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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Tumorsuppressorprotein pS3

Das p53 Tumorsuppressorgen weist in rund 50% aller humanen Tumore Mutationen auf
und ist somit das am héufigsten verdnderte Gen in Tumoren (Greenblatt et al., 1994). In
der Regel treten Punktmutationen auf, die zu Konformationsdnderungen und/oder zum
Verlust des funktionellen Phédnotyps fiihren. Neuere Studien zeigen zudem, dass humane
Tumore mit wt p53 oft Defekte entweder in der Induktion oder in der Signalantwort von
p53 besitzen (Ryan et al., 2001). Es wird angenommen, dass p53 die Anhdufung von
genetischen Verdnderungen nach genotoxischem Stress durch Verminderung der
Zellproliferation verhindert. Zwei prinzipielle Funktionen werden dabei von dem
Tumorsuppressor p53 ausgefiihrt: die Induktion des Zellzyklusarrests und die Aktivierung
des apoptotischen Zelltods. Das 53 kDa groBBe Phosphoprotein und seine Aktivitét
unterliegen aufgrund seiner Zellzyklus-regulierenden Eigenschaften einer strengen

Kontrolle.

1.1.1. Struktur und Funktion des Tumorsuppressors p53

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der aus 393 (humanes p53) bzw. 387 (murines p53)
Aminosduren aufgebaut ist. Das p53 Protein kann in verschiedene Doménen eingeteilt
werden (Abbildung 1): die N-terminale Transaktivierungsdoméne (Fields und Jang, 1990),
die gleichzeitig auch die Mdm2-Bindestelle und vermutlich eine nukledre Exportsequenz
(NES) (Zhang und Xiong, 2001) enthdlt; den mittleren Bereich, mit den
sequenzspezifischen DNA-bindenden Dominen; und den C-terminalen Bereich, welcher
die Oligomerisierungs-domine und die nukledre Lokalisationssequenzen (NLS) sowie eine
NES enthilt. Eine Domine, die an der Regulation der sequenzspezifischen DNA-Bindung
beteiligt ist, befindet sich im extremen C-terminalen Bereich und besteht aus iiberwiegend
basischen Aminosdureresten (basische Region). Die in Abbildung 1 durch romische
Ziffern gekennzeichneten Bereiche sind evolutiondr konservierte Regionen (Soussi et al.,

1990).
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Abbildung 1: Die Struktur des humanen p353-Proteins. p53 wird in verschiedene
Doménen eingeteilt. Im N-terminalen Bereich befindet sich die Transaktivierungs-Doméne
und der Mdm2-bindende Bereich. Im mittleren Bereich des Proteins ist die DNA-bindende
Doméne mit den ,hot spots‘ (am hdufigsten mutierte Aminosduren) lokalisiert. Im C-
terminalen Bereich befinden sich die Oligomerisierungs-Doméne und regulatorische
Sequenzen fiir die DNA-Bindung und die zelluldre Lokalisation. p53 wird an zahlreichen
Aminoséduren posttranslational modifiziert. Wichtige Modifikation im N- und C-terminalen

Bereich sind eingezeichnet (weitere Erkldrungen im Text).

Die Aktivierung von p53 kann zu verschiedenen Antworten in Zellen fiihren, wie
Differenzierung, Alterung, DNA-Reparatur und Verhinderung der Angiogenese. Am
besten verstanden sind die pS3-vermittelte Induktion des Zellzyklusarrests (von G1 nach S
oder von G2 nach M) und die Induktion des p53-vermittelten apoptotischen Zelltods
(Vogelstein et al., 2000). Beide Signalwege erlauben p53, das Wachstum gestresster Zellen
zu kontrollieren. Dies geschieht entweder durch Zellzyklusarrest, welcher irreversibel oder

transient sein kann, um DNA-Reparatur durchzufiihren, bevor weitere Replikationszyklen
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stattfinden, oder durch endgiiltiges Entfernen von Zellen aus dem Organismus durch
Apoptose (Polyak et al., 1997). Damit schiitzt p53 die Zelle vor onkogenetischen
Verinderungen und verhindert somit die Tumorentstehung. p53 kontrolliert den Ubergang
von der G1- in die S-Phase (p21-abhdngig), ist aber auch in der Lage, den Zellzyklus im
Ubergang von der G2- in die M-Phase zu arretieren (Agarwal et al., 1995).

Der sequenzspezifische Transkriptionsfaktor p53 (Kern et al., 1991) bindet in Form eines
Tetramers an die DNA (Stenger ef al., 1992; Lane, 1992; Friedman et al., 1993) und durch
Aktivierung oder Repression von Zielgenen (ca. 150 bekannte Gene) steuert er die meisten
seiner zelluldren Funktionen. Obwohl p53 fiir seine transkriptionelle Aktivitit Zn*"
bendtigt, besitzt seine DNA-bindende Domine keine Ahnlichkeit zu einem bekannten
DNA-bindenden Motiv wie z.B. dem Zink-Finger (Arrowsmith und Morin, 1996).

Bei humanen Tumoren ist die Inaktivierung von p53 durch Punktmutationen am weitesten
verbreitet (Hollstein et al., 1991). Die sogenannten ,hot spots‘ befinden sich in den
konservierten Bereichen der DNA-bindenden Dominen (siche Abbildung 1).
Kristallstrukturanalysen der tetrameren Struktur des p53-DNA-Komplexes (Cho et al.,
1994; Jeffrey et al., 1995) zeigen, dass diese p53 Missense-Mutationen Aminosduren
betreffen, die direkt mit der DNA wechselwirken oder die die tertidre Struktur im DNA-
bindenen Bereich stark beeinflussen (Bargonetti et al., 1991; Vogelstein und Kinzler,
1992). p53 bindet spezifisch an eine Konsensussequenz, die aus 2 Kopien eines
palindromischen 10 bp langen Motivs PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy besteht (Funk et al.,
1992; El-Deiry et al., 1992). Zahlreiche Gene, die eine solche Bindestelle fiir p53
aufweisen, sind bereits identifiziert und besitzen eine biologisch relevante Funktion. Dazu
gehoren Gene wie p21 (El-Deiry et al., 1993), mdm?2 (Wu et al., 1993), GADD45 (Kastan
et al., 1992), Cyclin G (Okamoto und Beach, 1995) und 14-3-3c (Hermeking et al., 1997),
um nur einige zu nennen. Der molekulare Mechanismus der p53-vermittelten Repression
ist weit weniger verstanden als die Aktivierung von Genen, wobei dadurch nicht weniger
bedeutende zelluldre Proteine geregelt werden (z.B. c-fos, B-Actin, c-jun [Ginsberg et al.,
1991], c-myc [Ragimov et al., 1993] oder das ,Multidrug resistance gene* MDR1 [Chin et
al., 1992]). Die DNA-Bindungsaktivitdt kann durch posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierungen durch Casein-Kinase II (Hupp et al., 1993) oder CBP/p300-vermittelte
Acetylierungen (Gu et al.,, 1997) im C-terminalen Bereich verstirkt werden. Gleiches
bewirkt die Bindung von HMG-1 (Jayaraman et al., 1998) oder die Deletion der letzten 30

Aminoséduren im C-Terminus (Hupp ef al., 1992).
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1.1.2. Regulation von p53

Unter normalen Bedingungen ist p53 in der Zelle aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit (5-
30 min) nur latent vorhanden (Reich und Levine, 1984). Fiir den schnellen Umsatz von p53
ist das Ubiquitin-Proteasom-System verantwortlich (siche Abschnitt 1.3.1.). Verschiedene
Umstidnde konnen jedoch schnell zu einer Aktivierung von p53 fiithren. Ausldser einer p53-
Akkumulation sind direkte Schadigungen der DNA (Kasten et al., 1991; Maltzman et al.,
1984; Huang et al., 1996) oder Schadigungen von Komponenten, die fiir die Kontrolle und
Verteilung des zelluliren genetischen Materials notwendig sind. Dazu gehdren
beispielsweise der mitotische Spindelapparat (Cross et al., 1995), die Ribonukleotid-
Depletion (Linke et al., 1996), der Hitzeschock (Ohnishi et al., 1996), Hypoxie (Graeber et
al., 1996) oder NO-Exposition (Forrester et al., 1996). AuBerdem wird p53 durch
verschiedene Onkogene wie Myc, Ras und E1A (Hermeking und Eick, 1994; Serrano et
al., 1997; Stanchina et al., 1998) aktiviert. Wie unter 1.1.2.2. beschrieben, wird die
Akkumulation von p53 nach Stress weitgehend durch posttranslationale Modifikationen
am p53-Protein vermittelt, was eine schnelle Akkumulation und Aktivierung von p53 nach
Stress erlaubt. Durch die Beeinflussung der p53-Lokalisation in der Zelle kann die
Aktivitdt des Tumorsuppressors gesteuert werden. pS3 befindet sich in latenter Form oft im
Cytoplasma, zumindest zu bestimmten Zeiten des Zellzyklus (Shaulsky et al., 1990),
wobei Stress zur nukledren Akkumulation von p53 fiihrt und es seine Funktion als
Transkriptionsfaktor ausiibt. Es gibt Hinweise darauf, dass p53 im Kern zuriickgehalten
wird und folglich nicht mehr durch das cytoplasmatisch lokalisierte Ubiquitin-Proteasom-
System degradiert werden kann, was letztlich zur Akkumulation fiihrt (Tao und Levine,

1999; Zhang und Xiong, 2001).

1.1.2.1. p53 wird iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus durch

Mdm?2 reguliert

Im Zentrum der p53-Regulation steht die Interaktion mit dem Onkoprotein Mdm?2, das oft
auch als ,Master Regulator of p53‘ bezeichnet wird. Mdm2 bindet p53 im N-terminalen
Bereich (Aminosduren 15-22, siche Abbildung 1) direkt in der Transaktivierungs-Domine
(Momand et al., 1992; Chen et al., 1996; Haupt et al., 1996). Die Bindung von Mdm?2 an
p53 kann die transkriptionelle Aktivitit durch Stérung der Wechselwirkung von p53 mit

seinen transkriptionellen Aktivatoren wie z.B. CBP/p300 beeinflussen und direkt die
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transkriptionelle Aktivitdt von pS3 hemmen (Oliner et al., 1993; Wadgaonkar und Collins,
1999; Thut et al. 1997).

Einerseits fiithrt p53 durch transkriptionelle Aktivierung des mdm2-Gens zur Akkumulation
von Mdm?2 (Barak et al., 1993; Wu et al., 1993), andererseits ist Mdm2 an der Degradation
von p53 beteiligt. Mdm2 ist die E3-Ligase von p53 und fiihrt in dieser Eigenschaft zum
Abbau von p53 durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Kubbutat ez al., 1997; Haupt et
al., 1997; siehe 1.3.1.). Das Onkoprotein Mdm2 und das Tumorsuppressorprotein p53
bilden somit einen negativen Riickkopplungsmechanismus. Mdm?2 ist eine E3-Ligase aus
der Gruppe der RING-Finger-Proteine, d.h. zur Ubertragung von Ubiquitinresten auf p53
ist eine konservierte Region (RING-Finger) notwendig, die im aktiven Zentrum Cystein-
und Histidin-Reste besitzt und ein Zn*" komplexiert (Fang et al., 2000). AuBerdem ist
Mdm?2 in der Lage, sich selbst zu ubiquitinieren. Mutationen in der RING-Finger Doméne
von Mdm2 verhindern die Ubiquitinierung von p53 und Mdm2 und fiihren zur
Stabilisierung beider Proteine. In einigen Tumorarten liegt Mdm?2 in erh6hten Mengen vor
(z.B. durch Genduplikation), was die Akkumulation von p53 verhindert und somit zur
Anhdufung von genetischen Defekten fithrt. Wéhrend p53(-/-)-Méuse eine normale
Embryonalentwicklung zeigen und lediglich nach der Geburt zu einer vermehrten
Tumorbildung neigen, fiihrt die Deletion von beiden mdm2-Allelen schon im frithen
Embryonalstadium durch Apoptose zum Tod (Donehower ef al., 1992; de Rozieres et al.,
2000). Bei gleichzeitiger Deletion von p53 sind die Méuse wieder lebensfihig, sind aber
auch sehr anfillig gegeniiber Tumorentstehung (Montes de Oca Luna et al., 1995).

Ein drittes Protein, das an der Mdm2-abhédngigen Regulation von p53 beteiligt ist, ist das

ARF ARF
4 9

Tumorsuppressorprotein pl (human, pl murin) (zusammengefasst in Zhang und

Xiong, 2001). Die Uberexpression von p14*** fithrt zur Akkumulation von p53, so dass

ARF ARF
4 4

oberhalb von p53 in die Signalkaskade eingestuft wird. pl interagiert direkt

pl
mit Mdm2 und hilt Mdm2 im Nukleolus zuriick, so dass p53 nicht zur Degradation ins
Cytoplasma gelangen kann (Tao und Levine, 1999; siehe auch 1.1.2.3.). Eine direkte
Wechselwirkung von p14**" mit p53 konnte in humanen Zellen noch nicht nachgewiesen
werden, wobei ein terndrer Komplex der drei Proteine nicht ausgeschlossen wird. Zudem

ARF
4

fiihrt die Uberexpression von pl zur Erhohung von p21, welches ein transkriptionelles

4°RF scheint also in die

Zielgen von p53 ist (Stott et al., 1998; Pomerantz et al., 1998). pl
Interaktion von p53 mit Mdm2 einzugreifen. Fiir die Regulation der p53-Mdm2-
Wechselwirkung scheinen auch Phosphorylierungen eine Rolle zu spielen. p5S3 und Mdm?2

sind Phosphoproteine, die mehrere mdgliche Phosphorylierungsstellen besitzen.
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Verschiedene  Forschergruppen  haben  gezeigt, dass DNA-Schiadigung zur
Phosphorylierung von p53 am N-Terminus fiihrt (Siliciano et al., 1997; Shieh et al., 1997).
Durch die Phosphorylierung an Serin 15 kommt es zur verminderten Interaktion von p53

mit Mdm2, was letztlich zur Akkumulation von p53.

1.1.2.2. Posttranslationale Modifikationen

Die héufigsten posttranslationalen Modifikationen von p53 finden sich in den ca. 100
Aminosduren der N-terminalen und in den ca. 90 Aminosduren der C-terminalen
Doménen. Hierbei lassen sich im N-Terminus massive Phosphorylierungen und im C-
Terminus neben Phophorylierungen auch Acetylierungen, Sumoylierung und
Ubiquitinierungen feststellen (siche Abbildung 1). Posttranslationale Modifikationen haben
Einfluss auf die Stabilitit, die Lokalisation, die DNA-Bindung und die transkriptionelle
Aktivitdit von p53. Nach Stresseinwirkung auf die Zelle findet man im C-terminalen
Bereich von p53 Phosphorylierungen (Meek, 1999), Sumoylierung (Gostissa et al., 1999;
Rodriguez et al, 1999) und Acetylierungen (Gu und Roeder, 1997), die die
sequenzspezifische DNA-Bindung und transkriptionelle Aktivitdt von p53 verstdrken. Die
Acetylgruppen werden von Histonacetyltransferasen, wie CBP/p300 und PCAF, die p53
im N-terminalen Bereich binden, iibertragen (Liu et al., 1999). Wiederum regulieren
Phosphorylierungen im N-terminalen Bereich die Bindung der Acetyltransferasen, so dass
eine Phosphorylierungs-Acetylierungs-Kaskade die p53-Aktivitét verstiarkt (Sakaguchi, et
al., 1998). SUMO-1 (small ubiquitin-like modifier 1) wird &hnlich wie Ubiquitin
tibertragen. Hierfiir sind das E1 und Ubc9 zustindig (Appella und Anderson, 2001). Im
Falle von p53 iibt der Sumorest keinen Einfluss auf den Abbau aus, auch wenn der Name
SUMO es vermuten lassen wiirde.

Zahlreiche Kinasen (ATM, ATR, Caseinkinase 1, DNA-abhingige Proteinkinase) werden
nach DNA-Schidigung aktiviert und phosphorylieren p53 im N-terminalen Bereich. Serin
15, Serin 20 und Threonin 18 sind hier von besonderem Interesse, da sie sich in oder nahe
der Mdm2-Bindungsstelle befinden. Shieh et al. (1997) und Unger (1997) berichten, dass
die Phosphorylierung von Serin 15 die Mdm2-Bindung vermindert. Glykosylierung von
p53 wurde ebenfalls beschrieben und fiihrt zu verstirkter Bindung an die DNA (Shaw et
al., 1996).

Eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen ist wohl die Ubiquitinierung, die

fiir den Abbau von p53 unbedingt bendtigt wird (siehe auch 1.3.1.). Ubiquitinierungen von
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p53 findet man im C-terminalen Bereich an den Lysinresten 370, 372, 373, 381, 382 und
386 (Rodriguez et al., 2000, Nakamura et al., 2000; Gu et al., 2001). Da Ubiquitin durch
Mdm?2 {ibertragen wird, hidngen auch Phosphorylierung und Ubiquitinierung eng
zusammen. Um das Netzwerk der posttranslationalen Modifikationen vollstindig zu
verstehen, sind sicher noch einige Studien notwendig, die vor allem die bisher gewonnenen
in vitro Daten in vivo bestdtigen und Kontroversen erkldren konnen. Moglicherweise
differieren die posttranslationalen Modifikation in verschiedenen Zelllinien, was die

Aufkliarung der Zusammenhénge sichtlich erschweren wiirde.

1.1.2.3. Regulation der p53-Lokalisation

Die Funktion von p53 hédngt von seiner nukledren Lokalisation ab, deshalb sind der
nukleédre Im- und Export von p53 strengstens reguliert. Der nukledre Import von p53 hdngt
von seiner Interaktion mit dem Mikrotubulinetzwerk und Dynein ab (Giannakakou et al.,
2000). p53 wird aktiv in Richtung Kern transportiert und mittels des nukleédren
Lokalisationssignals (NLS) in den Kern importiert (Liang und Clarke, 1999). Prinzipiell
werden einteilige und zweiteilige NLS unterschieden. p53 besitzt zwei einteilige und eine
zweiteilige NLS, welche im C-terminalen Bereich lokalisiert sind (sieche Abbildung 1).
Wie Abbildung 2 zeigt, flihrt die Deletion der NLS zum nukledren Ausschluss von p53,

wohingegen wt p53 nukleér lokalisiert ist.

Abbildung 2: Die Deletion der NLS von
pS53  fithrt zur  cytoplasmatischen
Akkumulation von p53 (unteres Bild),
wohingegen wt p53 nukleédr lokalisiert ist
(mittleres Bild). wt und NLS-deletiertes
p53 wurden mit dem gelb fluoreszierenden

Protein (YFP) markiert und in NIH3T3

transfiziert. Im oberen Bild wurde der
YFP-Vektor ohne p53-Insert transfiziert

(Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen).
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Der Importin a- und B-Komplex bindet an die NLS und vermittelt das Andocken des p53-
Importin-Komplexes an den Kernporenkomplex (Gorlich und Mattaj, 1996; Weis, 1998).
Um zur Degradation wieder ins Cytoplasma gelangen zu konnen, besitzt p53 neben der
NLS auch zwei nukledre Exportsignale (Stommel et al., 1999; Zhang und Xiong, 2001).
Beide sind hoch konservierte leucinreiche NES. Eine davon wurde in der
Tetramerisierungs-Doméne identifiziert (AS 339-352), die andere befindet sich im N-
terminalen Bereich, der ebenfalls fiir die Transaktivierung und Mdm2-Bindung wichtig ist
(AS 11-27). Der Exportfaktor CRM1/Exportin1/XPO1 bindet an leucinreiche Sequenzen
und vermittelt den nukledren Export iiber den Kernporenkomplex (Fornerod et al., 1997;
Stade et al., 1997). Fiir die Regulation der nukleocytoplasmatischen Translokation wurden
verschiedene Modelle entworfen, die die Oligomerisierung, die Phosphorylierungen und
die Interaktion mit Mdm?2 in Betracht ziehen. Da die C-terminal lokalisierte NES sich in
und die NLS nahe der Tetramerisierungsdoméne befindet, ist es moglich, dass der nukleo-
cytoplasmatische Transport von p53 von der Oligomerisierung abhingig ist (Stommel et
al., 1999; Liang und Clarke, 2001). Es ist bekannt, dass p53 im N- und C-terminalen
Bereich zahlreiche Phosphorylierungsstellen aufweist. Phosphorylierungen und eventuelle
Ubiquitinierungen beeinflussen die Oligomerisierung und die Interaktion von Mdm2 mit
p53. Phosphorylierung von p53 an Serin 392 verstirkt die Oligomerbildung von p53,
wohingegen Phosphorylierung an Serin 315 den Effekt wieder weitgehend aufhebt
(Sakaguchi, 1997). Phosphorylierungen, die die direkte Wechselwirkung der
Exportfaktoren mit p53 beeinflussen, sind ebenfalls denkbar. Serin 315 ist ein mdglicher
Angriffspunkt, da dieses direkt in der zweiteiligen NLS liegt, also dem Bereich der fiir die
Bindung des Importkomplexes notwendig ist.

Den Einfluss von Mdm?2 auf die p53-Lokalisation zeigen Mdm2-Antisense-Versuche und
die Uberexpression von p19**" (Tao und Levine, 1999; siche auch 1.1.2.1.). Beides fiihrt
zur nukledren Lokalisation von p53. Wie, wann und ob Mdm?2 fiir den nukledren Export
notwendig ist, wird in zahlreichen Studien kontrovers diskutiert (z.B. Boyed et al., 2000;
Geyer et al., 2000; Roth et al., 1998). Stommel et al. (1999) und Liang und Clarke (2001)
schlagen verschiedene Mechanismen fiir einen Mdm2-vermittelten Export von p53 vor.
Dabei ist zu kldren, ob der Exportfaktor CRM1 direkt an p53 bindet oder indirekt iiber
Mdm?2 einen terndren Komplex bildet. Auch ist unklar, ob p53 nur als Monomer exportiert
werden kann und ob die Mdm2-vermittelte Ubiquitinierung von p53 durch
Strukturverdnderung die Bindung von CRM1 an p53 erlaubt. Sicher ist, dass die zellulédre

Lokalisation von p53 einer genauen Regulation unterliegen muss und somit auch die
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transkriptionelle Aktivitit von p53 beeinflusst werden kann. Einige Tumore besitzen
wt p53; der Funktionsverlust beruht in diesen Féllen auf einer cytoplasmatischen
Akkumulation des Tumorsuppressorproteins (Ryan et al., 2001). Dabei ist zu bedenken,
dass der nukledre Im- und Export ein flieBendes Gleichgewicht ist und eine Verschiebung
des Gleichgewichts leicht zu einer Verdnderung der p53-Lokalisation in der Zelle fiihren

kann (z.B. Akakura et al., 2001).

1.2. Der CRMI1-vermittelte, nukleiire Export

Die ersten Beobachtungen, die ein ,Shuttling® von Proteinen zwischen dem Zellkern und
dem Cytoplasma vermuten lieBen, wurden schon in den 50er Jahren von Goldstein
gemacht (1958). Es dauerte rund weitere 30 Jahre bis das erste ,shuttling‘-Protein,
Nucleolin, identifiziert wurde (Borer ef al., 1989). Ist ein schneller Transport von Proteinen
aus oder in den Kern notwendig oder das Protein groBer als 40 kDa, so erfolgt der
Transport in einem bidirektionellen, energieabhingigen Mechanismus durch den
sogenannten Kernporenkomplex (NPC = nuclear pore complex). Die meisten Proteine
unter 40 kDa konnen sich durch Diffusion (durch den Kernporenkomplex) frei zwischen
Kern und Cytoplasma bewegen (Nigg, 1997). Der Transport von Proteinen durch den
Kernporenkomplex héngt von konservierten Signalsequenzen, spezifischen Rezeptoren
und Adaptermolekiilen ab, welche die effiziente Translokation durch die Kernmembran
bewerkstelligen (zusammengefasst in Nakielny und Dreyfuss, 1999; Gorlich und Kutay,
1999; Michael, 2000). Typischerweise besitzen die zu transportierenden Proteine beides,
nukledre Lokalisationssequenzen (NLS) und nukledre Exportsequenzen (NES). CRM1
gehort zur RanGTP-bindenden Importin B-Superfamilie und ist der am besten untersuchte
Exportfaktor. Er bindet an leucinreiche Sequenzen im zu exportierenden Protein oder in
Adaptermolekiilen und vermittelt durch die Wechselwirkung mit CAN/Nup214 (Protein
des NPC) den Export durch den Kernporenkomplex (Fornerod et al., 1997a). Die kleine
GTPase Ran (Ras associated nuclear protein) spielt eine tragende Rolle im Importin -
vermittelten nukledr-cytoplasmatischen Transport von Proteinen und wechselt zwischen
einem GDP- und GTP-gebundenen Zustand. Exportrezeptoren der Importin p-Familie
binden spezifisch an RanGTP. Ran reguliert zudem die Bindung des Transportrezeptors
zum exportierenden Protein. Die Ablosung von RanGTP vom Exportrezeptor fiihrt zum

Zerfall des Exportkomplexes aus Exportrezeptor und zu exportierendem Protein. Dagegen
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16sen sich importierte Proteine in der Gegenwart von RanGTP von ihrem Importrezeptor
ab. Um einen effizienten Transport durch den Kernporenkomplex zu gewéhrleisten, besteht
in der Zelle eine Asymmetrie in der Verteilung von RanGTP und RanGDP zwischen Kern
und Cytoplasma (Abbilung 3). Zudem ist das RanGTPase aktivierende Protein (RanGAP)
vorwiegend im Cytoplasma und der Guanidin-Nukleotid-Austauschfaktor RCC1 (oder
RanGEF) vorwiegend im Nukleus lokalisiert. So bewegt sich Ran immer zwischen dem

Kern und dem Cytoplasma hin und her.

