56 1 Min. 35 69  30Sek. 35
Elongation 72 90Sek. 72 90Sek.
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Finale Elongation 72 10Min. 1 72 5 Min. 1
Haltephase 4 b 1 4 b 1

42 Analyse von DNA uedhKillkaner ungst

4.2.1 Transformation von kompetenten E.Coli Bakterien

Unter Transformation versteht man das Einbringen von freier DNA in kompetente
Bakterienzellen.

Transformation von elektrokompetenten E.Coli Bakterien

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wirzzditig die Permeabilitat der
Zellwande der Bakterien erhoht und ermdglicht so die Aufnahme von DNA.
Elektrokompetente Bakterien wurden zunachst von der Lagerur@Ddeiauf Eis
Uberfuhrt und aufgetaut. 2 pl eines Ligationsansatzes (entspricmigdaN2) wurden
zu den Bakterien gegeben und dann der ganze Ansatz in eine eiskalte
Elektroporationskivette (1mm) pipettiert. Die Elektroporation erfolgte mithilfe des
MicroPulsers (BioRad) mit dem ProgragBarcteria. Nach 2 Minuten Ruhephase auf Eis
wurden B0 ul LB Medium zugegeben, die Suspension in ein 1,5 ml Reagiergefal3 Uberfiihrt
und 60 Minuten bei 37°C, 220 rpm geschiittelt. Je nach Kompetenz der Bakterienstamme
wurde nur ein Teil oder die ganze Suspension athkgdB Platten mit einem
Selektionsantibiasim entsprechend der Resistenz des Vektors ausgestrichen und Uber
Nacht beB7<C inkubiert, um resistente Klone zu bekommen.

Transformation von chemisch kompetenten E.Coli Bakterien

Die chemisch kompetenten Bakterien wurden zunachst auf Eis aufgetimnund
wie oben beschrieben die gewlinschte DNA zum Ansatz gegeben. Nach einer 30 mindtigen
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien fur 45 Sekunden bei 42°C einem Hitzeschock
ausgesetzt und dann sofort fur 5 Minuten auf Eis gesetzt. Danach wurden 500 pl LB
Medium zugegeben und ansonsten wie bei den elektrokompetenten Bakterien verfahren.

4.2.2 Isolation von Plasmid -DNA aus E.Coli

Um vervielfaltigte PlasmRNA aus transformierten E.Coli zu gewinnen, wurde je
nach Mafl3stab entweder eine Mider eine MidPraparatio der DNA durchgefuhrt.

Isolierung von PlasmidDNA im kleinen Mal3stab (Mini-Praparation)

Je 5 ml LBFlUssigmedium mit Antibiotikazusatz (1:1000) wurden mit je einer
Bakterienkolonie aus der zuvor Uber Nacht inkubierten Agarplatte mithilfe einer sterilen
Pipettenspitze aegnpft. Meist wurden zwischen 3 uiIKolonien gepickt, je nach
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erwarteter Ligationseffizienz. Die Reagenzglaser wurden dann tber Naxtht bed
300rpm geschiittelt.

Am né&chsten Tag wurden je 2 ml dieser Bakterienkultur in eingeé&gjegeben
und 1 Minute bei 16000g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde dann in 300 pl
Puffer 1 resuspendiert, die darin enthaltene RNase degradiert dabei ungewiinschte niedrig
molekulare RNA. Durchufjabe von 300 pl Puffem@rd eine alkesche Lys¢Birnboim
und Doly, 1979) der Bakterienzellen eingeleitetasDim Puffer 2 enthalen
Natriumhydroxid und SDS zerstéren die Zellwéande, genomiNéheird durch NaOH
denaturierund Proteinesowiehochrmolekulare RNA mit SDS ausgeféllt. Plagiid
liegt hauptséachlich in eirgupercoiledrm vor und ist daher nicht empfindlich die
Denaturierung durch SDS und NaOH. Der Ansatz wird 5 Minuten auf Eis inkubiert,
danach wird durch Zugabe von Puffer 3 die Losung wieder neutralisiert und das SDS
mitsamt den daran gebundeneridBekeilen prazipitiert. Nachrbnitiger Zentrifugation
bei 16000 g und 4°C wurde der Uberstand in ein neues Reagiergefal® tpierfddm
700 ul Isopropanol vorgelegt waren. Daraufhin erfolgte eine weitere Zeatrifogati
16000 g und 4°C fur 30 Minuten. Das Pellet wurde anschlieend in 500 ul 70% Ethanol
aufgenommen und nochmals fur 5 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet naatinifiger Trocknung in 50 ddH.0
fur 30Minuten im Thermomixer gelost.

Isolierung von PlasmidDNA im mittl eren Mal3stab (MidiPraparation)

100 ml mit Antibiotikum verses LBMedium wurden mit 10Qul der
Ubernachtkultur eines vorher per Restriktionsanalyse positiv getesteten Klonefs angeimp
und Uber Nachbei 37°C und 300 rpm inkubidfiir die Gewinnung der PlasriilA
wurde dadNucleoBond Xtra Midi(KiacheryNagel) eingesetzt und das Protokoll gemaf
den Angaben des Herstellers durchgefuihrt. Die gewonnene DNA wurdeOireldait
unddie Konzentration mittels NanoDrop bestimmt.

4.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren mittels NanoDrop

Mithilfe des NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific) kann photometrisch die
Konzentration von DNA und RNA bestimmt werden. Das Prinzip basiert auf der
Absorption von Strahlung einer bestimméfelenlange. Fur Nukleinsduren liegt die
spezifische optische Dichte bei 260 nm, fur Proteine bei 280bemdie Formel
c(DNA) = OD260x 50ug/ml kann so die Konzentration bestima@rden, zusatzlich ist
es Uber didRatio O260OD 280 mdglich, Aussagen Uber die Reinheit der DNA zu
treffen. Diese sollte im Bereich zwisch&und2,0liegen.
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4.2.4 Restriktionsanalyse von DNA

Um PlasmieDNA genauer zu charakterisieren, wurde entsprechende DNA mithilfe
von Restriktionsendokleasen analysiert. Dies sind bakterielle Enzyme, die spezifische
DNA-Sequenzen erkennen und schneiden und durch deren gezielten Einsatz es somit
maoglich ist, DNAFragmente definierter Gréf3en zu erhalten. Ein typischer Ansatz zur
Analyse von Klonen einerm#Praparation einer neuen Ligation sah wie folgt aus:

Tab. 4: Reaktionsansatz zur Restriktionsanalyse von DNA

Komponente V ()

DNA aus Mini-Praparation 3,0
Restriktionsenzym 0,2
Reaktionspuffer1(x 2,0
ddH 20 ad20

Der Ansatzwurde gut gemischt, fit-2 Stunden bei37°C inkubiert und
anschlie3end gelelektrophoretisch analysiert.

Restriktionsenzyme wurden neben der Analyse von DNA auch zum Linearisieren
von Vektoren und Ausschneiden von Inserts verwendet. Dabei wurde eirgedefin
Menge DNA mit einem Uberschuss an Enzym uber Nacit Geinkubiert.

4.2.5 Agarosegelelektrophorese von DNA -Fragmenten

Fir die Gelelektrophorese von DNA macht man sich die negative Ladung selbiger
zunutze, welche bewirkt, dass die Molekile in einenselekt Feld zu Anode wandern.

Dies geschieht je schneller, desto kleiner das Fragment ist. Fur die gelelektrophoretische
Auftrennung wurde ethidiumbrorhdltiges Agarosegel verwendet. Anhand eines
mitgefihrten Langenstandards konnte dann unténdbV Ethidiumbromid interkaliert

in die DNA und fluoresziert b2b4nm) die Gréf3e bestimmt werden.

Fur das Gel wurde je nach Gréf3e und gewinschter Konzentration die entsprechende
Menge Agarose abgewogen und in 1x-Paffer aufgekocht. Zumeist wurde ein 1 %
Agarosegel benutzt, da dieses gute Auftrennung im Bereich von ca. 0,8 bis 10 kB
Fragmentgro3e gewahrleistet. Nach Zugabe von Ethidiumbromid wurde die Flissigkeit in
einen Geltrdger mit Kamm gegossen, um es nach Aushartung in eine miPLKarAE
befllte Elektrophoresekammer zu setzen. Zu dearmlysierenden Probe wurde 1/4
Volumen 4x Ladepuffer gegeben und der Ansatz dann in eine Geltasche pipettiert. Durch
Anlegen einer Spannung vor190 V wurde dann die Auftrennung durchgefiihrt. Die
Visualisiaung der dabei entstandenen Banden wurde urnteichiMderWelenlange312
nm durchgerthrt
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4.2.6 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

Um ein bestimmtes Fragment DNA fir eine weitere Verwendung (z.B. Ligation) zu
isolieren, wurde das Wizard®®&landPCR Cleatp System Kit (Promega) verwendet.
Zunachst wurde das gewunschte Fragment unter moglichst kurzer Visualisierung unter UV
Licht ausgeschnitten, im Weiteren wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.

4.2.7 Dephosphorylierung von DNA -Fragmenten

Um eine Mondagation eines mit Restriktionsenzymen linearisierten Vektors zu
verhindern, wurden die &nden vor der Ligation dephosphoryliert. Daftir wurden nach
erfolgter Spaltung per Restriktionsenzym je pg DNA elagthP Thermosensitive
Alkalische Phosphata@ermentay und die gleiche Menge Reaktionspuffer zugegeben.
Der Ansatz wurde fikO Minuten beB7<C inkubiert und das Enzym dann $iMinuten
bei80C deaktiviert.

4.2.8 Ligation von DNA -Fragmenten

Ein linearisierter Vektor wurde mit dem gewiinschten-DbBEkt mittels der T4
DNA-Ligase (Fermentas) verknupft. Die Ligase katalysiert die Bindung von eingnd freien
PhosphaEnde mit einer freied-BlydroxyGruppe einer doppelstrangigen DNA. Fur die
Ligation wurden 50 ng Vektor mit einefiach molaren Uberschussivasert eingesetzt:

‘08 | I G0

Osei Q@QI'dd o SO OIETODH N VDTE "@QQO0 € i

Tab. 5: Reaktionsansatz einer typischen Ligationsreaktion.

Komponente V ()
Insert DNA X
Vektor X
T4 Ligase Puffer 1
T4 Ligase 1
H20 ad 10

4.2.9 Polymerase -Kettenreaktion

Die Polymeraskettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode
zur Vervielfaltigung von kleinsten Mengen DNA in vitro mithilfe einer-BdlyAnerase.
Durch Verwendung sequespezifischer Primer gelingt die Amplifikation eines definierten
DNA-Abschnittes. Der grundséatzliche Ablauf kandrenPhasen unterteilt werden. In
der Denaturierungsphiésd die DNA bei Temperaturen von 95°C in Einzelstrange
gespalten. Darauf folgted’rimerhybridisieRiag2330bp langen Oligonukleotide lagern
sich bei 5%5°C an die passenden Abschnitte der DNA an. IBldegationsplaedie
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DNA-Polymerase bei G2°C die fehlenden Strangea Mukleotiden auf, sie beginnt

dabei anB8-&ndedes jeweiligen Primers und folgt dann dem andererSbisAg. Dieser

Zyklus wird je nach Anwendung-3mal wiederholt, dabei erfolgt eine exponentielle
Anreicherung der Zielsequenz, welche nachher in einer Agarosegelelektrophorese
nachgewiesen werden k@ullis et al., 1986)

Die PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit dazu benutzt, DNA zur spateren
Subklonierung aus Plasmiden zu amplifizieren sowie zum Nachweis bestimmter Sequenzen
aus genomischer DNA. Dabei wurde die entweder die G¢FPemmega) oder die
PfuUltra Hotstart DNA Polymerase (Agilent) verwendet, welche zusatzlich zur Pelymerase
noch eined-6-Bxonucleasktivitatbesitzt, also den Einbau falscher Nukleotide erkennen
und beseitigen kan(Proof Reading AktivitBies senkt die Wahrscheimeit von
Mutationen wahrend der PCR auf ein Minimum 4,3 “®Bd€enpaarverdopplung.
Folgende Ansatze wurden verwendet:

Tab. 6: Reaktionsansatz und Parameter fir eineCR mit PfuUltra Hotstart Polymerase

Komponente V (ul) _Schritt Temperatur  Dauer Durchliufe
Template DNA 10ng/pl 1,00 Initiale Denaturierung 95 °C 2 Min. 1

5x GoTaq Puffer 250 Amplikation

dNTP’s 10 mM 0,50 Denaturierung 95 °C 30 Sek.

(DMSO) 125 Primerhybridisierung Nach Tm 30 Sek. 35
Primer forward, 10 uM 1,25 Elongation 72°C 1 Min./kb

Primer reverse, 10 uM 1,25 Finale Elongation 72°C 12 Min. 1
PfuUltra Hotstart 0,50 Haltephase 4°C x 1
H,0, steril Ad 25

Tab. 7: Reaktionsansatz und Parameter fir eineCR mit GoTad? Polymerase

Komponente V (pl) Schritt Temperatur  Dauer Durchliufe
Template DNA 10ng/pl 1,00  Initiale Denaturierung 95 °C 3 Min. 1

5x GoTaq Puffer 10 Amplikation

dNTP’s 10 mM 1 Denaturierung 95 °C 30 Sek.

(DMSO) 1,25 Primerhybridisierung Nach Tm 30 Sek. 35
Primer forward, 10 uM 25 FElongation 72°C 1 Min./kb

Primer reverse, 10 uM 25 Finale Elongation 72°C 8 Min. 1
GoTaq® (5U/ul) 025 Haltephase 4°C 0 1
H,O, steril Ad 50

Die einzelnen Komponenten wurden unter einer PCR Abzugshaube zunachst ohne
DNA als Master Mix pipettiert, auf 0,2 ml Reagiergefal3e verteilt, die jeweilige DNA
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zugegeben und kurz abz#agiert. Zum Nachweis erfolgter zielgerichteter Integration
wurden andere Ansatze verwendet, die 4ritdrl . beschrieben sind.

4.2.10 TOPO®-Zero-Blunt - und TOPO ®-TA-Klonierung

Hierbei handelt es sich ummesivon Life Technologies entwickelte Lighsee
Klonierung von blurénd PCRProdukten in einen vorgegebenen Vektor, den TOPO
pCRBIluntll-Vektor bzw. von PGRrodukten mit TAUberhang in den pCR.:TOPO®
durch das Enzym Topoisomerase | aus\deruinia ViruPerVektor liegt linearisiert und
mit dem an die freien-BhosphaEnden der DNA gebundenem Enzym Topoisomerase |
vor. Die freie3-@H-Gruppe des PCR Produkts greift diese Bindung an und das Enzym
katalysiert dikigation in den Vektor. Fur die ReaktionangchlieRender Transformation
in chemiscikompetente E.Coli wurde folgender Ansatz verwendet:

Tab. 8: Reaktionsansatz einer TOP®-Klonierung

Komponente V(Q)

Frisches PCRProdukt 0,5
Salzlésung 1,0
ddH20 3,5
TOPO Vektor 1,0

Die Inkubation erfolgte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur, anschlieRend2wurden
@ der Reaktion in der Transformationsreaktion (di@hjevemwendet.

4.2.11 Klonierung mit der Gateway ®-Technologie

Die Technik des Gatew8ystems basiert auf dem Rekombinationssystem des
Bakteriophagehambdawelcher mit dieser Technik in das bakterielle Genom integriert.
Zwei wichtje Bestandteile sind vonnoéteme DNA-Rekombinationsstellen (attachment
sites, atsites), welche sich je nach Vektor unterscheiden (s.u.) und Enzyme, welche die
Reaktion katalysieren (Rekombinasen). Damit ist es moglich, bestimme DNA Abschnitte
Ligasefrei von einem Vektor in den anderettraasferieren.

Zunachst muss ein sogenanrietryVektor (hier pENTR4DualSelection (Life
Technologies)) mit der gewlnschten EB&§uenz erzeugt werden. Hierfir wurden die
ublichen Klonierungstechniken Restriktion/Ligation verwendet, um-AbNéhnitte in
den pENTR4Vektor zu bringen. In diesem Vektor ist die eingefligte DNA dann veon attL
Rekombinationsstellen flankiert. Als zweiter Schritt muss noch ein Ziebestioation
Vektoy erzeugt werden. Jeder beliebige Vektor kann Uber den Einbau der-Gateway
Reading-rameCassette (Life Technologies) in einen solchen umgewandelt werden. Die
Kassette enthalt atdRes, die ein ChlorampheniRasistenz sowie ein ccd&en
flankieren. Wird letzteres exprimiert, hemmt es die bakterielle Gyrase und damit das
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Waclstum normaler E.CeBakterien. Bei der RekombinationsreaktionRg&ktion)

kommt es zum Austausch der Sequenzen zwischexVektiny und DestinatioNektor,

so dass zum einen ein neuer Expressionsvektor entsteht und zum anderen ein
Nebenprodukt, welchedas ccdBsen tragt. Transformierte Bakterien kénnen nun
aulBRerdem mit Ampicillin selektiert werden. Dies bedingt, dass fast ausschlief3lich Kolonien
wachsen, die den Expressionsvektor tragen.

it PEEPS sl wia Pl aP3
W, G L 4 Gal ccdB
LRClonass LR Clonase B
— g— 3
coll \ wrz TR Gel
artRl anR2 arF: 4R34 1t =B
= B =

Abb. 4-3: Funktionsweise der sequenzspezifischen Rekombinatig@ateway Technology) zwischen den
attL-sites des Entryektors und den attBites deBestinatidrektors. Modifiziert nagfiartley et al., 2000)

Zur Herstellung eineBestinatievektors wurde das Gate®ayektor Conversion
System (Life Technologies) benutzt und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Fur
die LRReaktion wurde ddgBateway LR Clonase Il Enzyme Mii.ife Technologies)
verwendet.