GTP GDP
O
RanGDP RCCH

(RanGEF)

Nukleus

Cytoplasma

4 \ RanGAP Q
RanGTP

Pi

Abbildung 3: Der RanGTPase-Zyklus (nach Macara, 1999). Erkldrung siche Text.

Durch Immunofluoreszenzfairbungen und Western Blot-Analysen kann nur ein
momentanes Bild der Verteilung eines Proteins in der Zelle gewonnen werden, d.h. ob es
sich zwischen Kern und Cytoplasma bewegt, kann mit diesen Methoden nicht erfasst
werden. Es gibt mehrere Moglichkeiten das ,Shuttling® von Proteinen zu untersuchen. Eine
hiufig verwendete Methode ist der sogenannte Heterokaryon-Assay. Das Prinzip dieses
Assays ist es, in Gegenwart von Proteinsynthese-Inhibitoren zu untersuchen, ob ein
Protein, das im Zellkern einer Zellspezies vorkommt (Donor-Zelle), in der Lage ist, in den
Kern einer anderen Zellspezies, die dieses Protein nicht besitzt (Akzeptorzelle), zu
,shutteln‘. Hierfiir werden verschiedene Zellen co-kultiviert und fusioniert (schematische
Darstellung in Abbildung 4). AnschlieBend wird das zu untersuchende Protein mit
spezifischen Antikorpern detektiert. Um die Zellkerne der unterschiedlichen Zellspezies
unterscheiden zu konnen, wird ein zusatzliches Protein detektiert, das nur in einer der

beiden Zellspezies vorkommt.
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Fiir Studien des CRM 1-vermittelten nukledren Exports bietet sich der spezifische Inhibitor
Leptomycin B an. Er bindet kovalent an einen Cysteinrest in der zentralen konservierten
Region (CCR) von CRM1 und verhindert die Ausbildung des Exportkomplexes zwischen
CRM1, RanGTP und dem zu exportierenden Protein (Kudo et al., 1999).

Akzeptorzelle Akzeptorzelle
z.B. Saos-2

Fusion &
— > 1
Spenderzelle P33
DB, U208 Spender
zelle
Co-Kultur Heterokaryon

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Heterokaryon-Assays (Erlduterung im Text).

1.3. Die Degradation von p53

Der erste kritische Schritt der p53-vermittelten Apoptose ist die Akkumulation des
Proteins. Die meisten Stressoren fiihren zu einer Verldngerung der Halbwertszeit von p53
durch Hemmung des Abbauweges. Im Falle von p53 ist die Degradation durch das
Ubiquitin-Proteasom-System am besten untersucht. In neuerer Zeit gibt es einige Berichte,

die eine Spaltung von p53 durch eine Cysteinprotease beschreiben.

1.3.1. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Autfbau, Funktion und Regulation des Proteasoms sind sehr komplex und bis jetzt auch nur
teilweise verstanden. Hier kann deshalb nur ein grober Uberblick gegeben werden.
Verschiedene Aspekte des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) werden in den
Reviewartikeln von Baumeister (1998), Ciechanower (1998), Hershko und Ciechanover,
(1998), Rivett (1998) beschrieben und Glickman und Ciechanower (2001) fassen das
bisher Bekannte in einem umfangreichen Artikel zusammen.

Das Konzept des intrazelluldren Proteinabbaus wurde durch die Entdeckung des Ubiquitin-
Proteasom-Systems vollig revolutioniert. In eukaryotischen Zellen stellt das Proteasom das

wichtigste nicht-lysosomale proteolytische System dar. Die Proteolyse von zelluldren
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Proteinen ist ein sehr komplexer, zeitlich kontrollierter und genau regulierter Prozess, der
eine wichtige Rolle in einem breiten Spektrum grundlegender zelluldrer Prozesse spielt.
Durch die groBe Anzahl an Substraten, wie Proteine des Metabolismus, der
Zelldifferenzierung und Zellzykluskontrolle, Proteine mit Beteiligung an apoptotischen
Prozessen, der Stressantwort und der Antigenprozessierung (MHC I-Prozessierung), ist es
wenig verwunderlich, dass Stérungen des Abbauweges an der Entstehung zahlreicher
Erkrankungen beteiligt sind. Dazu gehdren beispielsweise Malignitét, Cystische Fibrose
(Mukoviszidose; Ward et al., 1995), Angelmann-Syndrom (Albrecht et al., 1997), Liddle-
Syndrom (Staub et al., 1997), Erkrankungen mit Beteiligung des Immunsystems,
neurodegenerative Erkrankungen (Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, amyotropher
Lateralsklerose, Creutzfeld-Jakob-Krankheit, Chorea Huntington) oder Muskelatrophie.

Der Abbau von Proteinen durch das UPS erfordert zwei bestimmte, aufeinanderfolgende
Schritte: 1. die Markierung des Substrats durch Anhdngen von einem oder mehreren
Ubiquitinresten (Abbildung 5A) und 2. die Degradation des markierten Proteins durch das
26S-Proteasom unter Freisetzung von wiederverwertbarem Ubiquitin (siche Abbildung 5
B). Die Konjugation des hoch konservierten, 76 Aminosduren langen Ubiquitins an das
Substrat ist ATP-abhingig und wird in drei Schritten durchgefiihrt: Im ersten, ATP-
verbrauchenden Schritt wird ein Ubiquitinmolekiil iiber seinen C-terminalen Glycinrest auf
das sogenannte Ubiquitin-aktivierende Enzym, E1, {ibertragen. Dabei entsteht eine
energiereiche Thioesterbindung zwischen dem Glycinrest und einem Cysteinrest des E1.
Das aktivierte Ubiquitin wird in einem zweiten Schritt, unter Generierung einer neuen
Thioesterbindung, von E1 auf einen Cysteinrest eines E2-Enzyms iibertragen. E2-Enzyme
werden auch als ,ubiquitin-carrier proteins‘ (UBCs) bezeichnet und sind die Ubiquitin-
vermittelnden Enzyme zwischen E1 und einem Mitglied der Ubiquitin-Protein-Ligase-
Familie, E3. Das zu ubiquitinierende Substrat bindet in der Regel spezifisch an die E3-
Ligase, welche in einem dritten Schritt Ubiquitin kovalent auf eine e-Aminogruppe eines
Lysinrestes im Substrat iibertrdgt. Der erste Ubiquitinrest kann auch auf die Aminogruppe
der N-terminalen Aminosdure des zu degradierenden Proteins {ibertragen werden
(Breitschopf et al., 1998). In weiteren Zyklen werden mehrere Ubiquitinreste auf
bestimmte Lysinseitenketten der bereits vorhandenen Ubiquitine iibertragen, so dass
verzweigte Ketten mit bis zu 10 oder mehr Ubiquitinresten entstehen konnen
(zusammengefasst in Glickman und Ciechanover, 2001). Die meisten Substrate besitzen
mehrere Lysinreste, die fiir eine Ubiquitinierung in Frage kommen, so dass die Mutation

eines Lysins in der Regel kompensiert werden kann. p53 beispielsweise, besitzt zwar auf
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den C-terminalen Bereich beschriankte ubiquitinierbare Lysinreste (Lys 370, 372, 373, 381,
382 und 386), um aber nicht mehr Mdm2-vermittelt (E3-Ligase) degradiert werden zu
konnen, miissen alle sechs Lysinreste mutiert werden (Rodriguez et al., 2000; Nakamura et
al.,2000; Gu et al., 2001; sieche auch Abbildung 1).

Wihrend es nur ein E1-Enzym gibt, sind in Saccharomyces cerevisiae 13 verschiedene E2s
und E2-dhnliche Enzyme beschrieben. Die Anzahl in Sdugern ist noch um einiges grof3er.
Die E3-Ligasen weisen aufgrund der Vielzahl an Substraten, die spezifisch erkannt und
durch das UPS degradiert werden, eine entsprechende Mannigfaltigkeit auf. Die Existenz
von 3 verschiedenen Proteinklassen zur Ubiquitinierung von Proteinen ermdglicht eine
hohe Spezifitit und Selektivitit bei der Ubiquitinkonjugation. Koegel und Kollegen (1999)
identifizierten ein E4-Protein, das speziell der Elongation der Ubiquitinketten und somit
einer besseren Substraterkennung durch das Proteasom dient. Deubiquitinierende Enzyme
sorgen fiir das Recycling von Ubiquitin, indem sie die vom Substrat abgespaltenen
Ubiquitinketten in einzelne Ubiquitine spalten. In jlingster Zeit wurden mehrere
deubiquitinierende Enzyme gefunden und eine Beteiligung an der Regulation der
Substratstabilitdt scheint wahrscheinlich (z.B. Li et al., 2002).

Die Substraterkennung durch die E3-Ligase erfolgt tiber verschiedene spezifische Motive,
die entweder durch die Primér- oder Sekundér-Struktur oder durch posttranslationale
Modifikationen bestimmt werden. Hierzu gehoren z.B. die schon relativ gut erforschte ,N-
end rule’, die sogenannte ,destructive box‘ in Cyclinen, Phosphorylierungen,
Hydroxylierungen, abnormale/mutierte/missgefaltete Proteine, Maskieren/Demaskieren
des Degradationssignals durch Oligomerisierung bzw. Proteinumfaltung oder die
Vermittlung des Signals durch ein weiteres Protein.

Das 26S-Proteasom ist eine in Eukaryoten hoch konservierte, ca.2 MDa grof3e
multikatalytische Protease, die aus zwei Subkomplexen besteht: dem 20S Kernstiick (,core
particel®), welches die katalytische Aktivitét besitzt und dem 19S-Komplex (,cap®), der die
regulatorische Untereinheit darstellt. Diese flankieren die beiden Enden der 20S-
Untereinheit. Der tonnenformig zusammengesetzte 20S-Komplex teilt sich in 4
Untereinheiten (zwei o und zwei ), die sich in 4 Ringen aufeinander stapeln (siche

Abbildung 5) und jeweils aus 7 Proteinen bestehen.



14

Einleitung

recyceltes
Ubiquitin

(5]
B 265

Peptide

Abbildung 5: Das Ubiquitin-Proteasom-System. (A) Konjugation von Ubiquitin an das zu
degradierende Protein. (B) Abbau des markierten Proteins durch das 26S-Proteasom. (1)
Aktivierung von Ubiquitin durch E1. (2) Transfer des aktivierten Ubiquitins von E1 auf ein
Mitglied der E2-Familie. (3) Transfer des aktivierten Ubiquitins von E2 auf eine
substratspezifische E3-Ligase. (4) Ausbildung einer mit dem Substrat kovalent verkniipften
Polyubiquitin-Seitenkette. (5) Bindung des polyubiquitinierten Substrats an den Ubiquitin-
Rezeptor in der 19S-Unterheinheit des 26S-Proteasoms und proteolytische Spaltung des
Substrats zu kurzen Peptiden durch die 20S-Untereinheit. (6) Recycling von Ubiquitin durch
Isopeptidasen. Abbildung nach Ciechanover, 1998
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Die drei katalytischen Regionen (trypsin- und chymotrypsin-dhnliche, sowie glutamyl
peptidyl-hydrolysierende Proteaseaktivitdt) befinden sich in den verschiedenen -
Untereinheiten und stellen Threoninproteasen dar. Der 19S-Komplex ist fiir die
energieabhiingige Substraterkennung und -entfaltung der ubiquitinierten Proteine zustandig
und nimmt damit eine regulatorische Stellung in der Proteasomaktivitit ein. Durch das
Proteasom werden Proteine in der Regel in 3-23 Aminosduren lange Peptide gespalten
(Kisselev et al., 1998) und vermutlich durch weitere zellulire Proteasen und
Aminopeptidasen rasch in einzelne Aminoséuren gespalten.

Zur Herstellung von Peptiden, die der Antigenprasentation in MHC Klasse [-Molekiilen
dienen, ist eine der beiden 19S-Untereinheiten gegen eine 11S-Untereinheit (PA28, PA26)
ausgetauscht. Immunoproteasome spalten Peptide vorwiegend hinter hydrophoben Resten,
was zur Einbindung in die hydrophobe Tasche der MHC I-Molekiile vorteilhaft ist.

Die proteasomale Proteindegradation stellt einen komplexen Vorgang dar, der in der
Regulation der Proteinenlebensdauer von grofler Bedeutung ist. Fehler in diesem System
sind Ursachen vieler schwerwiegender Erkrankungen; nicht zuletzt ist die Inaktivierung
von El in Hefe letal (McGarth et al., 1991). Nukledre sowie cytoplasmatische Proteine,
Proteine im Lumen des Endoplasmatischen Reticulums (ER) und membrangebundene
Proteine werden durch das UPS reguliert und degradiert. Es ist anzunehmen, dass noch
eine weitaus groflere Anzahl an Proteinen iiber das UPS degradiert wird. Davon ausgehend

werden sich in Zukunft weitere zur Ubiquitinierung notwendigen E2s und E3s finden.

1.3.2. Calpain, eine p53-spaltende Cysteinprotease

Neben der gut charakterisierten Regulation durch das Onkoprotein Mdm2 (1.1.2.1.) wurde
gezeigt, dass p53 in vitro auch durch Calpaine proteolytisch gespalten werden kann
(Gonen et al., 1997; Pariat et al., 1997; Kubbutat und Vousden, 1999). Calpain (EC
3.4.22.17) ist eine nicht-lysosomale Calcium-aktivierte neutrale Protease, die in nahezu
allen Zellen vorkommt. Die zwei bekannten Isoformen, u- und m-Calpain, unterscheiden
sich haupsichlich in der zu ihrer Aktivierung benétigten Ca’’-Konzentration. Calpaine
gehdren zur Familie der Cysteinproteasen und bestehen aus einer 80 kDa grofen
katalytischen Untereinheit und einer kleineren, 30 kDa groBBen Untereinheit, die in allen
Isoformen gleich ist. Beide Untereinheiten sind in der Lage, Ca>" zu binden. Die Aktivitit
der Protease wird zusitzlich liber Autoprotolyse und ein Inhibitorprotein Calpastatin

reguliert (Goll et al., 1992). Kommerzielle Inhibitoren wie Calpain-Inhibitor I oder II
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hemmen leider auch teilweise das Proteasom, was die Untersuchungen unter
Zellkulturbedingungen erschwert. Neuere Ergebnisse zeigen, dass Gas2 in vivo mit m-
Calpain interagiert und dass rekombinantes Gas2 die Calpain-vermittelte Spaltung von p53
hemmt (Benetti et al., 2001). Gas2 ist ein Caspase-3-Substrat, das wihrend des
Zellzyklusarrests (Go) hochreguliert ist (Sgorbissa et al., 1999; Brancolini et al., 1992) und
p53-abhédngig Apoptose induziert (Benetti et al., 2001).

Die genaue Funktion von Calpainen ist noch unklar. Man nimmt an, dass sie, wie das
Proteasom, ein Teil eines proteolytischen Systems mit regulierenden Funktionen sind. Es
werden ihnen Einfliisse bei der Pléittchenaggregation, der Aktivierung neutrophiler
Granulozyten, der neuronalen ,long-term potentiation‘ (LTP), der Oocytenreifung und der
Apoptose zugeschrieben (Squier et al., 1995; Zhu et al., 1995; einen umfassenden
Uberblick geben Corall und DeMartino, 1999). Neben p53 spalten Calpaine Talin, Filamin,
Fodrin, Protein-Kinase C und Transkriptionsfaktoren wie c-Jun und c-Fos (Watt und

Molloy, 1993; Hirai et al., 1991).

1.4. Stickstoffmonoxid (NO)

Klein (30 Da), einfach und gasférmig: Stickstoffmonoxid ist ein Radikal mit vielfaltigen
Wirkungen. Fiir die Entdeckung der Rolle von ,NO als Signalmolekiil im
Kardiovaskuldren System* wurde Robert Furchgott, Louis Ignarro und Ferid Murad 1998
der Nobelpreis fiir Medizin verliehen. Zuerst als Produkt von Bakterien entdeckt, konnte es
wider erwarten auch als wichtiges Molekiil fiir hohere Organismen identifiziert werden.
Inzwischen ist bekannt, dass NO von zahlreichen Zelltypen generiert wird (Briine et al.,
1998). Von Endothelzellen in GefdBwanden produziert und von Furchgott und Zawadzki
1980 zuerst als ,endothelial derived relaxing factor’ (EDRF) bezeichnet, reguliert es den
Blutdruck durch seine relaxierende Wirkung auf glatte Muskelzellen. Groere Mengen von
NO, wie sie von Makrophagen produziert werden, wirken toxisch gegeniiber
Mikroorganismen und anderen in den Kdérper eingedrungenen Parasiten, und spielen somit
eine Rolle bei Infektionserkrankungen. Ein Aspekt auf dem Gebiet der NO-Forschung
umfasst die Tumorabwehr durch Induktion von Apoptose. Uberdies wirkt NO als
unspezifischer Neurotransmitter, wobei noch unklar, ist ob NO in der Gedichtnisfunktion
eine Rolle spielt. Neben diesen wichtigen physiologischen Funktionen kann NO auch

toxisch wirken und ist z.B. Bestandteil von Autoabgasen und Zigarettenrauch. Auch von
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endogen produziertem NO ist bekannt, dass es bei chronischen Entziindungen wie
Arthritis,  Hepatitis, Sepsis, beim  hdmorrhagischem Schock und einigen
Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielt. NO ist also ein Molekiil mit vielen bekannten

Wirkungen, wobei sicher noch einige interessante Wirkungen auf ihre Entdeckung warten.

1.4.1. Die NO-Biosynthese

Die Familie der sogenannten NO-Synthasen (NOS; Oxidoreduktasen: EC 1.14.13.39) ist
fiir die enzymatische Produktion von NO zustindig. NO wird in stochiometrischen
Mengen durch eine 5-Elektronen-Oxidation unter Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin
gebildet (Abbildung 6). An der Reaktion sind auBerdem zahlreiche Cofaktoren wie
NADPH (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat), FAD (Flavinadenindinukleotid) und
FMN (Flavinadeninmononukleotid) sowie BHj4 (Tetrahydrobiopterin), eine Hamgruppe
und Ca®"/CaM (Calcium-Calmodulin) beteiligt. Dabei iibertrigt NADPH im ersten
Teilschritt der Reaktion zwei Elektronen auf L-Arginin und bildet unter Verbrauch eines
0, das Zwischenprodukt N®-Hydroxyl-L-Arginin. Im zweiten Teilschritt wird durch
NADPH nur noch ein Elektron iibertragen und unter Verbrauch eines weiteren O;-
Molekiils L-Citrullin und NO freigesetzt (Marletta, 1993).

Dieser Mechanismus édhnelt den von P450-Enzymen bekannten Reaktionen. Tatsdchlich
weisen beide Enzyme eine hohe Homologie im C-terminalen Bereich auf und sind bis jetzt
die beiden einzigen Enzyme, welche gleichzeitig eine Bindestelle fiir FAD und FMN
besitzen (Bredt et al., 1991).

Die Familie der NO-Synthasen besteht aus 3 Isoenzymen, die aufgrund ihre Eigenschaften
in 2 Gruppen eingeteilt werden: solche, die konstitutiv exprimiert werden und Ca®"/CaM-
abhingig arbeiten, oder solche, die Cytokin-induzierbar sind und Ca”*/CaM-unabhingig
reguliert werden. Zur ersten Gruppe gehoren die neuronale NOS (nNOS/NOS I) und die
endotheliale NOS (eNOS/NOS III), wihrend die, urspriinglich aus Makrophagen isolierte,
induzierbare NOS (iNOS/NOS II) die zweite Gruppe bildet.
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Abbildung 6: NO-Biosynthese. NOS, NO-Synthase; DHFR, Dihydrofolat-Reduktase;
DHPR, Dihydropteridin-Reduktase (weitere Erlduterungen siche Text).

Die iNOS (130 kDa) liegt unter nativen Bedingungen cytosolisch in Homodimeren vor und
bindet bereits bei sehr niedrigen Ca**-Konzentrationen CaM, weshalb ihre Aktivitét nicht
von der Ca’"-Konzentration abhingt. Eine Aktivititssteigerung wird bei der iNOS durch
transkriptionelle Induktion erreicht (Uberblick in MacMicking et al., 1997). Je nach
Zelltyp kann die iNOS durch bakterielles LPS (Lipopolysaccharid), Cytokine wie INF-y,
TNF-a, IL-1p und einige weitere Verbindungen induziert werden. So fiihrt z.B. die
Stimulation von murinen Makrophagen mit Lipopolysacchariden und INF-y zur Induktion
der iINOS durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-xB und NF-IL-6
(Lowenstein et al., 1993). Einmal induziert, produziert die iNOS {iber einen Zeitraum von
mehreren Tagen NO in 1000-fach hoheren Mengen als ihre konstitutiv exprimierten

Isoformen nNOS und eNOS. Die Regulation der Aktivitit ist deshalb sehr wichtig und
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wird einerseits durch NO selbst gehemmt (negative Riickkopplung) (Griescavage et al.,
1993; Assreuy et al., 1993), andererseits filhren hohe NO-Konzentrationen sowie einige
Cytokine (z.B. IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B) durch Herunterregulierung der iNOS-mRNA zu
verminderter iNOS-Expression (Sheffler er al, 1995; Doyle et al, 1994).
Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass die iNOS in verschiedenen Zelltypen
wie Makrophagen, Hepatozyten, Kupfferschen Zellen, Endothelzellen, B-Zellen des
Pankreas, glatten Muskelzellen, Mesangiumzellen und Astrozyten zu finden ist (Nathan,
1992).

Die nNOS wird in neuronalen Zellen des Gehirns und im peripheren Nervensystem (Bredt
und Snyder, 1990), sowie in Lungenepithelzellen, Skelettmuskelzellen und der Macula
densa der Niere exprimiert. Das 160 kDa grof3e Protein liegt in der nativen Form ebenfalls
membranungebunden als Homodimer vor. Die Aktivitit wird durch cytosolische Ca”'-
Konzentrationen iiber 100 nM gesteigert und fiihren zur Bindung von CaM. NO selbst
sowie Phosphorylierungen an Serin- und Threoninresten durch Kinasen wie PKA (Briine
und Lapetina, 1991) oder Ca®"/CaM-abhhingige Kinase fithren zur Hemmung von nNOS
(Nakane et al., 1991).

Die eNOS kommt nur membrangebunden vor, was wohl der Grund der relativ spéten
Entdeckung des 135 kDa grofen Proteins ist. Aufgrund des Fehlens einer
transmembrandren Doméne wird angenommen, dass die Membranintegration durch
posttranslational angehidngtes Myristoyl erfolgt (Busconi und Michel, 1993). Die
Membranassoziation so wie die CaM-Bindung sind fiir die Aktivierung der eNOS
notwendig (Sessa et al. 1995). Eine Aktivierung der eNOS kann relativ rasch durch
verschiedene Aktivatoren, z.B. Calcium-lonophore, Bradykinin oder Acetylcholin,
erfolgen. Es wurde jedoch beobachtet, dass eNOS-mRNA und Proteinlevel nach ,Shear-
Stress oder Hemmung bzw. Herunterregulierung von PKC erhoht sind (Nishida et al.,
1992; Ohara et al., 1995).

Zur Hemmung der NOS koénnen auch Arginin-Analoga eingesetzt werden. Die Substitution
einer oder beider Aminogruppen in der Guanidinogruppe fiihrt zu einem Substrat, das zwar
gebunden werden kann, aber keine Freisetzung von NO ermdglicht (Fukuto und
Chaudhuri, 1995; Moncada et al., 1991). Klassische Beispiele von NO-Inhibitoren sind
NG-Nitro-L-Arginin (L-NA) und NG-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME), welche
vorwiegend die konstitutiv exprimierten NOS hemmen, sowie N°-Monomethyl-L-Arginin
(L-NMMA), das eine groflere Affinitdt zur iNOS besitzt. Die genannten Inhibitoren binden

reversibel an die NOS und konnen durch Arginin-Uberschuss wieder verdringt werden.
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1.4.2. NO-Donoren

Schon mehrere Jahrzehnte vor der Entdeckung der NO-Wirkung wurden NO-Donoren in
der Klinik z.B. zur Behandlung von Angina Pectoris, dekompensierter Herzinsuffizienz,
pulmonaler Hypertonie, Fibrinolyse und Komplikationen nach Herzkatheterisierung
eingesetzt (Abrams, 1987). NO-Donoren sind Verbindungen, die eine natiirliche NO-
Freisetzung in biologischen Systemen simulieren und dadurch die Untersuchung des NO-

Signalwegs ohne Induktion der NOS ermdglichen.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Struktur (Abbildung 7) lassen sie sich in verschiedene

Gruppen einteilen:

1. S-Nitrosothiole: z.B. S-Nitrosoglutathion (GSNO), S-Nitrosocystein

2. Diazeniumdiolate / NONOates: z.B. Spermin-NO (SpNO),
Diethylamin-NO-Komplex (DEA-NO)

3. Sydnonimine: z.B. SIN-1

4. Nitrosoniumsalze: z.B. BF4NO

5. Metallnitrosyle: z.B. Natriumnitrosylprussiat (SNP)

N
g o
NHg/\—'/ N—O N=0
Spermin-NO SIN-1
O=N—©8 2-
o f
N
COOH NH COOH
~ NHJK/\( CN\Fl n_CN 2 Na*
e
0 NHz CN” | CN
CN

S-Nitrosoglutathion
Natriumnitrosylprussiat

Abbildung 7: Strukturformeln einiger NO-Donoren.
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Neben der chemischen Struktur unterscheiden sich die NO-Donoren auch in ihrer Stabilitét
und ihrer NO-Freisetzungsrate, was ihren Einsatz im Experiment mit beeinflusst. Auch die
Entstehung von Nebenprodukten, die je nach NO-Donor unterschiedlich sind, ist ein
Kriterium bei der Auswahl der Substanz. So setzt SIN-1 unter Hydrolyse neben NO noch
O, frei, wobei die Produkte diffusionskontrolliert zu Peroxynitrit reagieren und damit

teilweise andere zelluldre Reaktionen in Gang gesetzt werden als allein durch NO.

1.4.3. NO - Die molekulare Ebene

Die Verbindung eines Stickstoffatoms mit einem Sauerstoffatom ergibt ein Produkt mit
einem ungepaarten Elektron, weshalb NO per Definition ein Radiakal ist. Seine
Halbwertszeit betrdgt zwischen 6 und 30 sec. So stellt NO ein Molekiil mit additivem
sowie reduzierendem und oxidierendem Potential dar, das mit anderen freien Radikalen,
Thiolgruppen, Ubergangsmetallen und molekularem Sauerstoff (O,) reagieren kann
(zusammengefasst in Butler ef al., 1995).

Hierbei zahlt die Reaktion mit O, vermutlich zu den unwahrscheinlichsten, da zellulare
Bedingungen (niedrige Konzentrationen der Reaktionspartner und wéssriges Milieu) die
Halbwertszeit auf einige Stunden ansteigen lassen. Das entstehende NO, wiirde dann mit
H,0 zu einem Gemisch aus Nitraten (NO;3 ") und Nitriten (NO;") reagieren.

Dagegen stellt die Reaktion von NO mit einem Superoxidanion (O, ) die schnellste
Reaktion dar. Hierbei entsteht das sehr reaktive Peroxynitrit (ONOQO™), welchem
kontradiktorische Wirkungen zugeschrieben werden. Einerseits schiitzt die Reaktion von
NO mit O, vor NO- oder Oj-induzierten Zellschddigungen/Zelltod (Briine et al., 1997,
Troy et al., 1996, Sandau et al., 1997). Andererseits zerfillt Peroxynitrit zu NO, und einem
Hydroxylradikal (OH"), welches fiir seine hohe Reaktivitit und biologisch destruktive
Wirkung bekannt ist (Beckmann et al., 1990; Moro et al., 1994). So wird Peroxynitrit eine
DNA-schéddigende Eigenschaft zugeschrieben (Szabo et al., 1996).

Die Reaktion von NO mit prosthetischen Eisen- oder Thiol-Gruppen von Proteinen kann
zu deren Aktivierung oder Hemmung fithren. Die wohl bekannteste Reaktion ist die
Aktivierung der 16slichen Guanylat-Zyklase durch Nitrosierung der Him-Gruppe (Craven
und DeRubertis, 1978; Ignarro et al., 1990), welche zur Einteilung von NO-Wirkungen in
cGMP-abhingige und -unabhingige Reaktionswege fiihrte. Die Reaktion mit Eisen ist

meist reversibel, wohingegen die Reaktion mit Eisen-Schwefel-Clustern, wie sie in



Einleitung

Enzymen des Citratzyklus und der Atmungskette vorkommen, meist irreversibel ist (Butler
et al., 1995). Wihrend NO mit Ubergangsmetallen direkt reagieren kann, ist fiir die
Reaktion mit Thiol-Gruppen erst eine Ein-Elektronen-Oxidation zu einem Nitrosylkation
notwendig. So fiihrt z.B. die Nitrosierung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) zur Hemmung derselben (Dimmler et al., 1992). Jedoch ist die
Hemmung der GAPDH in der Glycolyse nicht limitierend. Offensichtlich sind weder eine
partielle Hemmung der GAPDH noch eine substantielle Suppression der Aconitase und
dhnlicher Fe-S-Cluster fiir den Zelltod nach NO-Toxifizierung verantwortlich (MeBmer,
1996). NO ist auBerdem in der Lage, durch Aufnahme eines Elektrons (Ein-Elektronen-
Reduktion) ein Nitroxyl-Anion (NO") zu bilden. Nitroxyl-Anionen wie auch Nitrosyl-
Kationen konnen durch Abgabe oder Aufnahme eines Elektrons an einen oder von einem
Reaktionspartner ohne direkte Addition an diesen zu seiner Oxidation oder Reduktion
fiihren.

Wie beschrieben, konnen die Reaktionen von NO sehr vielfiltig sein. Durch seinen
unpolaren Charakter und seine geringe GroBle kann NO die produzierende Zelle leicht
verlassen und auch in der Nachbarzelle wirksam sein, wobei die Wirkung wohl regional
begrenzt ist. Durch zahlreiche Studien werden immer noch neue Ziele der NO-Wirkung

gefunden was zur Klarung der Wirkung beitragt.

1.4.4. Physiologie und Pathophysiologie von NO

NO reguliert einerseits lebenserhaltende Funktionen, andererseits besitzt es
pathophysiologische Eigenschaften im Organismus. Dieser Abschnitt soll einen Einblick in

die wichtigsten und am besten untersuchten Funktionen geben.

1.4.4.1. NO und das kardiovaskuliire System

NO ist einer der wichtigsten Blutdruckregulatoren und wird in Endothelzellen, welche die
BlutgefiBe auskleiden, von der Ca**/CaM-aktivierbaren eNOS gebildet. Die Ca-Kanile der
Endothelzellen koénnen durch verschiedene Hormone, Bradykinin, Acetylcholin, ADP,
ATP oder Histamin gedffnet werden, was zu einem Ca’’-Einstrom fiihrt. In einigen
Geweben kann der Ca’-Influx in  GefiBendothelzellen  direkt  durch

nichtcholinerge/nichtadrenerge Neuronen kontrolliert werden. Gewdhnlich wird der Ca*'-
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Influx durch den Blutfluss reguliert, wobei ein erhohter Druck zu vermehrtem ,Shear
Stress‘ fiihrt und dadurch die Offnung der Ca®*-Kanile auslost. Die Erhchung der
intrazelluliren Ca’’-Konzentration fithrt durch die Aktivierung der eNOS zu vermehrter
Bildung von NO, das aus der Zelle in alle Richtungen diffundieren kann. Trifft es auf
glatte GefaBmuskelzellen, so kommt es zur Aktivierung der Guanylat-Zyklase und zum
Anstieg von cGMP in den Zellen. Dies fiihrt wiederum zur Aktivierung von c¢cGMP-
abhingigen Proteinkinasen, zur Regulation von cGMP-gesteuerten Ionenkanélen oder zur
Aktivierung von Phosphodiesterasen, die eine rasche Relaxation der glatten Muskelzellen
und damit einen Blutdruckabfall durch Gefdllerweiterung zur Folge haben (Lincoln und
Cornwall, 1993; Schmidt und Walter, 1994). Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit von
NO wird ein Blutdruckabfall in anderen Bereichen des Korpers verhindert.

NO diffundiert von seinem Bildungsort auch in das Gefdlumen und verhindert dort,
ebenfalls liber einen cGMP-abhidngigen Mechanismus, die Aggregation und Adhésion von
Blutpléttchen an die GefdBwand und trdgt somit zur Verhinderung von Thrombosen bei
(Moncada et al., 1991). Fiir die Aufrechterhaltung des normalen Blutdrucks scheint eine
Gefidllendothelschicht, die konstant NO produziert, notwendig zu sein. Kommt es zu einem
Ausfall der NO-Synthese, wie dies z.B. bei Artheriosklerose der Fall ist, kann die
GefalBweite und damit der Blutdruck nicht mehr ,ordnungsgemdl‘ reguliert werden. Die
Folge ist Bluthochdruck (Hypertonie). Bei entziindlichen Erkrankungen sowie Sepsis tritt
durch die Aktivierung von Makrophagen eine stark erhohte NO-Produktion auf, was den
gegenteiligen Effekt, Hypotonie, zur Folge hat. Verstirkt wird der Effekt durch im
Entziindungsprozess gebildete Lipopolysaccharide, die nicht nur in Makrophagen, sondern
auch in GefdBendothelzellen und glatten Muskelzellen die iNOS induzieren kénnen (Schini

et al., 1994).

1.4.4.2. NO und das Nervensystem

NO ist wohl der ungew6hnlichste Botenstoff des Nervensystems. Im Gegensatz zu NO
sind Neurotransmitter in der Regel stabile Substanzen, die am Nervenende in synaptischen
Vesikeln gespeichert werden. Im Nervensystem wird NO vorwiegend durch die nNOS in
moderaten Mengen gebildet, wobei keine vesikuldre Lokalisation der nNOS bekannt ist.
Die hochste nNOS-Aktivitdit wurde im Stratum granulosum des Cerebellum und dem

Bulbus olfactorus gefunden (Snyder, 1992). Aullerdem konnten Berdt ez al. (1990) zeigen,
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dass in bestimmten Neuronen der Retina, des Vorder- und Mittelhirns, sowie im Striatum
und im Mittelhirn die nNOS exprimiert wird. Im peripheren Nervensystem wirkt NO in
sogenannten nichtadrenergen/nichtcholinergen (NANC) Neuronen als Neurotransmitter
und greift somit in die Regulation von Organen ein, die iiberwiegend glatte Muskelzellen
besitzen. NO-produzierende Neuronen des NANC-Typs wurden in verschiedenen
peripheren Geweben des kardiovaskuldren Systems, des Urogenitaltrakts sowie des
Respirations- und Verdauungstrakts gefunden.

Wie im kardiovaskuldren System wird im Nervensystem das NO-Signal durch einen
cGMP-abhingigen Mechanismus weitergeleitet. Durch Freisetzung von Glutamat an der
prasynaptischen Membran werden an der postsynaptischen Membran Ionenkanile des
N-methyl-D-Aspartat (NMDA) Subtyps gedffnet. Dies fithrt zum Einstrom von Ca®" und
somit zur Aktivierung der nNOS durch die Bindung von CaM. Es wird angenommen, dass
NO als retrograder Botenstoff agiert, d.h. es diffundiert {iber den synaptischen Spalt zuriick
zum prasynaptischen Neuron (i.d.R. Purkinjezellen ohne nNOS) und aktiviert dort die
Guanylat-Zyklase (Dawson et al., 1992). Vermehrt gebildetes cGMP fiihrt durch die
Aktivierung von Proteinkinasen und die Regulation von lonenkanilen zur Freisetzung
primdrer Neurotransmitter und verstarkt oder vermindert damit neuronale Signale. Die
retrograde Wirkung von Botenstoffen wird im Zusammenhang mit der ,long-term
potentiation® (LTP) und der ,long-term depression® (LTD) diskutiert und konnte somit bei
Lernprozessen und der Ausbildung von neuronalen Verbindungen eine Rolle spielen
(Schuman und Madison, 1991; Shibuki und Okada, 1991).

NO besitzt neben den regulatorischen Effekten im Nervensystem auch cytotoxische
Wirkung, die zur Zerstorung neuronaler Zellen fiihrt. Eine tiberméfBige NO-Produktion tritt
v.a. bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Chorea Huntington
oder Morbus Parkinson auf (Nathan, 1992). Nach induzierten Schlaganfillen in Méusen
konnten die Zerstorungen im umliegenden Gewebe durch NOS-Inhibitoren deutlich

gesenkt werden (Nowicki ef al., 1991).

1.4.4.3. NO und das Immunsystem

NO tragt vorrangig bei der unspezifischen Immunabwehr zur Bekdmpfung von Viren,
Bakterien, Pilzen, Protozoen, Darmwiirmern und Tumorzellen bei (MacMicking et al.,
1997; Hibbs et al., 1988). Dabei wird NO hauptsédchlich durch die Induktion der iNOS in

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten produziert. Im Gegensatz zu eNOS und
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nNOS werden von der iNOS bis zu 1000-fach héhere Mengen an NO produziert, die
letztlich zytotoxisch oder zumindest antiproliferativ auf die pathogenen Keime wirken. Die
gleichzeitige Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und NO durch aktivierte
Makrophagen und neutrophile Granulozyten fiihrt zur Bildung von Peroxynitrit, welches
noch hohere antimikrobielle Eigenschaften besitzt.

Durch die Hemmung der Proliferation und die Aktivierung von zytotoxischen
T-Lymphozyten wirkt NO als Immunregulator (Albina, 1991). NO verhindert nicht nur die
Adhésion von Thrombozyten (siehe 1.4.4.1.), sondern auch von Leukozyten an das
Gefaflendothel. Die Folge davon ist eine verminderte Migration der Leukozyten in die
extravaskuldren Gewebe (Kubes ef al., 1991).

Da korpereigene Zellen keinen speziellen Schutz gegen die hohen NO-Konzentrationen
besitzen, trdgt eine Fehlregulation der iNOS zur Entstehung verschiedener
Krankheitsbilder bei. Dabei handelt es sich insbesondere um Autoimmunerkrankungen wie
Gelenkrheumatismus, insulinabhidngiger Diabetes mellitus Typ I (IDDM) sowie chronische
Leber- und Nierenentziindungen (Kolb und Kolb-Bachhofen, 1992; Valdutiu, 1995;
Corbett und MacDaniel, 1992).

1.4.4.4. NO und Apoptose

Nach Induktion der iNOS oder Stimulation mit NO-Donoren konnten in verschiedenen
Zellarten apoptotische Marker nachgewiesen werden (zusammengefasst in Briine et al.,
1998). Unter apoptotischen Markern versteht man morphologische und physiologische
Verdanderungen der Zelle, wie DNA-Fragmentierung, Chromatinkondensation,
Externalisierung von Phosphatidylserin der Zellmembran, Zellschrumpfung, Abschniirung
von ,apoptotic bodies‘, Aktivierung von Caspasen, Akkumulation von p53 und
Verdanderungen am Mitochondrium, die letztlich zum kontrollierten Zelltod fiihren (Hale et
al., 1996). Urspriinglich wurde die apoptotische Wirkung von NO an peritonealen
Makrophagen gezeigt (Albina ef al., 1993; Sarih et al., 1993). Die Makrophagenzelllinie
RAW 264.7 weist nach Induktion der iNOS oder Stimulation mit NO-Donoren ebenfalls
apoptotische Marker auf. Hemmung der iNOS mit NMMA oder Entzug von L-Arginin aus
dem Medium verhindern das Auftreten von apoptotischen Markern, was auf einen direkten
Zusammenhang der NO-Wirkung mit dem Auftreten von Apoptose hinweist (MeBmer et

al., 1995). cGMP-abhingige Mechanismen spielen bei der NO-vermittelten Apoptose eher
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eine untergeordnete Rolle. NO flihrt in RAW-Zellen zum Zellzyklusarrest in G1. Dieser
steht im Zusammenhang mit der Expression von p53 und seinem transkriptionellen Zielgen
p21 (MeBmer et al., 1994; Yang et al., 2000). Jedoch konnte auch in p53-negativen U937-
Makrophagen durch NO Apoptose ausgelost werden (Brockhaus und Briine, 1998).
Ahnliche Ergebnisse lieferten p53-Antisense-Versuche (MeBmer, 1996). Neben einem
p53-abhédngigen Signalweg existiert also auch ein p53-unabhédngiger Signalweg. Hierbei
konnte die Aktivierung von Caspasen und die Induktion des Fas-Systems eine Rolle
spielen (MeBmer et al, 1996a; Leist et al., 1997; Stassi et al., 1997). Caspase-Inhibitoren
sind in der Lage, die NO-vermittelte Apoptose zu hemmen. Weitere Proteine, die an der
NO-induzierten Apoptose beteiligt sind, gehoren zur Bcl-2 Familie. So kann die Induktion
der Apoptose durch NO mit der Abnahme der Expression des antiapoptotischen Proteins
Bax verbunden sein (Héndeler et al, 1996), wihrend Bcl-2-iiberexprimierende P815-
Tumorzellen oder RAW-Makrophagen gegeniiber der NO-vermittelten Apoptose geschiitzt
sind (MeBmer et al., 1996a; Albina et al., 1996). Obwohl Bcl-2 die Aktivierung von
Caspasen und die Auslosung der Apoptose in NO-stimulierten Zellen hemmen kann, hat es
keinen Einfluss auf die Akkumulation von p53.

Neben seinen proapoptotischen Eigenschaften besitzt NO auch antiapoptotische
Qualitdten. Die Vorbehandlung von Zellen mit niedrigen NO-Konzentrationen fiihrt zum
Schutz vor sonst toxischen NO-Konzentrationen (Briine et al., 1996a). Dieser wird
vermutlich durch die Cyclooxygenase-2 vermittelt (von Knethen et al., 1997). Zudem
konnte gezeigt werden, dass NO zur Induktion des Hitzeschockproteins 70 (HSP70) fiihrt
(Kim et al., 1997).
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2. Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte der molekulare Mechanismus der NO-vermittelten p53-

Akkumulation mit folgenden Schwerpunkten untersucht werden:

e Initial sollte die zeit- und konzentrationsabhangige p53-Akkumulation in NIH3T3-
Fibroblasten, RKO- und U20S-Zellen sowie die Lokalisation von p53 nach NO-
Behandlung untersucht werden. Zudem sollte anhand von Luciferasemessungen geklart

werden, ob durch NO-Behandlung akkumuliertes p53 transkriptionell aktiv ist.

e Es sollte durch Northern Blot-Analysen gekliart werden, ob NO einen Einfluss auf die
p53-mRNA-Synthese besitzt.

e Nachdem eine Regulation der Stabilitit von p53 durch transkriptionelle Mechanismen
ausgeschlossen werden konnte, sollte der Abbau von p53 nédher untersucht werden. Als
Hauptweg des p53-Abbaus gilt das Ubiquitin-Proteasom-System. Im Einzelnen sollte
der Einfluss von NO auf die Wechselwirkung von p53 mit der E3-Ligase Mdm?2, die
Ubiquitinierung sowie die Proteasomaktivitit untersucht werden. Hierfiir sollte ein

Ubiquitinierungsassay etabliert werden.

e Frithere Arbeiten zeigten, dass p53 auch durch eine neutrale Protease, bekannt als
Calpain, gespalten werden kann. Die Cysteinprotease stellt ein potentielles Ziel der
NO-Wirkung dar. Es sollte in vitro untersucht werden, ob NO in der Lage ist, die

Spaltung von p53 durch Calpain zu verhindern.

e Posttranslationale Mechanismen spielen in der Regulation von Stabilitét,
transkriptioneller Aktivitit und zelluldrer Lokalisation eine bedeutende Rolle. Dabei
wird der Phosphorylierung von p53 eine Schliisselposition zugeschrieben. Es sollte
untersucht werden, ob NO zur Phosphorylierung von p53 an Serin 15 fiihrt und der
Einfluss der Serin 15-Phosphorylierung auf den nukledren Export von p53 geklart

werden.

o pl4"*F beeinflusst die Wechselwirkung von Mdm2 und p53 und ist damit maBgeblich
an der Regulation von p53 beteiligt. In einem weiteren Experiment sollte deshalb

untersucht werden, ob NO zur Akkumulation von p14*** fiihrt,
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3. Material und Methoden

3.1. Standardpuffer und Losungen

PBS

140 mM NacCl
2.7 mM KCI

8.1 mM Na,HPO,
1.5 mM KH,PO4

AM-150-, 300- oder 500-Puffer

TE-Puffer

3.2. Stimulanzien

Spermine-NONOate
MG 132
Calpain-Inibitor I
Calpain-Inibitor II
Leptomycin B (LMB)

20 mM Tris-HCI pH 7.9

5 mM MgCl,

0.2 mM EDTA

20% Glycerin

0.5% NP-40

150, 300 oder 500 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA

Calbiochem

Sigma

Calbiochem

Calbiochem

wurde freundlicherweise von Dr. Yoshida Minoru,

Tokyo, Japan, zur Verfligung gestellt.
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3.2.1. GSNO-Synthese

Zu einer auf 4°C gekiihlten Losung von 0.765 g Glutathion (2.5 mmol) in 0.5 N HCI wurde
unter Riihren eine dquimolare Menge Natriumnitrit (0.173 g entspricht 2.5 mmol) gegeben.
Die entstandene tief rote Losung wurde 40 min bei 4°C geriihrt. Nach der Zugabe von 10
ml Aceton bildete sich ein rosafarbener Niederschlag, der nach 20 min abgesaugt wurde.
Nach mehrmaligem Waschen mit Aceton und Ether wurde der Niederschlag an der
Olpumpe getrocknet.

GSNO kann am besten portioniert bei -20°C gelagert werden.

3.3. Zellkultur eukaryotischer Zelllinien

Zellen wurden kultiviert in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) und 4.5 mg
D-Glucose/l, supplementiert mit 10% fetalem Kéilberserum (FCS, hitze-inaktiviert bei
56°C fiir 30 min, Gibco), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Zum Splitten
der Zellen wurde Trypsin-EDTA-L6sung (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.56 mM Na,HPO,,
25 mM Tris, 5 mM EDTA, 5 mM Glucose, 0.25% Trypsin) verwendet. RKO- und S{9-
Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Kulturschale abgelost.

Sf9-Zellen wurden in TC-100 Medium (Linaris), supplementiert mit 10% FCS (hitze-
inaktiviert bei 56°C fiir 30 min), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin sowie 5

mM L-Glutamin, gehalten. Die Insektenzellen wurden adhérent bei 27°C kultiviert.

Folgende Zelllinien wurden verwendet:

NIH3T3 — murine Fibroblasten-Zelllinie mit wt p53

U20S — humane Osteosarkom-Zelllinie mit wt p53

Saos-2 — humane Osteosarkom-Zelllinie defizient in p53

RKO -  humane Kolonkarzinom-Zelllinie mit wt p53, Zellen wachsen adhirent, aber
werden zum Splitten mit Zellschabern abgelost

NHF6 — normale humane Fibroblasten, exprimieren ,,normal reguliertes p14***

Sf9 — Insektenzelllinie, Spodoptera  frugipeda, zur  Expression  von

Histidin-markiertem p53
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3.4. Kaultivieren von Insektenzellen

3.4.1. Virusamplifikation (Baculoviren) und Produktion von rekombinantem

His-p53 in Sf9-Zellen

Sf9-Zellen (2 x 107) wurden in eine 15 cm-Schale ausgesit. Am folgenden Tag wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit ca. 5 ml Baculoviruslésung in TC-100 mit einem MOI
(multiplicity of infection) von 0.1 zur Virusamplifikation infiziert. Nach 1-stiindiger
Inkubation auf einem Plattenschiittler wurde frisches Zellkulturmedium zugegeben und das
Medium nach 5 Tagen bei 27°C abgenommen und bei 4°C gelagert. Zur Herstellung von
rekombinantem His-p53 wurden die Insektenzellen mit den amplifizierten Baculoviren mit

einem MOI zwischen 5 und 10 infiziert und nach 48-stiindiger Expression geerntet.

3.4.2. Aufreinigung von His-p53 aus Sf9-Zellen

Rekombinantes humanes Histidin-markiertes wt p53 wurde in baculoviral infizierten S9-
Zellen exprimiert. Die Insektenzellen wurden nach 48-stiindiger Expression geerntet und in
50 mM Hepes [pH 8.0], 130 mM KCI, 1% NP-40 und 1x Proteaseinhibitor-Mix (ohne
EDTA, Boehringer) durch Sonifizieren lysiert, das Extrakt zentrifugiert (100 000 X g, 1 h,
4°C) und der Uberstand bei 4°C iiber Nacht an Ni*-NTA-Agarose gebunden. Die Beads
wurden 3X mit Puffer (50 mM Hepes [pH 8.0], 300 mM KCIl, 10% Glycerin) gewaschen.
Zur Kontrolle der Expression und Reinigung wurde ein Aliquot der Agarose-Beads in 2x
SDS-Gel-Probenpuffer (125 mM Tris-HCI [pH 6.9], 2% SDS, 10% Glycerin, 200 mM
DTT, 0.02% Bromphenolblau) gekocht, auf einem 7.5%igen SDS-PAGE aufgetrennt und
mit Coomassie gefdarbt. Das gereinigte gebundene His-p53 wurde direkt im ,Pull-down‘-

Assay (siehe 3.8.1.) eingesetzt oder bei 4°C gelagert.

3.5. Bakterien-Zellkultur

E. coli -Zellen wurden nach Standardprotokoll, wie in Sambrook et al. (1998) beschrieben,

kultiviert. Plasmid-DNA wurde im E. coli -Stamm XL-1 Blue amplifiziert.
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3.5.1. Transformation und Kultivierung von E. coli

Die transformationskompetenten E. coli wurden mit 100-500 ng rekombinanter Plasmid-
DNA gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
90 sec bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen und danach sofort fiir 2 min auf Eis
abgekiihlt. Den Transformationsansidtzen wurde 1 ml LB-Medium (Sigma) hinzugefiigt
und 1 h bei 37°C geschiittelt. Die Zellen wurden anschlieBend auf LB-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikazusatz (100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin)
ausgestrichen und dann bei 37°C iiber Nacht inkubiert. 3 ml LB-Medium (mit
Antibiotikum) wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und vorkultiviert. Mit 1 ml der
Vorkultur wurde am Abend auf 400 ml expandiert und iiber Nacht bei 37°C, 200 rpm, fiir

die anschlieBende Plasmidisolierung angezogen.

3.5.2. Plasmidisolierung

Alle verwendeten Plasmide wurden mit Hilfe des Quiagen Maxi Kits (Quiagen) nach
vorgegebenem Protokoll isoliert. Die DNA-Konzentration wurde bei OD,gy fotometrisch
bestimmt und in der Regel auf 1 pg/ul eingestellt. Die isolierten Plasmide wurden durch

Restriktionsverdau tiberpriift.