4.2.12 Sequenzierung von DNA

Die korrekte Basenabfolge von DiNsets nach Klonierungen und PCR
Produkten nach Amplifikationen sowie der$tdus von Zellklonen wurdper DNA-
Sequenzierung Uberprift. Es wutdeSequenzierungsservice der Firma LGC Genomics,
Berlin in Anspruch genommen und Proben nach den entsprecherfdederungen
vorbereitet. Hierzu wurde 1 pg PlasBiNA bzw. 2@ ng PCRProdukt zusammen mit
2l der entsprechenden Primern (10 pM Verdinnung) gemischt und auf .04 pl H
aufgefullt.

4.2.13 Isolation von genomischer DNA aus Zellen

Um DNA fir die PCR zur Ideffikation von von HR+ Klonen (cGPS) und fir die
Sequenzierung des gSaitus zu gewinnen, wurden Zellen in PBNBer mit 4 pg/ul
Proteinase K tber Nacht bei 800 rpm, 55°C lysiert und die Proteinase K am nachsten Tag
fur 10 Minuten bei 95°C inaktiviert. Falgenden wurden die Zelltrimmer fur 1 Minute
bei 16000 g abzentrifugiert. Fur die PCR wurden dann entweder direkt 1 pl eingesetzt
oder die DNA noch mit dem peqGOLD Tissue DNA Kit (PegLab) nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt.
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43 Anal yse von RNA

4.3.1 Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen

Zur Vermeidung der Kontamination mit RNasen wurden alle Arbeitsflachen vorher
grundlich mit 70 % Ethanol desinfiziert, nur RMNigsse Materialien sowie ein eigener Satz
Pipettenspitzen mit Filter benutzt. Zur RMaélation wude das RNeadyini Kit
(Qiagen)eingesetzt. Zunachst wurde das Medium aus einer 60 mm Zellkulturschale
abgesaugt, die Zellen 2x in PBS gewaschen und 356RuffeRt Zugegeben. Die Zellen
wurden dann mittels eines Gummischabers geerntet1ib minReagiergefald tberfuhrt
und gevortext. Im Weiteren wurde nach den Herstellerangaben verfahren. Isolierte RNA
wurde bet80<C gelagert.

4.3.2 cDNA-Synthese

Vor ener Genexpressionsanalyse per quantitRrist es notwendig, die RNA
mittels einer revass Transkriptase (RT) in DNA umzuschreiben, da die Polymerasen in
der PCR DNAabhangig sind. Hierzu wurde das SuperScript Vilo cDNA Synthesis Kit
(Life Technologies) mit in folgender Tabelle dargestelltem Reaktionsansatz eingesetzt und
im Weiteren nach Aagen des Herstellamsrfahren

Tab. 9: Reaktionsansatz zur cDNASynthese

Komponente V ()

RNA (1 19) X
5x VILOE Reaction Mix 2
10x SuperScrift Enzyme Mix 1
Rnasefreies H.O Ad 10

4.3.3 Quantitative PCR

Eine gPCR erlaubt im Gegexig zur konventionellen PCR eine Quantifizierung der
Ausgangsmenge der eingesetzten DNA. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gPCR mit
vorgeschalteter reverser TranskriptioARTdCR) durchgefihrt, um die relative
Expression bestimmter Gene zu quantifizieBas Prinzip dabei ist der Einsatz von
Primern, die spezifisch fir die cDNA des zu untersuchenden Gens sind, sowie die
Verwendung eines bevorzugt an doppelstrangige DNA bindenden Farbstoffes (hier:
SYBRgreen Jder griines Licht eindfellange von 52am emittiert. Durch Messung der
Floureszenzintensitat nach jedem Zyklus kénnen Ruckschlisse auf die vorliegende Menge
der amplifizierten DNA gezogen werden. Zu Beginn einer PCR ist dabei nur
unspezifisches Hintergrundsignal messbar, da die vorliegendeaM@&gA noch sehr
klein ist. Ab einem bestimmten Punkt nehmen die Menge der DNA und damit die
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Floureszenzintensitat exponentiell zu. Der Zyklus, an dem die Intensitat erstmals das
Hintergrundsignal Uberschreitet, entspricht demGage thresh@@@d)}Wert. Je mehr
cDNA des zu untersuchenden Gens in der Reaktion war, desto friher wird diese Grenze
Uberschritten und desto kleiner ist derWett, der daher zur Quantifizierung
herangezogen wird (s.u.)

Die Analyse jeder Probe erfolgte jeweils in Dreifdaochbesg, zusatzlich wurde
fur jedes Primerpaar eine Kontrolle ohne cDNA (NBQ, template cymiicdefihrt. Ein
typischer Ansatz ist €liab.10gezeigt.

Tab. 1Q Reaktionsansatz fiir eine gPCR

Komponente V()

2x SYBR Green JumpStart Taq ReadyiM 12,50
Primer forward 0,9
Primer reverse 0,9
cDNA 1,0
ROX 0,25
H 20, steril 10,25
Gesamt 25,00

Die Komponenten wurden auf Eis unter einer PCR Abzugshaubeet Platten
pipettiert. Diese wurden r@iner Folie versiegelt und vor der PCR kurz abzentrifugiert.
Tab. 11 zeigt das amRealTime PCR Cycler MX3005P (Strataggesyahlte
Temperaturprofil.

Tab. 11 Temperaturprofil fir eine gPCR

Schritt T (°C) Dauer Zyklen

Initiale Denaturierung 94 2 Min. 1

Amplifikation 94 15 Sek.
Denaturierung 60 30 Sek. 40
Primerhybridisierung 72 40 Sek.
Elongation

Schmelzkurve

Denaturierung 95 1 Min.
Niedrigste Temp. 55 1
Ansteigend 30Min.
Hochste Temp. 95 30 Sek.

Haltephase 4 b 1
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Zur Auswertung wurde /6 éMethode verwendétivakund Schmittgen, 20Q1)
Zur Berechnung de¥Yd aMertes wird zunéchst ein Zielgen zu einem Referenzgen
( Maushaltsgeénhier GAPDH) in Bezug gesetzt:
Y60 6 00QQda QBSY QUM ¢ QQ¢
AnschlieRend wird dieser Wemt einer Kontrollein Bezug gesetzt, z.B. zu
unbehandelteZellen, um eine Zwder Abnahme der Expression bewerten zu kénnen:
Y60 Yo 01 ¢ OXE W EE 0T € aaQ
Die Werte wurden anschlielRend naatelative Werte umgerechnet:

2 Al AGERBA OQEY 1

44 Analyse von Proteinen

4.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Bei einer ca. 95%igen Konfluenz wurde das Medium von Zellen in einer 60 mm
Zellkulturschale entfernt, 2x mit PBS gewascltee@@thpl NP40 Puffer mit zugesetztem
Proteasénhibitor zugegeben. Mit einem Gummischaber wurden die Zellen auf Eis
geerntet und in ein eiskaltes 1,5 ml Reagiergefal3 gegeben-miadbigkd Inkubation
wurde das Lysat 15 Minuten bei 160@0abzentrifuigrt und der Uberstand in ein neues,
eiskalteg,5ml Reagiergefald gegeben. Die Lysate wurden anschliefB£7@ beiagert.

4.4.2 Bestimmung der Protein -Konzentration

Zur Konzentrationsbestimmung wurde der Bradé@mshy eingesetzt. Hierzu
wurden jeweils 2 froteinlysat in 400 pul PBS gegeben, langsam mit 100 ul Bradford
Reagenz (BioRad) versetzt und gevortext. Die Extinktion jeder Probe bei 595 nm wurde in
Dreifachbestimmung in einem Multiplatereader gemessen. Anhand eines mitgemessenen
Proteinstandards (Btad) mit einer Konzentration vdn38 pug/pl konnte dann die
Konzentration berechnet werden.

4.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Eine SDSPolyacrylamid Gelelektrophorese (BPBGE) dient dazu, Proteine
entsprechend ihrer Gro3e aufzutrennen. SDS ist emisahes Molekul, welches dafur
sorgt, dass die Proben negativ geladen sind und die Eigenladung der Proteine maskiert
wird. Zusatzlich werden die Sekundad Tertiarstrukturen aufgelost. Zusammen fuhrt
dies dazu, dass die Proteine fast ausschlie3lichimmam Molekulargewicht im
elektrischen Feld wandern und aufgetrennt werden. Das Gel besteht aus 2 Teilen, dem
Sammel und dem Trenngel. In Ersterem werden die Proben konzentriert, um
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Ungleichheiten in der Beladung der Taschen auszugleichen, um daammgal Ter
Grol3e nach aufgetrennt zu werden.

Fir selbst gegossene Gele wurden PolyacrylamidCIrRuffer (Trenngel: pH
8,8; Sammelgel: pH 6,8) und Wasser in entsprechenden Verhaltnissen gemischt,
Ammoniumpersulfat als Initiator und Tetramethylethyildiaals Katalysator der
Polymerisierungsreaktion zugegeben. Nach Erharten konnte der zuvor eingesteckte Kamm
zur Ausformung der Probentaschen entfernt werden.

Es wurden pro Probe 50 pg Proteinlysat mit Lysepuffer auf 20 ul aufgefillt und 5 pl
4x Ladepuffer(RotiLoad) zugegeben. Die Proben wurden dann 10 Minuten bei 95°C
denaturiert und 1 Minute bei 1600Q zentrifugiert um Luftblasen zu entfernen. Das Gel
wurde in eine Elektrophoresekammer, welche mi_&miBuffer beflllt wurde, gesetzt
und die TaschenitrProben beladen. Durch Anlegen einer Spannun@O@v fur 30
Minuten wurden die Proben im Sammelgel konzentriert, fur das Trenngel wurde die
Spannung auf25150V erhdht.

Fur manche Anwendungen wurden auch NuPage Na\2% 8BisTris Fertiggele
(Life Technologies) verwendet, hierbei wurde nach den Vorgaben des Herstellers verfahren.

4.4.4 Western Blot und Detektion

Um bestimmte Proteine mittels spezifischer Antikdrper nachweisen zu kdnnen,
mussten die aufgetrennten Proteine zunachst vom Gel auf eindliNasebéembran
(HybondECL, Amersham) ubertragen werden. Dafir wurde dieBlgVeMethode
verwendet und der Blot wie folgt zusammengebaut: Anbdsermatt® Whatman
Filterpapie® Membrand Gel 8 WhatmarFilterpapie® Fasermatté Kathode. Es folgte
das Anlegen einer konstanten Stromstarke von $@mA fur 90 Minuten, dabei wurde
die Pufferldsung extern al®°C gekuhlt und standig gerihrt.

Anschlie3end wurde die Membran flr mindesieeStunde mit einer Losung aus
10 % Magermilchpulver in $8 0,1 % blockiert, um unspezifische
Proteinbindungsstellen abzusattigen. Danach wurde der primare Antikdrper in 5 % Milch
in entsprechender Verdinnung zugegeben und tber Nacht bei 4°C inkubigchsem n
Tag wurde die Membran 3 % Minuten in TBS 01 % gewaschen, dann der
Sekundarantikérper, an den eine Meerrétéobxidase (HRP) gekoppelt ist, in 5 % Milch
zugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurxi® nun 4
Minuten gewaschen, danach erfolgte eine Inkubation miBi§opeWest Dura Extended
(Pierce) nach Angaben des Herstellers. Das darin enthaltene Substrat Luminol wird durch
die HRP oxidiert, dabei wird eine Chemilumineszenadteleuf einem Rontgenfilm in
einer Dunkelkammer detektiert werden wurde.
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4.45 Luzifera se Assay

4.4.5.1 Firefly Luziferase Assay

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Reporterplasmide mit dem Gen einer Firefly
Luziferase verwendet (si¢h2.5. Dieses kodiert fur ein 61 kDa grol3es Pradesndie
Oxidation von Luziferin zu Xyluziferin unter AT®R/erbrauch und Freisetzung von Licht
katalysiert, welches im Luminometer detektiert werden kann.

Der Reporterassay wurde jeweils imvélBFormat durchgefuhrt. 24 Stunden vor
der Transfektion wurden 10000 Zellen ywedl ausgesat. Darerfolgte die Transfektion
wie unterd.l.4angegeben, mit 50 ng Expressionsplasmid, 50 ng Reporterplasmid und 100
ng pUC19 Leervektol8 Stunden spater wurdeOHT wie unter4.1.10beschrieben
zugegeben und nach einer Inkubation von 12 Stunden das Medium abgesaugt. Durch
Zugabe von 5 pl 1x Passive Lysis Buffer (Promega) und 20 Minuten Schiitteln bei 800 rpm
wurde die Zelllyse eingeleitet. AnschlieRend erfolgte die automatisierte Zugabe von 25 pl
LuziferaseReagenz Uber einen Injektor am Luminometer mit direkt anschlieBender
Messung fur 5 Sekunden.

4.4.5.2 Gaussia Luziferase Assay

Diese Luziferase (entdeckGaussia princ@psfolgenden Guc genanntwird aus
Saugetierzellen natirlicherweise sekretiertsid ist im MedienUberstand in Zellkultur
oder im Plasma von Versuchstieren messbar. Sie katalysiert die Oxidation ihres Substrates
Coelenterazin unter Freisetzung von Licht mit einem Emissionsmaxiumum bei 480 nm
(Tannous et al., 2005 Rahmen diesérbeit wurde die Aktivitat der Gaussia Luziferase
(GLuc) in Zellkulturiberstanden gemessen.

Fur Zeitverlaufsexperimente wurden die Uberstandeviell98latten gesammelt
und bei-20 °C gelagert. Zur Messung wurden alle Uberstande gleichzeitig diifffetaut,
Minuten auf einem Thermomixer geschuttelt und jeweils 2 x 5 ul auf -ele 96
Luminometer Messplatte mit spitzem Boden (Greiner) Uberfuhrt. Die Messung erfolgte
nach automatisierte Injektion von 50 pl Coelenterazin (10 mM Stocklésung 1:500 in PBS
verdunnt) fur 5 Sekunden im Orion Il Luminometer (Berth@tiarles et al., 2014;
Tannous, 2009)

4.4.5.3 Cypridina Luziferase Assay

CLuc (eine Luziferase aypridinaoctilup&atalysiert die Oxidation ihres Substrates
Vargulin unter Freisetzung von blauerhtlderWelenlang&65nm.

Die Messung erfolgte nach Zugabe von 25 pl verdinnter Vaiguing (NEB) fur
5 Sekunden im Orion Il Luminometer (Berth@@hHarles et al., 2014)
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5Ergebni sse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Zellkulturmodell mit Zellexireums humanen
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, N€1299(Phelps et al., 199éfabliert und der
Einfluss von funf verschiedenen-Hélix Mutationen, welche die kooperative Bindung
von p53 an die DNA verandern, innerhalb dieses Zellkulturmodelidenisiert.

51 Generierung eines Expressionssyste

5.1.1 Voruberlegungen

Die verwendeten Zelllinien entstammen einer Metastase einddeinmbiligen
Bronchialkarzinoms, zeigen eine homozygote, partielle Deletion von p53 und exprimieren
das Protein daher nicltie sekretieren das Peptid Neuromedin B, welches auf die Zellen
als autokriner Wachstumsfaktor Uber die Transaktivierung von E@HEBrr6al Growth
Factor Recepuorkt (Giaccone et al., 1992; Moody et al., 2BE0ektopischer Expression
von p53 it daher bei derartig transfomierten Zellen eine sofortige und starke p53
vermittelte Reaktion zu erwart@fe nach Art der HHelixInteraktion Apoptose oder
Zellzyklusarrest. Aus diesem Grund wurde entschieden, ein induzierbares Konstrukt zu
verwenden. krzu wurde p53 mit die Ligane@indungsDoméne eines modifizierten
murinen OstrogeRezeptorgm folgenden ERY genannt(siehet.1.1)fusioniert; dieser
ist transkriptionell inaktiv und transloziert nurckuZugabe des synthetischén
Hydroxytamoxifeid-OHT) vom Zytosol in den Nuclegisittiewood et al., 1995; Putzer et
al., 200Q)was die gezielte Induktion von p53 in den Zelllinien ermdglicht. Dies ist
insbesondere vor dem Hintergrund einer moglichigerep Anwendung in Xenoggaft
Modellen ein wichtiger Aspekt.

Des Weiteren trat in den vorhergehenden Arbeiten das Problem auf, dass die Zellen
die Expression der als viraler Vektor restituierteK@a&rukte verloren. Mdglicherweise
spielten hierbei emnetische Modifikationen als Mechanismen der zellularen
Genrepression eine Rolle, die im Zusammenhang mit viralen Veki@towalas silencing
bekannt sindSwindleund Klug, 2002) Zum einen wurde daher kein viraler Vektor
verwendet, zum anderen Beporter eingesetzt, um diesen und mdgliche andere Wege der
Geninaktivierung friihzeitig beobachten zu kdnnen. Eine Gaussia Luziferase (GLuc) sollte
als Reporter fur die Expression von p53 Uber eineTHdAda asigg-Sequenz an das
induzierbare p53 k@appelt werden. GLuc ist ein naturlicherweise sekretiertes
Photoprotein, welches sein Substrat unter Emission von Photonen oxidiert und daher im
Medienuberstand in Zellkultur oder im Plasma von Versuchstieren nachgewiesen werden
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kann(Tannous, 2009; Tanrwoet al., 2005PA-ahnliche Sequenzen vermitteln in vielen
Viren die"Spaltung von multiplen Proteinen in einzelne und konnen daher genutzt
werden, um verschiedene Proteine vom selben Transkript zu generiererdhiliel&h
Sequenzen haben ein kasomés Asval/lle-Glu-X-Asn-Pro-Gly®aPrd®® Motiv, an

dem Uber einen ribosomak@prung-Mechanismus keine Peptidbindung zwischen dem
2A-Glycin und dem 2Brolin hergestellt wird und der-t&kminale Teil aus der
Translationsmaschinerie freigesetzt {@iothnelly et al., 2001; Osborn gt2005)

Abb. 51 Design des ExpressionssytemsDie verschiedenen pb8-HelixMutanten (p53*) sind mit
einem modifizierten Ostrog&ezeptor (ERV) fusioniert, eine T28equenz fiihrt zur Abspaltung der
Gaussialuziferase (GLuc) bei der Translation.