3.6. RNA-Analyse

3.6.1. Priparation von gesamter zellulirer RNA

Fiir die gesamte RNA-Isolierung wurde mit ,RNase-freien‘ Plastikmaterialien und DEPC-
behandeltem Wasser gearbeitet.

Nach der Stimulation wurde das Medium so gut wie moglich aus der Gewebekulturschale
entfernt. Die Monolayer-Zellen wurden direkt in der Gewebekulturschale mit 1 ml
peqGold RNAPure™ (peQLab) pro 10 cm-Schale lysiert und in ein Eppendorfgefil3
tiberfiihrt. Nach 5-miniitiger Inkubation bei RT wurden 0.2 ml Chloroform zugegeben und
die Proben 15 sec kriftig geschiittelt, dann 10 min bei RT stehen gelassen. Eine
anschliefende Zentrifugation fiir 5 min bei 12 000 x g fiihrte zur Trennung der Probe in 3
Phasen, wobei sich die RNA in der oberen, farblosen wéssrigen Phase anreicherte. Diese
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefdl tiberfiihrt und die Prazipitation der RNA durch
Zugabe von 0.5 ml Isopropanol erreicht (15 min, RT). Die prézipitierte RNA wurde



32 Material und Methoden

abzentrifugiert (12 000 x g, 10 min, 4°C), der Isopropanoliiberstand vorsichtig entfernt und
das Pellet 2x mit 1 ml 75%igem Ethanol durch Vortexen und anschliefende Zentrifugation
(12 000 x g, 10 min, 4°C) gewaschen. Das RNA-Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet
und in H,O gelost. Das Erhitzen der RNA-Losung auf 55°C verbesserte die Losbarkeit.

AbschlieBend erfolgte eine fotometrische Konzentrationsbestimmung bei ODygp . Der
Quotient aus OD2gp nm/OD2go nm Wurde zur Bestimmung der Reinheit herangezogen. Er

sollte groBer als 1.8 sein. Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

3.6.2. Northern Blot-Analyse und Préiparation einer Sonde

Fir Northern Blot-Analysen wurden 20 pg der gesamten RNA mit 0.1 Volumen
denaturierendem Puffer (100 pul Formamid, 40 pl Formaldehyd, 20 ul 10x MOPS, 10 pnl
Ethidiumbromid [1 mg/ml]) gemischt, fiir 15 min auf 65°C erhitzt und danach auf Eis
abgekiihlt. Die RNA wurde durch Elektrophorese in einem 1.3%igen Agarose-MOPS (1x)-
Gel (10x MOPS: 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA) aufgetrennt und
mit 20x SSC (3 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat [pH 7.0]) im Kapillarblottverfahren auf eine
Nylonmembran (Amersham, Hybond N) iiber Nacht geblottet. Die Membran wurde
gewaschen, getrocknet und das ,cross-linking® durch 30-miniitige UV-Bestrahlung unter
der Sterilbank durchgefiihrt. Mit Rapid-Hyb Buffer (Amersham) wurde die Membran
15 min bei 65°C pri-hybridisiert, der Hybridisierungspuffer verworfen und 15 ml frischer
Hybridisierungspuffer mit spezifischer **P-dCTP markierter DNA-Sonde (ca. 3 x 10° cpm)
zugegeben. Hybridisiert wurde bei 65°C fiir 135 min. AnschlieBend wurde die Membran
1x mit 2x SSC/0.1% SDS (15 min) und 1x mit 0.2x SSC/0.1% SDS (10 min) jeweils bei

65°C gewaschen und iiber Autoradiografie analysiert.

3.6.3. Herstellung einer **P-dCTP markierten DNA-Sonde

Zur Herstellung der p53-DNA-Sonde wurde das Plasmid pSG5-p53 (murine cDNA) mit
BamHI verdaut, die Restriktionsfragmente iiber ein 0.8%iges Agarosegel aufgetrennt und
das p53-cDNA-Stiick mit Hilfe des QIAEX |l Agarosegel Extraktionskits (Quiagen) nach
Anleitung isoliert. 1.5 pl des Isolationsproduktes wurden in 45 pl sterilem TE-Puffer
verdiinnt und zur Denaturierung der DNA fiir 5 min auf 95°C erhitzt. Die denaturierte
DNA wurde anschlieBend zu einem Ansatz ,labelling mix‘ (Amersham, Rediprime DNA

labelling system) pipettiert und durch Anschnippen gut gemischt. Durch Zugabe von 5 pl
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32p_dCTP und Mischen wurde die Reaktion gestartet und nach 10 min bei 37°C durch
Zugabe von 5 pl 0.2 M EDTA wieder gestoppt. Um die freie Radioaktivitdt, d.h.
ungebundenes **P-dCTP aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, wurde die Probe iiber eine
Chroma Spin-Column (Clontech) aufgereinigt. 1 pl des gereinigten Reaktionsansatzes
wurde im Szintillationszéhler vermessen und etwa 2 x 10’ cpm/ml zur Hybridisierung nach

dem Denaturieren (95°C, 5 min) eingesetzt.

3.7. Proteinanalyse

3.7.1. Herstellung von Zelllysaten zur Proteinanalyse

Die gewlinschten Zellen wurden in 10 cm-Schalen ausgesit, bei einer Konfluenz von ca.
80% stimuliert und anschlieend in PBS abgeschabt und abzentrifugiert (1 000 rpm, 5 min,
RT). Das Zellpellet wurde in 200 pl Lysepuffer (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 5 mM EDTA,
150 mM NaCl, 0.5% NP-40, 1 mM PMSF) resuspendiert und 30 min auf Eis lysiert. Nach
einer Ultraschallbehandlung (Bandelin Sonifier, 10 sec, 80% output) wurden anschlieend
die verbliebenen Zelltriimmer abzentrifugiert (18 000 x g, 10 min, 4°C). Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Zur Lagerung wurden die Lysate in

fliissigem Stickstoff schnell eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.7.2. Bestimmung der Proteinkonzentration und SDS-Polyacrylamidgel-

elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinkonzentrationen der zu untersuchenden Zelllysate wurden mittels Bradford
Assay (Biorad) bestimmt. Gleiche Proteinmengen wurden mit 2x SDS-Gel-Probenpuffer
(125 mM Tris-HCl1 [pH 6.9], 2% SDS, 10% Glycerin, 200 mM DTT, 0.02%
Bromphenolblau) gemischt und 10 min bei 95°C gekocht. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte im SDS-Polyacrylamidgel nach Laemmli (Laemmli, 1970) bei 70 V, wobei sich
der Polyacrylamidanteil des Gels nach dem Molekulargewicht des zu untersuchenden
Proteins richtete. Zur Referenz wurden vorgefiarbte Proteinmarker (RPN 800 oder 765,
Amersham) mit aufgetrennt. Der Elekrophorese-Puffer war wie folgt zusammengesetzt: 25
mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1% SDS. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden
die Proteine mit Coomassie Brilliant Blue G250 gefarbt oder auf Nitrozellulose geblottet.
Zur Coomassiefarbung wurde das Gel fiir 30 min mit Farbelosung (50% Methanol, 10%
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Essigsédure, 2% w/v Coomassie Brilliant Blue G250) langsam geschiittelt. Anschlieend
wurde das Gel mit Entfarberlosung (5% Methanol, 3% Essigsédure, 92% H,0) so lange
entférbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Vor dem Trocknen (Geltrockner, 2 h,
65°C) wurde das Gel in ddH,O mit 20% Glycerin inkubiert.

3.7.3. Western Blot-Analyse

Durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden im Semi-Dry-Blotverfahren (Trans-Blot
SD von Biorad) auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham, Hybond C extra) geblottet
(1.3 mA/cm’, 90 min). Die Blotapparatur wurde fiir den Proteintransfer wie folgt

zusammengebaut:

- 3 Blatt Whatmann-Papier
- Nitrozellulosemembran
- SDS-Polyacrylamidgel
- 2 Blatt Whatmann-Papier

Whatmann-Papier und Nitrozellulosemembran wurden zuvor mit Blotpuffer (25 mM Tris,
192 mM Glycin, 20% Methanol) getrinkt. Die gleichmiBige Beladung und das Blotten des
Gels wurde durch Ponceau S-Féarbung tiberpriift (0.1% Ponceau S in 5% Essigsédure). Die
Ponceau-Farbung wurde mit TTBS (140 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI [pH 7.2], 0.1%
Tween-20) entfernt und der Blot mit 5% Milchpulver in TTBS bei RT mindestens 40 min
blockiert. Der Blot wurde iiber Nacht bei 4°C mit dem Primérantikérper (entsprechend
verdiinnt in 0.5% Milchpulver in TTBS) inkubiert. Die Membran wurde am nichsten Tag
3x 15 min mit TTBS gewaschen, bevor die Inkubation mit dem entsprechenden
HRP(horseradish peroxidase)-gekoppelten  Sekunddrantikorper  (verdinnt in  0.5%
Milchpulver in TTBS) fiir 1 h bei RT vorgenommen wurde. Der Blot wurde weitere 5x fiir
10 min mit TTBS gewaschen, bevor durch ,Enhanced Chemi-Luminescence® (ECL,

Amersham) das gesuchte Protein detektiert wurde.
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Folgende Antikorper wurden benutzt:
Priméire Antikorper: Verdiinnung:
anti-p53 Maus monoklonale Antikorper:

PAb 122 (Epitop: Aminosduren 369-379; Hybridoma-

Uberstand, Protein A gereinigt; die Hybridoma-Zelllinie wurde

von Prof. Stahl, Homburg/Saar, zur Verfligung gestellt) 1: 800

PAb 1801 (Epitop: Aminosduren 46-55, Oncogene) 1: 1000

PAb DO-1 (Epitop: Aminosduren 21-25, Oncogene) 1: 1000
anti-phospho-p53 (Serin 15, New England Biolabs) 1: 1500
anti-Mdm?2 (SMP14; Santa Cruz) 1: 1000
anti-humanes CRM1 (wurde von Prof. Grosveld zur Verfiigung 1: 300
gestellt)
anti-HA (HA.11, BAbCO) 1: 1500
anti-Ubiquitin (Dako) 1: 2000
anti-DNA-Topoisomerase Ila,  (StressGene) 1: 1500
anti-B-Tubulin (Boehringer, Mannheim) 1: 1500
anti-GAPDH (eigene Herstellung, Prof. Briine) 1: 800
Sekundiire Antikorper: Verdiinnung:
anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert (Promega) 1:10000
anti-Maus IgG, HRP-konjugiert (Promega) 1:10000
anti-Maus IgG, HRP-konjugiert (Amersham) 1: 3000
anti-Maus IgG2b, human adsorbiert, HRP-konjugiert (Southern
Biotechnology) 1: 4000

3.7.4. ,Stripping‘ von Western Blots

Sollen verschiedene Proteine auf einer Nitrozellulosemembran untersucht werden, kann

der Blot bei ausreichendem GroBenunterschied der Proteine zerteilt oder Antikdrper,

welche aus unterschiedlichen Spezies gewonnen wurden, verwendet werden. Ist der

GroBenunterschied zu gering oder sind keine entsprechenden Antikdrper verfiigbar, so ist

es moglich, nach der ersten Fiarbung die Antikdrper von der Membran mittels pH-

Verschiebung herunterzuwaschen. Dazu ldsst man den Blot mit ,Stripping Buffer® (0.2 M
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Glycin, 0.5 M NaCl, mit Essigsdure auf pH 2.8 eingestellt) schiitteln (ca. 2 min bei RT)
und titriert dann mit 5 N NaOH bis zu einem pH von etwa 8. Man ldsst die Membran noch
weitere

2-3 min schiitteln, bevor sie mit TTBS gewaschen wird. Jetzt kann eine neue Detektion mit
einem anderen Antikorper vorgenommen werden. Es ist ratsam, den Blot zuerst mit dem
weniger sensitiven Antikorper zu entwickeln. Voraussetzung ist auBlerdem, dass die

Membran nach der ersten Entwicklung feucht gehalten wird.

3.8. Techniken zum Studium von Protein-Protein-Wechselwirkung

3.8.1. ,Pull-down‘-Assay

Fiinf 15 cm-Schalen (je 1.5 x 10° Zellen) NIH3T3-Fibroblasten wurden mit je 10 ng
Mdm2-Plasmid (pCHDMI1A) transfiziert (Transfektion siehe unter 3.9.), die Zellen nach
24-stlindiger Expression in AM-300/1X Protease-Inihibitor-Mix (Roche) 30 min auf Eis
lysiert und Zelltriimmer abzentrifugiert (100 000 x g, 45 min, 4°C). Nach Bedarf wurde das
Zelllysat mit GSNO fir 30 min bei 37°C vorbehandelt und anschlieBend mit
immobilisiertem His-p53 (an 15 pl der Ni-NTA-Agarose, hergestellt wie unter 3.4.2.
beschrieben) gemischt und 1 h bei RT zur Ausbildung der Wechselwirkung auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert. Danach wurden die Agarose-Beads abzentrifugiert (100 X g),
der Uberstand verworfen und die Beads jeweils 1x mit AM-300 (10 min, RT) und AM-500
(10 min, RT) gewaschen. Die Beads wurden in 2x SDS-Gel-Probenpuffer 10 min gekocht
und durch eine 7.5%ige SDS-PAGE getrennt. Nach dem Blotten wurde Mdm2 (SMP14)
detektiert.

3.8.2. Co-Immunoprizipitation von p53 oder/und CRMI1 mit

immobilisiertem anti-Mdm2-Antikorper

2 x 10° NIH3T3-Zellen wurden in 15 cm-Schalen ausgesit, am folgenden Tag mit 8.5 pg
pCHDMI1A-Plasmid (Mdm?2), transfiziert (siche 3.9.)und nach weiteren 20-24h
Inkubation stimuliert. Die Zellen wurden in PBS abgeschabt, abzentrifugiert (1 000 rpm,
5Smin, RT) und in AM-150-Puffer/1 mM PMSF/1 mM NaF/l mM ortho-Vanadat/1x
Protease-Inhibitor-Mix (Roche) lysiert. Nach 30-45 min auf Eis wurden die Proben bei
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100000 xg, 4°C, fiir 45 min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB
iberfiihrt und die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt.

Am Vorabend der Immunoprézipitation (IP) wurden pro IP-Probe 2.5 pg Mdm2-
Antikorper (SMP14) an 20 pl (,settled volume*) Protein G-Plus Agarose (Oncogene) bei
4°C gebunden. Die Beads wurden exzessiv mit AM-150-Puffer gewaschen und
gleichmédBig in 1.5 ml-Reaktionsgefdle mit Schraubdeckel verteilt. 1.8 mg Protein/Probe
wurden in die IP eingesetzt und iiber Nacht bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert.
Nach dem Binden wurden die Beads abzentrifugiert (100xg, 1 min, 4°C), der Uberstand
verworfen und die Protein G-Beads 3x mit 500 ul AM-150-Puffer/1 mM PMSF/1 mM
NaF/1 mM ortho-Vanadat/I1x Protease-Inhibitoren gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde der Puffer moglichst vollstandig entfernt und die Beads nach Zugabe
von 50 upl 2x SDS-Gel-Probenpuffer 10 min bei 95°C gekocht. Die Beads wurden
abzentrifugiert, der Uberstand mittels 7.5%iger SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Der
Western Blot wurde bei etwa 60 kDa auseinander geschnitten, das obere Teil mit anti-
Mdm2 Antikérper (SMP14) und das untere Stiick mit anti-p53 Antikorper (PAb 122)
inkubiert. Als Sekunddrantikdrper wurde fiir den p53-Blot ein HRP-konjugierter anti-Maus
IgG2b Antikorper, 1:4000 verdiinnt, eingesetzt. Zur Input-Kontrolle wurden Western
Blots gegen p53 (PAb 122) und Mdm2 (SMP14) direkt aus dem Zelllysat hergestellt.

Um p53 und CRMI1 mit endogenem Mdm2 zu prézipitieren, wurden RKO-Zellen
stimuliert und ansonsten wie bei den NIH3T3-Fibroblasten verfahren. Um coprézipitiertes
CRMI1 (GroBe ca. 110 kDa) zu untersuchen, wurde der Western Blot mit den IP-Proben
erst mit Maus anti-Mdm2 Antikorper (SMP14) entwickelt, danach mit TTBS gewaschen,
erneut mit 5% Milchpulver in TTBS blockiert und mit Kaninchen anti-hCRM1 Antikérper

entwickelt.

3.9. Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

Fiir den Luciferase-Assay, den Ubiquitinierungsassay und die Co-Immunoprizipitation
mussten NIH3T3-Fibroblasten transient transfiziert werden. Dies wurde mit Hilfe von
Superfect (Quiagen) durchgefiihrt. NIH3T3-Zellen lieBen sich in den Passagen 16-42 gut
transfizieren, wenn man ein Verhéltnis von Plasmid-DNA zu Superfect von 1 pg: 8 ul
einsetzte. 20-24 h nach der Transfektion erfolgte die Stimulation und Weiterverarbeitung

der Zellen wie in den entsprechenden Abschnitten beschrieben.
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3.10. Luciferase-Assay

2 x 10° NIH3T3-Zellen wurden am Vortag der Transfektion in 6 cm-Schalen ausgesit. Die
Zellen wurden mit 0.3 pg p53-induzierbaren Luciferase-Reporter-Konstrukten PG13-Luc
(enthédlt 13 wt p53-Bindestellen, die ,upstream‘ eines Polyoma-Virus-early-Promotors
liegen, welchem das Luciferasegen nachgeschaltet ist) oder MGI15-Luc (enthélt 15
mutierte Bindestellen und dient als Negativkontrolle) unter Zuhilfenahme von Superfect
transient transfiziert. Die Plasmide wurden freundlicherweise von Prof. B. Vogelstein zur
Verfiigung gestellt. Die 8-stiindige Stimulation der Zellen erfolgte 20-25 h nach der
Transfektion. AnschlieBend wurden die Zellen in PBS abgeschabt, abzentrifugiert und ein
weiteres Mal mit PBS gewaschen und abzentrifugiert. Die Zelllyse erfolgte 10 min auf Eis
mit 450 pl 1x Lysepuffer fiir Luciferase-Assay (Promega). Das Lysat wurde 2 min bei 4°C
mit 18 000 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt. 5 ul
des Uberstandes wurden mit 100 ul Luciferase-Substrat (Promega) vermischt und sofort

fiir 20 sec im Luminometer vermessen.

3.11. Heterokaryon-Assay

Diese Versuche wurden im Labor von Dr. Yanping Zhang (M.D. Anderson, Houston, TX)
nach einem modifizierten Protokoll von Roth et al., 1998, durchgefiihrt. Die benutzten

Adenoviren wurden dort zur Verfligung gestellt.

3.11.1. Virale Infektion von eukaryotischen Zellen

Es wurden Adenoviren zur Expression von wt p53, humanem ARF (p14) und E2FI in
adhérenten Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden am Vortag der Infektion ausgesét. Zur
Infektion wurde das Medium abgenommen und durch 2 ml frisches DMEM/ 0.2% FCS/
Penicillin (100 U/ml)/ Streptomycin (100 pg/ml) ersetzt. Aus der Virusstocklosung wurde
eine Vorverdiinnung in FCS-reduziertem Medium hergestellt und zu den Zellen gegeben.
Um eine gute, gleichmifBige Infektion zu gewéhrleisten, wurde die Schale alle 15 min
geschwenkt. Nach 2-stiindiger Inkubation wurde die Infektionslosung abgesaugt, die
Zellen 1x mit PBS und 2x mit voll supplementiertem DMEM gewaschen und mit frischem,

vollstidndig supplementiertem DMEM zur Proteinexpression 16-20 h inkubiert. Sollten die
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infizierten Zellen spiter fiir Heterokaryon-Analysen verwendet werden, wurden sie nach
etwa 1 h abtrypsiniert, mit den zu verschmelzenden Zellen gemischt und in 6-Well-Platten

ausgesat.

3.11.2. Verschmelzen der Zellen und Immunfluoreszenzfirbung

Die Heterokaryon-Analysen wurden in 6-Well-Platten durchgefiihrt. Um eine gute
Verschmelzung der Zellen, d.h. Heterokaryen zu erzielen, ist es wichtig, dass die Zellen
am Tag des Versuchs nahezu konfluent sind. Um eine Protein-Neusynthese zu verhindern,
wurde nach der gewiinschten Stimulation das Medium abgesaugt und durch Cycloheximid-
haltiges Medium ersetzt. Nach 20 min wurden die Zellen 1x mit 37°C warmem PBS
gewaschen und anschlieBend mit PBS/50% (w/v) Polyethylenglycol (PEG) 8000
iiberschichtet und 3 min bei 37°C inkubiert. Dabei soll die 6-Well-Platte gut geschwenkt
werden, um sicherzustellen, dass alle Zellen bedeckt sind und auBlerdem die
Verschmelzung der Zellmembranen wesentlich verbessert wird. Danach wurde die PEG-
Losung bestmdglich entfernt und die Zellen je 2x mit PBS und voll supplementiertem
DMEM gewaschen. Die verschmolzenen Zellen wurden fiir weitere 50-60 min mit
Cycloheximid-haltigem, voll supplementiertem DMEM inkubiert, um das ,Protein-
Shuttling® zu ermdglichen. Danach wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, mit 3%
Paraformaldehyd in PBS fiir 10 min bei RT fixiert und anschlieend mit 0.2% Triton X-
100 in PBS fiir 5 min bei 4°C permeabilisiert. Unspezifische Bindungen wurden mit 0.5%
BSA in PBS geblockt (30 min bei RT). Fiir die Blockierung und die weiteren Férbeschritte
wurde die 6-Well-Platte auf einen Kippschiittler gestellt. Die primiren Antikdrper wurden
in 400 pl 0.5% BSA in PBS pro Well wie folgt verdiinnt und fiir mindestens 2 h bei RT
oder tliber Nacht bei 4°C inkubiert:

anti-p53 (FL-393, Santa Cruz) 0.1 pg/Well
anti-Phospho-p53 (serine 15, New England Biolabs) 0.15 pl/Well
anti-pl14ARF (Klon 14P02, Neomarkers) 0.4 ng/Well

Uberschiissiger Primérantikdrper wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt und

die Zellen anschliefend mit fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorpern inkubiert. Diese



40 Material und Methoden

wurden ebenfalls in 400 pl PBS/0.5% BSA pro Well verdiinnt und fiir 1 h bei RT und
lichtgeschiitzt inkubiert:

Affe anti-Kaninchen IgG, FITC-konjugiert 8 ul/Well
Affe anti-Ziege IgG, Rhodamine Red™-X-konjugiert 8 ul/Well
Affe anti-Maus IgG, AMCA-konjugiert 8 ul/Well

(Alle fluoreszenzmarkierten Sekundéirantikdrper wurden von Jackson Research bezogen.)

Uberschiissiger Sekundirantikorper wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt
und die Zellen mit Mounting solution (DAKO) und einem Deckgldschen eingedeckt. Die
digitalen Aufnahmen wurden an einem Invert-Fluoreszenzmikroskop der Firma Olympus

gemacht.

3.12. Immunfluoreszenzfirbung

Die Zellen wurden auf beschichteten Objekttragern mit Aussparungen ausgesit und
stimuliert. Vor dem Fixieren wurden die Objekttrdger vorsichtig mit PBS gewaschen. Die
Fixierung erfolgte durch 10-miniitige Inkubation mit 3% Paraformaldehyd in PBS auf Eis.
Uberschiissiges Paraformaldehyd wurde mit PBS abgewaschen und die Zellen in 0.2%
Triton X-100 in PBS auf Eis fiir 10 min permeabilisiert. Vor dem Blockieren mit FCS (20
min, RT) wurde das Triton X-100 durch sorgfaltiges Waschen mit PBS (3x 10 min bei RT)
entfernt. Der 1. Antikorper (PAb 122) wurde in PBS/0.5% BSA 1:20 verdiinnt und die
Zellen damit iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Uberschiissiger 1.
Antikorper wurde durch exzessives Waschen mit PBS bei RT entfernt und danach der 2.
Antikorper (Rabbit anti-Maus IgM, Cy™3-konjugiert / Jackson Immuno Research;
Verdiinnung 1:600) fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Durch 3x Waschen mit PBS wurde
iiberschiissiger 2. Antikorper entfernt und anschlieBend die DNA mit 4°, 6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI, 1 pg/ml in PBS) gefarbt. Die gefdrbten Zellen wurden mit Mowiol
(Calbiochem-Novabiochem) eingedeckt und mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica)

digitale Auftnahmen erzeugt.
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3.13. Darstellung von ubiquitiniertem p53

3.13.1. Ubiquitinierung von transient exprimiertem HA-p53

denaturierender Lyse-Puffer: Protein-Puffer:
6 M Guanidinium-HCl 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer [pH 8.0]
0.1 M Natrium-Phosphat-Puffer [pH 8.0] 100 mM NacCl
10 mM Imidazol 10 mM Imidazol
20% Glycerin
0,2% NP-40

Waschpuffer:
A: 6 M Guanidinium-HCl

0.1 M Natrium-Phosphat-Puffer [pH 5.8]

B: denaturierender Lysepuffer : Protein-Puffer / 1:1

C: denaturierender Lysepuffer : Protein-Puffer / 1:3

NIH3T3-Zellen wurden, wie unter 3.9. beschrieben, mit Superfect transfiziert. Pro Probe
wurde eine 15 cm-Schale mit 0.6 pg HA-p53-Plasmid, 4.5 pg His-Ubiquitin-Plasmid und,
je mnach Versuchsansatz, unterschiedliche Mengen pCHDMI1A-Plasmid (Mdm?2)
transfiziert.