Grundsatzlich wurden zunachst die einzelnen Elemente in einen pENTR4
DualSelection Vektor (Life Technologies) kloniert, um in spateren Schritten die Vorzige
der GatewdyTechnologie (4.2.1) nutzen zu kénnen.

5.1.2 Klonierung des modifizierten Ostrogen  -Rezeptors

Der modifizierte OstrogeRezeptor (ER™) wurde in zwei Schritten in das in der
Arbeitsgruppe bereits vorhandene Plasmid pENPR4gebrachtZunéachst erfolgte die
Exzision dess-Bndes des oben beschriebenen OstrBgeeptorsauseinem in der
Gruppe vorhandenen Plasmid mit den Restriktionsenzymen BamHI und Kpnl, zeitgleich
wurde das PlasmgENTR4T2A mit denselben Enzymen linearisiert. Nun erfolgte die
Ligation von Insert un&¥ektor mittels einer Ligase, mit dem Ligationsamsatien
anschlieend DH168ektrokompetente E.Coli transformiert. Per Restriktionsanalyse mit
BamHI und Kpnl wurde ein korrekt transformierter Klon, der das 777 bp grol3e Fragment
sowie das VektdrlUckgra von 2337 bp aufwies, ausgewahlb. 52 zeigt die
Klonierungsstrategie sowie die Banden im Agarosegel.
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Abb. 5-2: Klonierung des5 -Anteils des OstrogerRezeptors.In a) ist die Klonierungsstrategie gezeigt:
Mittels der Restriktionsendonukleasen BamHI und Kpnl VBuERR™AM aus einem in der AG vorhandenen
Plasmid ausgeschnitten und in den mit den gleichen Enzymen linearisierten VektoiTRBNigi4t. In

b) istdas Agarosegel eines mit dem resultierenden Plasmid pENERRAM -T2A korrekt transformierten
Klons mit den Banden 777 bpERT™M) sowie 2337 bp (Vekt®lckgrat) gezeigt. (LS=Langenstandard)

Das 3-Anteil von ER™ wurde per PCR aus dem gleichennithamplifiziert.
Grundiberlegung beim Design der Primer war, dass die Translation UbetS#gUER¥
weiter zur Gaussia Luziferase fortschreiten soll, um die Expression sowoHEBES' 53
Fusionsproteins als auch der Luziferase als Reporter zuegetedhbeforwar&rimer
ist vollstandig komplementar zur Sequenz und hat eineSklpmittstelle, wahrend der
revergtrimer so designt wurde, dass er nur bis zum Anfang des Stoppcodon komplementar
ist, dieses dann ersetzt sowie eine EReBRtriktiongslle an da3-&nde anh&ngMithilfe
dieser Primer wurde in einer PCR aiter Proofreading (Phlymerase die Sequenz
amplifiziert und das P@E®Rodukt gelelektrophoretisch isoliert und aufgereinigt.
Anschliel3end wurde, wie ume2.1(beschrieben, das Fragment per T&®@@ierung in
den pCRBIuntll-TOPO Vektor gebracht. Die korrekte Sequenz3uR™" wurde per
Sequenzierung bestatigt. Als nachstes wurde das Fragment mit den Restriktionsenzymen
Kpnl und EcoRI aus dem &mid ausgeschnitten, wéhrend gleichzeitig das Zielplasmid
PENTR45ER™-T2A mit den gleichen Enzymen linearisiert wurlit dem
Ligationsansatz wurden wiederh10B-elektrokompetente E.Coli transformiert. Nach
Plasmidisolation aus Ubernachtkulturendevutann per Restriktionsanalyse ein richtig
transformierter Klon ausgewahlt und eine-Fhdparation angefertigtbb. 5-3 zeigt die
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Klonierungsstrategie sowie das Agarosegel der mit BamHI und EcoRI verdauteth Midi
den Banden des nun kompleti#i*" bei963 bp sowie 2330 bp fur das VeRtckgrat.

Topoisomerase 1

Kpnl EcoRlI
Kpnl
Y TAM
BER | 5ER™V| | EcoRi

PN

a)

ER™M_EcoRI|_ohneStopp_rev
L o |E°°R'§ pCRe- PENTR4- 1
OECTEE f" = Blunt - srnra ] e
_r dNTP TOPO 3112bp
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- ERTAM.T2A .
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Abb. 5-3: Klonierung des PAnteils des OstrogerRezeptors.In a) ist die Klonierungsstrategie gezeigt:
Per PCR wurdd-&R™M unter Entfernung des Stoppcodons und Einfligen einer {SobRittstelle ar@ 6
Ende amplifiziert, in einen TOPZ&ektor aufgenommen und mittels Kpnl/EcoRI in das Zielplasmid ligiert.
In b) ist das Agarosegel eines mit dem resultierenden PlasmiR4HERIAM-T2A korrekt transformierten
Klons mit den Banden 963 bp (BR) sowie2330bp (VektorRickgrat) gezeigt. (LS=Langenstandard)

5.1.3 Klonierung der Gaussia Luziferase

Als Ausgangsplasmid fur die Klonierung der Gaussia Luziferase diente das Plasmid
pPCMMAGLuc (Targeting SystemBpsierend auf der cDN®equenz von GLuc wurden
Primer designt, an deren Enden fir die spatere Umklonierung die Restriktionsstellen fur
Notl ( 5baw. Xbal( 3ahgehangt wurdeAlfb. 5-4a). Mithilfe dieser Primer wurde in
einer PCR miTagPolymerase die Sequenz aus dem genannten Vektor amplifiziert, das
PCRProdukt gelelektrophoretisch isoliert und aufgereinigt. AnschlieRend wurde es wie
oben beschrieben per TOR@bnierung in einen pCR 2VkEktor gebracht. Die korrekte
Sequenz von GLuc wurde per Sequenzierung bestatigt. Im nachsten Schritt wurde GLuc
mittels der Restriktionsenzyme Notl und Xbal aus dem RCR Plasmid
herausgeschnitten.
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Urspringlich sollte GLuc nun in das weiter oben bekehe Plasmid
PENTR4ER™-T2A hinter die T2ASequenz kloniert werden. Es stellte sich jedoch
heraus, dass in der Sequenz vofi*Eebenfalls eine Schnittstelle fir Xbal vorhanden ist,
sodass GLuc stattdessen in einem ersten Schritt in ddstimind Xbal linearisierte
Plasmid pENTRI2A ligiert wurde. Nach Plasmidisolation aus Ubernachtkulturen wurde
per Restriktionsanalyse ein richtig transformierter Klon ausgewahlt und eine Midi
Préaparation angefertigibb. 5-4 b) zeigt die erwarteten Banden von 208#876 bpbei

Verdau mit Pvul.
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Abb. 5-4: Klonierung der Gaussialuziferase (GLuc) In a) ist die Klonierungsstrategie dargestellt: Die
cDNA der Gaussihuziferase wide per PCR unter Einfligen der benannten Schnittstellen ampilifiziert, in
einen TOPG®Vektor aufgenommen und dann per Restriktion/Ligation mit Notl und Xbal in den Zielvektor
kloniert. In b) ist die Restriktionsanalyse einerRvigiaration des resultierendPlasmids pENTRA2A-

GLuc mit Pvul und den erwarteten Banden bei 2024 bp und 876 bp dargestellit.

ER™ wurde wegen der oben beschriebenen Problematik der zusatzlichen Xbal
Schnittstelle nun mittels BamHI und EcoRI glas TR4ER™T2A isoliert und in das
zuvor generierte Plasmid vor die F2lluc Sequenz kloniert. Per Restriktionsanalyse mit
BamHI und EcoRI wurde bestétigt, dasS*ERorrekt ligiert hatte: Es zeigten sich die
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erwarteten Banden 884bp sowie 2881p. Abb. 5-5 zeigt die Klonierungsstrategias
resultierende Plasmidd die beschriebenenmBan im Agarosegel.

a) b) 7
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| ERTAM ‘EcoRI ‘ | ToA u('J)
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T2A GLuc T
‘ ‘ attl2 bp LS @
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Bamrf' ER™M EcoRI
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& o \ T2A 1000 — -
pENTR4- GLuc
ERTAM. .
T2A-Gluc attl.2 500 —

3851bp KanaR

Abb. 55. Generierung des Plasmids pENTRER™M-T2A-GLuc. In a) ist die Klonierungsstrategi
gezeigt: ERM wurde mittels BamHI und EcoRlI in das zuvor generierte pENZR4Luc umkloniert. b)
zeigt die Restriktionsanalyse einer-Rtidiparation des resultierenden Plagpiitl R4ER™M-T2A-GLuc
mit BamHI und EcoRI und den erwarteten BandenGdebp (ERAM) sowie 2887 bp (VektBackbone

5.1.4 Klonierung der p53 H1 -Helix -Mutanten

Die verwendeten HHlelixMutanten sollten das gesamte Kooperativitatsspektrum
abdecken, d.h. von p53EE als inaktive Variante Gber RR, EL, WT bis zu RE, welche eine
hohere Koperativitat aufweist als der Wildtypnalog zu den vorherigen
Klonierungsschritten wurden zunachst Primer designt, um p53 aus vorhandenen Plasmiden
zu amplifizieren. Um die gemeinsame Expression mit dem O®Rexgpgtor zu
gewahrleisten, musste auddr kias Stoppcodon entfernt werden sowie eine zusatzliche
Base am3-&nde eingefiigt werden, um das Leseraster zu erhalten. Zur spateren

Subklonierung in den pENTW®ektor wurden BamHS$chnittstellen an d&s6und 3-6
Ende angefliighpb. 5-6).
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Abb. 5-6: Klonierung der p53 H1-Helix -Mutanten. Die verschiedenen Mutanten (p53*) wurden unter
Entfernung des Stoppcodons und Einfliigen von B&baHhittstellen per PCR amplifiziérteinen TOPO
Vektor aufgenommen und dann mittels BamHI in das pENERR¥-T2A-GLuc Plasmid kloniert.

Es erfolgte wiederum eine Ligation in einen TOPKor und eine Sequenzierung
des aufgenommenen RERduktes zur Bestédtigung, dass im Verlauf derkei@R
Mutationen aufgetreten sind (nicht gezeigt). Der Zielvektor pEERR"-T2A-GLuc
wurde mit BamHI linearisiert und zeitgleich wurden, ebenfalls mit BamHlI, jeweils parallel
die verschiedenen pE8operativititsmutanten ausgeschnitten. Mit den inerfé@g
angesetzten Ligationsansatzen wurden wieddi@ml0elektrokompetente E.Coli
transformiert, per Restriktionsanalyse passende Klone ausgewéhlt und in einer Midi
Préaparation vervielfaltigtbb. 5-7 zeigt exenlprisch den Verdau der Midi mit dem Insert
p53EE mit BamHI und den Banden l4i86bp (53 und3851bp (VektorRickgrat).

bp LS BamHI

3000 — | A—

1000 — [ —

Abb. 5-7: Restriktionsanalyse von pENTR4p53EE.ER™M-T2A-GLuc. 1ug DNA wurden mittels
BamHI verdaut und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Zu sehen ist der Langenstandard (LS) und die
Banden bei 1186 bp (p53) und 3851 bp (\W&iokgrat)
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52 Etablierung von isogenen, stabil e

Mittels des cellular Genome Positionirygtedns (cGPS) wurde der Versuch
unternommen, Zelllinien zu etablieren, welche dielibeschriebenen, pb8l-Helix-
Mutanten tragenden Konstrukte stabil und isogen, d.h. auf gleichem-LBvefein
exprimieren. Dies sollte eioptimale Vergleichbarkeit der Zelllinien und damit der
verschiedenen Mutanten untereinander gewahrleisten.

5.2.1 Generierung eines Gateway -Destination -Vektors

Wie in Kapitel.2.11beschrieben, kann jeder beliebige Vektor Uber i) ¢nh
einer atRekombinationskassette in einen Gat@&wedyektor Destinatiovektor)
konvertiert werden. Die Rekombinationskassette besteht aus den AttSibm¢attR1
und attR2), einem ChloramphenkRekistenzsowie dem ccdBen.

Hier wurde deTrageiVektor des cGPSSystems (siehe Beschreibung dniet )
in einen GatewdyestinatioAvektor umgewandelt, um im nachsten Schritt die buiter
beschriebeme Konstrukte transferieren zu koénnen. Dazu wurde die -cGPS
Integrationsmatrix pIM.Rag1l.CMV.Neo mit dem Restriktionsenzym Xhol linearisiert und
die entstehendesticky endsmittels PfdPolymerase geglattet. Die Rekombinations
Kassette, welche ebenfalls Ulgdatte DNAEnden verfugt, wurde nun in einer
Ligationsreaktion in den piWektor eingefugtAbb. 5-8a). Mit dem Ligationsansatz
wurden dann Bakterien, die das eGaA tragen, in diesem Fall OneShot ccdB Survival
T1 (Life Technologies), transformiert und mittels der Chloramphemdohmpicillin
Resistenz selektioniert. Per Restriktionsanalyse mit dem Enzym Smal konnte ein Klon, der
die Kassette in der richtigen Orientierung tragt, identifiziert werdssb. 15-8b ist der
Verdau mit den erwarteten Bander®b2b bp und31bp gezeigt.
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Abb. 5-8 Umwandlung der cGPSIntegrationsmatrix in einen GatewayDestination-Vektor. a) Der
Vektor wurde mit Xhol linearisiert, die Enden gegléattet und die Rekombinationskassette eingebracht. b) zeigt
den Verdau mit Smal und den erwarteten Banden bei 9025 bp und 3301 bp. (LS=L&ngenstandard)

5.2.2 Klonierung der Expressionsvektoren

Mittels LRRekombinationReaktion (siehe Kapitet.2.1] wurden nun die
p53.ER*M-T2A-GLuc Sequenzen von den pENPRismiden in den zuvor generierten
Zielvektor (Gatewalestinationvektor) transferiertAbb. 59 zeigt schematisch den
Ablauf der Reaktion. Mit dem Ansatz derRdRktion wurdemnschlieRend TOP10
elektrokompetente E.Coli (tragen kein eGaA) transformiert. Die Selektion positiver
Klone erfolgte Uber die Ampicilitesistenz sowidas Fehlen des cc@®ns. Nach
Plasmidisolation aus Ubernachtkulturen wurden per Restriktionsanalyse mit Xbal {iber die
entstehenden Band&240 bp, 4732 bp, 1452 bp und 105&dmpekt transformierte
Klone identifiziertAbb. 5-10zeigt diese Banden nach Verdau derRMéparationen im
Agarosegel.

attL1 attl 2
T . 72| | —  pENTR4-p53*.ER™M-T2A-GLuc
+
attR1 aftR2
pIM.Rag1.CMVneo-attRfB
LR Clonase®

attB1 attB2

pIM.Rag1.CMVneo-p53*.ER™M.T2A-GLuc

Abb. 5-9: Schema der LRReaktion. Uber eine Rekombinationsreaktion zwischen den wattL attR
Erkennungsstellen kommt eem Austausch der Sequenz des pERIMBRmids mit der des Gateway
DestinatiorVektors (pIM.RagattRfB) und es entsteht ein neuer Vegtit.Ragl.CMVnep53*ERTAM-
T2A-GLucsowie ein Nebenprodukt, welches das-GeiBenthalt.
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Abb. 5-1Q Agarosegel der korrekt transformierten Klonaach LR-Reaktion. Je 1ug DNA wurden
mittels Xbal verdaut und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Zu sehen sind der Langenstandard (LS) und
die Banden der jeweiligen Klone@#40 Ip, 4732 bpl452 bpl058 bp

5.2.3 p53-ER™M wird in HEK293 -Zellen exprimiert

Um die korrekte Expression von p53 und”“2Rachzuweisen, wurden HE®3
Zellen mit den zuvor generierten Expressionsplasmiden
pIM.Rad.CMV.neep53*.ER*-T2A-GLuc bzw. einer GFRontrolle transfiziert. Zur
Transfektion wurden HEK29Zellen 24 Stunden vor der Transfektion ausgesat und mit je
7 ug des Expressionsplasmid sowie 1 pug GFP bzw. 7 ug Leervektor und 1 ug GFP in der
Kontrolle transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden @ienZgeerntet und die
Proteinexpression von p53 mittels einesspB3ifischen Antikorpers sowie die des
Ostrogenrezeptors mittels eines-gpRzifischen Antikorpers nach gelelektrophoretischer
Auftrennung untersucht. WieAb. 5-11dargestellt, zeigte sich eine korrekte Expression
sowohl bei Detektion vorbp als auch von ER bei allen hier untersuchten Konstrukten.
p53EL wurde erst zu einem spateren Zeitpunkt kloniert und ist daher hier nicht dargestellit.
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Abb. 511 p53ER™M wird in HEK293-Zellen korrekt exprimiert. 48 Stunden nach transienter
Transfektion mit den verschiedenen Expressionsplasmiden wurden die Zellen geerntet und Zelllysate
hergestellt. Je 50 ug o wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose tbertragen. Die
Immundetektion erfolgte mit einem ggezifischen bzw. einem-Bpezifischen Antikorper.