20-24 h nach der Transfektion wurden die Zellen stimuliert und anschliefend in PBS
abgeschabt. Fiir die Analyse der Protein-Level (Input) von endogenem p53, exogenem
HA-p53 und Mdm2 wurde 1/8 der Zellen mit Lysepuffer (50 mM Tris-HCI1 [pH 8.0],
5mM EDTA, 150 mM NacCl, 0.5% NP-40, I mM PMSF) fiir 30 min auf Eis inkubiert und
10 sec sonifiziert. Die Zelltriimmer wurden abzentrifugiert (18 000 X g, 10 min, 4°C) und
das Extrakt einer Western Blot-Analyse, wie unter 3.7.3. beschrieben, unterzogen.

7/8 der Zellen wurden in 2 ml denaturierendem Lysepuffer lysiert und fiir 20 sec einer
Ultraschallbehandlung (Bandelin Sonifier, 80% output) unterzogen. 30 ul/Probe (,settled
volume‘) Ni*’-NTA-Agarose-Beads wurden mit denaturierendem Lysepuffer dquilibriert
und zu den Proben pipettiert. Die Bindung von His-Ubiquitin erfolgte iiber Nacht bei 4°C
auf dem Uberkopfschiittler.
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Am néchsten Morgen wurden die Agarose-Beads abzentrifugiert und mit je 0.7 ml wie

folgt gewaschen:

- denaturierender Lysepuffer [pH 8.0]
- Puffer A
- denaturierender Lysepuffer [pH 8.0]
- Puffer B
- Puffer C

- Protein-Puffer

Zwischen den einzelnen Waschschritten wurden die Beads mit 100xg (1 min)
abzentrifugiert und der Waschpuffer verworfen.

Nach dem letzten Waschschritt wurde der Puffer mdglichst vollstindig entfernt und die
Ni**-NTA-Agarose mit 50 ul 2x SDS-Gel-Probenpuffer/20 % B-Mercaptoethanol (an stelle
von DTT) fiir 10 min bei 95°C gekocht. Die Proben wurden durch eine 7.5%ige SDS-
PAGE aufgetrennt und der Western Blot mit anti-HA Antikdrper entwickelt.

Die Plasmide wurden freundlicherweise von Christine Jost (HA-p53), Dirk Bohmann (His-

Ubiquitin) und Arnie Levine (pCHDM1A) zur Verfligung gestellt.

HA-p53 Marin et al., 1998 HA-markiertes p53 (Ratten cDNA)
His-Ubiquitin ~ Treier et al., 1994 Hisg-markiertes Ubiquitin (human)
pCHDMIA Chenetal, 1995 Mdm2 (humane cDNA)

3.13.2. Ubiquitinierung von endogenem p53

RKO-Zellen wurden stimuliert, in PBS abgeschabt, abzentrifugiert (1 000 rpm, 5 min, RT)
und die Zellen in AM-150-Puffer/l mM PMSF/1 mM NaF/1 mM ortho-Vanadat/1x
Protease-Inhibitoren lysiert. Nach 30-45 min auf Eis wurden die Proben bei 100000 X g
(4°C) fiir 45 min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und
die Proteinkonzentration nach Bradford (Biorad) bestimmt. 80 pg Protein wurden mit 2x
SDS-Gel-Probenpuffer gemischt und 10 min gekocht. Die Proben wurden durch eine
7.5%ige SDS-PAGE aufgetrennt und der Western Blot mit DO-1 Antikorper entwickelt.
Um die Ubiquitinierung detektieren zu konnen, musste der Film meist ldnger als 5 min
aufgelegt werden. Durch extrem kurze Expositionen konnten die p53-Level der

unterschiedlichen Proben gezeigt werden.
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3.14. Zellfraktionierung

Hypotonischer Puffer: Kernlysepuffer:

10 mM Hepes [pH 7.9] 10 mM Hepes [pH 7.9]

10 mM KCI 350 mM KCl

0.1 mM EDTA 0.1 mM EDTA

1.5 mM MgCl, 1.5 mM MgCl,

0.5 mM PMSF 0.5 mM PMSF

1 mM NaF 1 mM NaF

1 mM ortho-Vanadat 1 mM ortho-Vanadat

1x Protease-Inhibitor-Mix (Roche) 1x Protease-Inhibitor-Mix (Roche)

Glycerol Storage Buffer:
50 mM Tris-HCI [pH 8.3]
5 mM MgCl,

0.1 mM EDTA

40% Glycerin

Pro Probe wurden etwa 1.5 bis 2 x 10’ RKO-Zellen eingesetzt. Nach der Stimulation
wurden die Zellen in PBS abgeschabt, gezdhlt und abzentrifugiert. /s der Zellen wurden in
hypotonischem Puffer resuspendiert (100 ul pro 1 x 10° Zellen) und zum Anschwellen fiir
3 min auf Eis inkubiert. Zur Lyse wurde unter Vortexen NP-40 bis zu einer
Endkonzentration von 0.05% zugegeben (Stock-Losung: 10% NP-40) und die Zelllyse
mikroskopisch mit Trypanblau kontrolliert. Es ist eine 100%ige Zelllyse erforderlich, da
das Kernlysat ansonsten mit cytoplasmatischen Proteinen verunreinigt ist, was zur
Verfélschung der Ergebnisse fiihrt. Nach abgeschlossener Zelllyse mussten die noch
intakten Kerne sofort bei 400 X g (4 min, 4°C) abzentrifugiert und der Uberstand, der die
cytosolische Fraktion darstellt, in ein frisches Reaktionsgefdl iiberfiihrt werden. Die
cytosolische Fraktion wurde sofort einer weiteren Zentrifugation (10 min, 18 000 x g, 4°C)
unterzogen und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt. In der Zwischenzeit
wurden die Kerne in 350 pl Glycerol Storage Buffer resuspendiert und wieder
abzentrifugiert (400 x g, 4 min, 4°C). Dieser Schritt wurde noch 2x wiederholt, um die
cytoplasmatische Matrix mdglichst gut zu entfernen. Zur Kernlyse wurde das Kernpellet in

Kernlysepuffer aufgenommen und 30 min auf Eis, unter gelegentlichem Vortexen,
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inkubiert. AnschlieBend wurde die Kernsuspension fiir 15 sec einer Ultraschallbehandlung
(Bandelin Sonifier, 80% output) unterzogen und weitere 15 min auf Eis inkubiert. Das
Kernlysat wurde durch Zentrifugation bei 18 000 x g (10 min bei 4°C) von unlysierten
Kernen und Membrantriimmern befreit. Der Uberstand stellt die nukleéire Fraktion dar.

Als Referenz (komplettes Zelllysat) wurde immer '/g der stimulierten Zellen nach dem
Abschaben gesondert in Kernlysepuffer lysiert, 30 min auf Eis inkubiert, 15 sec einer
Ultraschallbehandlung (Bandelin Sonifier, 80% output) unterzogen und weitere 15 min auf
Eis inkubiert. Um unldsliche Zelltriimmer zu entfernen, wurde zentrifugiert (18 000 X g,
10 min, 4°C) und der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt.

Es erfolgte eine Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (Biorad) und gleiche
Proteinmengen wurden mit 2Xx SDS-Gel-Probenpuffer gemischt, gekocht und einer

Western Blot-Analyse unterzogen.

3.15. Proteasomaktivititsmessung

Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-Aminomethylcumarin (s-LLVY-AMC) ist ein vom Proteasom
als Substrat bevorzugtes Fluoropeptid (Grune et al., 1996). Durch die proteolytische
Aktivitit des Proteasoms wird aus dem Fluoropeptid AMC freigesetzt, welches
fluorimetrisch bei 365 nm Excission und 460 nm Emission gemessen werden kann.

Die Zellen wurden nach der Stimulation in PBS abgeschabt, abzentrifugiert und 1x mit
PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 pl Hepes-Puffer (100 mM Hepes [pH 7.9],
10% Succrose, 0.1% Chaps) pro 10 cm Schale aufgenommen und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Lyseansatz fiir 10 sec einer Ultraschallbehandlung
(Bandelin Sonifier, 60% output) unterzogen und weitere 10 min auf Eis lysiert. Um
Membrantriimmer und andere Zellreste zu entfernen, wurde fiir 15 min (5000 x g bei 4°C)
zentrifugiert, der erhaltene Uberstand in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die
Proteinkonzentration nach Bradford (Biorad) bestimmt.

100 pg des so gewonnenen Zellextrakts wurden in einem Gesamtvolumen von 200 pl mit
50 uM s-LLVY-AMC, 5 mM MgCl,, 5 mM ATP, 50 mM Tris-HCI [pH 7.8], 20 mM KCI
und 5 mM Magnesiumacetat gemischt und 1 h bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von
200 ul 0.1 M Natriumborat in Ethanol/H,O (9:1, [pH 9.0]) wurde der proteolytische Abbau

gestoppt und das freigesetzte AMC im Fluorimeter (Tecan) bestimmt.
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3.16. Gekoppelte in vitro Transkription/Translation

Die in vitro Synthese von p53 wurde mit dem TNT® Quick Coupled
Transcription/Translation System (Promega) durchgefiihrt. Zu 40 ul Master-Mix wurde
1 pg pSG5-p53-Plasmid und 50 pCi *’S-Methionin (1000 Ci/mmol) gegeben und der
Gesamtansatz auf 50 pl aufgefiillt. Der in vitro Translations-Ansatz wurde 90 min bei
30°C inkubiert und entweder direkt in den unter 3.17. beschriebenen Assay eingesetzt oder

in fliissigem Stickstoff schnell eingefroren und bei -70°C aufbewahrt.

3.17. Assay zur Spaltung von pS53 durch Calpain

5 ul in vitro translatiertes >>S-markiertes wt p53 wurden mit PBS/I mM CaCl/l mM
MgCl, gemischt. 0.2 U Calpain und, je nach Ansatz noch 1 mM GSNO, wurde dazu
pipettiert. Die Reaktionsansidtze wurden 3 h bei RT inkubiert und anschlieBend mit 2x
SDS-Gel-Probenpuffer fiir 5 min gekocht. Die Proteine wurden durch eine 10%ige SDS-
PAGE aufgetrennt und das Gel getrocknet. *>S-p53 und seine Spaltprodukte wurden
autoradiografisch detektiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Stickstoffmonoxid-vermittelte @ Akkumulation von p53 st

zelllinienspezifisch sowie zeit- und konzentrationsabhingig

Die Akkumulation von p53 nach exogen applizierten NO-Donoren wie
S-Nitrosoglutathion =~ (GSNO) oder SperminNONOate (SpNO) verhidlt sich
zelllinienspezifisch. Um die optimalen Inkubationszeiten und Arbeitskonzentrationen fiir
die Stimulation mit GSNO festzustellen, wurden Zeit- und Konzentrationskinetiken mit
den Zelllinien durchgefiihrt, die in den weiteren Versuchen eingestzt werden sollten
(murine NIH3T3-Fibroblasten, humane RKO und U20S). Nach der Stimulation der
verschiedenen Zelllinien mit unterschiedlichen GSNO-Konzentrationen (0.1-1 mM) und
unterschiedlich langen Stimulationszeiten (1-24 h) wurde die Expression von p53 im

Western Blot analysiert (Abbildung 8).

NIH 3T3
p53 > |- - — -
1 mM GSNO [h] - 1 2 4 6 8 Abbildung 8: Konzentrations-
und Zeitkinetiken der GSNO-
p53 > B o s vermittelten pS3-Akkumulation.
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RKO angegebenen Zeiten und GSNO-
p53 > B— Konzentrationen inkubiert. Die
025mMGSNO[ - 4 8 24 - - relative Bestimmung der p53-
05mMMGSNO [h] - - - - 8 24 Expression erfolgte durch Western
Blot-Analyse mit folgenden
u20s Primérantikérpern: ~ NIH3T3  —
053 > S ———— PAb122; RKO — DO-1; U20S —
I{mMMGSNO [\] - 2 4 6 8 16 PAD 1801,

p53 > __—---%

GSNO;8h [mM] - 05 41 2 5 1
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Wihrend in NIH3T3-Fibroblasten nach 4 h mit | mM GSNO ein Maximum im p53-Level
erreicht war und bei lingeren Stimulationszeiten (6-16 h) die p53-Menge wieder abnahm,
konnte in RKO- und U20S-Zellen auch bei den ldngsten untersuchten Zeiten noch eine
Zunahme des p53-Levels festgestellt werden. In RKO-Zellen geniigte eine GSNO-
Konzentration von 0.5 mM um eine maximale Akkumulation von p53 zu erreichen.
Hohere GSNO-Konzentrationen fithrten zum Ablésen der Zellen von der
Gewebekulturschale, was auf toxische Effekte von NO zuriickzufithren ist. NIH3T3-
Fibroblasten und U20S-Zellen zeigten bei 1 mM GSNO eine normale Anhaftung und die
hochsten p53-Proteinlevel. Deshalb wurde in weiteren Versuchen mit RKO-Zellen
maximal 0.5 mM GSNO und in solchen mit NIH3T3- bzw. U20S-Zellen 1 mM GSNO

eingesetzt.

4.2. Durch NO induziertes p53 ist nukleir lokalisiert und transkriptionell

aktiv

Manche Stressoren bewirken zwar eine Akkumulation von p53, fiihren aber nicht
zwangsldufig zur Lokalisation des Proteins im Kern, wie es bei einem aktiven
Transkriptionsfaktor zu erwarten wire (Davis et al., 2000). Um zu kliren, ob durch NO
induziertes p53 nukledr lokalisiert ist, wurden Zellfraktionierungen von RKO-Zellen
(Abbildung 9) sowie Immunfluoreszenztarbungen an NIH3T3-Zellen (Abbildung 10)
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle fiir nukleédr lokalisiertes p53 wurde Leptomycin B
(LMB, 5 ng/ml) in den Zellfraktionierungsversuchen eingesetzt. LMB ist ein Inhibitor des
CRMI-vermittelten nukledren Exports, welchem p53 folgt. Eine Hemmung des nukleéren
Exports fiihrt in diesem Fall zur Akkumulation von p53, da angenommen wird, dass die
proteasomale Degradation von p53 im Cytoplasma stattfindet. RKO-Zellen wurden mit
GSNO und LMB stimuliert und die Zellen entweder komplett lysiert (Abbildung 9, Spuren
1-4) oder in cytoplasmatische (Spuren 5-8) und nukledre Fraktionen (Spuren 9-12)
getrennt. Um die Reinheit der Fraktionen zu kontrollieren, wurden die Leitproteine DNA-
Topoisomerase II und p-Tubulin zusdtzlich im Western Blot analysiert. Die
Zellfraktionierung zeigte, dass nach GSNO-Behandlung akkumuliertes p53 vorwiegend
nukledr lokalisiert ist. Nach Hemmung des nukledren Exports mit LMB zeigte sich eine

dhnliche Verteilung des dadurch akkumulierten p53.
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komplettes cytosolische nukleére
Lysat Fraktion Fraktion
0.5mMGSNOI[h] - 8 24 - - 824- -8 24 -
5ng/mlLMB [h] - - - 6 - - -6 - - - 6
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Abbildung 9: GSNO fiihrt zu nukleér lokalisiertem p53. RKO-Zellen wurden fiir 8 und
24 h mit 0.5 mM GSNO oder fiir 6 h mit 5 ng/ml LMB inkubiert und anschlieBend entweder
komplett lysiert (Spuren 1-4) oder in cytoplasmatische (Spuren 5-8) und nukledre (Spuren 9-
12) Fraktionen getrennt. Die Kontrolle (Spuren 1, 5 und 9) wurde nicht behandelt. Western
Blot-Analysen von p53 (DO-1), DNA-Topoisomerase Ila, 3 und (-Tubulin wurden
durchgefiihrt.

Kontrolle GSNO

1 2
p53

DAPI

Abbildung 10: Durch GSNO-Behandlung akkumuliertes p53 ist nukleiir lokalisiert —
Immunfluoreszenzfarbung. NIH3T3 wurden mit 1 mM GSNO fiir 4 h inkubiert und gegen
p53 (Pab122) gefirbt (Bild 2). Die DNA wurde mit DAPI gefarbt (Bilder 3 und 4).
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Immunfluoreszenzfarbungen von GSNO-stimulierten NIH3T3-Zellen gegen p53 (Pab122)
bestdtigten die Ergebnisse der Zellfraktionierung und zeigten nukleédre Farbung (Abbildung
10, Bild 2). Die nukledre Lokalisation des p53-Proteins wurde durch Gegenfarbung der
DNA mit DAPI (4’, 6-Diamidino-2-phenylindol) verifiziert (Abbildung 10, Bilder 3 und
4).

Wie gezeigt, akkumuliert der Transkriptionsfaktor p53 nach NO-Stimulation nukledr. In
fritheren Untersuchungen zeigte sich auch, dass Gene wie Mdm2, bax oder p21VAFVCIP!
die in der p53-Signalkaskade stromabwirts liegen, nach NO-Exposition transkriptionell
aktiviert werden (z.B. Nakaya et al., 2000). Am Beispiel von Mdm2 konnte in RKO-Zellen
gezeigt werden, dass schon eine 4-stiindige NO-Behandlung zu signifikant hoheren Mdm2-
Konzentrationen fiithrte (Abbildung 11, Spuren 2), die nach 8 h ein Maximum erreichten
(Abbildung 11, Spuren 3 und 5). Die Stimulation mit Proteasom-Inhibitor MG 132 diente
als Positivkontrolle. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass p53 transkriptionell

aktiv ist und p53-abhingige Gene aktiviert.

025mMGSNOIh] - 4 8 24 - - -
05mMGSNO [h] - - - - 8 24 -
3uMMG 132 ] - - - - - - 6
Mdm?2 D — S
p53 L s s s WD

GAPDH —+

Abbildung 11: Die Mdm2-Konzentration wird durch GSNO-Stimulation in RKO-
Zellen erhoht. RKO-Zellen wurden mit 3 uM MG 132 (6 h) oder 0.25 mM bzw. 0.5 mM
GSNO (4, 8 oder 24 h) inkubiert und die Zelllysate im Western Blot auf Mdm2 (SMP14)
und p53 (DO-1) untersucht. Als Ladekontrolle wurde der Blot mit anti-GAPDH Antikdrpern
gegengefarbt.

Jedoch lassen die Ergebnisse dieser Western Blot-Analysen nicht zwangsldufig auf eine
direkte transkriptionelle Aktivierung von mdm?2 durch p53 schlieBen. Durch

Untersuchungen mit dem Luciferase-Assay lassen sich in diesem Fall genauere Aussagen
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treffen. Hierfiir wurde in NIH3T3-Zellen ein p53-induzierbares Luciferase-Reporter-
Konstrukt (PG13-Luc) transient transfiziert. Das Reporter-Konstrukt besitzt 13
Bindestellen fiir p53, die ,upstream® des ,Polyoma-Virus early Promotors* liegen, welchem
das Luciferasegen nachgeschaltet ist. Als Negativkontrolle diente ein Konstrukt mit 15
mutierten Bindestellen (MG15-Luc). Nach 20- bis 25-stiindiger Expression wurden die
Zellen fiir 8 h mit GSNO, SpNO oder MG 132 inkubiert und die Luciferaseaktivitét
bestimmt (Abbildung 12).

1400 - PG13-Luc
12004
o
2 10004
n
2 8004
o
§ 600+
<
D 4004
—
o
20091  MG15-Luc
0-
1 mM GSNO [8 h] - + - + - -
0.5 mM SpNO [8 h] - - - - + -
5 uM MG 132 [8 h] - - - - - +

Abbildung 12: Akkumuliertes p53 ist transkriptionell aktiv — Luciferase-Assay.
NIH3T3 wurden mit dem Luciferase-Reporter-Konstrukt PG13-Luc oder als
Negativkontrolle mit MG15-Luc transfiziert und nach 20- bis 25-stiindiger Expression fiir 8
h mit 1 mM GSNO, 0.5 mM SpNO oder 5 uM MG 132 stimuliert. Im Diagramm sind die
Mittelwerte der RLU (,relative light units) aus 3 unabhéngigen Versuchen aufgetragen.

Nach Stimulation mit GSNO konnte durchschnittlich eine 6-fach und nach SpNO- und
MG 132-Stimulation eine 12-fach hohere Luciferaseaktivitit als in der unbehandelten
Kontrolle gemessen werden. Die mit MGI15-Luc transfizierten Negativkontrollen
(unbehandelt oder mit GSNO inkubiert) blieben mit der Luciferaseaktivitit in beiden
Féllen unter der PG13-Luc transfizierten/unbehandelten Kontrolle. Diese Ergebnisse
zeigen deutlich die transkriptionelle Aktivitit von p53 nach NO-Behandlung.

Es konnte also durch Zellfraktionierungen, Immunfluoreszenzfarbungen und
Luciferasemessungen gezeigt werden, dass p53 nach NO-Behandlung in NIH3T3- und
RKO-Zellen nukleir lokalisiert und transkriptionell aktiv ist.
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4.3. p53-mRNA bleibt nach NO-Stimulation unverindert

p53 wird unter Stress in der Regel iiber eine Verldngerung der Halbwertszeit akkumuliert.
Um auszuschlieBen, dass nach NO-Stimulation eine erhohte pS3-mRNA-Bildung zu einem
erhohten p53-Proteinspiegel fiihrt, wurden NIH3T3-Fibroblasten mit SpNO (0.5 mM) fiir
1, 2 und 4 h stimuliert und die Gesamt-RNA isoliert. Northern Blot-Analysen zeigten, dass
die p53-mRNA nach SpNO-Behandlung in NIH3T3-Fibroblasten nicht erhoht ist
(Abbildung 13).

Northern Blot
SpNO 0.5 mM [h] -1 2 4

p53-mRNA

Ladekontrolle
28S

18S

Abbildung 13: p53-mRNA bleibt nach SpNO-Behandlung konstant. NIH3T3 wurden mit
0.5 mM SpNO fir 1, 2 und 4 h inkubiert und die isolierte Gesamt-RNA im Northern Blot
(oberes Bild) analysiert. Zum Hybridisieren wurde **P-dCTP markierte p53-cDNA murinen
Ursprungs eingesetzt. Im unteren Bild ist als Ladekontrolle die mit Ethidiumbromid gefarbte

RNA nach der Auftrennung im 1.3%igen Agarosegel gezeigt.

Halbwertszeitbestimmungen von p53-Protein, die in der Arbeitsgruppe an RAW-
Makrophagen durchgefiihrt wurden, zeigten, dass diese erhoht ist (MeBmer, 1996). Es
kann also davon ausgegangen werden, dass auch in anderen Zellsystemen, d.h. in NIH3T3-
Fibroblasten, RKO- und U20S-Zellen, eher eine verminderte Degradation als eine

Neusynthese flir die Akkumulation von p53 verantwortlich ist.
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4.4. Einfluss von NO auf den Abbau von p53

Da die NO-vermittelte Akkumulation von p53 nicht auf eine gesteigerte Neusynthese
zuriickzufiihren ist, wurde im Folgenden der Einfluss von NO auf die Abbaumechanismen
untersucht. p53 wird iiber das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) degradiert, d.h. um vom
26S-Proteasom als Substrat erkannt zu werden, bedarf es einer vorherigen kovalenten
Verkniipfung von p53 mit Ubiquitin. Mdm2 dient im Falle von p53 als sogenannte E3-
Ligase und vermittelt enzymatisch die Verbindung von p53 mit Ubiquitin. Jeder der

einzelnen Schritte stellt ein potenzielles Angriffsziel fiir NO dar.

4.4.1. NO hemmt die 20S-proteasomale Aktivitit nicht

Der proteolytische Verdau eines Proteins, welches durch das UPS degradiert wird, wird
von der 20S-Untereinheit des Proteasoms durchgefiihrt. Die enzymatisch aktiven Zentren
des 20S-Proteasoms stellen ein potentielles Ziel fiir NO dar, da z.B. durch oxidative
Prozesse an Aminoséureresten, wie Cysteinseitengruppen, die Proteaseaktivitit gehemmt
werden konnte.

Die proteolytische Aktivitdt des 20S-Proteasoms ldsst sich fluorimetrisch bestimmen. Dazu
wurden RKO-Zellen und NIH3T3-Fibroblasten mit GSNO, SpNO und Proteasom-Inhibitor
MG 132 inkubiert und lysiert. Zu den Lysaten wurde das Proteasomsubstrat Succinyl-Leu-
Leu-Val-Tyr-Aminomethylcumarin (s-LLVY-AMC) zugegeben und der durch das 20S-
Proteasom freigesetzte, fluoreszierende AMC-Rest bestimmt (Abbildung 14).
s-LLVY-AMC ist ein bevorzugtes Substrat des 20S-Proteasoms (Grune et al., 1996), und
eine vorangehende Ubiquitinierung ist fiir die proteolytische Spaltung nicht notwendig.
MG 132 fiihrte zu einer deutlichen Hemmung der 20S-proteasomalen Aktivitdt in beiden
Zelllinien. Mit NO-Donoren inkubierte Zellen zeigten hingegen keine signifikante
Erniedrigung der Proteasomaktivitit. Lediglich in RKO-Zellen war nach 24-stiindiger
Inkubation mit GSNO die mittlere Aktivitdt um ca. 10% gesenkt. Die Akkumulation von
p53 ist jedoch bereits nach 4 und 8 h (siehe Abbildung 8) eindeutig nachweisbar, wobei

keine Hemmung der Proteasomaktivitét zu verzeichnen ist.
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Abbildung 14: 20S-Proteasomaktivitit wurde durch NO nicht gehemmt. RKO-Zellen
wurden mit 0.25 mM und 0.5 mM GSNO fiir je 8 und 24 h und mit 3 uM MG 132 (6 h)
inkubiert (oberes Diagramm); NIH3T3-Fibroblasten mit I mM GSNO und 0.25 mM SpNO
sowie 5 uM MG 132 fiir jeweils 4 h (unteres Diagramm). Die Freisetzung von AMC aus
dem Proteasomsubstrat s-LLVY-AMC wurde fluorimetrisch bestimmt. Unbehandelte

Kontrollen = 100% relative Fluoreszenz.

Fiir die fluorimetrische Bestimmung der Proteasomaktivitit mussten die Zellen lysiert
werden, wobei durch die Aufarbeitung die Proteasome weitgehend in ihre 19S- und 20S-

Untereinheiten zerfallen. Um zu untersuchen, ob NO einen generellen Effekt auf die



54 Ergebnisse

Erkennung ubiquitinierter Proteine durch die 19S-Untereinheit und somit deren
Degradation hat, wurden NIH3T3-Fibroblasten (nicht gezeigt) und U20S-Zellen
(Abbildung 15) mit NO-Donoren oder MG 132 inkubiert und das Zelllysat im Western
Blot auf Ubiquitin untersucht. Im Western Blot wurden alle ubiquitinierten Proteine
detektiert, wobei durch die unterschiedlichen Molekulargewichte nur ein ,Schmier® zu
sehen ist, der sich nach Hemmung des Proteasoms, wie erwartet, verstirkte. Nach NO-
Behandlung konnte jedoch keine Verdnderung in der Menge der ubiqutinierten Proteine
festgestellt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wird ausgeschlossen, dass NO zu einer

allgemeinen Hemmung des proteasomalen Abbaus von ubiquitinierten Proteinen fiihrt.

Ubiquitin
50
35
p53 — — — —
B-Tubulin I, S €D e S

Abbildung 15: Western Blot-Analyse ubiquitinierter Proteine. U20S-Zellen wurden mit
0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM GSNO oder 3 uM MG 132 fiir 6 h inkubiert. Die Kontrolle blieb
unbehandelt. 20 pg eines 18 000 x g-Uberstandes wurden in einer 7.5%igen SDS-PAGE
aufgetrennt, geblottet und Ubiquitin detektiert (oberer Blot). Zur Ladekontrolle wurde
Tubulin detektiert.
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4.4.2. NO hat keinen Einfluss auf die p53-Mdm2-Interaktion

Wie bereits unter 4.4. erwihnt, fligt Mdm2 Ubiquitinreste kovalent an p53. Dazu ist die
direkte Wechselwirkung von Mdm?2 mit p53 im N-terminalen Bereich notwendig. Es wird
angenommen, dass durch Stress-vermittelte posttranslationale Modifikationen in diesem
Bereich zum Abbruch der Interaktion beider Proteine fithren konnen. Aber auch
Modifikationen am Mdm?2 sind denkbar. Deshalb sollte die Wechselwirkung von Mdm?2

mit p53 unter dem Einfluss von NO untersucht werden.

4.4.2.1. ,Pull-down‘ Assay von Mdm?2 an immobilisiertem His-p53

Zuerst wurde die Wechselwirkung von baculoviral-exprimiertem, gereinigtem His-p53 mit
Mdm?2 in vitro getestet (Abbildung 16). Dazu wurde in Sf9-Zellen His-p53 exprimiert und
iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. In NIH3T3-Fibroblasten wurde Mdm?2 {iberexprimiert
und das gewonnene Lysat mit dem immobilisierten His-p53 inkubiert. Um den Einfluss
von NO auf die Ausbildung der Wechselwirkung zu untersuchen, wurde das
Fibroblastenlysat mit unterschiedlichen GSNO-Konzentrationen vorinkubiert. Hierbei
stand die direkte Nitrosierung von Mdm2 oder p53 im Vordergrund. Durch die
Modifikation von Mdm2 oder/und p53 wird dann die Ausbildung einer Wechselwirkung
der beiden Proteine verhindert. In Spur 1 (Abbildung 16) sind 10% des NIH3T3-
Fibroblastenlysats, aufgetragen und Spur 2 zeigt ein Aliquot des immobilisierten His-p53.
Eine klare Co-Prézipitation von Mdm2 mit His-p53 ist in der unbehandelten Kontrolle
(Spur 3) sowie nach GSNO-Behandlung (Spuren 4-6) zu finden. Nach Behandlung mit
I mM GSNO nimmt die Menge an co-prézipitiertem Mdm2 etwas ab, was aber in vivo
sicherlich unbedeutend ist, da NO-Konzentrationen von 1 mM nicht auf Proteine in der
Zelle einwirken, selbst wenn mit 1 mM NO stimuliert wird. Hohere NO-Konzentrationen
als 1 mM wurden fiir in vivo Versuche nicht eingesetzt und werden nach der Induktion der
iINOS auch nicht gebildet werden. Ein Einfluss einer direkten Nitrosierung von Mdm?2

oder/und p53 auf deren Interaktion kann also in vitro ausgeschlossen werden.
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Abbildung 16: NO iibt keinen Einfluss auf die Interaktion von Mdm2 mit p53 in vitro
aus — ,Pull down* Assay. Histidin-markiertes p53 wurde in Insektenzellen (Sf9) exprimiert,
an Ni-NTA-Agarose gebunden und aufgereinigt. NIH3T3-Zellen wurden parallel dazu mit
Mdm2 exprimierendem Plasmid (pCHDMI1A) transfiziert und lysiert. Das Lysat wurde
sowohl ohne als auch mit GSNO (0.05 mM, 0.25 mM oder 1 mM, Spur 4-6) fiir 30 min bei
37°C behandelt, bevor es mit immobilisiertem His-p53 inkubiert wurde. Gebundenes Mdm?2
wurde im Western Blot analysiert. In Spur 1 sind 10% des NIH3T3-Lysats aufgetragen und
Spur 2 zeigt Ni-NTA-Agarose mit gebundenem His-p53.

4.4.2.2. Wechselwirkung von p53 mit exogenem Mdm2

Die Wechselwirkung von Mdm2 mit p53 wurde mittels Co-Immunoprézipitationen
untersucht. Um vergleichbare und groBBere Mengen Mdm?2 fiir die Immunoprézipitationen
zu erhalten, wurden NIH3T3-Fibroblasten mit Mdm2-exprimierendem Plasmid transient
transfiziert und anschlieBend mit GSNO inkubiert. Zur Kontrolle wurde mit Proteasom-
Inhibitor (MG 132) inkubiert oder die Zellen mit UV-Licht bestrahlt. Wihrend durch
MG 132 (Positivkontrolle) akkumuliertes p5S3 mit Mdm2 co-prézipitieren sollte, wurde
nach UV-Bestrahlung (Negativkontrolle) der Abbruch der p53-Mdm2-Wechselwirkung
erwartet (Fuchs et al., 1998; Maki, 1999). Mit immobilisiertem Mdm2-Antikorper (SMP14
an Protein G-Plus Agarose) wurde Mdm?2 prézipitiert und durch Western Blot-Analyse das
Co-Prézipitat auf p53 untersucht (Abbildung 17).

In der unstimulierten Kontrolle wurde wenig p53 co-prézipitiert (IP, Spur 1), da hier

ohnehin wenig bzw. nicht detektierbare Mengen an p53-Protein vorlagen (Input, Spur 1).
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Nach MG 132-Behandlung akkumulierte p53 (Input, Spur 3) und konnte auch im Co-

Prazipitat (IP, Spur 3) detektiert werden. Dagegen zerstorte UV-Bestrahlung, wie erwartet,

die Interaktion von p53 mit Mdm2 (IP, Spur 4), was zur Akkumulation von p53 fiihrte

(Input, Spur 4). Unter NO-Einwirkung akkumulierte p53 (Input, Spur 2), wie erwartet,

jedoch blieb die Wechselwirkung von exogenem Mdm2 mit p53 intakt (IP, Spur 4).

IP: Mdm2

Mdm2

p53

Input
Mdm2

p53

B-Tubulin

Abbildung 17: Die Wechselwirkung von exogenem Mdm?2 mit p53 wird durch NO nicht

beeinflusst — Co-Immunoprézipitation. NIH3T3-Fibroblasten wurden transient mit dem

Mdm2-Expressionsplasmid pCHDMI1A transfiziert und blieben entweder unbehandelt (Spur
1) oder wurden mit 1 mM GSNO (4 h, Spur 2) bzw. 5 uM MG 132 (4 h, Spur 3) inkubiert.
Die UV-Bestrahlung erfolgte mit einer Dosis von 96 J/m” und einer anschlieBenden

Inkubationszeit von 8 h. Mit Protein G-gebundenem SMP14-Antikdrper wurde Mdm?2

prézipitiert und prézipitiertes Mdm2 (SMP14) sowie co-prézipitiertes p53 (PAb122)

anschlieend im Western Blot analysiert (IP). Etwa 3% des Zelllysats wurden zur Kontrolle

direkt im Western Blot auf Mdm2 und p53 untersucht (Input) und als Ladekontrolle mit [3-

Tubulin-Antikorper gegengefarbt.
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4.4.2.3. Serin 15-phosphoryliertes p5S3 co-prizipitiert mit endogenem Mdm?2

Es ist bekannt, dass posttranslationale Modifikationen im NH,-Terminus von p53 die
Wechselwirkung von Mdm2 mit p53 beeinflussen konnen. Die Phosphorylierung von p53
am Serin 15, wie sie z.B. nach UV-Bestrahlung auftritt, wurde als Ursache fiir den Verlust
der Wechselwirkung zwischen Mdm2 und p53 diskutiert (siehe Einleitung). Theoretisch
konnte auch nur ein Teil des akkumulierten p53 phosphoryliert und der nicht

phosphorylierte Anteil weiterhin zur Interaktion mit Mdm2 befzhigt sein.
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Abbildung 18: Serin 15-phosphoryliertes pS3 co-prizipitiert mit Mdm2. RKO-Zellen
wurden mit 0.5 mM GSNO (8 und 24 h, Spuren 2 und 3) sowie mit 3 uM MG 132 (6 h, Spur
4) stimuliert. Die Kontrolle wurde nicht behandelt (Spur 1). Endogenes Mdm2 (SMP14)
wurde prézipitiert und anschlieBend Mdm2 und p53 (PAb122) detektiert. Der p53-Blot
wurde danach mit anti-phospho-p53 (Serin 15) entwickelt. Fiir die Input-Kontrollen wurden
die Zelllysate im Western Blot direkt auf Mdm2 (SMP14), p53 (DO-1) und Serin 15-
phosphoryliertes p53 untersucht.
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AuBerdem konnte die Uberexpression von Mdm2 durch unnatiirlich hohe Mdm2-Mengen
per se das Ergebnis der Co-Immunoprézipitation beeinflussen und zu einem anderen
Ergebnis als die Co-Immunoprézipitation von endogenem Mdm2 mit p53 fiihren. Um dies
zu untersuchen, wurden RKO-Zellen mit GSNO und MG 132 behandelt und eine Co-
Immunopréazipitation gegen Mdm2 durchgefiihrt. Das Co-Prizipitat sowie die Zelllysate
wurden im Western Blot auf Mdm2, p53 und Serin 15-phosphoryliertes p53 untersucht
(Abbildung 18).

Die Ergebnisse waren anndhernd die gleichen wie die in NIH3T3-Fibroblasten erzielten,
obwohl endogenes Mdm2 prézipitiert wurde. Nach 8 und 24 h GSNO-Behandlung
akkumulierte p53 und co-prizipitierte mit Mdm2 (Spur 2 und 3). AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass NO zur Phosphorylierung von p53 an Serin 15 fiihrt, was jedoch nicht, wie in
der Literatur diskutiert, zum Abbruch der Wechselwirkung zwischen p53 und Mdm2
fiihrte. Es konnte Serin 15-phosphoryliertes p53 im Co-Préizipitat von Mdm2 detektiert
werden. Kreuzreaktionen des anti-Phospho-p53 (Serin 15) Antikdrpers sind
ausgeschlossen, da p53 nach MG 132-vermittelter Hemmung des Proteasoms akkumulierte
und auch mit Mdm?2 co-prizipitierte, jedoch nicht an Serin 15 phosphoryliert war (Spur 4,
IP- und Input-Blot anti-Ser15-P-p53).

4.4.3. Die Ubiquitinierung von p53 unter dem Einfluss von NO

Ubiquitinreste werden kovalent {iber Isopeptidbindungen an &-NH,-Gruppen von
Lysinseitenketten im C-terminalen Bereich von p53 gebunden. Wie gezeigt wurde, hat NO
zwar keinen Einfluss auf die Wechselwirkung von p53 mit Mdm?2, womit die zum Abbau
notwendige Ubiquitinierung von p53 jedoch noch nicht gesichert ist. Eine konservierte
Region im Mdm?2, die sogenannte ,RING-finger domain‘, bildet das aktive Zentrum und
enthilt Cysteinreste, die ein Zn®" komplexieren und somit ein potentielles Angriffsziel fiir

NO darstellen.
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4.4.3.1. NO hat keinen Einfluss auf den Ubiquitinierungsstatus von exogenem
HA-p53
Um den Ubiquitinierungsstatus von p53 zu untersuchen, wurde ein Ubiquitinierungs-Assay

etabliert, welcher in Abbildung 19 schematisch dargestellt ist.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Ubiquitinierungsassays. Zellen werden
transient mit His-Ubiquitin und HA-p53-exprimierenden Plasmiden co-transfiziert. In den
Zellen wird HA-p53 mit His-Ubiquitin markiert (A). Anhand der Histidinmarkierung kann
His-Ubiquitin-markiertes HA-p53 iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt und angereichert
werden (B). Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE wird HA-p53 mit unterschiedlich
starker Ubiquitinierung mit anti-HA Antikorper detektiert (C). Spur 1 im Western Blot-
Beispiel zeigt eine unbehandelte Kontrolle und Spur 2 zeigt akkumuliertes ubiquitiniertes

HA-p53 nach Hemmung des Proteasoms.
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Hierzu wurden NIH3T3-Zellen transient mit His-Ubiquitin und HA-p53 sowie mit Mdm?2-
exprimierenden Plasmiden co-transfiziert und anschlieBend stimuliert. Anhand der
Histidinmarkierung des Ubiquitins konnten {iber Ni-NTA-Agarose mit Ubiquitin markierte
Proteine aufgereinigt und angereichert werden. Ubiquitiniertes exogenes p53 wurde dann
iiber seine HA-Markierung im Western Blot nachgewiesen.

Im Versuch wurden konstante Mengen His-Ubiquitin- und HA-p53-Plasmid mit
steigenden Mengen Mdm2-Plasmid co-transfiziert und die Wirkung von SpNO auf den
Ubiquitinierungsstatus von HA-p53 untersucht (Abbildung 20). Zur Kontrolle wurde mit
Proteasom-Inhibitor MG 132 (Spur 13) inkubiert oder mit UV-Licht bestrahlt (96 J/m” mit
anschlieender Inkubation fiir 8 h, Spur 14). Wie erwartet, zeigte die Probe nach MG 132-
Behandlung, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine Anhdufung von
ubiquitiniertem HA-p53 (durch Hemmung des Abbaus) und nach UV-Bestrahlung
vermindert ubiquitiniertes HA-p53 (durch Stérung der Interaktion und verringerte
Proteinmengen von Mdm?2). Durch diese Kontrollen wurde gezeigt, dass der Assay per se
funktionierte. Wurde kein Mdm2 mit HA-p53 co-exprimiert, so konnte leicht
ubiquitiniertes HA-p53 detektiert werden (Spur 1). Schon nach Co-Transfektion von
gleichen Mengen Mdm2- und HA-p53-exprimierendem Plasmid fand verstirkte
Ubiquitinierung statt; vor allem stieg auch die Anzahl an Ubiquitinresten pro HA-p53-
Molekiil (Spur 3 und 5). Ab dem 10-fachen Uberschuss an Mdm2-exprimierendem
Plasmid konnte, aufgrund des verstirkten Abbaus, nur noch ein vermindertes Signal von
ubiquitiniertem HA-p53 detektiert werden (Spur 7 und 9). Bei ldngerer Exposition des
Films wurde auch dort noch ein ausreichendes Signal erhalten. Der verstirkte Abbau von
HA-p53 wurde auch im Input deutlich, wo bei steigenden Mengen Mdm?2 die Menge an
HA-p53 kontinuierlich abnahm.

Nach Stimulation mit 0.5 mM SpNO konnte jedoch bei keinem Verhiltnis von co-
exprimiertem HA-p53 zu Mdm?2 eine Verdnderung gegeniiber der unstimulierten Kontrolle
festgestellt werden (vergleiche Spur 1 mit 2, 3 mit 4, 5 mit 6, 7 mit 8 oder 9 mit 10). Um
die Stimulation zu kontrollieren, wurde die Akkumulation von endogenem p53 mit
PAb122 Antikérper immer parallel untersucht (Input, p53 endo). Die Dauer der NO-
Behandlung (4 h) wurde bei diesem Versuch entsprechend dem Maximum der p53-
Akkumulation gewihlt (siehe Abbildung 8, NIH3T3).

Als Néchstes wurde die Ubiquitinierung von HA-p53 in Abhéngigkeit von der

Stimulationsdauer untersucht (Abbildung 21), um eine Verdnderung v.a. bei kiirzeren
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Stimulationszeiten auszuschlieen. Dazu wurden NIH3T3-Fibroblasten wie im
vorangegangenen Versuch mit His-Ubiquitin-, HA-p53- und Mdm2-exprimierendem

Plasmid transient co-transfiziert und aufgearbeitet.
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Abbildung 20: Die Ubiquitinierung von HA-p53 ist Mdm2-, jedoch nicht NO-abhingig.
NIH3T3-Zellen wurden mit 4.5 pg His-Ubiquitin-, 0.6 pg HA-p53- und steigenden Mengen
Mdm?2-exprimierendem Plasmid (0 bis 12 ug) co-transfiziert. 24-28 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit 0.5 mM SpNO (4 h, Spuren 2, 4, 6, 8 und 10) bzw. 5 uM MG 132
(4 h, Spur 13) inkubiert oder mit UV-Licht bestrahlt (96 J/m* mit anschlieBender Inkubation
fiir 8 h, Spur 14). Die Kontrollen in den Spuren 1, 3, 5, 7, 9 und 12 blieben unbehandelt.
Extrakte aus Zellen, nur mit His-Ubiquitin-exprimierendem Plasmid transfiziert und mit
1 mM GSNO behandelt, sind in Spur 11 gezeigt. Mit His-Ubiquitin-markierte Proteine
wurden tiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt und HA-p53 mit anti-HA Antikorper im Western
Blot detektiert. Nicht aufgereinigte Zellextrakte wurden als Input-Kontrollen im Western
Blot auf exogenes (exo) HA-p53 (anit-HA.11 Antikorper), endogenes (endo) p53 (PADb 122
Antikorper) oder Mdm2 (SMP14 Antikorper) untersucht. Als Ladekontrolle wurde gegen 3-
Tubulin gefarbt.
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Im Ubiquitinierungsmuster zeigte sich auch bei kiirzeren (1.5h) und lidngeren
Inkubationszeiten (7.5 h) mit 0.5 mM SpNO keine Anderung in der Ubiquitinierung von
HA-p53, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Im Western Blot anti-HA der Ni-
NTA-aufgereinigten Proben sieht man zwar eine leichte Verstirkung von ubiquitiniertem
HA-p53 nach 3.5 und 7.5 h SpNO-Behandlung, dies ist aber auf eine erhéhte Menge an
HA-p53 (siehe Input, Western Blot anti-HA) zuriickzufiihren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass NO keinen Einfluss auf die Ubiquitinierung von

exogenem p53, d.h. HA-p53, hat.

0.5mM Spermin-NO[h] - 15 3575
kDa
160
- 105
- —
p53-Uby = 75
- -
‘.--
e — — @
Input
HA-p53 (exo) —— — -
p53 (endo) -
Mdm2 - o R
B-Tubulin D W

Abbildung 21: Die Ubiquitinierung von HA-pS3 ist von der Stimulationszeit
unabhingig. NIH3T3-Fibroblasten wurden mit His-Ubiquitin-, HA-p53- und Mdm2-
exprimierendem Plasmid transfiziert und 20-24 h danach mit 0.5 mM SpNO fiir 1.5, 3.5 oder
7.5 h inkubiert (Spuren 2 bis 4). Die Kontrolle (Spur 1) wurde nicht behandelt. Uber Ni-
NTA-Agarose aufgereinigte Zelllysate wurden im Western Blot mit anti-HA Antikérper

untersucht. Die Input-Kontrollen wurden, wie in Abbildung 13 beschrieben, im Western Blot

analysiert.
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4.4.3.2. Ubiquitinierung von endogenem p53

Wie in den beiden vorangegangenen Versuchen gezeigt und aus der Literatur bekannt (z.B.
Wang et al., 2002), ist es problematisch, die Uberexpression von p53 zu kontrollieren. In
dem folgenden Experiment sollte gepriift werden, ob sich die Ubiquitinierung von
endogenem p53 nach NO-Behandlung anders verhdlt als die von exogenem,
iiberexprimiertem HA-p53. Hierfiir wurden humane RKO-Zellen verwendet, da diese p53
nach GSNO-Behandlung sehr gut akkumulierten und es auflerdem moglich war, p53 und
seine ubiquitinierten Formen mit dem sensitiven DO-1 Antikorper (erkennt nur humanes
p53) zu detektieren (Abbildung 22). Die Zellen wurden mit 0.5 mM GSNO (8 und 24 h)
oder 3 pM MG 132 (6 h) inkubiert bzw. mit UV-Licht bestrahlt (96 J/m® mit
anschlieender Inkubation fiir 8 h) und anschlieend in AM-150-Puffer lysiert. p5S3 wurde
im Western Blot mit DO-1 Antikdrper detektiert.

p53 (endo)

p53 (kurze Exposition)‘ - - -‘

‘ -

GAPDH 1

12 3 4 5

Abbildung 22: Ubiquitinierung von endogenem p53 unter dem Einfluss von NO. RKO-
Zellen wurden mit 0.5 mM GSNO (8 oder 24 h, Spuren 2 und 3) oder 3 uM MG 132 (6 h,
Spur 4) behandelt oder mit UV-Licht bestrahlt (96 J/m” mit anschlieBender Inkubation fiir
8 h, Spur 5). In Spur 1 ist die unbehandelte Kontrolle dargestellt. Die Proteine wurden mit
einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, p53 und seine ubiquitinierten Formen
dann im Western Blot mit DO-1 Antikorper detektiert. Die mittlere Abbildung zeigt eine
kiirzere Exposition der oberen Abbildung. Als Ladekontrolle wurde GAPDH detektiert.
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In Analogie zu HA-p53 konnte nach Behandlung mit MG 132 verstérkte und nach UV-
Bestrahlung verminderte Ubiquitinierung von endogenem p53 beobachtet werden. In der
unstimulierten Kontrolle konnten geringe Mengen ubiquitiniertes p53 detektiert werden,
die nach NO-Behandlung anstiegen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nach der
Stimulation mit GSNO per se mehr p53 in den Zellen vorhanden war und die Zunahme an
ubiquitiniertem p53 durch die Zunahme an p53 nach NO-Behandlung zu begriinden ist.
Diese Daten, wie auch die mit iiberexprimiertem HA-p53 gewonnenen, zeigen, dass NO
die Ubiquitinierung von p53 nicht beeinflusste, d.h. weder verminderte noch verstarkte.
Dies korreliert zudem mit den Daten aus der Proteasomaktivititsmessung, da eine

Hemmung des Proteasoms zur Akkumulation von ubiquitiniertem p53 fithren wiirde.

4.4.3.3. Ubiquitiniertes p53 befindet sich nach NO-Stimulation vorwiegend im
Zellkern

Durch Immunfluoreszenzfarbungen und Zellfraktionierungen (Abbildungen 9 und 10)
wurde bereits gezeigt, dass p53 nach NO-Behandlung iiberwiegend im Zellkern
akkumuliert. Die Degradation findet jedoch im Cytoplasma statt. Es interessierte nun wie
die Verteilung von ubiquitiniertem p53 in der Zelle aussieht. Dazu wurden RKO-Zellen
mit 0.5 mM GSNO (24 h) oder 5 ng/ml LMB (12 h) inkubiert oder blieben als Kontrolle
unbehandelt. Ein Aliquot der Zellen wurde komplett lysiert und das andere in eine
cytoplasmatische und eine nukledre Fraktion getrennt. Die erhaltenen Lysate wurden im
Western Blot mit DO-1 Antikorper auf p53 und seine ubiquitinierten Formen untersucht
(Abbildung 23). GSNO und LMB fiihrten zu vorwiegend nukledr lokalisiertem (,kiirzere
Exposition®), ubiquitiniertem p53 (oberes Bild). Geringere Mengen an niedrig
ubiquitiniertem p53 wurden auch im Cytoplasma detektiert. Jedoch konnte stérker
ubiquitiniertes p53 nur nukledr gefunden werden. Western Blots gegen DNA-

Topoisomerase Ila, B und B-Tubulin zeigten eine saubere Trennung der Fraktionen.
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komplettes cytosolische nukleéare

Lysat Fraktion Fraktion
kDa
250
p53 160
105
p53-Uby
75
50
05mMGSNO[24h] - + - -+ - -+ -
5 ng/ml LMB [12 h] - -+ - -+ - -+
kiirzere Exposition - D . s o [ —
B-Tubulin ——
DNA-Topo- . ’
isomerase Ila, 8 S Gy

Abbildung 23: Ubiquitiniertes p53 ist vorwiegend nukleir lokalisiert. RKO-Zellen
blieben als Kontrolle unbehandelt, wurden mit 0.5 mM GSNO (24 h) oder mit 5 ng/ml LMB
(12 h) inkubiert. Die Zellen wurden entweder komplett lysiert (komplettes Lysat, Spuren 1-
3), in cytosolische (Spuren 4-6) oder nukledre Fraktionen (Spuren 7-9) getrennt.
Ubiquitiniertes p53 wurde im Western Blot mit DO-1 Antikorper detektiert. Eine kiirzere
Exposition ldsst die vorwiegend nukledre Lokalisation von p53 erkennen. Zur

Reinheitskontrolle der Fraktionen wurden die Markerproteine DNA-Topoisomerase Ila, 3

und B-Tubulin untersucht.
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4.5. Einfluss von NO auf den nukleiren Export von p53

Vorangegangene Untersuchungen mit NO als Stimulanz zeigten, dass akkumuliertes p53
sich dhnlich wie p53 nach LMB-Behandlung verhielt. Aulerdem liefl die Kombination der
Ergebnisse aus der Co-Immunoprézipitation und den Untersuchungen zur Ubiquitinierung
sowie zur Proteasomaktivitét als moglichen Wirkmechanismus von NO einen Einfluss auf
den nukledren Export von p53 vermuten. Da der Abbau von p53 im Cytoplasma stattfindet,
p53 seine Aufgabe als Transkriptionsfaktor aber im Zellkern ausiibt, ist der nukledre

Export auf dem Weg zum Abbau ein wichtiger Schritt.