5.2.4 Gaussia Luziferase wird aus allen Konstrukten exprimiert

Nachdem im vorherigen adhnitt gezeigt werden konnte, dass die Konstrukte
korrekt translatiert werden und sowohl p53 als autf &R Proteinebene nachweisbar
sind, soll nun gezeigt werden, dass die Gaussia Luziferase (GLuc) ebenfalls exprimiert und
durch die T2ASequenz korke in ein einzelnes Protein abgespalten wird. Dazu wurden
H1299 Zellen mit den Expressionsplasmiden transfiziert, 24h spéater Medienuliberstand
entnommen und wie unte$.4.5 beschrieben die Aktivitat der Gaussia Luziferase
gemesse Es zeigte sich, dass GLuc aus allen Konstrukten auf vergleichbarem Niveau
exprimiert wirdAbb. 5-12 und im Uberstand messbar ist.

200000 A
150000 - T T
100000 -

50000 +

Gluc Aktivitat (RLU)

0' T T
& & o & &

Abb. 512 Gaussia Luziferase wd aus allen Konstrukten exprimiert.H1299 Zellen wurden mit den
entsprechenden Expressionsplasmiden transfiziert und 24 Stunden spater die Aktivitat von GLuc im
Medienuberstand gemessgezeigt ist der Mittelwert + Standardabweichung aus 2 verschiguitean.
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5.2.5 p53-ER™M aktiviert p53 -spezifische Promotoren in Abhangigkeit der
Starke der Kooperativitat

In den zwei vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, das8"pbh8ER
GLuc aus allen Konstrukten korrekt exprimiert werden. Weiterhin warhgg mic
wissen, ob die pE3R™V-Fusionsproteine in der Lage sind, an typischeepp8nsive
Elemente (RE) zu binden und Zielgene zu aktivieren. Dazu wurden zwei in der
Arbeitsgruppe bereits vorhandene Reportersysteme verwendet. Erstens,- der p53
Konsensufeporter, bei dem ein perfektes -BE3 (p53Konsensus Motiv:
RRRCATGYYYRRRCATGYYYipstreanor der Sequenz eineireflyLuziferase sitzt.

Wann immer p53 daran bindet, wird das Luzif&aseexprimiert. Zweitens, der
p53AlP1Reporter, hier wurden die 3a®sponsiven Bereiche aus dem Promotor von
p53AIP1 (p53AIP1 p5esponsives ElemeMCTCTTGCCCGGGCTTGTCGYor die
Luziferase kloniert. p53AIPA5@regulatedpoptosisinducingprotein 1) ist ein von p53
reguliertes Gen, welches als Mediator voalp®@giger Apoptose Uber den intrinsischen
(Mitochondriervermittelten) Weg fungigilatsuda et al., 2002; Oda et al., 2000b)

H1299 Zellen wurden im 9@l Format mit insgesamt 26 DNA transfiziert:
50ng p5&xpressionsplasmid +560ng ReporterplasmiddiBallasDNA. 24h nach der
Transfektion erfolgten ein Medienwechsel und die ZugabeDtn, 4m die p5ER™-
Fusionsproteine zu aktivieren. Weitere 18h spater erfolgte die Messung dspWwigefly
Gaussid_uziferase Aktivitat, wobei zur Auswertung-diefly auf die Gaussiauziferase
normalisiert wurde, um Unterschiede in der Menge der tatsachlich transfizierten DNA und
damit der Expression der Konstrukte auszugleichen.

Die Aktivierung des p88onsensus Reporters erfolgte am starksten durch den WT,
gefolgt von RE und RR, wobei letztere den Reporter auf &hnlichem Niveau aktivieren
konnten. Die aufgrund sehr schwacher EBiAdung fast inaktive Mutante EE konnte
den Reporter hingegen kaum aktiviefdrb.(5-13 schwarze Balken). Der p53AIP1
Reporter wurde am starksten durch die Mutante RE angesprochen, gefolgt vom WT. Die
Mutanten mit eingeschrankter Kooperativitat, RR und EE konnten den Reporter hingegen
gar nicht (EE) bzw. nur schwach (RR) aktiviefdb. (513 graue Balken). Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den bereits publizierten Daten aus der Arbeitsgruppe
(Schlereth et al., 2010p33AIP1 als typisches, Apoptose auslésendes Zielgen von p53
besitzt ein vom #&nsensud/otiv stark abweichendes, weniger perfel@sepponsives
Element. Dieses wird bevorzugt von Mutanten mit hoher Kooperativitdt gebunden, was
sich in den Ergebnissen widerspiegelt.
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Abb. 5-13 Luziferase Reporter AssayH1299 Zellen wurden mit den pB8pressionsplasmiden sowie
Luziferasé&Reporterplasmiden fur den p&$hsensus Promotor und den p53AIP1 Promotor transfiziert. Die
Firefly Reporter Aktivitdt wurde auf die Gatlssiferase Aktivitat mmalisiert. Gezeigt ist der Mittelwert

+ SD von zwei Replikaten nach Zugabe v@i zur Aktivierung von p53.

5.2.6 Selektion von Einzelklon -Zelllinien nach zielgerichteter Integration

Die zuvor getesteten Integrationsmatrizen
pIM.Rag.CMVneep53*ER™"-T2A-GLuc wurden nun zusammen mit dem
Meganukleadexpressionsplasmid (Cellectis) in Hi2BAc Zellen transfiziert. Die
hsRagMeganuklease (Cellectis) hat eine 24 bp lange Erkennungssequenten;Ragl
nach Expression soll sie an die Sequenz binden und epmsangbruch induzieren.

In den jeweils ctransfizierten Integrationsmatrizen flankieren zum-®&aghomologe
Sequenzen die pE®nstrukte. Diese homologen Regionen sollen als Matrize fur eine
DNA Reparatur durch homologe Rekombination dienen l{dg@iBeschreibung unter
4.1.1)

Hierzu wurden je 200.000 Zellenwell am Vortag der Transfektion in eirevel
Platte ausgesat. Die Transfektion erfolgte mit je 2 ganukleadexpressionsplasmid
sowie 1,6 pg Integramsplasmid pravell Nach dreifagen wurden die Zellen auf 10 cm
Platten in verschiedenen Dichten neu ausgesét, um dadspeeneon Einzelzellklonen
zu erlauben. Ab Tag vigurde siebefiage mit 0,4mg/ml G418 selektioniert, von Tag 11
20 zusatzlichmit 30 uM Ganciclovir. An Tag 21 wurden Einzelzellklone unter dem
Mikroskop gepickt und in 8@ll Platten tGberfihrt. Nach einigen Tagen wurden die Klone
in eine weitere 9@ell Platte dupliziert, welche im Weiteren zur Gewinnung von
genomischer DNA berattwurde.
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5.2.7 PCR zur ldentifizierung zielgerichteter Integration

Von jedem Genotyp wurden ~ 50 Klone gepickt. Mittels einer PCR4(&idliep
sollten nun Klone identifiziert werden, welche die Konstrukte per homologer
Rekombinton in den Rag&Genlokus aufgenommen haben.

Zum vereinfachten Screening wurden zunachst jeweils mehrerBraii¢A in
einem Ansatz gesammelt untersucht und bei positiver PCR jeweils weiter unterteilt. Nach
Abschluss des Screenings konnten insgesampdaitive Klone identifiziert werden:
Einen WTKlon sowie je zwei RRInd REKIlone. Ein Teil der p53 cDNA, der die H1
Helix Region mit einschlie3t, wurde per PCR amplifiziert und zur Validierung der
vorliegenden HHelix-Mutation sequenziert (Daten nichtejgt). Die so identifizierten
Klone werden im Folgenden AR * (Homologe Rekombination positiv) bezeichnet.

2 N 3 3 -t
™ o ™ ™ I\p)
= x o L W Q
bp LS = 4 o 4 o T
3000 — S—

1000 —  —

Abb. 5-14 Validierungs-PCR zur Identifizierung von HR+ Klonen. Pro Genotyp wurden ~ 50 Klone
auf Integration der Konstrukte durch homologe Rekombination untersucht. Diese finf Klone waren durch
die erwartete Bande als positiv befunden worden und wurden in dieser PCR nochmals validiert.

5.2.8 HR+ Zelllinien weisen unterschiedliche Proteinlevel von p53 auf

Trotz des Screenings von zahlreichen Klonen auf erfolgreiche Integration konnte
nicht von jeder gewilnschten-Hélix-Mutation ein positiver Klon gefunden werden. Aus
diesem Grund wurden mit dem Ziel, das ganze Spektrum der Kooperativitat fir weitere
Analysa abdecken zu konnen, fur die weitere Charakterisierung der Zelllinien auch solche
mitgefuhrt, die sich in der PCR nicht als zielgerichtet integriert gezeigt haben.

Bei den Zelllinien, die in der PCR positiv auf zielgerichtete Integration getestet
wurden HHR+) handelt es sich in der Theorie um isogene Zellklone, da in jeder Zelle nur
eine Kopie des Konstruktes integriert haben sollte. Zellen, die weitere Kopien zuféllig
integriert haben, sollten durch die Gegenselektion mit Ganciclovir eliminiert worden sei
Um dies zu verifizieren, wurden die Klone expandiert und ein Western Blot zur Detektion
der p53ProteinLevel durchgefiihrt. Gleichzeitig sollten-éigative Klone gefunden
werden, die auf einem ahnlichen Niveau exprimieren, um die ganze Bandbreite an H1
Helix-Mutationen fiir weitere Untersuchungen abzudecken.
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Bei relativ gleichmaliger AKirpression als Ladekontrolle zeigten sich deutliche
Unterschiede in der Expression von p53. Die HR+ Klone weisen dabei eine besonders
starke Bandbreite auf: So zeggtidlon WT 3.13 eine sehr niedrige Expression von p53,
wahrend der Klon RE 3.14 ein vielfach héheres Proteinlevel aufweist. Die beédden RR
Klone 2.21 und 3.35 stehen dabei ungefahr in der Mitte dieser Varianz und exprimieren,
wenn man die etwas niedrigkkéin-Expression von 3.35 beachtet, p53 ungefahr auf dem
gleichen Niveau. Auch die HiRgativen Klone weisen deutliche Unterschiede auf. Zwar
sind EE 2.12 und WT 2.10 auf ungefahr dem gleichen Niveau, jedoch konnte z.B. bei der
Zelllinie 2.16 mit der EL iante gar kein p53 detektiert werden. Insgesamt war eine lange
Expositionszeit notwendig, um die gezeigten Ergebnisse zu realisieren. GLuc 2.12 (mit
dem Konstrukt T2AGLuc) fungierte bei diesem Experiment als Negativkontrolle. Die
Ergebnisse des WestelntB sind inAbb. 5-15dargestellt.

HR+ Klone
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Abb. 515 HR+-Zelllinien weisen unterschiedliche p53roteinlevel auf. Zellen der angegebenen
Zelllinien wurden geerntet, lysiend anschlielend je 50 ug Protein in einerPAIBE aufgetrennt. Die
Detektion erfolgte mit einem p5Bezifischen Antikorper.

5.2.9 HR+ Zelllinien sind nicht in der Lage, p21  PXN1A gls typisches p53 Zielgen
zu aktivieren

Die nachste Frage war, ob die HR+ I€labwohl sie offensichtlich kelsegenitat
bezuglich der integrierten Konstrukte aufwem@nindest ein ausreichendes Proteinlevel
an b3aufweisen, um2i als typisches Zielgen vasBzu aktivieren.

Hierzu wurde RE 3.14 als Klon mit der starkstgrdssion des p3dnstruktes
einer Behandlung mitHydrotamoxifen (OHT, zur Aktivierung von p53) und/oder
Doxorubicin als DNAschadigendes Agens unterzogen. Unter anderem interkaliert
Doxorubicin in die DNA, fuhrt zu Doppelstrangbrtichen, stabilierfTdpoisomerase
II-DNA-Komplex und inhibiert damit die Replikat{@acar et al., 2013; Tewey et al.,
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1984) Diese Mechanismen flihren, besonders in Tumorzellen, zur Stabilisierung von p53
und zur Auslésung von Apoptd¥eang et al., 2004)

Fur den Versuclvurden Zellen am Vortag auf 60 mm Zellkulturschalen ausgesat,
fur 24 Stunden behandelt und dann geerntet. Die Zellextrakte wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und dann ein Immunoblot auf p53 und”fP24 als typisches Zielgen fiir
Zellzyklusarrest detmgefuhrt. Um das Expressionsniveau von p53 besser beurteilen zu
kénnen, wurden HCT 116 p53Zellen als Positivkontrolle fiir die Hohe der endogenen
p53Proteinlevel mitgefihrt.

Bezuglich der Expression von p53 falkbb. 5-16auf, dass das basale Level in den
HR+ H1299Ze¢llen, also ohne Doxorubicin und Tamoxifen, deutlich niedriger ist als das
basale Level von endogenem p53 in HCT 116 Zellen. BDi€loREAsst allenfalls eine
minimale Induktion von p21 durchOHT + Doxorubicin erkennen. Insbesondere im
Vergleich mit der verstarkten Expression von p21 durch-Ruatliden HCT 116 Zellen
zeigt sich die Induktion jedoch als sehr schwach. Zwar ist bekannt, dass p53 RE als hoch
kooperatives p53 p21 weniger stadkizreren kann, als der W3chlereth et al., 201,0a)
gleichwohl ware hier bei ausreichender Expression von p53 eine starkere Bande zu
erwarten gewesen. In einer quantitativen PCR zeigte sich, dass der Klon WT 3.13 p21 auf
MRNA Ebene ebenfalls nicht induerekonnte (Daten nicht gezeigt).

HCT 116 H1299-
D53 +/+ 053RE-3.14
? | = + -+  Doxorubicin
ka - 2| - - + + 40HT
100- pS3ER™M
55— 053
p21
15—
40- Aktin

Abb. 516 HR+ Klone kénnen p21 nicht aktivieren.Die angegebenen HR+ Zelllinien wurden fir 24
Stunden der angegebenen Behandlung mit Doxorubicin und/oder Tamoxifen imtéuzgken danach
geernteten Zellen wurden Lysate hergestellt und je 50 pug Protein in elRaGEDMIfgetrennt. Die
Detektion erfolgte mit einem p3&w. p2ispezifischen Antikorper.
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5.2.10 Die H1-Helix -Mutationen zeigen in den HR+ Zelllinien keinen Einfluss auf
die Zellviabilitat

Auf Proteinebene konnte also festgestellt werden, dass der Klon RE 3.14, und damit
wohl alle HR+ Zelllinien, p21, ein typisches Zielgen von p53, nicht induzieren konnten.
Als néachstes sollte gepruft werden, ob bei einer Untersubdtuagllviabilitat nach
Behandlung mit-@HT + Doxorubicin zwischen Kontrollzellen ohne p53 und Zellen mit
restituiertem p53 trotzdem Unterschiede messbar sind. Dafur wurden Zellen der getesteten
Zelllinien im 96évell Format ausgesat und fur 24 bzw. 4&dstu der entsprechenden
Behandlung unterzogen. AnschlieRend wurde mithilfe des Cell Titas<alp (Promega,

s. 4.1.8 die Lumineszenz als Mal3 fur den &Ehalt und damit der Zahl der
lebensfahigen Zellen gemessen. Wakxgdression von p53 in den Zelllinien stark genug,
sollten die p53 WT und RE Klone eine deutliche Abnahme der lebenden Zellen zumindest
bei gleichzeitiger Behandlung m@HT und Doxorubicin als DNAchadigendes Agens
aufweisen, wahrend die -R&llinie afgrund der relativen Unfahigkeit der Mutante,
Apoptose auszulosen, eine deutlich weniger starke Abnahme der Lebendzellzahl zeigen
sollte.

1,25 - 24 Stunden 1,25 - 48 Stunden mm Kontroll - H1299
00 B H1299-Tl+ p53RR 2.21
,00 + 1,00 4 B H1299-Tl+ p53WT 3.13

5 075 0.75 | B H1299-Tl+ p53RE 3.14
8
= 0,50 1 0,50 -
Q
N

0,25 0,25

0,00 - 0,00 -

T D T+D - T D T+D

Abb. 5-17 HR+Zellen zeigen keine Unterschiede in deiZellviabilitdt bei Behandlung mit 40HT %
Doxorubicin. Zellen wurden im 9@ell Format ausgesat, mitOHT (T) und/oder 0,25 pg/ml
Doxorubicin (D) fur 24 bzw. 48 Stunden behandelt. AnschlieBend wurde die Zellviabilitéat mittels CellTiter
Glo (Promega) gemessen und dietdVauf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD aus jeweBReplikaten.

Weder nach 24 noch nach 48 Stunden sind in der nurQHT behandelten
Gruppe Anderungen in der Lebendzellzahl im Vergleich zur unbehandelteiieKontro
feststellbar. In der mit Doxorubicin alleine behandelten Gruppe kommt es nach 24
Stunden, besonders aber nach 48 Stunden bereits zu einem starken Abfall der Viabilitat,
also offensichtlich zu pb®abhangiger Apoptose. Diese wird vermutlich Gberveeakti
Sauerstoffspezies ausgeldsang et al., 2003) der Gruppe, in der p53 durcifO#MT
aktiviert wurde und zuséatzlich mit Doxorubicin behandelt wurde, ist besonders nach 48
Stunden eine weitere Abnahme der Viabilitdt im Vergleich zu Doxorubicisielithae
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Allerdings betrifft dieser Effekt auch die Kontrollzellen und es ist vor allem auch kein
Unterschied zwischen den verschiedererddix-Mutanten ersichtlich.