4.5.1. NO induziert die Phosphorylierung von p53 am Serin 15

Posttranslationale Modifikationen, vor allem Phosphorylierungen im N-terminalen
Bereich, scheinen fiir die Regulation der Stabilitit von p53 von Interesse zu sein. Wie
bereits bei den Ergebnissen der Co-Immunoprizipitation angesprochen, fiihrt NO zur
Phosphorylierung von p53 an Serin 15. Dass dies kein Zelllinien-spezifischer Effekt ist,
zeigt Abbildung 24. NIH3T3-Fibroblasten, U20S-Zellen und RKO-Zellen wurden mit
GSNO oder SpNO behandelt und die Zelllysate auf Serin 15-phosphoryliertes p53 sowie
Gesamt-p53 untersucht. Schon nach kurzen Zeiten konnte die Phosphorylierung von
Serin 15 festgestellt werden, wohingegen nach Inkubation mit MG 132 p53 nicht oder nur
sehr schwach phosphoryliert wurde. In RKO-Zellen fiihrte auch die LMB-Behandlung
(12 h) zur Serin 15-Phosphorylierung von p53.
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U20S
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Abbildung 24: NO-Behandlung
filhrt zur Phosphorylierung von
p53 an Serin 15. U20S-Zellen
wurden mit 1 mM GSNO (2, 4, 6
oder 8 h) oder 5 uM MG 132 (4 h)
inkubiert. = NIH3T3-Fibroblasten
wurden fiir 4 h mit 1 mM GSNO,
0.5 mM SpNO oder 5 uM MG 132
inkubiert. RKO-Zellen wurden mit
0.5 mM GSNO (8 und 24h),
5ng/ml LMB (12 h) oder 3 uM
MG 132 (8h) inkubiert. Die
Kontrolle blieb jeweils ohne
Behandlung. Die anschliefend
gewonnenen Zelllysate wurden im
Western Blot auf ihren Gehalt an
Serin  15-phosphoryliertem p53
untersucht. Zum Vergleich wurde
auch immer gesamtes p53
untersucht; folgende Antikorper
wurden dafiir verwendet: NIH3T3
— PAb122, U20S - PAD 1801,
RKO - DO-1.
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4.5.2. Serin 15-phosphoryliertes p53 kann nicht mehr aus dem Zellkern

exportiert werden

Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass eine Phosphorylierung von p53 an Serin 15 den
nukledren Export beeinflusst (Zhang und Xiong, 2001). Eine Blockade des nukleédren
Exports wiirde im Fall von p53 zur Akkumulation fithren. AuBBerdem scheint der Anteil an
Serin 15 phosphoryliertem p53 im Vergleich zu Gesamt-p53 nach NO-Behandlung relativ
grol zu sein. Untersuchungen zum sog. ,Shuttling‘ von Proteinen wurden mit dem
Heterokaryon-Assay durchgefiihrt (Abbildung 25). Durch adenovirale Transfektion wurde
in Saos-2-Zellen (p53-/-) p14ARF und in U20S-Zellen humanes wt p53 iiberexprimiert. Die
co-kultivierten Zellen blieben entweder unbehandelt (Kontrolle) oder wurden mit 1 mM
GSNO bzw. 10 ng/ml LMB behandelt. Nach 6-stiindiger Inkubation wurden die Zellen
fusioniert. Um eine Verfilschung des Ergebnisses durch Proteinneusynthese zu verhindern,
wurde vor und nach der Zellfusion das Medium mit dem Translationsinhibitor
Cycloheximid supplementiert. 1 h nach der Fusion wurden die Zellen fixiert und indirekt
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbt. Die U20S/Saos-2-Heterokaryen wurden

47RF eine

mikroskopisch im Phasen-Kontrast identifiziert und durch die Farbung von pl
Unterscheidung von Saos-2 (pl4°** positiv) und U20S-Zellen (p14°* negativ)
fluoreszenzmikroskopisch ermdglicht. Dabei ist zu beachten, dass das in den Saos-2
{iberexprimierte p14”*" keinen Einfluss auf das ,Shuttling® von p53 aus den U20S-Nuklei
in die Saos-2-Nuklei hat. Es kann sogar zu einem besseren Ergebnis fiithren, da es einmal
im Saos-2-Nuklei befindliches p53, durch Hemmung dessen nukledren Exports, vor dem
Abbau schiitzt. Das ,Shuttling® von p53 zwischen U20S- und Saos-2-Zellkernen wurde
mittels Farbung von Gesamt-p53 (FL-393) oder Phospho-p53 (Serin 15) verfolgt. Unter
Kontrollbedingungen konnte ein Teil des in U20S-Zellen iiberexprimierten p53 in den
ansonsten p53 negativen Saos-2-Nuklei gefunden werden und zeigte somit, dass der
Versuch an sich funktionierte. Wie die Western Blot-Ergebnisse in Abbildung 17 erwarten
lieBen, war unter Kontrollbedingung keine Serin 15-Phosphorylierung von p53 zu
detektieren. Nach GSNO-Behandlung wird p53 an Serin 15 phosphoryliert und
phosphoryliertes p53 kann auch nur in U20S-Zellkernen detektiert werden.
Interessanterweise ,shuttelt® ein Teil des nicht an Serin 15 phosphorylierten p53 in Saos-2-
Nuklei. Wie erwartet, konnte nach LMB-Behandlung weder an Serin 15 phosphoryliertes
noch unphosphoryliertes p53 die U20S-Nuklei verlassen, da die Ausbildung des nukleédren

Export-Komplexes durch LMB gestort wurde.
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U20S/Ad-p53 fusioniert mit Saos-2/Ad-hARF

Kontrolle

GSNO 1 mM, 6 h

LMB 10 ng/ml, 6 h

Phasen-Kontrast anti-hARF anti-p53 anti-ser15-P-p53

Abbildung 25: Serin 15-phosphoryliertes pS3 kann nicht mehr aus dem Zellkern
exportiert werden — Heterokaryon-Assay. Adenoviral wurde humanes p53 in U20S-
Zellen und pl14**" in Saos-2-Zellen iiberexprimiert. Die co-kultivierten Zellen wurden
jeweils fiir 6 h mit 1 mM GSNO (mittlere Bildreihe) oder 10 ng/ml LMB (untere Bildreihe)
inkubiert; die Kontrolle (obere Bildreihe) wurde nicht behandelt. 1 h nach der Fusion wurden
die Zellen fixiert und die Verteilung von Gesamt-p53 (rot, FL-393 Antikorper) oder
Serin 15-phosphoryliertem p53  (griin, anti-Ser15-P-p53)  fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Saos-2-Nuklei wurden von U20S-Nuklei durch die Farbung von p14**" (blau,

OPO02) in den Heterokaryen (Phasen-Kontrastaufnahmen) unterschieden.
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4.5.3. Mdm?2 und CRM1 interagieren

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, gibt es fiir den nukledren Export von p53
verschiedene Modelle. p53 wird CRM1-abhédngig exportiert, was bereits durch die LMB-
sensitive Akkumulation von p53 gezeigt wurde (Abbildung 24 RKO; Roth et al., 1998). Es
stellt sich nun die Frage, ob p53 direkt oder iiber ein drittes Protein mit dem Exportfaktor
CRM1 wechselwirkt. Mdm?2 konnte ein solches Protein sein, da es ebenfalls eine nukleére
Exportsequenz besitzt und mit p53 interagieren kann. Um zu untersuchen, ob CRM1 mit
Mdm?2 interagiert wurden RKO-Zellen lysiert und Mdm2 (SMP14) prazipitiert. Das Co-
Préazipitat wurde im Western Blot auf CRMI1 untersucht und prézipitiertes Mdm2 zur
Kontrolle nachgewiesen (Abbildung 26, Spur 2). Zur Kontrolle von unspezifischen
Bindungen an Protein G-Plus Agarose wurde diese mit Lysat (ohne Antikorper) inkubiert.
In vitro translatiertes HA-CRM1 ist in Spur 3 gezeigt. Dieses Ergebnis zeigt, dass CRM1
mit Mdm?2 direkt oder indirekt interagiert. In Abschitt 4.4.2. wurde gezeigt, dass Mdm?2
auch mit p53 wechselwirkt, so dass CRM1 iiber einen terniren Komplex Mdm2-p53-
CRM1 prézipitiert wurde.

IP: Mdm2 Q

]
Mdm2 b .
CRM1 J ;
t —

Input
Mdm2

|-
CRM1 EE

Abbildung 26: CRM1 interagiert mit Mdm2. RKO-Zellen wurden lysiert und Mdm?2 mit
SMP14-Antikorper prazipitiert. Das Co-Prazipitat wurde im Western Blot auf CRMI1
untersucht und Mdm2 zur Kontrolle detektiert. Zur Kontrolle unspezifischer Bindungen
wurde Protein G-Plus Agarose (PG) mit Zelllysat inkubiert (Spur 1). In vitro translatiertes
HA-CRM1 wurde im Western Blot mit aufgetrennt (Spur 3). Input-Kontrollen sind in den

beiden unteren Blots dargestellt.
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4.6. Weitere Untersuchungen zur p53-Akkumulation nach NO-Behandlung

4.6.1. Hemmung cytosolischer Cystein-Proteasen

Ein wenig untersuchter Abbauweg von p53 ist die proteolytische Spaltung durch Calpain
im Cytoplasma. Calpain ist eine Ca’'-abhingige Cystein-Protease, d.h. sie besitzt im
aktiven Zentrum ein Cystein und somit einen gegeniiber NO sensitiven Angriffspunkt.
Inkubierte man RKO-Zellen und NIH3T3-Fibroblasten mit Calpain-Inhibitoren, so kam es
zur Akkumulation von p53 (Abbildung 27). Beide Zelllinien reagierten sensitiver auf
Calpain-Inhibitor I, der schon bei Konzentrationen weit unter 100 uM zu einer starken
Akkumulation von p53 fiihrte. Bei der Behandlung mit Calpain-Inhibitor II mussten
Konzentrationen um 100 pM eingesetzt werden, um eine Akkumulation von p53 zu
erreichen. Zu beachten ist jedoch, dass Calpain-Inhibitor II spezifischer die proteolytische
Aktivitdt von Calpain hemmt als Calpain-Inhibitor I. Letzterer hemmt auch schon bei
niedrigeren Konzentrationen teilweise die Proteasomaktivitit (K; = 6 uM). Die Menge an
akkumuliertem p53 in NIH3T3 war nach GSNO-Behandlung mit der nach Calpain-
Inhibitor II-Behandlung vergleichbar, was auf einen dhnlichen Mechanismus hindeutete.
Um die Spaltung von p53 durch Calpain und den Einfluss von NO auf Calpain direkter zu
untersuchen, wurde durch in vitro Translation generiertes, >°S-markiertes p53 mit
gereinigtem Calpain inkubiert (Abbildung 28, Spur 2). Durch Zugabe von 1 mM GSNO
konnte die Spaltung von p53 durch Calpain teilweise verhindert werden (Spur 3). Spur 1
zeigt *°S-p53 ohne Calpain-Inkubation.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass NO die Spaltung von p53 durch Calpain zumindest
teilweise verhindern konnte. Die Beurteilung der Ergebnisse mit Calpain-Inhibitoren ist
etwas problematisch, da es keine sehr spezifischen Inhibitoren fiir dieses Enzym gibt und

v.a. Calpain-Inhibitor I auch die proteasomale Aktivitit teilweise hemmit.
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Abbildung 27: Calpain-Inhibitoren fiihren zur Akkumulation von p53. RKO-Zellen
wurden fiir 8 h und NIH3T3-Fibroblasten fiir 4 h mit unterschiedlichen Konzentrationen
(siche Abbildung) Calpain-Inhibitor I oder Calpain-Inhibitor II sowie mit GSNO oder MG
132 inkubiert. Die unbehandelten Kontrollen sind jeweils in Spur 1 gezeigt. RKO-Zellen
wurden auBlerdem mit 5 ul DMSO inkubiert (RKO, Spur 2). p53 wurde in RKO-Extrakten
im Western Blot mit DO-1 Antikérper und in NIH3T3-Extrakten mit PAb122 nachgewiesen.
Als Ladekontrolle wurde entweder GAPDH oder (3-Tubulin detektiert.
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0.2 U Calpain - + +
1 mM GSNO - - +

wtp53 (murines) »

gespaltenes p53 » |

Abbildung 28: NO hemmt calpain-vermittelte p53-Spaltung in vitro. In vitro
translatiertes, *°S-markiertes p53 wurde fiir 3 h entweder ohne (Spur 1) oder mit 0.2 U
Calpain inkubiert (Spuren 2 und 3). Durch Zugabe von 1 mM GSNO wurde die Spaltung
von p53 durch Calpain gehemmt (Spur 3). Die Proben wurden durch eine 10%ige SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Autoradiografie von **S-p53 detektiert.

4.6.2. NO induziert die Akkumulation von hARF (p14) in Nukleoli

Eine Moglichkeit, die Mdm2-vermittelte Degradation von p53 zu regulieren, ohne die
Mdm2-p53-Interaktion zu storen, besteht in der Wechselwirkung mit dem

4*RF - Die Expression von pl4™* fiihrt in wt p53-

Tumorsuppressorprotein  pl
exprimierenden Zellen durch die Stabilisierung und Aktivierung von p53 zum
Zellzyklusarrest. p14**" wechselwirkt mit Mdm2 und verhindert, ohne die Interaktion
zwischen Mdm2 und p53 zu storen, die Degradation von p53. Onkogene, wie E1A oder
Myc, fiihren zur Stabilisierung von pl4**"; DNA-Schidigung fiihrt jedoch nicht zur
Akkumulation des INK4a-Genprodukts p14”“**. Ein dimerer Komplex von p14**" und
Mdm?2 (also ohne p53) kann in manchen Zellen mit Nukleoli assoziiert gefunden werden.
Um zu untersuchen, ob NO-Stimulation zur Akkumulation von p14™*F fithrt, wurden
NHF6 mit NO stimuliert, blieben unbehandelt oder wurden zur Induktion von p14**F E2F1
adenoviral iiberexprimiert (Abbildung 29). AnschlieBend wurden die Zellen gegen p14*%*
und p53 gefirbt und im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Phasenkontrastaufnahmen
zeigen deutlich den Zellkern mit seinen Nukleoli (durch schwarze Pfeile markiert).

Wihrend in der unstimulierten Kontrolle kaum und relativ diffus verteiltes p14**" zu
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detektieren war, konnte nach NO-Stimulation ein deutlicher Anstieg von pl

47RF in der

Zelle verzeichnet werden, das zudem teilweise mit Nukleoli assoziiert war (weille Pfeile).

E2F1-Uberexpression fiihrte ausschlieBlich zu Nukleoli-assoziiertem pl4°%F. p53

akkumulierte nach NO-Stimulation und E2F1-Uberexpression.

Phasen-
Kontrast

Kontrolle \ $ %
adE2F1 |\ ﬂ |

1 mM GSNO a2

Abbildung 29: NO fiihrt

4
4
4

4ARF

p1

Akkumulation von p14**" in Nukleoli -

Immunfluoreszenzfirbung. NHF6-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit

1 mM GSNO fir 20 h inkubiert. Als Positivkontrolle dienten Zellen mit adenoviral

iiberexprimiertem E2F1. Die Zellen wurden fixiert und eine Fluoreszenzfirbung gegen

p14*%F (OP02, rot) und p53 (FL-393, griin) durchgefiihrt. Durch Pfeile markiert sind die

Nukleoli, die in Phasen-Kontrastaufnahmen dargestellt werden konnten.

NO fiihrt demnach zur Induktion der p14**"-Expression oder zumindest zur Translokation
von bereits vorhandenem Protein in den Zellkern und die Nukleoli. p14** ist jedoch nicht

notwendig fiir die NO-vermittelte Akkumulation von p53, da es auch in Zellen, die kein

ARF
4

pl
nach NO-Behandlung kommt.

exprimieren, wie z.B. RKO-Zellen (Daten nicht gezeigt), zur p53-Akkumulation
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5. Diskussion

Durch Zellfraktionierungen und Immunfluoreszenzfarbungen wurde gezeigt, dass p53 nach
NO-Behandlung nukledr lokalisiert ist. Western Blot-Analysen  zeigten die
transkriptionelle Aktivierung des Zielgens mdm2 durch NO-induziertes p53 in RKO-Zellen
(Abbildung 11) und bestitigten vorangegangene Studien (Nakaya et al., 2000). Eindeutiger
lasst sich eine direkte transkriptionelle Aktivitit von p53 nach NO-Behandlung durch
Luciferasemessungen zeigen. Der Luciferase-Assay wurde in NIH3T3-Fibroblasten
durchgefiihrt und die Ergebnisse bestétigten die transkriptionelle Aktivitdt von NO-
induziertem p53 (Abbildung 12). Ebenfalls zu transkriptionell aktivem p53 fiihrte die
Stimulation mit MG 132, einer Substanz, die die proteolytische Aktivitdt des Proteasoms
hemmt und dadurch die Degradation von p53 verhindert. Im Zusammenhang mit der
transkriptionellen Aktivitdt wird der Einfluss posttranslationaler Modifikationen, v.a. im
N-terminalen  Bereich, diskutiert. Im  Vordergrund einiger Studien stehen
Phosphorylierungen von Serinresten, wie Serin 15, 20, 33 oder/und 37 (Unger ef al., 1999;
Shieh et al., 1999; Turenne et al., 2001; Ashcroft et al., 1999). In NIH3T3-Fibroblasten,
RKO- sowie U20S-Zellen fiihrte die Stimulation mit NO-Donoren zur Phosphorylierung
von p53 an Serin 15 (Abbildung 24). AuBlerdem konnten Nakaya und Kollegen (2000)
nach Stimulation mit dem NO-Donor SNAP die Phosphorylierung von Serin 392
feststellen, welche die tetramere und somit potentiell transkriptionell aktive Form von p53
begiinstigt (Nakaya et al., 2000; Sakaguchi et al., 1997). Die Stimulation mit MG 132
fiihrte zu einem transkriptionell aktiven p53 ohne Serin 15-Phosphorylierung. Dies ldsst
sich durch eine basale transkriptionelle Aktivitit von p53 im nicht Serin 15-
phosphorylierten Zustand begriinden (Dumaz und Meek, 1999), sowie durch eine
wesentlich stirkere Akkumulation von p53 in NIH3T3-Fibroblasten nach Inkubation mit
MG 132 als mit den NO-Donoren GSNO und SpNO (Abbildung 10 Input oder Abbildung
17, NIH3T3), was zwangslaufig eine hohere Luciferaseaktivitit nach sich zieht.

Eine Modulation der Affinitdt von p53 zu seinen transkriptionellen Co-Aktivatoren, wie
z.B. CBP/p300, ist ein mdglicher Mechanismus zur Regulierung der transkriptionellen
Aktivitdt von p53. Die Phosphorylierung von p53 an Serin 15 fiihrt zu einer verstdrkten
Bindung der Co-Aktivatoren CBP/p300 in vitro (Lambert et al., 1998; Dumaz und Meek,
1999) und erhoht die transkriptionelle Aktivitit von p53 (Avantaggiati et al., 1997;
Scolnick et al., 1997).
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Die Stabilisierung von p53 wird, nach heutigen Erkenntnissen, weitgehend durch
posttranslationale Modifikationen reguliert. Deshalb findet die transkriptionelle Regulation
des p53-Gens nur wenig Beachtung. In der Regel kann man nach Stress-Einwirkung keine
Verdanderung der p53-mRNA-Levels feststellen. Das bedeutet jedoch nicht, dass die
Regulation der p53-Genexpression ginzlich irrelevant ist. Tatsdchlich konnte vor einigen
Jahren gezeigt werden, dass die pS3-mRNA nach Serum-Stimulation ansteigt (Ginsberg et
al., 1990), was vermutlich auf das Vorhandensein von Bindestellen fiir Serum-induzierte
Faktoren im p53-Promotor zuriickzufiihren ist (Reisman et al., 1993). Northern Blot-
Analysen zeigten, wie erwartet, dass nach NO-Behandlung keine Regulation der p53-
mRNA stattfindet (Abbildung 13). Die Regulation von p53 iiber die Translation wurde
bisher nur in einem autoregulatorischen ,feedback‘-Mechanismus beschrieben, fiihrt also
eher zu verminderten p53-Level (Kubbutat und Vousden, 1998). Da nach NO-Stimulation
keine Regulation der p5S3-mRNA gefunden wurde, aufgrund der Literatur translationelle
Effekte auszuschlieBen sind und eine Verldngerung der Proteinhalbwertszeit von p53
bereits an RAW-Makrophagen in der Arbeitsgruppe gezeigt wurde (MeBmer, 1996),
wurden in dieser Arbeit hauptsichlich die Einzelschritte des Abbaus von p53 durch das
Ubiquitin-Proteasom-System untersucht.

Das Proteasom stellt die proteolytisch degradierende Instanz dar, die mittels ihrer 19S-
Untereinheit ubiquitinierte Proteine erkennt und diese durch die 20S-Untereinheit
proteolytisch spaltet. Die fluorimetrische Bestimmung der 20S-Proteasomaktivitét zeigte in
RKO-Zellen lediglich nach 24-stiindiger NO-Behandlung eine Reduktion um etwa 10%,
die in NIH3T3-Zellen nicht zu beobachten war (Abbildung 14). Eine Akkumulation von
p53 konnte aber schon nach wesentlich kiirzeren Stimulationszeiten festgestellt werden.
Die starke Hemmung der AMC-Freisetzung, also verminderte 20S-Proteasomaktivitét nach
Inkubation von NIH3T3-Fibroblasten und RKO-Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor
MG 132, zeigte, dass der Assay an sich funktionierte. Das fluorogene Proteasomsubstrat,
s-LLVY-AMC, wird ohne vorherige Ubiquitinierung durch die proteolytische Aktivitit des
20S-Proteasoms gespalten. Es ist also keine Erkennung durch die 19S-Untereinheit
erforderlich. Sollte NO Einfluss auf die Substraterkennung, d.h. die Erkennung von
ubiquitiniertem p53 haben, konnte das durch diesen Assay nicht erfasst werden. Im
Western Blot lassen sich mit anti-Ubiquitin-Antikorper sdmtliche ubiquitinierten Proteine
detektieren, die sich auf Grund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte nur als

,Schmier® darstellen (Abbildung 15). Auch hier zeigt sich nach Inhibition des Proteasoms
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eine Verstiarkung des Signals im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Dagegen kann
nach NO-Stimulation keine Verinderung festgestellt werden. Ein genereller Einfluss von
NO auf die Erkennung ubiquitinierter Proteine durch das 19S-Proteasom ist demnach
auszuschlieen. Ob die Erkennung mancher Proteine durch NO verhindert wird, ist im
Einzelfall zu priifen.

Ein wesentlicher Schritt in der Degradation von p53 ist seine Ubiquitinierung durch Mdm?2
(Fuchs et al., 1998; Fang et al., 2000, ). Die Wechselwirkung von Mdm2 und p53 scheint
durch Phosphorylierung am N-Terminus, v.a. an Serin 15, reguliert zu werden. Hierbei
fiihrt die Phosphorylierung zum Abbruch der Interaktion beider Proteine und dadurch zur
Stabilisierung von p53 (Shieh et al., 1997). Aullerdem wird angenommen, dass die
Bindung von p53 an Mdm?2 zur transkriptionellen Inaktivierung von p53 fiihrt (Oliner et
al., 1993; Wadgaonkar und Collins, 1999; Thut et al., 1997). Die Ergebnisse der Co-
Immunoprézipitation zeigten deutlich die Wechselwirkung von p53 mit Mdm?2 auch nach
NO-Stimulation (Abbildung 17). Wie durch Luciferasemessungen gezeigt wurde, ist p53
nach NO-Stimulation aber auch transkriptionell aktiv, was scheinbar im Widerspruch zu
den vorherigen Untersuchungen steht. Zudem konnte im Co-Prézipitat von Mdm2 auch an
Serin 15 phosphoryliertes p53 gefunden werden, was in dieser Weise bisher fiir kein
anderes Stimulans gezeigt werden konnte (Abbildung 18). Dies stiitzt kontroverse
Ergebnisse aus fritheren Untersuchungen von Dumaz und Meek (1999), die zeigen, dass
die transkriptionelle Aktivitit der p53-Mutante S15D in Abhédngigkeit von steigenden
Mengen coexprimiertem Mdm2 gesenkt, d.h. Mdm2-vermittelt degradiert werden kann.
Hierbei tduscht die Asparaginsdure ein phosphoryliertes Serin 15 vor. Ersetzt man Serin
durch Alanin (Synonym fiir die unphosphorylierte Form), so ist die transkriptionelle
Aktivitit der S15SA-Mutante auch in Mdm?2-negativen Zellen niedriger als die des wt p53.
Diese Ergebnisse lassen auf eine Mdm2-unabhéngige Regulation der transkripitionellen
Aktivitdt von p53 schliefen. Der allgemein akzeptierte Mechanismus, wie er z.B. fiir UV
induziertes, Serin 15-phosphoryliertes p53 proklamiert wird, flihrt durch die
Phosphorylierung zum Abbruch der Interaktion von p53 und Mdm?2 (Maki, 1999; Fuchs et
al., 1998). AuBlerdem wird die Mdm2-Expression vermindert, was zusdtzlich zur
verminderten Ubiquitinierung und somit zur Stabilisierung von p53 beitrdagt. Die NO-
induzierte Akkumulation von p53 basiert also auf einem Mechanismus, der sich von der
UV-induzierten p53-Akkumulation in diesen Aspekten deutlich unterscheidet und auf eine

Regulation der transkriptionellen Aktivitit - unabhingig von Mdm?2 - schlieen lasst.
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Wang et al. (2002) berichteten kiirzlich iiber einen transienten Abfall der Mdm2-
Konzentration kurz nach der Stimulation mit GSNO, wie er auch nach UV-Bestrahlung zu
beobachten ist, und erkldrten damit den friihen Anstieg von p53 nach NO-Stimulation. Die
p53-Stabilisierung in einer zweiten, spiteren Phase, in welcher die Mdm?2-Konzentration
durch Transaktivierung iiber Kontrolllevel ansteigt, konnten sie jedoch nicht erkléren.