Zusammengenommen erwies sich dieses Modell als nicht erfolgreich. Es wies weder
eineinduzierbare und effektivtivitat noch eine gleichmaRige Expression von p53 auf;
dies sind jedoch zwei Grundvorrausetzungen zur Tauglichkeit als Modell zur Untersuchung
der Kooperativitat. Als Konsequenz darauf zeigte sich logischerweise, dass der Statu
H1-Helix Mutationen hier keinen Einfluss auf das Zellschicksal hatte.

53 Etablierung ¢&ieddsk uNBailriCs z ur
Untersuchung dBdemdpumhlsbdAdAperativit?

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass es nicht moglich war, mithilfe des
cGPSSystems isogene Zellklone zu erzeugen, welchg3d@mstruke in gleicher Starke
exprimieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Expression insgesamt zu niedrig war,
um einen Einfluss der Kooperativitat auf das Zellschicksal auszuldsen.

Der nachste Satt war daher, die Konstrukte in einen Vektor mit starkem Promotor
zu klonieren und damit neue Zelllinien zu generiengndenen der Einfluss der
p53DNA Bindungskooperativitdt auf Zellschicksalsentscheidungen untersucht werden
kann.

5.3.1 Generierung eines n euen Expressionsvektors

Als Ausgangsvektor diente ein mit einer GatRelymbinationskassette
versehenes pCMVn&am Plasmid (Baker et al.,, 1990)ein eukaryotischer
Expressionsvektor mit  Promof#enhanceiSequenzen aus dem  humanen
Cytomegalievirus. Diesgeurde fur eine GatewBRekombinatiorLR-)Reaktion mit den
unter5.1 beschriebenen pENTRA&ktoren mit den p5BR™M-T2A-GLuc Konstrukten
verwendet. Eine schematische Darstellung der Klonierungsstrate§jid z&i$8
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Abb. 518 Schema derKlonierung des Vektor pCMVneep53-ER™M-T2A-GLuc. Die p53Konstrukte
aus den pENTR®lasmiden wurden mittels einerR&aktion in das Plasmid pCMn(Vogelstein) mit
Rekombinationskassette (attRfA) gebracht. Markiert sind die -Setwitstellen, die fur die
Restriktionsanalyse des resultierenden Plasmids genutzt waBdenSet der verschiedeneri-Helix
Mutanten: EE, RR, EL, WT, RE.

Mit dem Arsatz der LHReaktion wurdeiOP10elektrokompetente E.Coli (tragen
kein ccdAGen) transformiert. Die Selektion positiver Klone erfolgte tiber die Ampicillin
Resistenz sowie das Fehlen des -Gai3. Nach Plasmidisolation wurden per
Restriktionsanalyse mitdRI korrekt transformierte Klone ausgewahlt, diese nochmal
vervielfaltigt und per Midfiraparation die Plasmide isoliebb. 5-19zeigt das Agarosegel
der MidiPréaparationen nach Verdau mit EcoRI und die eteramBanden bei 3625 bp,
2856 bp, 2283 bp, 730 bp fur die Plasmide, welche das komplette Konstrukt tragen.
Zusétzlich wurde nun ein Kontrollvektor kloniert, der kein p53 tragt!-ERA-GLuc
mit den erwarteten Banden bei 3625 bp, 2856 bp, 1104 bp una A3 Kontrolle
wurde das Ausgangsplasmid pCMMat#RfA ebenfalls mit EcoRI verdaut und zeigte die
BanderB8625bp, 2856bp, 1262bp und455bp.
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Abb. 519 Agarosegel nach Verdau der isolierten Plasmide nfiicoRI. Die Plasmide, welche das ganze
Konstrukt p53ER™M-T2A-GLuctragen, zeigen Banden ®&25 bp, 2856 bp, 2283 bp, 730 bp. Das Plasmid
ohne p53ER™M-GLuc, zeigt Banden bei 3625 bp, 2856 bp, 1104 bp, 730 bp. Als Kontrolle diente das
Ausgangsplasmi€CpVneoeattRfA mit den Banden bei 3625 bp, 2856 bp, 1262 bp und 455 bp.

Im Abschnitt5.2.2wurde bereits gezeigt, dass die Konstrukte exprimiert werden und
das mit4-Hydroxytamoxifen aktivierte p53BRin der Lage ist, an p&sponsive
Elemente zu binden. Um die neuen Expressionsvektoren zu testen, wurde daher nur
nochmals die Expression von p53 48 Stunden nach transienter Transfektion von H1299
Zellen untersucht. Es wurde hierbei das gleiche Procedere angewendet, sv#e3unter
beschrieben. Es zeigte sich, dass in allen Ansatzen p53 auf Proteinebene nachweisbar ist
und es bei transienter Transfektion zu einer Uberexpression im Vergleich zu dem Level von
endogenem p53 aus den als Kontrolle mitaafgmen HCT 116 Zellextrakten kommt.
Abb. 5-20zeigt die Ergebnisse des Western Blot.
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Abb. 520 Western Blot zur Kontrolle der Expression von p538 Stunden nactahsienter Transfektion

mit den verschiedenen pCMV#@asmiden wurden die Zellen geerntet und Zelllysate hergestellt. Je 50 ug
Protein wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Die Immundetektion
erfolgte mit einem p&eifischen Antikorper.
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5.3.2 Markierung von H1299 -Zellen mit einer Cypridina Luziferase

Um die Zellzahl in Zellkultur oder das Tumorwachstum in eventuellen spateren
XenografStudien leicht Uberwachen zu kdénnen, wurden H1299 Zellen mit einem in der
AG vorhandenenfur eine Cypridina Luziferase (CLuc) kodierenden Lentivirus infiziert,
mittels Puromycin selektioniert und ein stark exprimierender Klon fir die weitere
Verwendung ausgewahlt (Daten nicht gezeigt). CLuc ist wie GLuc eine naturlicherweise
sekretierte undamit im Medienlberstand in Zellkultur oder im Plasma von Versuchstieren
messbare Luziferase. Sie korreliert mit der Zellzahl und dem TumorwéChaties et
al., 2014; Nakajima et al., 2004)

5.3.3 Herstellung monoklonaler Zelllinien

Um Zelllinien herzustetiewelche stabil die Konstrukte mit dem ganzen Spektrum
der HZXHelixMutanten exprimieren, wurden nun H29@c Zellen mit den im
vorherigen Abschnitt beschrieben Plasmiden transfiziert. Vier Tage nach der Transfektion
wurden die Zellen passagiert undnd{ja 7500 Zellen) auf 15 cm Schalen ausgesat. Die
Kultivierung erfolgte jetzt in der Gegenwart von 800 pg/ml Geneticin (G418), um Zellen
zu selektionieren, welche das Plasmid und damit auch das Neomycin/Geneticin
Resistenzgen stabil integriert habenag# $pater wurden Einzelzellkolonien gepickt, auf
96well Platten transferiert und die Konzentration veti&auf 300 ug/ml reduziert.
Insgesamt wurden ciré@Klone eines jeden Genotyps weiter kultiviert.

Zur Auswahl von Klonen, welche die Konstrukteliclig stark (auf einem deutlich
hoéherem Level als die cGPS/HR+ Klone) exprimieren, wurden die Zellen auf eine weitere
96well Platte passagiert und die Aktivitdt der Galusgiferase im Medienluberstand
einer jeden monoklonalen Zelllinie gemessen. Umndhécherweise unterschiedliche
Zellzahl prowell mit zu bertcksichtigen, wurde zusatzlich ein Cell Titer Glo Assay
durchgefiihrt (dieser korreliert sehr gut mit der Zel(Rstty et al., 1995und die
Lumineszenz des Gaussia Assay auf die des Ceibfntalisiert. IlAbb. 5-21sind die
jeweils starksten sechs Klone gezeigt, die bei diesem Versuch gefunden worden.
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Abb. 5-21 Auswahl von Klonen.Zellen wurden dw06-well ausgesat und jeweils die Aktivitat der Gaussia
Luziferase im Medienliberstand gemessen. Um unterschiedliche Zellzahlen auszugleichen, wurde auch ein
Cell Titer Glo Assay durchgefiihrt und damit die GaAksigtat auf die Zellzahl normalisierarDestellt

sind die jeweils sechs starksten Klone eines jeden Genotyps.

Fur die weiteren Versuche wurden jeweils die am stéarksten exprimierenden Klone
ausgewahlt, auer im Fallé’®Rhier wurde Klon 1.3 gewahlt, und RE, hier wurde Klon
1.7 gewahlt. Wenim Folgenden von Zellen die Rede ist, sind die hier beschriebenen
Klone gemeint. Des Weiteren ist, wenn nur das Kiirzel fur-dielbMutation (z.B. RR,
EL etc.) genannt ist, immer die entsprechende Zelllinie mit dem gesamten Konstrukt p53
ER™M-T2A-GLuc gemeint. Die Klone wurden daraufhin nochmals in einem Western Blot
validiert Abb. 5-22).

HCT 116 H1299

pP53ERTAM

Abb. 522 Western Blot zur Validierung der ausgewahlten KloneJe 50 pugProtein wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Die Immundetektion erfolgte mit einem
p53spezifischen Antikorper.
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5.3.4 Die Aktivierung von p53 veréandert die Zellviabilitat

Um die Funktionalitdt der neuen Zelllinien zu testarde analog z&.2.10die
Zellviabilitat untersucht. Zudem sollte untersucht werden, welche Doxerubicin
Konzentration am geeignetsten ist, Unterschiede zwischen -dalixutanten zu
betonen und daher in Folgeversuchewertet werden kann. Dafir wurden Zellen im
96-well Format ausgesat, mit Doxorubicin in aufsteigenden Konzentration€@HE 4
behandelt und nach 24 Stunden die Luminestemtall fur Zellviabilit@mithilfe eines
Cell Titer GI& (Promega) Assay gemessen.

An den als Kontrollzellen eingesetzten HERS ist zu erkennen, dass die
Zellviabilitdt mit aufsteigenden Konzentrationen von Doxorubicin unabhéngig von der
Gabe von OHT abnimmt, wobei der stéarkste Abfall bei den Konzentrationen 0,25 pg/ml
bis 1 pug/nh zu beobachten ist. H12PS3EE und p53RR Zellen zeigen eine ganz ahnliche
Reaktion auf Aktivierung von p53 und DiSghadigung mit Doxorubicin wie die
Kontrollzellen, da sie als Mutanten mit geringer Kooperativitat nicht in der Lage sind,
proapoptotisch&ielgene zu aktivierd®chlereth et al., 20108)e Aktivierung von p53
zeigt daher auch unter zusatzlichem E3dAaden keinen von der Kontrolle
abweichenden Effekt vermutlich auch, weil es sich hier um einen kurzen
Beobachtungszeitraum von 24 Sturftemdelt, in dem sich ein Zellzyklusstopp auf die
Anzahl der Zellen kaum auswirken kann. Die Aktivierung veBELpS8VT und oRE
zeigt hingegen deutlich starkere Auswirkungen: Bereits ohne zusatzlickHechadien
durch Doxorubicin zeigen die #ellen eine Abfall der Viabilitdt noch starker die mit
RE restituierten und am deutlichsten dieAMlen. Pragnanter wird der Unterschied
zwischen aktiviertem und nicitiviertem p53 bei steigenden Doxorubicin
Konzentrationen, wobei der grof3te Unterschied beMALund RE bei c(Dox)=0,25
pug/ml auszumachen ist. Dies bedeutet einerseits, dass im Gegensatz zu den cGPS/HR+
Zelllinien die Expression von p53 stark genug zu sein scheint,-sjpezib8che Effekte
in Abhéngigkeit von der Kooperativitdt auszulosen. Raergw stellte sich, um den
Effekt der H-Helix-Mutationen in diesem Kontext zu verstérken, eine Konzentration von
0,25ug/ml Doxorubicin als optimal heraus und wurde daher in den weiteren Versuchen
verwendet.
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Abb. 5-23 Aktivierung von p53 vemindert die Zellviabilitéat. Zellen wurden im 9éell Format ausgesat

und mit aufsteigenden Konzentrationen von DoxorubicinHydtotamoxifen fir 24 Stunden behandelt.
AnschlieBend wurde die Zellviabilitat mitteldTi@ed Glo (Promega) gemessen, die Werte auf die
unbehandelte Kontrolle normalisiert und in Anteilen daran angegeben. Gezeigt ist der Mittelwert +
Standardabweichung aus jeweils 3 Replikaten.

Abb. 524 zeigt in andrer Darstellung das Verhalten aller sechs verwendeten
Mutanten bei der Behandlung mit Oi&%ml Doxorubicin. Wahrend die alleinige
Aktivierung von p53 bei EE und RR keinen, bei EL einen leichten Abfall der Viabilitat
auslost, fallen WT und RE deutlich wabbei hierbei auffallt, dass die Abnahme beim
Wildtyp starker ausféllt als bei RE. Die gleichzeitige Behandlung mit Doxorubicin kehrt
diesen Effekt wieder um und RE zeigt eine starkere Abnahme als der WT. EE und RR
zeigen, wie auch die Kontsaélllen ome p53, keine nennenswerte weitere Abnahme, die
uber dem vom Doxorubicin alleine induzierten Effekt liegt. Im Falle von EL zeigt sich
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ebenfalls eine starke Abnahme der Viabilitat bei Behandlur@Hiituhd Doxorubicin
im Vergleich zu Doxorubicin oder Taafen alleine.

Insgesamt zeigte sich bei diesem Versuch, dass im Gegensatz zu den HR+ Zelllinien
die mit den verschiedenen p53-Hiix-Mutanten im pCMVneWektor restituierten
H1299Zellen Unterschiede bei Aktivierung von p53 zeigen, die insbesaonBéereNT
und RE gut zu beurteilen sind, wéahrend der kurze Versuchszeitraum nicht ausreicht, um
beispielsweise einen Effekt von RR zu beobachten. Auffallig ist, dass bei reiner Aktivierung
von p53 der WT einen starkeren Abfall der Viabilitat zeigt alggeidich starker
Apoptose auslésende Mutante RE.
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Abb. 524 pCMV-Zelllinien zeigen Abnahme der Zellviabilitat in  Abhangigkeit der
Bindungskooperativitat Zellen wurden im 98ell Format ausgesat und entwatdeht ¢) oder mit OHT

(T) und/oder 0,25 pg/ml Doxorubicin (D) fur 24 Stunden behandelt. AnschlieBend wurde die Zellviabilitat
mittels CellTiter Glo (Promega) gemessen und die Werte auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert.
Gezeigt ist der Mittelwtet SD aus jeweils drei Replikaten.

5.3.5 Die Starke der Kooperativitat beeinflusst die Induktion typischer p53 -
Zielgene auf mRNA -Ebene

Um die Zelllinien eingehender zu charakterisieren, wurde die Transaktivierung
typischer p5Zielgene auf mRN#Abene mittels PR untersucht. Dazu wurden Zellen
fur sechs Stunden mitQHT + Doxorubicin (0,25 pg/ml) behandelt und anschlieRend
wie unter4.3beschrieben die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und fir eine qPCR
eingesetzt. Es wurden pZ4"'* und HDM?2 als typische aafpoptotische Zielgene sowie
NOXAPMAPL gls typisches Uber p53 reguliertesapaptotisches Zielgen eingesetzt. Alle
Werte wurden auf GAPDH als interne Kontrolle sowie auf die unbehandelte
Kontrollgruppe eines jeden Genotgpsmalisiert.

p21P*NA ist als negativer Regulator der Zellzyklusprogression von unter anderem
G1 nach S ein Schltsselfaktor in der Zellzykluskontrolle. Als transkriptionelles Ziel von
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p53 spielt es eine wichtige Rolle fur den Zellzyklusarrest irb€domdere nach DNA
Schéden z.B. durch Doxorubi@@artel et al., 199@}s zeigte sich fur die Behandlung mit
Doxorubicin alleine ein ganz leichter Anstieg der Expression VA¥"{2fiir alle
Zelllinien (auRer RE). Dies steht im Einklang mit der bené#b.2.9beobachteten p53
unabhangigen Induktion von p21 bei DRéhadigundMacleod et al., 199%wuf
Aktivierung von p53 durch@HT (T) alleine zeigt sich sowohl in den-Xéllen als auch

bei EL eine Induktion von p2lifadas zweifache der unbehandelten Kontrolle, wahrend in
den Kontrollzellen ohne p53 (KontrBIR™") sowie in EE, RR und RE nicht bis minimal
p21 induziert wurde. Bei zusatzlicher Gabe von Doxorubicin kommt es auch durch RR
und RE zu einem Anstieg destigen mRNALevels auf das zweifache, wahrend EL und
WT einen Anstieg fast bzw. Gber den dreifachen Level der Kontrollen induzieren.

Das HDM2 Gen codiert fur eine fBiquitin Ligase, die als negativer Regulator
von p53 fungiert. Dem Gen kommt damit edobllsselrolle in der Inhibition von p53
vermittelter Apoptose zu (siehe Einleitung). Behandlung mit Doxorubicin alleine zeigte
keine Induktion von HDM2 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Zugabe von 4
OHT (T) zeigte keinen Effekt in den Konlkzellen sowie in der funktionell inaktiven
Mutante EE, wahrend RR eine Induktion von HDM2 auf das Ub&cBeb auslosen
konnte. EL vermochte einen besonders starken Anstieg in der Expression auf das Uber
zwolffache zu induzieren, WT auf das etwa flveffaod RE auf das etwa dreifache
Niveau der Kontrollen. Interessanterweise konnte eine zusatzliche Gabe von Doxorubicin
keinen weiteren Anstieg der mRNével von HDM2 induzieren, im Gegenteil war in den
EL und WT Zellen sogar eine geringere InduktioB §@& 2,85 zu beobachten.

NOXA (PMAIP1) fordert als BH8nly Protein die Aktivierung von Caspasen und
fuhrt damit zur Auslésung von Apoptose, dabei wird es von p53 auf transkriptioneller
Ebene kontrolliertOda et al., 2000d)ie Behandlung mit Doxorwim alleine fihrte hier
zu einem leichten Anstieg der mRDN&Vel in allen Zelllinien auf das-bis zweifache.

Bei Aktivierung von p53 durchOHT konnte insbesondere der WT (3,05) aber auch RE
(2,34) eine Induktion von NOXA herbeifihren. Die Aktivieramgammen mit
gleichzeitigen DN/&chaden durch Doxorubicin fuhrte zu einer Induktion durch WT auf
das funffache, wahrend RE auch hier eine niedrigere Induktion auffaetse3abisloste.
Auch durch RR (2,66) und EL (2,82) kam es zu einer Induktion vol. NOX
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Abb. 5-25 Quantitative Expressionsprofile drei typischer Zielgene von p58ie angegebenen Zelllinien
wurden fur sechs Stunden mit 0,25 pg/ml Doxorubicin (D) £ 1 {@HB (T) behandelt, die RNA
extrahiertund mittels quantitativer FAICR in Bezug auf die 3 Gene $9211A HDM2 und NOXA
quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung defladim Bnsatz durchgefiihrten
gPCR.

Insgesamt zeigte sich, dass die Expression d&op&tBukte inden pCMVneo
Zelllinien ausreichend ist, um typische, reprasentative Zielgene von p53 zu transaktivieren.
p53RE, eigentlich eine HHelixMutation, welche die zellulare Antwort auf DBDNA
Schéden in Richtung Apoptose verschiebt, zeigte hier aber interessanteine
niedrigere Induktion von NOXA als der Wildtyp, und das sowohl bei Behandlung mit 4
OHT alleine als auch in der Kombination mit Doxorubicin. Dies geht zum Teil einher mit
den Ergebnissen im vorherigen Abschnitt: Auch hier konnte der WT ekezerstibfall
der Viabilitdt induzieren als RE. Ebenfalls beachtenswert ist, dass die Induktion von
p2I°°N*A durch p53RR sowohl mit@HT alleine als auch in Kombination kaum tber das
Niveau der Kontrollzellen ohne p53 hinauskorAimh. 5-25 zeigt die Ergebnisse der g
RT-PCR.

5.3.6 Die Starke der Kooperativitat ist ausschlaggebend fiir die Induktion
typischer p53 -Zielgene auf Proteinebene

Da sich auf mRNADbene gezeigt hatte, dass z.B. NOXA alapoptotisches Gen
von REweniger induziert werden konnte als vom WT, und RR die Transkription von p21
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nur wenig steigern konnte, wurde Uberprift, inwieweit dies auch auf Proteinebene der Fall
ist. Hierzu wurden Zellen wiederum r@HKT + Doxorubicin (0,25 pg/ml) behandelt, in
diesem Fall fur 18 Stunden, geerntet und die Zellextrakte mittels Polyacrylamid
Gelelektrophorese aufgetrennt. Anschlie3end wurde ein Immunoblot auf p53, p21 als
Zellzyklusarrest auslésendes Protein sowie auf das SpaltprodRaty(@dPRRibose)
PolymerasécleavedPARP) als Marker fur Apoptose durchgefiihrt. PARP fuhrt in der
Zelle u.a. normalerweise DNReparatur Aufgaben durch und wird wahrend des
programmierten Zelltods u.a. durch CaspagespalteiGu et al., 1995; Oliver et al.,

1998) -Akin diente als Ladekontrolle. HET6Zellen mit endogenenbwurden als
Positivkontrolle mit aufgenommen und mit NeBlliew. Doxorubicin behandelt.

Bezuglich der Proteinexpression von p53 zeigte sich nochmals, E$"pib3
Vergleich zum ewgenen 3 aus den HCTL16 Zellen Gberexprimiert wird. Allerdings
zeigte sich in dieser Versuchskonstellation ebenfalls,58aEsim Vergleich zu den
anderen Mutanten eine etwas geringere Expression aufweist.

Betrachtet man p21, zeigt sich in Uberginatng mit den Ergebnissen auf
MRNA-Ebene, dass EE in keiner Behandlungskonstellation in der Lage ist, die
Proteinexpression zu stimulieren. RR zeigt bereits bei Behandlu@Hmiakeine eine
leichte, zusammen mit Doxorubicin dann eine, auch im Vergleiden anderen
Genotypen, relativ kraftige Induktion von p21. EL und WT kdnnen die Expression von
p21 in etwa der gleichen Starke stimulieren, wahrend RE nur eine leichte Induktion im
Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle erkennen lasst. Allemedetlit den exogen
restituierten p3-Konstrukten ist jedoch gemein, dass sie im Vergleich zum endd&genen p
aus den HCTL16Zellen 21 deutlich schwéacher induzieren, obwohl sich58&piegel
hoher darstellen.

Das Spaltprodukt von PARP (cPARP) ist mangsgemal in den p53EE und
p53RR exprimierenden Zellen nicht detektierbar, auch nicht bei gleichzeitiger Behandlung
mit 4OHT und Doxorubicin, da EE aufgrund der schwachen {BNW&ung
transkriptionell fast inaktiv ist und auch RR aufgrund der niedagpar#tivitat nicht in
der Lage ist, prapoptotische Zielgene zu aktivieren. EL induziert bei Aktivierung durch
4-OHT offensichtlich in geringem Ausmald Apoptose, reflektiert durch eine sehr geringe
Menge cPARP, die im Western Blot detektiert werden kBentusatzlicher Behandlung
mit Doxorubicin wird das Spaltprodukt von PARP noch deutlicher sichtbar und spiegelt
damit gut die Mittelstellung von EL im Spektrum der Kooperativitdtsmutanten wieder. Auf
der anderen, starker Apoptose auslésenden Seite 8m=drums steht der WT,
wiedergespiegelt hier durch eine groRe Menge an detektierbarem Spaltprodukt von PARP
sowohl bei Aktivierung durch Tamoxifen als auch noch starker bei zuséatzlicher Behandlung
mit Doxorubicin. Gemessen an dem deutlich niedrigesateia_evel von53RE ist
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immer noch eine grofl3e Menge an cPARP bei Behandldn@litund Doxorubicin im
Blot detektierbar.
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Abb. 5-26. Western Blot auf typische Zielgene von p53e 50 pug Protein wurdenejektrophoretisch
aufgetrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Die Immundetektion erfolgte mit eingrapEPARP
bzw. Aktinspezifischen Antikorper.

Vergleicht man die Bande von cPARP, die in den HYBE3YT bei aktivem p53
und gleichzeitiger DNAchadigung mit Doxorubicin sichtbar ist, mit der, die in den
ebenfalls mit Doxorubicin behandelten HCT 116 p53 +/+ auftritt, zeigt sich die gleiche
Starke. Dies konnte bedeuten, dass das Ausmald an ausgeltster Apoptose auf einem sehr
ahnlichen Niveau lieginders als die zuvor beschriebene schwachere Induktion von p21 als
Schlusselfaktor von ZellzyklusarmeBh. 5-26 zeigt die Ergebnisse des Immunoblots.

5.3.7 Kooperativitat ist notwendig, um Apoptose als Reaktion auf DNA-Schaden
auszulésen

Auf mRNA Ebene zeigte sich bereits, dass besonders der Wildtyp und- RE p53
abhangige, prapoptotische Zielgene wie z.B. NOXA transaktivieren. Auf Proteinebene
zeigte sich korrespondierend dazu ein erhdhtes Level von cPARP afsiMdnieerfende
Apoptose. Um das Ausmald an Apoptose, welches die verschiedenen Mutanten in den
H1299 Zelllinien auslésen kdnnen ndher zu quantifizieren, wurde durchflusszytometrisch
der Anteil an Zellen mit aktivierter Cas{®ats zentralem Faktor der filsungsphase
von Apoptose bestimmt. Die Zellen wurden fur 18 Stun@diT4+ Doxorubicin (0,25
ug/ml) behandelt und anschlieRend mit @aspGLOVE Fluorescein Active Caspase
Staining Kit auf aktivierte Caspaggefarbt (siehre1.9.

Aus Abb. 5-27 wird ersichtlich, dasseder Doxorubicin (D) noch Tamoxifen (T)
alleine innerhalb des kurzen Beobachtungszeitraumes (18 Stunden) den Anteil an Zellen
mit aktivierter Caspa8eerhdhten. Dielgichzeitige Gabe (T+D) induzierte weder bei den
Kontrollzellen, noch in Zelllinien mit Mutanten geringer Kooperativitdit Apoptose.
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Lediglich WT (17 %) und RE (7,5 %) l6sten bei Aktivierung und gleichzeitigem DNA
Schaden offensichtlich Apoptose aus, ausgediurch den erhéhten Anteil an Zellen mit
aktivierter Caspa8e Eine hohe Kooperativitat ist also notwendig, um als Reaktion auf
starken zellularen Stress, hier in Form von durch Doxorubicin induziertem
Replikationsstress und DNJoppelstrangbriichenplptose auszulésen.
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Abb. 527 Nur WT und RE lésen Apoptose aus.Zellen wurden fir 18 Stunden der angegebenen
Behandlung mit Doxorubicin 0,25 pug/ml (D), 100 r®IHT (T) oder beidem (T+D) unterzogen, geerntet
mit dem CaspGLOVE Fluorescein Active Caspase Stainingn&ih Angaben des Herstellers aktive
Caspas8 angefarbt und durchflusszytometrisch der Anteil an floureszierenden Zellen bestimmt.

Auch in diesem Experiment zeigte sich erneut, dass der RE Klaelldkire
Schicksal weniger in Richtung Apoptose lenkt als der WT.

5.3.8 Die Starke der Kooperativitat beeinflusst das Proliferationsverhalten

Alle bisher beschriebenen Versuche zielten darauf ab, die pc2dNimeen zu
charakterisieren und unmittelbarswitkungen der Aktivierung von p53 zu untersuchen.
Durch die Kopplung an die Gaudsieiferase (GLuc) besteht jedoch auch die
Moglichkeit, das Proliferationsverhalten der Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu
beobachten. Zwar stellt GLuc in ihrer Quantzunachst einmal ein Mal3 fur die
Expression von p53 dar (Uber die I3#uenz wird GLuc stéchiometrisch mitexprimiert
und abgespalten), jedoch kann aus ihr ebenfalls eine Aussage Uber die Quantitat der Zellen,
in denen sie produziert wird, abgeleitedever

Fir den Versuch wurden Zellen eines jeden Genotyps jeweils als Duplivet im 6
Format ausgesat (6000 Zelesl) und jeweils mibder ohne4-Hydraxytamoxifen
kultiviert Alle zwei Tage wurde Medienuberstand entnommen, auf -eial Platte
ubefiihrt und eingefroren. Am Ende des Versuchszeitraum wurden alle Uberstande
gleichzeitig auf die Aktivitat der GLuc gemessen.

Das Verhalten der Zellen tber einen langeren Zeitraum nach Aktivierung von p53 ist
in Abb. 528 dargestellt Die Kontrollzellen ohne p53 (Kontr&R™Y) zeigten
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unbehandelt wie mit@HT behandelt einen &hnlichen Anstieg der GLuc Aktivitat. Das
Verhalten der Zellen mit der inaktiven Mutante EE war Uber den Zeitraum von elf Tagen
dem der Konbll-ER™" Zellen beinahe identisch; die Aktivierung von p53 hat hier also,
wie erwartet, keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten gezeigt. Eine weitere Mutante
mit geringer Kooperativitat ist RR. Auch hier zeigte sich im Langzeitverhalten kein
Unterschied zwischen der unbehandelten Kontrolle und der Aktivierung von p53. Die im
Kooperativitatsspektrum in der Mitte angesiedelte Mutante EL hingegen wies nach
anfanglich gleich starkem Anstieg ab Tag 5 eine im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
deutlch abgeschwachte Proliferationskinetik auf, so dass sich die Kurven am Ende des
Beobachtungszeitraumes sehr deutlich unterschieden. Di©Hiit Behandelten, WT
exprimierenden Zellen unterschieden sich am starksten von ihrer unbehandelten Kontrolle,
bereis zwischen den ersten beiden Messzeitpunkten stagnierte der Anstieg, danach fiel die
Aktivitat wieder in Richtung null. Fur p53RE zeigte sich ein ahnlicher Verlauf. Insgesamt
zeigte sich also eine mit steigender Kooperativitat abgeschwéachte Pralderadéiben.

Der Status der HHelix Mutationen beeinflusst also das langfristige
Proliferationsverhalten der hier verwendeten Tumorzellen.
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Abb. 5-28 GLuc-ProliferationsassayDie Zellen mit dem angegeben&3-@Genotyp wurden dinn im 6

well Format ausgesét, zu den angegebenen Zeitpunkten ein Aliqguot Medientberstand aus dem Kulturgefald
entnommen und eingefroren. Am Ende des Versuchszeitraumes wurden alle Medientberstande aufgetaut und
gleichzeitig auf die Akitiét der Gaussiauziferase (GLuc) vermessen. Die Rll&fte wurden jeweils auf

die unbehandelte Kontrolle normalisiert und als prozentualer Anteil daran angegeben. Aufgetragen sind der
Mittelwert aus zwei unterschiedlichen Ansétzen und die Standardagweichu

Um zu illustrieren, dass anhand der Aktivitdt der Ghug#ierase eine Aussage
uber das Proliferationsverhalten der Zellen getroffen werden kann, wurden Zellen
zusatzlich in 8m Kulturschalen ausgesat, mit oder ohne Tamoxifen kultiviert und die
Prdiferation beobachtet. Nach zehn Tagen wurden die Zellen mit Ethanol fixiert und mit
Giemsa gefarbt. Im Einklang mit dem gleichférmigen Anstieg derAtivitit bei
Behandlung + OHT (Abb. 528 zeigte sich balen EE und RR exprimierenden
Zelllinien kein Unterschied in der Zelldichte. Im Kontrast dazu fihrte die Aktivierung von
p53WT zu einem vollstdndigen Absterben der Zellen; dies korrespondiert mit dem
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Ausbleiben des Anstiegs der GRktvitat im ProliferabnsassayAbb. 529 zeigt die
fixierten und gefarbten Zellen.

4-OHT - +

H1299-
p53EE

H1299-
p53RR |

H1299- -
p53WT |

Abb. 5-29 Einfluss der Kooperativitat auf die Zellproliferation.Zellen wurden in 60 mm Kulturschalen
ausgeséat und zehn Tage mit bzw. ohne 106HhWdrétamoxifen kultiviert. Danach erfolgte die Fixation mit
70% Ethanol und die Farbung mit Giemsa.

5.3.9 GleichmaRigere Expression hebt Einfluss der Kooperativitat fir das
Zellschicksal besser hervor

In den beschebenen Versuchen zeigte sich, dass der Wildtyp nach genotoxischem
Stress mit Doxorubicin starker als die Haaperative Mutante RE z.B. NOXA als-pro
apoptotisches Zielgen aktivieren konnte oder Apoptose induzierte. Im WestéitobBlot (
5-26) war zu erkennen, dass besonders RE im Vergleich zu den anderen Klonen p53
niedriger exprimiert, was der Grund fur die unerwarteten Ergebnisse sein kdnnte. Ein
abgewandelter Satz von im Rahmen dieser Arbeit hergestelltenRchen R 1.17;

WT 1 . 2M§ 1.23) wurde daraufhdturch Joél Charlesneut untersucht. Dabei zeigte

sich zum einen, dass die Expression von p53 nicht stérker ist als die von endogenem, durch
Nutlin aktiviertem p53 aus U20S Zellabl 5-30g), also eine physiologische Situation
wiederspiegelt. Zum anderen zeigte sich nasturitfiger Behandlung mit 0,5 pg/ml
Doxorubicin, dass alle Klone bis auf EE p21 induzieren konnten, die Spaltung von PARP



ERGEBNISSE 85

( PARP) als Marker fikpoptose jedoch nur vom WT und, deutlich starker, von RE
ausgelost wurdaljb. 5-3).
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Abb. 530 GleichméRige Expression ermdglicht bessere Vergleichbarked) p53in H1299wird nicht

starker als endogenes, mit Nutlin aktivierEsaps (20S Zellen exprimiert. b)2p als Zielgen fir
Zellzyklusarrest und cPARP als Marker fur Apoptose werden von diesem Satz an Klonen in erwarteter Weise
induziert.