Der Einfluss direkter Nitrosierungen auf die p53-Mdm2-Wechselwirkung konnte durch in
vitro Co-Immunoprézipitationen ausgeschlossen werden (Abbildung 16).

Die Wechselwirkung zwischen p53 und Mdm2 ist nach NO-Behandlung noch intakt.
Damit ist aber noch nicht garantiert, dass eine effiziente Ubiquitinierung von p53
stattfindet. Das aktive Zentrum der E3-Ligasefunktion von Mdm2 besteht aus insgesamt 8
Cystein- und Histidinresten, die zwei ineinander greifende Zn”**-Koordinationsstellen
bilden, die sogenannte RING-Finger Domine (Lai ef al., 1998; Boddy et al., 1994; Fang et
al., 2000). NO ist in der Lage, die intrazelluldre Konzentration an freiem Zn>" zu erhdhen
(Berendij et al., 1994) und fiihrt in vitro zur Freisetzung von komplexgebundenem Zn*"
aus Metallothionein (Kroncke et al., 1994). Im Fall von Mdm2 wiirde ein Herauslosen des
komplexierten Zn>" zur Zerstorung der E3-Ligase-Funktion und somit zu vermindert
ubiquitiniertem p53 fiihren (Fang et al., 2000). AuBlerdem scheint eine funktionsfihige
RING-Finger Doméne fiir den nukledren Export von p53 nétig zu sein, wobei ein
Exportmechanismus zugrundegelegt wird, bei welchem Mdm?2 eine direkte Bindung mit
p53 vor oder sogar wiahrend des nukledren Exports eingeht (Tao und Levine, 1999; Geyer
et al., 2000; Boyd et al., 2000). Obwohl Mdm2 eine nukledre Exportsequenz (NES)
besitzt, ist nur die im p53 vorhandene fiir den Export notwendig. Neueste Studien lassen
den Schluss zu, dass eine Ubiquitinierung von p53 die NES fiir die Bindung des
Exportkomplexes zugéngig macht (Liang und Clarke, 2001).

Fir den Einfluss von NO auf die RING-Finger Domine gibt es jedoch keinen
Anhaltspunkt. Untersuchungen mit dem Ubiquitinierungsassay zeigten, dass das Ausmall
der Ubiquitinierung von HA-p53 stark von der Menge an co-exprimiertem Mdm?2
abhingig ist (Abbildung 20). Die Stimulation mit NO hatte keinen Einfluss auf die
Ubiquitinierung von HA-p53 nach der Co-Expression mit verschiedenen Mengen Mdm?2.
Auch nach verschiedenen Stimulationszeiten mit SpNO konnte keine Verdnderung
festgestellt werden (Abbildung 21). Scheinbar nimmt in diesem Versuch die
Ubiquitinierung bei ldngeren Stimulationszeiten zu, was sich aber durch die Zunahme an

HA-p53 wieder relativiert, so dass letztlich keine Verdnderung festzustellen war. Wie
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erwartet, nahm die Ubiquitinierung nach UV-Behandlung ab, was durch die
Herunterregulierung von Mdm2 und den Abbruch der p53-Mdm?2-Interaktion zu erkliren
ist. Eine deutliche Zunahme an ubiquitiniertem HA-p53 konnte durch eine Hemmung des
Proteasoms mit MG 132 erzwungen werden. Die Kontrollen beweisen die Funktionalitét
des Testsystems. Die Uberexpression von HA-markiertem p53 bietet zwei Vorteile:
Erstens ist eine Detektion geringer Mengen HA-p53 durch den sehr sensitiven HA-
Antikorper moglich. Zweitens findet man {iberexprimiertes HA-p53 in Kontrolle und NO-
stimulierter Probe in dhnlichen Mengen (siehe auch Wang et al., 2002), so dass die beiden
Proben im Western Blot relativ einfach verglichen werden konnen.

Um einen unerwiinschten Effekt durch Uberexpression oder HA-Markierung
auszuschlieBen, wurde die Ubiquitinierung von endogenem p53 untersucht. Der Einsatz
von RKO-Zellen lieB die Verwendung eines sensitiven p53-Antikorpers, der ausschlieBlich
humanes p53 erkennt, zu und ermoglichte damit die direkte Detektion von ubiquitiniertem
endogenem p53 (Abbildung 22). Die Auswertung der Ergebnisse ist durch die
unterschiedliche p53-Expression in der unbehandelten Kontrolle und den stimulierten
Proben aber problematisch. Nach NO-Stimulation konnte zwar eine verstirkte
Ubiquitinierung von p53 im Western Blot detektiert werden, diese ist aber lediglich auf die
NO-vermittelte Induktion, also eine erhohte Menge an p53 in den einzelnen Proben bzw.
Spuren im Western Blot, zuriickzufiihren. UV-Bestrahlung und Hemmung des Proteasoms
mit MG 132 fiihrten zu den bereits fiir HA-p53 beobachteten Ergebnissen. Dies bedeutet,
dass nach NO-Behandlung weder exogenes noch endogenes pS53 in seinem
Ubiquitinierungsstatus verdndert ist.

Die Ubiquitinierung von p53 kann sowohl im Cytoplasma als auch im Kern stattfinden (Yu
et al., 2000), wobei der proteasomale Abbau im Cytoplasma durchgefiihrt wird. Nach NO-
Behandlung akkumuliert p53 aber nukledr. Eine Betrachtung der Verteilung von
ubiquitiniertem p53 ist daher von Interesse. Zu diesem Zweck wurden RKO-Zellen mit
GSNO stimuliert und in eine nukledre sowie cytoplasmatische Fraktion zerlegt (Abbildung
23). Western Blot-Analysen zeigten, dass nach NO-Stimulation ubiquitiniertes p53
iiberwiegend im Zellkern lokalisiert ist. Zudem handelt es sich um hoher ubiquitinierte
Formen, d.h. um p53, das mit mehr Ubiquitinresten versehen ist als cytoplasmatisches p53.
Das im Cytoplasma detektierte pS3 war weniger stark ubiquitiniert. Diese Ergebnisse
korrelieren mit den Literaturdaten, die die Moglichkeit einer Mdm2-abhidngigen

Ubiquitinierung von p53 in Cytoplasma und Nukleus postulieren (Yu et al., 2000).
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Fiir den nukledren Export von p53 werden verschiedene Mechanismen diskutiert Dabei
konnte, wie schon angesprochen, die Ubiquitinerung von p53 zur Demaskierung der NES
von p53 flihren (Liang und Clarke, 2001; Lohrum et al., 2001), so dass einem Export von
p53 nichts mehr im Weg stiinde und eine gleichmassigere Verteilung von ubiquitiniertem
p53 in Cytoplasma und Nukleus zu erwarten wire. Unklar ist auch, ob wéhrend des
nukledren Exports Mdm2 an p53 gebunden ist oder vor dem Passieren des
Kernporenkomplexes abdissoziieren muss. p53 ist nicht unbedingt auf die NES von Mdm?2
angewiesen (Boyed et al., 2001). Da es eigene NES besitzt, ist es durchaus mdglich, dass
p53 ohne Mdm2-Bindung den Kern verlassen kann. Vielleicht hindert gerade die Mdm2-
Bindung p53 an seinem nukledren Export. Da p53 nach NO-Stimulation transkriptionell
aktiv ist, kann davon ausgegangen werden, dass zumindest ein Teil in der tetrameren Form
vorliegt. Zudem wechselwirkt es mit Mdm2. Dies konnten Griinde fiir eine Hemmung des
nukledren Exports von p53 nach NO-Stimulation sein, was schlie8lich zur Akkumulation
von p53 fiihren wiirde. p53 ist zwar ubiquitiniert, aber NO-Behandlung fiihrt auch zur
Phosphorylierung von p53 an Serin 392, was wiederum zur Stabilisierung der tetrameren
Form beitrdgt (Sakaguchiet al., 1997). Zellfraktionierungen und Immunfluoreszenz-
farbungen lassen nur Riickschliisse auf eine momentane Verteilung von p53 zu. Um
herauszufinden, ob NO einen Einfluss auf das nukleocytoplasmatische ,shuttling® von p53
hat, wurden Heterokaryon-Analysen durchgefiihrt. Mit dem Heterokaryon-Assay
(Abbildung 4) kann geklart werden, ob p53 nach NO-Behandlung in der Lage ist den
Zellkern zu verlassen, um im Cytoplasma degradiert werden zu konnen. Zhang und Xiong
(2001) konnten zeigen, dass p53 neben der C-terminalen NES eine zweite im N-terminalen
Bereich besitzt. Diese ist nicht so stark in ihrer Wirkung wie die C-terminale NES, gentigt
aber, um eine Akkumulation von p53 auszuldsen (Zhang, personliche Mitteilung). Die N-
terminale NES umspannt die Aminosdurereste 11-27 (Zhang und Xiong, 2001). In ihr
befinden sich also auch die beiden kritischen Serinreste 15 und 20, die nach Stress oft
phosphoryliert sind. Die Heterokaryon-Analysen (Abbildung 25) zeigten, dass Serin 15-
phosphoryliertes p53 nicht mehr in der Lage ist, den Kern zu verlassen. Eine spontane
Dephosphorylierung von Serin 15-phosphoryliertem p53 in Saos-2-Nuklei wird
ausgeschlossen, da die Zellen durch Paraformaldehyd sehr schnell und effizient fixiert
werden, so dass zumindest ein Teil gefirbt werden miisste. Ob weitere Aminosdurereste
der NES oder benachbarter Regionen in den Export involviert sind, bleibt zu kliren.

Leptomycin B (LMB)-Stimulation fiihrte ebenfalls zur Akkumulation von p53, was auf
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einen CRM 1-vermittelten nukledren Export von p53 schlieBBen ldsst (Abbildung 18; Roth et
al., 1998). CRM1 bindet normalerweise an Leucin-reiche NES. p53 und Mdm?2 besitzen
solche Exportsequenzen (Fornerod et al., 1997). Durch Co-Immunoprézipitationen konnte
erstmals gezeigt werden, dass CRMI1 direkt oder zumindest indirekt mit Mdm?2
wechselwirkt (Abbildung 26). Dazu wurde Mdm2 aus RKO-Zelllysat prézipitiert und
CRMI1 im Co-Prézipitat detektiert. Da RKO-Zellen p53 exprimieren und auch die
Wechselwirkung von Mdm2 mit p53 gezeigt werden konnte, bleibt offen, ob CRM1 direkt
oder indirekt iber p53 mit Mdm2 interagiert. Ein Einfluss von NO auf die
Wechselwirkung von CRM1 mit Mdm2 bzw. p53 konnte jedoch nicht gezeigt werden.
Weitere Studien mit p53-negativen und Mdm2-positiven Saos-2-Zellen sollten iiber diesen
Sachverhalt Aufschluss geben.

Ein anderer Ansatz zur Erkldrung einer p53-Akkumulation nach NO-Behandlung, wire die
Induktion des humanen Tumorsuppressors pl4*%" (p19*** ist das murine Aquivalent).
pl14**F ist neben p53 das am hiufigsten mutierte Gen in Tumoren (Zhang und Xiong,
2001). Es wird in der Regel von Onkoproteinen wie E1A oder Myc induziert. DNA-
Schidigungen fithren nicht zu einer Akkumulation von p14**" (Kubbutat und Vousden,
1998). Umso interessanter ist das Ergebnis, dass NO das Potenzial besitzt, p14**" in NHF6
zu induzieren (Abbildung 22), und sich somit in einem weiteren Punkt von DNA-
schddigenden Substanzen in der Vermittlung der p53-Akkumulation unterscheidet. NO-
Stimulation fiihrte zur Akkumulation und Rekrutierung von p14”*" im Zellkern, wobei ein
Teil mit Nukleoli co-lokalisierte. Die adenovirale Uberexpression von E2F1 fiihrte
ausschlieBlich zu p14”*¥, das mit Nukleoli co-lokalisierte. Dies konnte aber auch durch die
nur schwer kontrollierbare Uberexpression von E2F1 zustande kommen. In den momentan
existierenden Modellen einer p14**F-vermittelten Stabilisierung von p53 scheint es jedoch
keine Rolle zu spielen, ob p14**F mit den Nukleoli im Zellkern sublokalisiert ist; wichtig
ist die nukledre Lokalisation (Zhang und Xiong, 2001). Untersuchungen mit endogenem
p14™*F sind insofern problematisch, als Zelllinien mit zunehmender Passagenzahl zu
Mutationen von p14”*" neigen. In vielen Zelllinen, wie z.B. in RKO-Zellen (Daten nicht
gezeigt), wird pl4**F, auch nach Uberexpression von E2F1, nicht mehr exprimiert.
Deshalb konnen die Daten aus den Experimenten mit NIH3T3-Fibroblasten, RKO- oder
U20S-Zellen nicht ohne weiteres auf NHF6 {ibertragen werden. Dies zeigt aber zudem,
dass p14**" zur NO-vermittelten Akkumulation nicht unbedingt notwendig ist (siche auch

Wang et al., 2002).
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Verschiedene Mechanismen der NO-vermittelten p53-Akkumulation kénnen also aufgrund
der in dieser Arbeit gewonnen und bereits bekannten Daten entworfen werden:

1. NO fiihrt zur nuklediren Akkumulation von pl14°%F

ARF
4

, welches teilweise sogar mit
Nukleoli assoziiert vorliegt. pl verhindert durch seine Wechselwirkung mit
Mdm2 den Mdm2-abhingigen nukledren Export von p53. Dies kann auf zwei Arten
geschehen: Einerseits, indem p14™*F die Interaktion von Mdm2 und p53 stért und
Mdm2 mit den Nukleoli assoziiert (im Schema rechts). Andererseits fiihrt die
Stimulation mit NO nicht zur vollstindigen Lokalisation von p14**" mit den Nukleoli,
sondern ist auch ,frei‘ im Nukleoplasma zu finden. Zudem ist Mdm2 in der Lage,
p14™*F aus den Nukleoli zu rekrutieren (Zhang und Xiong, 1999). Dabei konnte es mit

Mdm?2 und p53 einen terndren Komplex eingehen, der ebenfalls nicht exportiert

werden kann (im Schema links).

NO —» p144rFt

Nukleolus

=
)

Nukleus
Cytoplasma

Abbildung 30: NO verhindert den nukledren Export von p53 durch Induktion von p14**F.

Schematische Darstellung.

2. Nach NO-Stimulation akkumuliert p53 auch in Zellen, die kein pl14**" mehr
exprimieren.
A. NO-Behandlung fiihrt zur Phosphorylierung von p53 an Serin 15 und Serin 392.
Moglicherweise verhindert die Serin 15-Phosphorylierung die Bindung des
Exportrezeptors CRM1 in der N-terminalen NES. Die Phosphorylierung an Serin 392
stabilisiert zudem die tetramere Form, die zur Maskierung der C-terminalen NES von

p53 flhrt.
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Serin 15-P-p53 T
Serin 392-P-p53

Nukleus

Cytoplasma

Abbildung 30A: Schematische Darstellung Nr. 1 eines postulierten Mechanismus der
NO-vermittelten Akkumulation von p53 (in Zellen ohne p14**-Expression).

B. Damit p53 aus dem Kern exportiert werden kann, muss es ubiquitiniert werden. Vor
dem Export muss Mdm2 abdissozieren, damit CRM1 an p53 binden kann. Nach NO-
Behandlung ist die Ubiquitinierung zwar vorhanden, Mdm2 16st sich aber nicht von

p53, womit der Export verhindert werden konnte.

Kontrolle NO

Nukleus

Cytoplasma
@g |
Abbildung 30B: Schematische Darstellung Nr. 2 eines postulierten Mechanismus der NO-

vermittelten Akkumulation von p53 (in Zellen ohne p14**-Expression).
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Neben der Degradation durch das Ubiquitin-Proteasom-System kann p53 auch durch die
cytosolische Cysteinprotease Calpain gespalten werden. Die Hemmung von Calpain durch
Calpain-Inhibitoren filihrte zur Stabilisierung von p53 (Abbildung 27; Gonen et al., 1997;
Kubbutat und Vousden, 1997). Zu bedenken ist jedoch, dass die exogen zugefiihrten
Calpain-Inhibitoren I und II auch teilweise das Proteasom hemmen. /n vitro translatiertes
33S-markiertes p53 konnte durch Calpain gespalten werden (Abbildung 28). Die Zugabe
von NO verhinderte die Calpain-vermittelte Spaltung von p53, so dass ein hemmender
Effekt von NO auf die Cystein-Protease angenommen werden kann. Die eindeutigsten
Ergebnisse liefert die Uberexpression von Calpastatin, dem zelleigenen Inhibitor von
Calpain. Die Uberexpression von Calpastatin fiihrt zur Akkumulation von p53 (Pariat et
al., 1997). Calpainaktivitit ist im Nukleus vor der DNA-Synthese zu finden. Die
Hemmung von Calpain fiihrt zur Akkumulation von p53 sowie p21 und hemmt die DNA-
Synthese (Zhang et al., 1997). Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die
Spaltung von p53 durch Calpain wéhrend der G1-Phase es der Zelle erlaubt in die S-Phase
tiberzutreten. Die Hemmung von Calpain besitzt also einen weitreichenden Einfluss auf
den Zellzyklus besitzt. Es ist dennoch fraglich, ob die Akkumulation von p53 in dieser
Situation ein direkter oder eher ein indirekter Effekt ist. Geht man von einer
Calpainaktivitdt aus, die vorwiegend cytoplasmatisch ist, so ist die hemmende Wirkung
von NO als redundant einzuschdtzen, da die hemmende Wirkung von NO auf den

nukledren Export zuerst zum Tragen kidme.

Diese Studie zeigt, dass die Akkumulation von p53 nach NO-Behandlung auf der
Hemmung des nukledren Exports von Serin 15-phosphoryliertem p53 beruht. Die durch
NO hervorgerufene Serin 15-Phosphorylierung von p53 fiihrt nicht zum Abbruch der
Wechselwirkung zwischen p53 und seiner E3-Ligase, Mdm2. Die zum Abbau von p53
notwendige Ubiquitinierung wird nicht durch NO beinflusst. Zudem konnte gezeigt
werden, dass NO in NHF6 p14**" induziert, welches durch Hemmung des nukleiren
Exports ebenfalls eine Akkumulation von p53 verursacht. Da p53 auch in pl14"t-
negativen Zellen nach NO-Behandlung akkumuliert, miissen zwei prinzipiell
unterschiedliche Mechanismen existieren, die in p14”*F-positiven Zellen auch gleichzeitig
zum Tragen kommen kdnnen.

Da in der Literatur kontroverse Ergebnisse zur Regulation und zum Mechanismus des

nukledren Exports von p53 zu finden sind, ist es sicherlich notwendig, in diesem Bereich
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noch tiefgriindiger zu forschen. Die Kldrung des nukledren Exportmechanismus von p53
ist von grofler Bedeutung, da man sich erhofft {iber, ihn mogliche Therapieansitze zur
Tumorbekédmpfung zu erschlieBen. Da NO ein ubiquitdrer Stoff im Korper ist und auch in
Therapien bereits Verwendung findet, ist gerade der NO-vermittelte Mechanismus der

p53-Akkumulation von groBem Interesse.
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6. Zusammenfassung

p53 und NO sind zwei Molekiile mit groer Bedeutung fiir den menschlichen Organismus.
Beide beeinflussen den Zellzyklus und sind entweder Ausloser (NO) oder Vermittler der
Apoptose, d.h. NO induziert eine Signalkaskade die, teilweise pS3-abhingig, zur Apoptose
fiihrt. Seit Beginn der 90er Jahre ist bekannt, dass p53 unter Einfluss von NO akkumuliert.
Diese Erkenntnis ist inzwischen fiir mehrere Zellsysteme etabliert. Dabei spielt es keine
Rolle, ob NO iiber NO-Donoren oder durch Stimulation endogener NO-Synthasen
zugefiihrt wird. In der Regel wird p53 nach NO-Einwirkung {iber eine Verldngerung seiner
Halbwertszeit reguliert. Northern Blot-Analysen schlossen eine p53-mRNA-Erhohung
nach Stimulation mit NO aus. Es wird deshalb ein hemmender Einfluss von NO auf die
p53-Degradation vermutet. Der molekulare Mechanismus der p53-Akumulation nach NO-

Einwirkung wurde in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht:

e Die Stimulation mit dem NO-Donor GSNO fiihrte in NIH3T3-Fibroblasten, RKO-
Zellen und U20S-Zellen zur Akkumulation von p53. Dabei konnten unterschiedliche
Zeit- und Konzentrationsabhingigkeiten der verschiedenen Zelllinien beobachtet
werden. Das akkumulierte p53 ist vorwiegend nukledr lokalisiert und transkriptionell

aktiv.

e Eine Regulation der p53-Stabilitdt durch transkriptionelle Induktion des p53-Gens

konnte durch Northern Blot-Analysen ausgeschlossen werden.

e p53 wird hauptsdchlich iiber das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut. Die
Interaktion von p53 mit seiner E3-Ligase Mdm?2 ist fiir die Ubiquitinierung von p53
notwendig. Durch Co-Immunoprézipitationsversuche konnte gezeigt werden, dass p53
auch nach NO-Stimulation noch mit Mdm2 wechselwirkt. Dies ist interessanterweise
trotz Serin 15-Phosporylierung der Fall. Ein Einfluss auf die Ubiquitinierung von
exogenem HA-p53 und endogenem p53, wie er durch UV-Bestrahlung oder Hemmung
des Proteasoms zu verzeichnen war, konnte nach NO-Stimulation nicht festgestellt
werden. Durch Messungen der Proteasomaktivitét und Analyse ubiquitinierter Proteine
im Zelllysat lie sich ein direkter Effekt von NO auf die proteolytische Aktivitéit des

Proteasoms ausschlief3en.



Zusammenfassung

¢ Die Cysteinprotease Calpain kann p53 im N-terminalen Bereich proteolytisch spalten.
Eine Hemmung dieser Protease mit Calpain-Inhibitor I und II fiihrte zur Akkumulation
von p53. Beide Stoffe hemmen aber ab bestimmten Konzentrationen auch die
proteolytische Aktivitit des Proteasoms. *>S-markiertes p53 konnte in vitro durch
gereinigtes Calpain gespalten werden. Eine gleichzeitige Inkubation mit GSNO

verhinderte teilweise die Spaltung des *S-markierten p53.

e Es konnte gezeigt werden, dass p53 durch NO an Serin 15 phosphoryliert wird. Da
weder die Bindung an Mdm2 noch die Ubiquitinierung von p53 nach NO-Stimulation
beeintrichtigt war, wird ein Einfluss der Serin 15-Phosphorylierung von p53 auf den
nukledren Export vermutet. Zudem konnte gezeigt werden, dass hoher ubiquitiniertes
p53 nach NO-Behandlung vorwiegend nukledr zu finden ist. Heterokaryon-Analysen
bestitigten die Annahme, dass Serin 15-phosphoryliertes p53 nicht mehr in der Lage
ist, den Kern zu verlassen. Aufgrund des gehemmten nukledren Exports kann Serin
15-phosphoryliertes p53 nicht mehr ins Cytoplasma gelangen, um dort vom Proteasom
degradiert zu werden, was letztlich zur Akkumulation von p53 flihrt.

e NHF6 exprimieren wt pl4”*F

, ein Tumorsuppressorprotein, das iiber die
Wechselwirkung mit Mdm2 in die Regulation der p53-Stabilitit eingreifen kann.
Durch NO-Behandlung kam es zur Akkumulation von pl4**" im Nukleus, das
teilweise mit Nukleoli assoziierte. Die Akkumulation von p14**" stellt einen weiteren
moglichen Mechanismus zur p53-Akkumulation dar. Da es jedoch in Zellen, die kein
p14*% exprimieren, nach NO-Behandlung ebenso zur Akkumulation von p53 kommt,
bleibt offen, welchen Stellenwert der Mechanismus einer pl4*%-vermittelten

Akkumulation neben der Blockade des nukledren Exports durch Serin 15-

Phosphorylierung einnimmt.
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