Diese Ergebnisseisgeln sich auch in der durchflusszytometrischen Messung von
apoptotischen (aktivier@zaspas8 positiven) Zellen wieder. 24 Stunden nach der
Induktion von DNASchaden durch Doxorubicin zeigte sich, dass RE in besonders
starkem Mal3e Apoptose auslostegapoptotische Zellen), WT schon weniger (16,2 %)
und EL (3,5 %) nur noch marginal. In allen anderen Proben waren keine apoptotischen
Zellen festzustellen. Dieser Satz von Klonen zeigt also bei insgesamt gleichmaRigerer p53
Expression sehr gut, dass mitiggnder Kooperativitat das Zellschicksal nach
genotoxischem Stress immer mehr in Richtung Apoptose gelenkt wird.
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Abb. 531 Gleichm&Rige Expression hebt den Einfluss steigenderKooperativitat auf die Rate an
Apoptose hervor. Zellen wurden fir 24 Stunden der angegebenen Behandlung mit Doxorubicin 0,5 pg/ml
(D), 100 nM 40HT (T) oder beidem (T+D) unterzogen, geerntet, mit GaspGLOVE Fluorescein

Active Caspase Staining Kitach Angaben des Herstellers akti®aspas8 angefarbt und
durchflusszytometrisch der Anteil an floureszierenden Zellen bestimmt.
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6 Di skussi on

6.1 Erfolgreiche Klonierung und Val i di
EXxXpressionssystems

Fur die Erstellung eines induzierbaren Expressionssystems, welches die
verschiedenerbf H1-Helix Mutanten gekoppelt an einen modifizierten Ostrogenrezeptor
sowie an eine Gaussia Luziferase enthalt, waren verschiedene Klonierungsschritte
notwendig.

p53ER™M Fusionsproteine

Die unterschiedlichen p53 Sequenzen konnten dabei in mehreriéen Sch
erfolgreich an den modifizierten Ostrogenrezdpititewood et al., 1995; Putzer et al.,
2000) gekoppelt werden. Die entstehenden FusionsproteifieRp%3wurden korrekt
exprimiert und Ubten erst nach Zugabe von 100 -myidbtamoxifen p58pedische
Effekte aus. So zeigte sich in mehreren Experimenten, dass die Fusionsproté&ige tUber p
responsive Elemente Zielgene transaktivieren kénnen.

In maligne transformierten Zellen sind zellulare Signalwege als Antwort auf DNA
Schaden konstitutiv akévi (DiTullio et al., 2002; Gorgoulis et al., 20@6¥&tzlich
herrscht haufig onkogener Stress. Da p53 in solchen Zellen, in diesem Fall je nach Starke
der Kooperativitat, sofort nach Restitution-abBangige Programme wie Zellzyklusarrest
oder Apoptoseauslost, ist die Kopplung an den mit Tamoxifen regulierbaren
Ostrogenrezeptor ein nitzliches Werkzeug zur Untersuchung des Einflusses der
Bindungskooperativitat in Zellkutunoder Xenograftstudien. Bei kontinuierlicher
Expression von p53 in H1299 Zelwdre es gar nicht moglich gewesen, die Zellen
langfristig zu kultivieren, da (hddoperatives) p53 in diesem Modell sofort nach
Expression aktiviert ist uAghoptose auslost.

Gaussia Luziferase

GLuc konnte erfolgreich hinter die T2A Sequenz kloniedewemd fungierte in
dieser Position als Reporter fir die Expression votER®S, da Uber die T2A
vermittelte intratranslationelle Abspaltung von GaggimolareMengen der beiden
Proteine exprimiert werd@brahimi et al., 200%benfalls eignete sidie Kopplung von
pP53ER™™ und GLuc beim Screening von Einzelzellklonen auf das Expressionslevel des
Konstruktes. Eine Rangfolge der am starksten exprimierenden Klone anhand-des GLuc
Levels konnte im Western Blot auf p53 bestétigt werden (Daten nigh). geze
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6.2 Meganukiveasmettelte zielgerichtete

6.2.1 Meganuklease -vermittelte zielgerichtete Integration flhrte zu niedriger
Rate an positiven Klonen in H1299 Zellen

Mittels Meganucleagermittelter Genomeditierung wurde im Rahmen dieser Arbeit
der Versuch unternommen, bezuglich der integrierteikq@rukte isogene Zelllinien
zu generieren. Dies sollte die optimale Vergleichbarkeit des Einflusses unterschiedlicher
Kooperativitat auf p5@ermittelte Zellschicksalsentscheidungen ermdglichen und
verzrrende Effekte durch unterschiedliche Expression eliminieren. Eine Meganuclease
wurde aufgrund ihrer hohen Spezifitat bei geringer Toxizitat ausgewahlt (s.2.X3pitel
zielgerichtete Integration durch Meganukleateesiitzte homologe Rekombination
verspricht eine monmder biallelische, stabile Expression des gewinschten Gens vom
immer selben Genlokus Uber multiple Zellpassagen hinweg, auch ohne Selektionsmedium
(Cabaniols et al., 2010; CabanioddPaques, 2008; Goizet al., 2009)

Grizot et al. (2009) beobachteten bei Einsatz der hsRagl Meganukleas298 HEK
Zellen eine Rate von 2L % an Zellen, die ohne vorherige Selektion transfizierter Zellen
eine Meganuklease vermittelte Geninsertion aufwiesen. Inlidgenden Arbeit wurde
zusatzlich nach Transfektion der H1299 Zellen noch eine Selektion auf das ebenfalls
innerhalb der Homologiekassette liegende NeoRgsistenzgen vorgenommen. Auch
unter der Annahme, dass die Rate an homologer Rekombination iZ &lE298eutlich
unter der von Grizot et al. beobachteeh% liegt, sollte die Quote nach Selektion
deutlich héher als die in dieser Arbeit beobachteten null bis vier Prozent liegen.

6.2.2 Madgliche Griinde fiir die niedrige Rate an homologer Rekombination in
H1299

Im Folgenden sollen mogliche Grinde fir die beschriebene niedrige Effizienz
diskutiert werden.

Krebszellen weisen haufig ausgepragte epigenetische Veranderungen wid Hypo
Hypermethylierungen auf, vermittelt durch veréanderte-métAyltransferase khvitat
(Baylin et al., 1998; Jones Baylin, 2002Hypermethylierungen in den Promotoren von
Tumorsuppressgenen fuhren dabei zur Repression dieser Gene. Epigenetische
Modifikationen spielen ebenfalls eine wichtige Rolle fur die Effizienz von Meganuk
So zeigte eine Arbeit, dass die BBIAdung und damit die Spaltungsaktivitat -Gzel
Meganuclease durch Gpethylierungen an der DNA der Zielsequenz dramatisch
abnehmen konnefvalton et al., 2012fiese Erkenntnisse konnten fur eine weitere
Meganuclease bestatigt wer(@mpuy et al., 2013Eine weitere Studie wies aul3erdem
nach, dass die Schnitteffizienz von Meganukleasen von der Chromatinzuganglichkeit um
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die Schnittstelle abhé&ngt und dass diese fir den gleichen Lokus in verschieidégren Zelll
unterschiedlich ausgepréagt (Baboussi et al., 2012)er Status von epigenetischen
Modifikationen beeinflusst des Weiteren auch die Zugénglichkeit der DNA
Reparaturmaschinerie zu Doppelstrangbr{{@histeliund Soutoglou, 2009Denkbar ist
also,dass durch diese Faktoren die Effizienz der Meganuclease und der homologen
Rekombination in H299Zellen beeinflusst sein kdnnte.

Wie besprochen basiert die Meganuelesssttelte zielgerichtete Integration auf
einem induzierten Doppelstrangbruch mischlie3ender Reparatur durch homologe
Rekombination. Der DSB wird in der Zelle durch den MBiKplex(MRE1DBRAD5®
NBS1)erkannt und in der Folge die Kinase ATM rekrutiRatllund Lee, 2005)Diese
phosphoryliert wiederrum zahlreiche nachgeschaltetel&iebignalkaskade wie BRCAL,
welches ein wichtiger Mediator der Initiation von HR ist und u.a. indirekt Uber die
Interaktion mit BRCA2 fiir die Rekrutierung der fur den Ablauf der HR wichtigen
Faktoren Rad51 uriRiacb4 sorg{Boulton, 2006; Chapman et20]2) Die ausreichende
Expression und korrekte Funktion dieser Proteine ist also essenziell fur die DSB Reparatur
durch HR (und damit auch fir die Meganuclearseittelte zielgerichtete Integration), wie
an Bcal- (Moynahan et al., 1998)d Radb4-defizenten(Essers et al., 19%fhbryonalen
Mausstammzellen nachgewiesen werden konnte. Inaktivierung vosupprass@n
wie DNA-Reparatur Genen durch Mutation oder Repression stellt einen Selektionsvortell
fur Krebszellen dar (s. Kapitell). Es lasst sich daher spekulieren, dass in den
verwendeten H1299 Zellen (die einem +ieinzelligen Lungentumor entstammen) Teile
dieses Reparaturapparates nicht korrekt funktionieren und es daher zu der geringen
Rekombinationsrate gekoran ist. Tatsachlich konnte fir BRCA1 und BRCAR et al.,

2007; Wang et al., 2068yie ATM(Safar et al., 2008)Gewebeproben von Patientinnen
und Patienten mit niclteinzelligem Lungentumoren eine Repression durch
Hypermethylierung nachgewiesenden. Diese Zusammenhange lassen daher vermuten,
dass die genannten und eventuelle weitere an HR beteiligte Get89iagtimiert oder
mutiert sei kbnnten.

Einen weiteren Erklarungsansatz fur die geringe Erfolgsrate konnte das
Vorhandensein von EinzekieotidPolymorphismen (SNP,Sngle Nucleotide
Polymorphism) in der Erkennungssequenz der hd®aganuklease in zumindest einem
Allel darstellen.

Da das hsRagMleganuklease System bisher nicht an H1299 Zellen angewandt
wurde, erscheint es in der Zusamsobau mdoglich, dass einer oder mehrere der
genannten Faktoren sich in dieser Zelllinie ungiinstig auf die Aktivitat bzw. Effizienz des
Enzyms auswirken und damit die geringe Rate an erfolgreicher Rekombination begrtinden
konnten.
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Unabhangig von der verweteh Zelllinie stellt eine zu niedrige Expression der
Meganuklease selber einen weiteren Erklarungsansatz dar. Da das Plasmid keinen Reporter
tragt und auch keine kommerziell erhaltlichen Antikdrper gegen die hsRagl Meganuklease
existieren, war es nicht ghioh, die Expression zu Gberprifen bzw. zu quantifizieren.

6.2.3 Ansatze zur Erhéhung der Rekombinationsrate

Ausgehend von der beschriebenen Relevanz epigenetischer Modifikationen fur die
Effizienz von Meganukleasen konnte der Einsatz von demethylierendiem \&itof
Anwendung der Meganuclease einen Weg darstellen, die Rekombinationsrate zu erhéhen.
Der Einsatz vorb-aza2-deoxycytidingDecitabine) konnte beispielsweise die Rate an HR
in 293FZellen (induziert durch eine Meganuclease spezifisch fur eime $®q¥EC
Gen) signifikant erhohe(Dupuy et al., 2013was in anderen Kontexten ebenfalls
nachgewiesen werden kor(Maiton et al., 2012)

Ob als Reaktion auf einen DSB NHEJ oder HR ablauft, wird unter anderem auch
durch die Zellzyklusphase bestimmka&m NHEJ prinzipiell den ganzen Zellzyklus tber
erfolgen, wahrend HR hauptsachlich in S/G2 stattfi@ihetpman et al., 2012; Rothkamm
et al., 2003; Satelohariund Helleday, 2004parauf aufbauend konnte gezeigt werden,
dass die Synchronisation vonllete durch einen 3&iindigen G2/MArrest durch
Vinblastin die Rate an Nucleas#uzierter homologer Rekombination um das Funffache
erhbhen konntgUrnov et al., 2005)Eine weitere Studie wies eine starke lineare
Korrelation zwischen der Anzahl an Zellener SPhase und der Rate an homologer
Rekombinatiord gemessen durch ein GREporter Syster@ nach (Hartlerode et al.,
2011) Die Synchronisation von Zellen durch G2kest oder ¥hasen Arrest durch
Thymidin konnte daher einen weiteren, interessaAinsatz darstellen, um die
Rekombinationsrate zu erhdhen.

In einer Hochdurchsa&tudie konnten durch den Einsatz von siRNAs 64 Gene
identifiziert werden, der&nocldownlie Rate an homologer Rekombination steigerte. Der
starkste Effekt zeigte sich daliir das GerATF7IP, welches im Chromatimbau
involviert isfDelacéte et al., 201Djie gleichzeitige Transfektion von siRNA gegen dieses
Gen konnte daher auch zu einer erhéhten Effizienz in diesem Falle beitragen.

6.2.4 Fehlerhafte Gegenselektion mit Ganc iclovir als méglicher Grund fur
fehlende Isogenitat

Die nach Abschluss des PCR Screenings erhaltenen Klone wiesen insbesondere zwei
Merkmale auf: Zum einen zeigten sie deutliche Unterschiede in der Expression von p53
(Abb. 5-15), waren also nicht isogen bezuglich des integrierten Konstruktes, zum anderen
erwies sich die Expression des Konstruktes als sehr niedrig, besonders im Vergleich zur
physiologischen Expression in HCT 116 ZeAdb.(5-16). Die fehénde Isogenitat kann
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eigentlich nur Uber zusatzliche zufallige Integration des Plasmids an andere Stellen im
Genom erklart werden, jedoch wurde mittels des auf3erhalb der homologen Region
liegenden HSVK Suizidgens und Ganciclovir (GCV) eine Gegenselekifoigenau

diese zufélligen Ereignisse vorgenommen. Daher besteht die Mdoglichkeit, dass diese
Gegenselektion nicht fur alle Klone funktioniert hat. Das von ca. 300 getesteten Klonen
nur finf PCR positiv waren, passt zu dieser These. Zudem wiesen auderdifCR

nicht positiv getesteten Klone eine niedrige Expression auf. Daher ware ein denkbares
Szenario, dass die Expression der-HSYu niedrig war, um ausreichende Mengen von
GCV in das aktive GCGWiphosphat umzuwandeln. Umgekehrt konnte auch die
eingesetzte Konzentration von 30 uM GCV zu niedrig gewesen sein, um auch Klone mit
niedriger Expression zu erfassen. In der Literatur zeigten sich auch Konzentrationen von
bis zu 100 uM ohne gleichzeitige Expression defTKHSAFs nicht toxisch fur H1299

Zellen. Wenn eine Thymidinkinase exprimiert wurde, unterschied sich,dizeE@um

Teil deutlich, je nach eingesetztem Promotor schwankte sie zwischen ein und 100 uM
(Fong et al., 2011; Hong et al., 2014; Poulsen et al.,008)eraturdaten zeigenaals

dass bei einer gegebenen Konzentration von GCV das Expressionslevel-der HSV
entscheidend fur den toxischen Effekt sein kann. Mdglicherweise hétte eine genauere
Anpassung der Dosis an H1299 Zellen eine bessere Selektion ermoglichen kdnnen.
Zusétzlictkonnte ein Southern Blot genauere Aufschlisse Uber die tatsachliche Anzahl der
integrierten Konstrukte im Genom liefern.

6.2.5 Fazit und Ausblick

Es zeigte sich bei der ndheren Charakterisierung der HR+ Zelllinien, dass auch bei
zeitgleichem DN#Schaderund Aktivierung von p53 p21 als typisches Zielgen nicht
hochreguliert werden konnte. Als Konsequenz daraus zeigten sich auch bei einer
Untersuchung der Zellviabilitat keine Effekte, die auf die unterschiedlichen p53 Mutanten
zurlckzufihren wéaren. Es bleibt dalestzuhalten, dass sich die durch den Versuch der
Geninsertion durch zielgerichtete Integration generierten HR+ Zelllinien nicht fur die
Untersuchung des Einflusses der DBIAdungskooperativitat auf Zellschicksal eignen.

Eine These flr die nicht vorhanddsogenitat ist die Existenz zusatzlicher zufalliger
Integrationen in das Genom. Trotz dieser (eventuell vorhandenen) zuséatzlichen Kopien
erwies sich die Expression der Konstrukte als sehr niedrig. Es lasst sich daher spekulieren,
ob ein artifizielles Katrukt mit p5&DNA bei Integration an nur einen Genlokus
Uberhaupt stark genug exprimiert wird, zudem unterliegt es kaum den physiologischen
Regelmechanismen. Einen anderen méglichen Ansatz konnte daher eine Modifikation von
Tumorzellen mit wildtypischepd3 darstellen (z.B. HCT 116 Kolonkarzinomzellen). Die
in der Einleitung beschriebenen TALENs oder besonders das erst kirzlich breiter in der
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Literatur beschrieber@RISPR/Cas$ystem(Sandeund Joung, 20)4kénnten genutzt
werden, die HHelix in endogeem b3zu mutieren und so ein physiologisches Modell zu
etablieren. Dies ware allerdings mit einem hohen Aufwand verbunden.

6.3 Zur Etablierungedikad tNSodel I s

6.3.1 Der Einfluss der p53 DNA Bindungskooperativitat auf das Zellschicksal im
NSCLC-Zellkul turmodell

Die generierten Zelllinien zeigten im Gegensatz zu den durch zielgerichtete
Integration hergestellten durch den starken -lbivhédiatesarly Promotor eine gute
Expression der Konstrukte und nach Aktivierung von p53 starke, up83
kooperativitabhangige Effekte. So induzierte die Aktivierung von p53 EL, RE und WT
eine deutliche Abnahme der Viabilitdt, welche sich mit steigenden Konzentrationen von
Doxorubicin bis 0,25 pg/ml weiter verstarkte (steBg). Die Mutargn mit geringerer
Kooperativitat I6sten indes keine Abnahme der Lebendzellzahl aus. In den darauffolgenden
Experimenten konnte gezeigt werden, dass dieses Verhalten mit einer praferenziellen
Aktivierung/Induktion von Zielgenen, die mit einem bestimmtdunlazeh Outcome
verknupft sind, einhergeht.

Induktion von pro-Arrest Genen

Alle Mutanten mit Ausnahme von EE konnten“p2%* auf mRNA Ebene in der
Reihenfolge WT=EL>RE=RR induzieren, wobei die Induktion nach Behandlung mit
Doxorubicin starker ausfiel. rFiHdm2 erfolgte die Induktion in der Reihenfolge
EL>WT>RR=RE. EL als Mutante mit mittlerer Kooperativitdt kann also noch effizient
Schlisselgene fir Zellzyklusarrest transaktivieren, wahrend RE als Mutante mit hoher
Kooperativitat diese nur schwach indenekann. Diese Ergebnisse bestatigen die
Resultate von Schlereth et al. (2010a). In der gleichen Arbeit konnte gezeigt werden, dass
RE die Promotoren dieser Gene zwar effizient bindet, aber weniger RNA Polymerase Il an
den Transkriptionsstartpunkt gebundeurde. Die Autoren schlugen einen relativen
Mangel an GaAktivatoren der Transkription durch die gleichzeitige Bindung von RE an
deutlich mehr Stellen im Genom als RR oder EL als eine mégliche Erklarung dafur vor.
Auf Proteinebene zeigte sich ebenfddiss die Mutanten mit geringer Kooperativitat die
Menge an p21 ahnlich oder starker als die Mutanten mit hoher Kooperativitat erhGhen
konnten. Auffallig jedoch, dass besonders fur RR ein zusatzlichescbhdfen als
Stimulus fur erhohte p21 Level notwemnddg. Des Weiteren wurde deutlich, dass keine
der Mutanten, obwohl im Vergleich zu endogenem p53 deutlich tGberexprimiert, das Level
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an p21 erreichte, welches in HCT 116 Zellen durch endogenes p53 induziékblyurde
5-26).

Induktion des pro-apoptotischen Genes NOXA

In der Reihenfolge WT>RE>EL>RR induzierten die-Hlix Mutanten die
Transkription von NOXA. Unterstitzend dazu zeigte sich in der Untersuchung von cPARP
als Marker fir Apoptose auf Proteinebene, was3VT und RE deutlich Apoptose
induzieren konnten, interessanterweise auf gleichem Niveau wie endogenes p53 in HCT
116. EL zeigte ebenfalls noch eine Restaktivitat, wahrend RR Uberhaupt keine Apoptose
auslosen konnte. Zusammengenommen konnte nur zunepfeduziert werden, dass
hohere Kooperativitat mit verstarkter Transaktivierung einhergeht, wie von Schlereth et al.
(201@) gezeigt wurde, da RE hier weniger Effekte zeigte als der Wildtyp.

Kooperativitat zeigt Einfluss auf die Proliferation

Bei der Untesuchung der mittelfristigen Auswirkung derHelix-Interaktionen
auf die Proliferation zeigte sich eine mit steigender Kooperativitat reduziertéimetik
528. Der Status der HHelix Mutationen beeinflusst das langfristige
Proliferationsverhalten der hier verwendeten Tumorzellen.

Aktiviertes p53RR als Mutante mit der niedrigsten Kooperativitat, welche noch
Funktionalitat aufweist, beeinflusste die Proliferation im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle jedah nicht. Fir RR wurde jedoch gezeigt, dass es Zellzyklusarrest und
Seneszenz in vivo induzieren kann (Timofeev et al., 2013). Wahrscheinlich ist, dass in
diesem Modell die alleinige Aktivierung von p53RR nicht ausreichend ist, um ausreichende
Level an préArrest Genen zu induzieren. gPCR und Western Blot bestatigten diese
Vermutung und wiesen ebenfalls nach, dass eine Behandlung mit Doxorubicin zu deutlich
robusterer Induktion fuhrte. p53EL zeigte hingegen im Vergleich zur Kontrolle eine
deutlich vermindez Proliferation mit entsprechend héherem Level an p21. p53WT und
RE verhinderten die Proliferation fast komplett. In anderen Versuchen induzierten diese
beiden Mutanten starke Verminderung der Zellviabiitifi. 6-24), hohe Leel an
Apoptose Abb. 5-27) und Induktion von NOXAADbb. 5-25), was dieses Verhalten erklart.

6.3.2 Genotoxischer Zellstress fuhrt zu starkeren p53  -abhangigen
Zellschicksalsentscheidungen

Die gleichzeitige Gaben Doxorubicin bewirkte zumeist eine Verstarkung der
jeweiligen p5a8bhangigen Zellantwort, z.B. eine starkere Induktion von p21 und NOXA
auf Protein und mRNAEbene, eine starkere Abnahme der Zellviabilitdt oder
durchflusszytometrisch messbare Cepakavierung durch die entsprechenden
Mutanten. Besonders fur p53RR als Mutante mit limitiertem Zielgenspektrum zeigte sich,
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dass die zusatzliche Behandlung notwendig ist, um eine robuste Induktion von p21 zu
erreichen. Die verwendete Konzentration von| @28l konnte dies bewirken, allerdings
zeigte sich diese Konzentration-ph8bhangig als so toxisch, dass im Langzeitversuch alle
Zellen abstarben (Daten nicht gezeigt), vermutliclpGBenabhangige Apoptose durch

hohe Level an reaktiven SauerstatisgéTsang et al., 200F)ir weitere Versuche sollte
daher entweder flr Doxorubicin evaluiert werden, ob niedrigere Konzentrationen noch
p53abhangige Zellantworten verstarken konnen oder andere genotoxische und/oder nicht
genotoxische Mittel verwendeerden. Mdogliche Mittel waren hierbei zABU5und
Cisplatin oder auch Nutlin als niglenotoxisches ps38abilisierendes Agens.

6.3.3 Unterschiedliche Expressionsniveaus der H1L  -Helix -Mutanten beeinflussen
das Zellschicksal

Die Ergebnisse der Charakterisieraieg Zelllinien zeigten u.a., dass RE in
geringerem Mal3e als WT NOXA induziert, cRA&FRI| steigert oder Apoptose auslost.
Dies steht nicht im Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen Ubéwbpehatives
p53, denn dieses kann auch weniger perfekteggthsive Elemente binden, welche sich
vor allem vor pr@poptotischen Genen finden. Im gleichen Mal3e wie die Kooperativitat
steigt, verschiebt sich das zellulare Schicksal als Reaktion auf genotoxischen Stress daher in
Richtung ApoptoséSchlereth et aR010a; Schlereth et al., 201Dk nach der Selektion
erhaltenen Klone wurden anhand der Aktivitat der GLuc auf die Expression der
Konstrukte hin untersuchAljb. 5-21). Die anhand dieser Daten ausgewahlten Klone
unterschiedersich in der Expression maximal um den Faktor 1,55. Die niedrigere
Expression von RE wurde besonders im Western Blot deutlich und korrelierte dort auch
mit einer im &hnlichen MaRstab verringerten Detektion von cRBRB-26). Ahnliches
zeigte sich fur die Induktion von NOXA. Obwohl die Expressionsniveaus also nicht
besonders stark voneinander abweichen, hat sie einen starken Einfluss auf das zellulare
Outcome und maskiert den Einfluss der Bindungskooperativitat zumindest worall
RE. Anhand der im Nachhinein erhobenen Daten von Joel Charles.8s$ebeigte sich
aber, dass dieses Zellkulturmodell bei Klonen mit exakter angepasster Expression den
Einfluss der p53 DNA Bindungskooperativitat gbbilden kann und damit fir
weiterfiihrende Experimente sehr gut geeignet ist.

6.3.4 Limitationen des Modells

Insgesamt eignet sich das Modell bei Auswahl von gleichmafiig exprimierenden
Klonen gut fur weitergehende Analysen der Kooperativitat (ndheres slaluk).Aus
Allerdings liegen auch einige Limitationen vor.
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p53wird Uberexprimiert

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Klone zeigten eine Uberexpression von
p53, welche die Analysemdglichkeiten im Rahmen der LBngifertationsversuche
einschrankteso Ubte die Aktivierung von p53WT und RE alleine im Kontext von H1299
Zellen bereits starke zytotoxische Effekte aus und lies alle Zellen absterben. Dies
verhinderte die Untersuchung des Einflusses der Kooperativitat bei gleichzeitiger
Behandlung mit DNAchadigenden Substanzen (wie hier Doxorubicin) bei diesen
Mutanten. Es ist bekannt, dass der Umstand hoher p53 Proteinlevel alleine zu Apoptose
fuhrt (Chen et al., 1996)Jermutlich in dem eine sogenaraapoptotische Safelked 6
eine feine Balance ausi-amd proapoptotischen Faktor@tberschritten wird. Steigende
p53 Level verschieben das Gleichgewicht dabei zu den proapoptotischen Faktoren
(Kracikova et al., 2013uch die direkteanskriptionsinabhangige Aktivierung von Bax
durch grol3e Mengen pB3 tragen vermutlich zur starken Zytotoxizitét in diesem Modell
bei(Chipuk et al., 20Q4)

Die Auswahl von anderen Klonen zeigte aber, dass sich eine physiologische
Konstellation herstellen lasst (sibl&9, in der die Bpression von p53ER' der von
Nutlin-induziertem p3in U20S Zellen entspricht.

Klone sind nicht isogen

Auch bei vorsichtiger Auswahl von Klonen, die die Konstrukte moglichst in gleicher
Starke exprimieren, wird mit konventioneller Transfektion und ®elaktie Isogenitat
zu erreichen sein, sodass expressionsbedingte Effekte den Einfluss der
Bindungskooperativitat verzerren kénnten. Auch unterschiedlichei,Gialanter dem
Einfluss anderer regulatorischer Elemente stehen, konnten zu verzerreriden Effe
fuhren. Diese Effekte konnen, wie in dieser Arbeit beschrieben, so stark sein, dass das
zellulare Outcome im jeweiligen Vergleich mit den anderen Klonen weniger in eine
bestimme Richtung (z.B. Apoptose) verschoben ist (vgb.a8u:hDurch die Kopplung
von p53 an GLuc steht aber in Verbindung mit der Detektion von p53 auf Proteinebene
ein gutes Werkzeug zur Verfiigung, diese Unterschiede zu nivellieren. Die von Joel Charles
(5.3.9 so ausgewtibn Klone zeigen dies.

6.3.5 Zusammenfassung und Starken des Modells

Mit dem regulierbaren und kontrollierbaren-pg@essionssystem in mit einem
Luziferasdreporter markierten Zellen eines Aidhihzelligen Bronchialkarzinoms konnte
ein Modell etabliert waen, welches sich sehr gut flr weitere Studien der p53 DNA
Bindungskooperativitat eignet. Dabei bietet die Moglichkeit desdEkusschaltens von
p53 Uber Tamoxifen einige Vorteile. Zum einen wird so die Kultivierung in Zellkultur und
eine Xenotranspl&tion in Rag?2, c¢’"aause ermdoglicht, da konstitutiv exprimiertes p53
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hoher Kooperativitat in den verwendeten H1299 Zellen schnell Apoptose auslést. Zum
anderen lasst sich der Einfluss von p53 respektive der jeweiligen Kooperativitatsmutante
auf Behandlungen mit p®dulierenden oder DNAchadigenden Substanzen durch
Kontrollen ohne aktiviertes p53 gut abgrenzen; in Xenbtpdéilen konnte das gezielte
Aktivieren und Deaktivieren von p53 direkt den Einfluss auf Tumorwachstumskurven
(hier messbar durch die Cypridinziferase) erkennen lassen.

Auch die Kopplung von p53 an GLuc sowie die konstitutive Expression von CLuc
durch die Zellen selber bietet Vorteile. Die Uberwachung der p53 Expression durch GLuc
ermdoglicht die Beurteilung der Proliferation und Reaktioni@aufktivierung von p53
(siehe 5.3.8, wahrend die Messung der CLuc Aktivitat im Xenddoalell zur
Uberwachung des Tumorwachstums genutzt werden konnte. Das Zusammenspiel der
Uberwachung der p&Xpression mit der Messung dallzahl/des Tumorwachstums
Uber CLuc erlaubt das Erkennen eines moglichen Verlusi8-&eppession im Rahmen
langerfristiger Therapiend Proliferationsstudien in Xenoghdtidellen.

6.4 Ausblick

Wie in der Einleitung dargestellt, ist p53 der wohl ggthtrumauppresson
eukyarotischen Zellen. Als Transkriptionsfaktor reguliert er die Expression von einer
immensen Anzahl an Genen, welche in den verschiedensten Regulationsprozessen in der
Zelle involviert sind. Auch wenn durch kontinuierliche Forgcliie Anzahl und
Funktionen der bekannten von p53 regulierten Gene stetig zunehmen, bleiben die
Auslésung von Zellzyklusarrest, Apoptose oder Senedzgez nach Zell und
Gewebekontexd wesentliche Funktionen, die zur Tusnppressiobeitragen. Wie p53
zwischen den Zielgenen entscheidet und somit das Zellschicksal in diese unterschiedlichen
Richtungen lenken kann bleibt Gegenstand der Forschung. Die Erkenntnisse zur
kooperativen DNA Bindung der p%8tramere konnten bereits pragend zu dieser Debatte
betragen, indem gezeigt werden konnte, dass diese entscheidend fir sipgiession
und zur Auslésung von Apoptose ist. Die Studien mit dé"B%BR) Maus konnten
zeigen, dass diese kooperativitatsreduzierende Mutatian aivchu einem selektive
Apoptosedefekt bei erhaltenem Einfluss auf Zellzykluskontrolle, Glukosemetabolismus
und Schutz vor oxidativem Stress fuh&.gs6und Timofeev et al., 2013). Weitere Studien
mit KnockIn Mausen, die kooperativitatsvers@de Mutationen tragen werden folgen.
Unterstitzend dazu bdten sich Studien mit Xenddoafellen mit dem im Rahmen
dieser Arbeit vorgestellten System an. Folgende Fragestellungen konnten dabei
beispielsweise relevant werden:
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A Welchen Einfluss hat die Kmerativitat auf das Zellschicksaliv® Nach initialem
Wachstum der Tumoren Aktivierung von p53 tber Tamoxifen sowie Behandlung
mit genotoxischem Agens (z.B. Doxorubicin, Cisplatin) fir ein bis zehn Tage; dann
histologische bzw. immunhistochemische reinteung auf Apopse (z.B. mit
TunelFarbung, Cleaveaspas8-Antikdrper) und  Seneszenz {8A
Galaktosidasearbung) sowie gPCR Untersuchung von Tumorgewebe auf die
Induktion von Genen fur Zellzyklusarres?1(pl4-3-3) und Apoptose (Puma,
Noxa, Bax).

A Ist Apoptose in diesn Modell entbehrlich, um das Tumorwachstum
einzuddmmen? Langzeituntersuchung des Einflusses der Kooperativitat auf das
Tumorwachstum unter Chemotherapie (z.B. mit Doxorubicin).

A Kann eine Behandlung mit Nutlin in Zellen mit nidds@perativem p53 versi
Seneszenz induzieren? Als Inhibitor derMii®2 Interaktion(Vassilev et al.,

2004) stabilisiert Nutlin p53 und induziedt je nach Zellkontext haufig
Zellzyklusarrest und Seneszgiieyan et al., 2007; Paris et al., 2B@8n Nutlin
in Zellen mti hochkooperativem f8umgekehrt verstarkt Apoptose induzieren?

Die therapeutische Modulation der p53 DNA Bindungskooperativitdt kdnnte einen
interessanten Ansatz in der Tumortherapie darstellen. Eine verstargteysitegische
Kooperatividt lenktdas zellulare Schicksal insbesondere unter akuterStodd$A in
Richtung Apoptose. Zwar mehren sich die Hinweise darauf, dass diese fur die
tumorsupressive Funktion von p53 zumindest in bestimmten Kontexten entbehrlich sein
konnte(Timofeev et al., 2018an Nguyen et al., 2007; Valente et al.),Jeidch kann
fur den Erfolg einer Chemotherapie, und damit der Tumorelimination, Apoptose das
entscheidende Outcome darstefidmoo et al., 20)4Eine p53eaktivierende Therapie,
beispielsweise mit Inhibigor der p5dm2 Interaktion, konnt&® bei gleichzeitig
erhohter Kooperativita® aber auch die sonst notwendige zusatzliche Gabe von
genotoxischen Chemotherapeutika entbehrlich machen und so eine Alternative mit
moglicherweise geringeren Nebenwirkungestetlan. Aber auch eine Modulation der
Kooperativitat in die andere Richtung stellt einen interessanten Ansatz dar: die Induktion
von Seneszenz mit darauffolgender Entfernung der seneszenten Zellen durch das
Immunsystem(Xue et al.,, 2007kann sowohl zur dmorregression durch eine
Chemotherapie fiihren als auch eine Barriere fur die Tumorentstehung darstellen. Das
Zellschicksal also durch verminderte Kooperativitat in Richtung Seneszenz zu treiben stellt
eine ebenso attraktive Idee dar. Zuséatzlich konnde ebenfalls einen Ansatz zur
Reduzierung der oft starken und fir die Patientinnen und Patienten unangenehmen
Nebenwirkungen darstellen, da es so nicht zu exzessiver Apoptose kommit.
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Weitere p5dasierte antitumordse Therapien sind denkbar und/oder Gedenstan
aktueller Forschung. Zahlreiche -p&gktivierende undmodulierenden Substanzen sind
zum Teil bereits in Klinischer Erprobuggbersicht inKhoo et al., 2034 Die
Mechanismen pH&asierter Zellschicksalsentscheidungen zu verstehen, ist dabei von
substazieller Bedeutung, weshalb die weitere Erforschung der p53 DNA
Bindungskooperativitdd als ein Modulator dieser Entscheidungexorangetrieben
werden sollte. Xenogr&tudien mit dem in dieser Arbeit entwickelten System kdnnen
dazu einen Beitrag lerste
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